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Resumen

Los sistemas heterostilicos son polimorfismos florales asociados a un sistema de
incompatibilidad. Este polimorfismo ha sido interpretado como un mecanismo que evita la
autofecundacion y/o promueve el entrecruzamiento legitimo. Oxalis alpina es una especie
heterostilica que tiene poblaciones tristilicas isopléticas (morfos representados en
frecuencias iguales), tristilicas anisopléticas, y distilicas (pérdida del morfo intermedio); y
ofrece la oportunidad de estudiar el papel evolutivo del flujo de polen en la transicion de la
tristilia a la distilia. En este trabajo se estimaron las tasas de flujo de polen legitimo e
ilegitimo por medio de polvos fluorescentes en tres poblaciones tristilicas y una distilica de
O. alpina. Los resultados indican que los flujos legitimos son mas frecuentes que los
ilegitimos, aunque la proporcion de flujos ilegitimos, asi como las diferencias entre los
morfos florales fueron muy marcadas. Utilizando un modelo genético se evalu6 la
influencia de los flujos y se encontr6 que ademas de las modificaciones en el sistema de
incompatibilidad, se requiere un a modificacion en los patrones de flujo de polen para que

evolucione la distilia.



Introduccion

Las Angiospermas, con aproximadamente 250,000 especies, son por mucho el grupo de
plantas mas diverso. Esta riqueza de especies estd acompanada por una gran variedad de
sistemas reproductivos que incluye desde plantas donde las funciones sexuales se
encuentran en individuos diferentes (dioicos), hasta plantas con las dos funciones en la
misma flor (hermafroditas). Estas ultimas son las mas abundantes y se presentan en
aproximadamente 80% de las especies (Dumas, et al., 1985; Fetcher, 2000; Friedman y
Floyd, 2001). Dentro de la variedad de sistemas reproductivos que presentan flores
hermafroditas destacan los sistemas heterostilicos por su particular combinacion de
atributos. Los sistemas heterostilicos se caracterizan por presentar un polimorfismo en la
longitud de los estilos y los estambres, asociado con un sistema de incompatibilidad
heteromorfico. Este polimorfismo se expresa en las poblaciones a través de dos o tres
morfos florales (Weller, 1992). La variacion en el tamafio de los estilos y las anteras es
reciproca, de manera que la altura de los estigmas de un morfo corresponde a la de las
anteras de los otros morfos (Ganders, 1979). Los nombres de los distintos morfos hacen
referencia a la longitud del estilo. Se ha sugerido que la heterostilia es un mecanismo que
promueve las cruzas legitimas entre flores de distintos morfos (flujos legitimos de polen)
(Darwin, 1877), como un mecanismo que evita la autofecundacion, los efectos nocivos de
la depresion por endogamia (Fetcher, 2000), asi como la interferencia fisica entre los sexos
dentro de la misma flor (Loyd y Webb, 1986; Cesaro, et al., 2004). Finalmente, también
Ademas del polimorfismo floral, el sistema de incompatibilidad es el otro componente que
caracteriza a la heterostilia. Los sistemas de incompatibilidad consisten en la inhabilidad
de una planta hermafrodita fértil de producir cigotos después de la auto-polinizacion, la
geitonogamia y las cruzas intra-morfo (De Nettancourt, 2000). Existen dos tipos de
incompatibilidad: el sistema gametofitico y el esporofitico. En el primero el
reconocimiento de la compatibilidad depende de sustancias producidas por el gametofito
(tubo polinico), mientras que en el sistema esporofitico el reconocimiento depende de
sustancias producidas por el esporofito (sustancias del tapete en el polen). Ambos sistemas
impiden que el tubo polinico alcance a los 6vulos. En el primero, el crecimiento del tubo
polinico es inhibido por el reconocimiento de proteinas del gametofito en algin punto a lo
largo del estilo. En el sistema esporofitico se evita la germinacion del grano de polen al

reconocer proteinas del esporofito producidas por el tapete o tejido nutricio del grano de



polen, por lo que no se observa la presencia del tubo polinico (Richards, 1986). Las
plantas de especies heterostilicas se encuentran asociadas generalmente a un sistema de

incompatibilidad de tipo esporofitico (Fig 1).
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Fig. 1 Sistemas de incompatibilidad. Las letras ( S', S*) indican el genotipo del grano de
polen y del estigma. Se encuentra representado el grado de reconocimiento y el sitio de

inhibicién del tubo polinico para ambos sistemas.

Asociado a los sistemas heterostilicos se encuentran ademas distintos atributos
accesorios que diferencian a los morfos florales. Estas diferencias se encuentran en el
tamano y produccion de granos de polen, el tamafio de los estigmas y el nimero de papilas

estigmaticas (Barrett, 1988).

Existen dos tipos de sistemas heterostilicos, la distilia y la tristilia (Hildebrand,
1867; Darwin, 1877). La distilia presenta dos morfos florales, un morfo con estilos cortos y
anteras largas, llamado “Thrum”; y un morfo con estilos largos y anteras cortas, llamado
“Pin” (Fig. 2). El segundo tipo, conocido como tristilia, es mucho menos comun en la
naturaleza y se caracteriza por la presencia de tres morfos florales: Largo, Intermedio, y
Corto, con dos niveles de anteras cada uno. El morfo corto tiene anteras intermedias y
largas; el morfo intermedio tiene anteras cortas y largas, y el morfo largo tiene anteras
cortas e intermedias (Charlesworth, 1979) (Fig. 2). Estos 6rganos estan arreglados de modo

que los estigmas de un nivel puedan ser fecundados con éxito por el polen de anteras del



mismo nivel (Charlesworth, 1979). Esto es lo que Darwin llamo cruza legitima. Las cruzas
legitimas son mediadas por los insectos polinizadores y por el sistema de
incompatibilidad. Las cruzas que ocurren entre niveles de anteras y estilos de distintos

tamafos se conocen como ilegitimas.

Distilia
A
Thrum Pin (A)
Tristilia
sM sL
(B)
S M L

Fig. 2. Distilia con un morfo Pin de anteras cortas y estigma largo, y morfo Thrum con
estigma corto y anteras largas (A); Tristilia con tres morfos: L, con estilo largo y niveles de
anteras por debajo, M, con estilo entre los dos niveles de antera y S, con estilo por debajo

de los dos niveles de anteras (B). Las flechas indican las cruzas legitimas entre los morfos.

Los sistemas distilicos estan representados en 24 familias de Angiospermas,
mientras que la tristilia esta presente unicamente en 6 familias (Pontederiaceae,
Oxalidaceae, Lythraceae, Amarillidaceae, Linaceae y Connaraceae) (Baker, 1962; Barrett,
1993). Se ha sugerido que la heterostilia es un sistema reproductivo evolutivamente

inestable (Dominguez et al., 1997; Cuevas et al., 2005), ya que hay muchos ejemplos que



muestran la transicion de la tristilia hacia la distilia, o incluso la homostilia (estructuras
florales al mismo nivel). Este proceso involucra la pérdida de uno de los morfos
(usualmente el morfo intermedio) en poblaciones que originalmente eran tristilicas. Por
ejemplo, en las familias Oxalidaceae y Lythraceae pueden encontrarse especies tristilicas
y distilicas (Barrett, 1993), y practicamente en todos los casos, existen poblaciones
homostilicas derivadas. (Weller y Denton,1976). En las familias que incluyen especies
distilicas y tristilicas se ha propuesto a la tristilia como el tipo ancestral del cual evolucioné

la distilia (Weller y Denton, 1976).

Existen distintas hipotesis y modelos tedricos que pretenden explicar la transicion
evolutiva de la tristilia a la distilia (Charlesworth, 1979; Lloyd y Web, 1992; Weller y
Denton 1976). Los modelos se han enfocado en determinar cuéles son las fuerzas
selectivas mas importantes involucradas en la disolucion evolutiva de la tristilia. En
general se propone que las fuerzas mas importantes son las modificaciones en el sistema de
incompatibilidad, diferencias en la adecuacion entre los morfos (posiblemente por flujos
asimétricos de polen), y/o la deriva génica (Charlesworth, 1979; Lloyd y Web, 1992;
Weller y Denton 1976). Tomando en cuenta la hipotesis de Darwin (1877) que propone a
la heterostilia como un mecanismo que promueve el entrecruzamiento legitimo,
suponemos que la probabilidad de que ocurran flujos ilegitimos (entre estambres y estilos
de diferente nivel) deberia ser muy baja. Si esto fuera asi, seria de poca importancia la
presencia de un sistema de incompatibilidad. Por el contrario, si el sistema de
incompatibilidad es el que mantiene el polimorfismo y sélo las cruzas legitimas producen
semillas, entonces no importaria que hubiera flujos ilegitimos o asimétricos de polen en
las poblaciones. Entonces, para que evolucione la distilia es necesario que ocurran

cambios tanto en el flujo de polen como en el sistema de incompatibilidad.

Existen estudios que muestran que el sistema de incompatibilidad de las especies
heterostilicas puede sufrir modificaciones importantes (Amsinckia douglasiana, A.
vernicosa, Hedyotis caerulea, Pontederia sagitatta, Bouvardia ternifola y Oxalis alpina
(Ganders, 1979; Ornduft, 1980; Scribailo y Barrett, 1991; Faivre, 2002; Weller et al.
2007).Sin embargo, para que un cambio en el sistema de incompatibilidad pueda afectar el
equilibrio evolutivo en las frecuencias de los morfos florales es necesario que los flujos de

polen permitan la produccion de semillas. Por lo tanto también son necesarias las



modificaciones en los patrones de flujo de polen. Se sabe que el flujo de polen en especies
heterostilicas no es completamente legitimo, es decir entre anteras y estigmas al mismo
nivel (Ornduff, 1978; Weller, 1980; Ornduff, 1980; Swamy y Bahadur, 1984; Glover y
Barrett, 1986; O'Neil, 1992; Ree, 1997; Nishihiro y Washitani, 1998; Nishihiro et al.,
2000, Lau y Bosque, 2003). Por esta razon resulta fundamental tomar en cuenta el efecto
conjunto de los patrones de flujo de polen y las modificaciones en el sistema de

incompatibilidad para entender la disolucion evolutiva de la tristilia.

En este contexto, Oxalis alpina (Rose) Knuth es una especie muy interesante, ya que
presenta poblaciones tristilicas isopléticas (frecuencias iguales de cada morfo, Heutch,
1979), poblaciones tristilicas anisopléticas (frecuencias diferentes de los morfos), y
poblaciones distilicas con pérdida del morfo intermedio (Weller, et al. 2007) (Fig. 4). Esta
variacion parece reflejar la trayectoria evolutiva desde la tristilia hacia la distilia y ofrece la
oportunidad de estudiar si los patrones de flujo de polen son la causa de este proceso.
Weller et al. (2007) han demostrado que existen dos cruzas ilegitimas (S x mL y L x mS)'
cuya compatibilidad se encuentra modificada y que esta modificacion se encuentra
asociada a la pérdida del morfo intermedio (Fig. 3). Por lo anterior se esperaria que la
evolucion de la distilia a partir de la tristilia esté acompafiada por un incremento en la
magnitud de los flujos ilegitimos. Existen dos maneras por las cuales puede dar una
modificacidn en los patrones de flujo de polen. La primera se relaciona con la conducta de
forrajeo de los polinizadores, o con diferencias en la composicion del gremio de
polinizadores entre las poblaciones. La segunda posibilidad es que la variacion en los
flujos de polen no se deba a los polinizadores, sino a variaciones en la morfologia de las

flores.

! La forma de leer las cruzas es la siguiente: La primera letra (mayuscula) corresponde al morfo
receptor, la segunda letra (minuscula) corresponde al nivel de antera y la tercera letra en mayuscula
corresponde al morfo al que pertenece el nivel de antera del donador (ver Fig. 2 B).



36 4 L

o ®
g 32 . ..
g -
o= - -,
(Sl
S o
s —_®
g 24 4 L] Ry
()
=]
Q
e
= L]
20 4 ; T ; !
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Modificacion del sistema de incompatibilidad en
las cruzas S x mL y L x mS

Fig. 3 Correlacion negativa entre la modificacion en el sistema de incompatibilidad (variacion en la
produccion de semillas)en las cruzas S x mL y L x mS y la frecuencia del morfo intermedio en O.

alpina en las Sky Islands (Weller et al. 2007).

Objetivo General
Describir los patrones de flujo de polen de cuatro poblaciones de Oxalis alpina que

representan un gradiente en la transicion evolutiva de la tristilia a la distilia.

Objetivos Particulares
* Estimar las diferencias en las tasas de visita de los polinizadores entre morfos y
poblaciones de O. alpina.
* Estimar los patrones de flujo de polen legitimo e ilegitimo en cuatro poblaciones
contrastantes de O. alpina.
* Evaluar el efecto del flujo de polen en la transicion tristilia-distilia por medio de un

modelo genético.


Operador
Nota adhesiva


Metodologia General

Especie de estudio

Oxalis alpina (Rose) Knuth, seccion lonoxalis (Oxalidaceae) es una especie
heterostilica, herbacea, perenne, que vive asociada a los bosques de coniferas
(Cronquist, 1981). En la region de las “Sky Islands™ (Islas del cielo, sureste de Arizona,
suroeste de Nuevo México, E.U.; y noreste del estado de Sonora, México) es posible
encontrar poblaciones tristilicas isopléticas, poblaciones tristilicas anisopléticas, y

poblaciones distilicas en las que se ha perdido el morfo intermedio (Weller et al. 2007)

(Fig. 4).

En la seccion lonoxalis, dos locus aparentemente ligados, uno epistatico sobre
el otro, son los responsables del polimorfismo floral (Weller, 1976). Estos locus son
llamados S y M. Cuando al menos uno de los alelos S se encuentra en condicion
dominante (Ssmm) se genera una planta de morfo corto. Al ser epistatico sobre el locus
M, es necesario que el locus S se encuentre en condicion recesiva y que haya un alelo
dominante M para producir una planta con morfo intermedio. El morfo largo se presenta
cuando la condicion es doble recesiva para ambos locus. De este modo existen 6
posibles genotipos para el morfo corto (Ssmm, SsMm, SsMM, SSmm, SSMm y
SSMM), dos para el intermedio (ssMm 6 ssMM) y uno para el morfo largo (ssmm)
(Weller, 1976; Charlesworth, 1979). A pesar de que el morfo corto presenta seis
posibles genotipos, en la naturaleza solo se encuentran tres, que corresponden a los
genotipos heterdcigos en el locus S. Los genotipos SS aparecerian si ocurren flujos
asimétricos (flujos no legitimos) y existe una modificacion del sistema de
incompatibilidad que permita la produccion de semillas entre individuos del morfo corto

(Charlesworth, 1979).

Durante las glaciaciones del Pleistoceno (hace 10, 000 afios aprox.) las partes
altas de las montafias de la region de las Sky Islands, mantenian temperaturas de
congelacion, por lo que muchas especies que ahora habitan en esos sitios tenian una
distribucién continua en altitudes menores (Masta, 2000; Knowles, 2000). Oxalis alpina
era una de esas especies y se supone que durante el Pleistoceno ocupaba una gran
porcion de los frios y himedos valles intermontanos. Una vez que los hielos se retiraron

al término de las glaciaciones y produjeron un clima mas calido y seco, las poblaciones



de Oxalis alpina, junto con otras especies que habitaban en los bosques de coniferas, se

aislaron en las montanas hasta adquirir su distribucién actual. A partir de su aislamiento,

las poblaciones de Oxalis alpina pudieron seguir caminos evolutivos diferentes.
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En este estudio trabajé en cuatro poblaciones de Oxalis alpina de la region de las
“Sky Islands”. Estos estudios se realizaron durante los meses de agosto del 2004 y
2005. Estas cuatro poblaciones fueron seleccionadas porque representan diferentes fases

(frecuencia del morfo intermedio) de la transicion de la tristilia a la distilia en O. alpina.

Tres de las poblaciones estudiadas son tristilicas y una es distilica. Entre las
poblaciones tristilicas encontramos una, La Mariquita (MAR) (Sonora, Méx.), en
condicidn isoplética. Dos poblaciones, La Parica (PUR) (Sonora, Mex.) y Morse
Canyon (MC)(Arizona, EUA) son anisopléticas y muestran un déficit en la frecuencia
del morfo intermedio. Finalmente, Pinery Canyon (PC) (Arizona, EUA) es una
poblacién distilica que ha perdido completamente el morfo intermedio y presenta los
dos morfos restantes en condicion isoplética (Fig. 5). Para fines practicos nos
referiremos a las poblaciones Mariquita, Purica, Morse Canyon y Pinery Canyon como

MAR, PUR, MC y PC respectivamente.

Tasas de visita

Para saber si existen diferencias entre morfos y entre poblaciones en la tasas de visita de
los polinizadores, se hicieron censos de las visitas por morfo de polinizadores en las
cuatro poblaciones de O. alpina. Para esto se seleccionaron 6 parches con flores de O.
alpina que incluyeran individuos de los tres morfos (2 en Pinery Canyon). Cada parche
fue muestreado durante 2 h. por una persona ubicada a una distancia que no interfiriera
con la actividad de los polinizadores. En cada parche se realizaron 12 periodos de
observacion de cinco minutos cada uno y separados por intervalos de cinco minutos.
Estas observaciones se realizaron entre las 11 y 14 h, cuando los polinizadores se
encontraron mas activos. Durante cada periodo de observacion se registro el namero de
visitas que recibio cada morfo, asi como la identidad del polinizador (Orden 6 Género).
Estas observaciones fueron realizadas en los mismos afios en los que se estimo el flujo

de polen.

Estimacion del flujo de polen

Oxalis alpina al 1gual que otras especies heterostilicas presenta variacion en el tamafio
de los granos de polen entre morfos. Sin embargo, no es posible estimar los flujos de
polen con base en las cargas de polen del estigma debido a que el tamafio de los granos

de polen de anteras largas, intermedias y cortas, a pesar de ser diferente, presentan un

10



alto sobrelapamiento y no es facil diferenciarlo (Weller, 1979). Por esta razon en este
estudio se utilizaron polvos fluorescentes de diferentes colores (Arco Colores S.A. de
C.V.). Se ha demostrado que los polvos fluorescentes pueden ser un buen anéalogo del

polen (O’Neil, 1992, Castillo et al. 2002; Adler e Irwin, 2006,).

Se utilizaron polvos fluorescentes industriales de 6 colores distintos, uno para
cada nivel de antera y morfo (mL, sL, sM, IM, mS, 1S) (Fig. 2). El criterio de seleccion
de los polvos se baso en la facilidad para distinguir cada color bajo la luz UV y evitar
confusiones al momento de revisar las flores. En cada poblacion se eligieron al azar 30
flores de cada morfo. Las flores de un morfo dado fueron divididas en dos grupos, y a
las flores de cada grupo se les aplico un color de polvo fluorescente. El color del polvo
y el nivel de antera seleccionado para la aplicacion fueron definidos con anterioridad.
De esta manera cada flor recibid un solo color de polvo en s6lo uno de los niveles de
anteras. La aplicacion de los polvos se realizoé por medio de pequeias varitas de madera
para evitar contaminar los estigmas y el otro nivel de anteras. Cada planta fue marcada
con un palito de madera con el fin de localizarla al final del experimento. Para fines

practicos nos referiremos a las flores marcadas como “flores focales”.

Mariquita Purica Morse Canyon Pinery Canyon
L
L L
30% 48% 5, a7%

Tristilia Distilia
Fig. 5. Poblaciones donde se realiz6 la estimacion de flujo de polen. Las graficas

representan las frecuencias por morfo. La flecha indica el aumento en la modificacion
del sistema de incompatibilidad.

Las flores focales estuvieron accesibles a los polinizadores por
aproximadamente 5 h. Los ensayos se realizaron alrededor del medio dia, cuando los

polinizadores se encuentran mas activos y las flores abiertas. Una vez transcurrido este

11



periodo se colectaron las flores focales, asi como las todas flores de las 5 plantas mas
cercanas a la planta focal con el propdsito de ver hacia donde se movieron los polvos.
Las flores colectadas fueron disectadas con mucho cuidado para dejar expuestos los
estigmas. Los estigmas de todas las flores se observaron con luz UV para determinar la
presencia polvos y su color. Esta metodologia fue realizada de la misma manera para las

cuatro poblaciones.

Analisis de datos

Tasas de visita de polinizadores. Se realizaron pruebas de G (Sokal y Rohlf,1981) para
comparar la intensidad de las visitas entre poblaciones. Los valores esperados se
calcularon suponiendo que las visitas son proporcionales al numero de flores
observadas en cada poblacion. Asi mismo Se realizaron pruebas de G independientes
para cada poblacién con el fin de comprobar que no hubieran diferencias entre los
morfos en las tasas de visita de polinizadores. Nuevamente los valores esperados

tomaron en cuenta la frecuencia de los morfos en las flores observadas.

Magnitud de los patrones de flujo entre poblaciones y morfos. Los patrones de flujo de
polen se caracterizaron usando dos aproximaciones de analisis. En primer caso, se
describieron las diferencias generales entre morfos y poblaciones sin considerar el tipo
de cruza. Es decir, se analizo si una flor recibid polvo o no. Para esto se realizo un
analisis logistico nominal con disefio anidado (CATMOD, SAS Institute, 1988), asi
como pruebas de ji-cuadrada a posteriori (Sokal y Rohlf,1981). En segundo lugar, se
realizd un analisis de ji-cuadrada para comprobar que existen diferencias entre la
cantidad de cruzas legitimas vs. ilegitimas en las poblaciones tomando en cuenta que
existe mayor namero de cruzas ilegitimas que legitimas (proporcion de 3:1). Finalmente
se utilizd un analisis logistico nominal con un disefio anidado (CATMOD, SAS
Institute, 1988) para evaluar si la distribucion de los tipos de cruza difiere entre las
poblaciones y los morfos. Los tipos de cruza se definieron como legitimo (LEG) (Fig.
2), llegitimo heteromorfico (ILHE, entre morfos diferentes), e Ilegitimo homomorfico
(ILHO, entre morfos iguales). Un andlisis de ji cuadrada prob¢ las diferencias entre la

proporcion de cruzas legitimas vs. Ilegitimas
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Diferencias de los tipos de cruza por poblacion y morfos. Con el fin de evaluar si hay
una asociacion entre la pérdida del morfo intermedio y la probabilidad de ocurrencia de
cada uno de los tipos de cruza se usaron modelos logisticos nominales (CATMOD, SAS
Institute, 1988) para comparar el efecto de las poblaciones y los morfos (variables
independientes). Se hicieron andlisis independientes por cada tipo de cruza (LEG, ILHE
y ILHO) y cada tipo fue codificado como presencia (1) ¢ ausencia (0) de polvo en una
flor. En todos los casos se uso un disefio factorial con el efecto de poblacién, morfo y su
interaccion. Dos tipos de andlisis se realizaron para cada tipo de cruza. En el primero se
compararon Unicamente las poblaciones tristilicas; esto con el fin de evitar los errores
que surgen de la falta del morfo intermedio en la poblacion distilica. El segundo anélisis
comparo las cuatro poblaciones eliminando el morfo intermedio. De esta manera se
pudo analizar el efecto de la presencia/ausencia del morfo intermedio, y de los otros

morfos en los patrones de flujo de polen

Modelo Genético.

La estimacion de las probabilidades de flujo de polen observados fueron utilizados para
evaluar sus posibles consecuencias en el equilibrio evolutivo de la frecuencia de los
morfos florales mediante un anélisis tedrico. El modelo genético recursivo predice los
valores en el equilibrio de las frecuencias fenotipicas y genotipicas en una poblacion
tristilica (Fornoni et al., Datos no publicados). Este modelo calcula las frecuencias en el
equilibrio a partir de las frecuencias iniciales, considerando los valores de flujo de
polen, y la probabilidad de compatibilidad por cruza a partir de estudios previos (Weller

et al. 2007) (Apéndice 1).

Se realizaron simulaciones para cada una de las poblaciones estudiadas. Todas
las simulaciones se iniciaron a partir de una situacion de equilibrio, es decir con
frecuencias fenotipicas en 0.33 para cada morfo, y frecuencias genotipicas predichas por
Fisher (1949) y confirmadas por nuestro modelo (0.17 (Ssmm), 0.13 (SsMm), 0.023
(Ssmm), 0.3 (ssMm), 0.02 (ssMM) y 0.333 (ssmm) (condicion isoplética). Se
plantearon dos escenarios para evaluar las posibles consecuencias de los patrones de
flujo de polen, el primero con la intencion de predecir lo que ocurriria en las
poblaciones si los valores de flujo (Apéndice 2) e incompatibilidad observados

(produccion de semillas) se mantuvieran constantes. El segundo escenario se plante6 a
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partir del resultado del primer escenario. Los valores de flujo e incompatibilidad usados

fueron diferentes para cada poblacion.

Los valores de compatibilidad se obtuvieron de un extensivo programa de cruzas
experimentales (Weller et al. 2007) en el que se calcul6 la produccion de semillas de
todas las cruzas posibles en poblaciones tristilicas y distilicas. En las simulaciones se
introdujeron los valores de dos cruzas legitimas y los valores de las cruzas ilegitimas (S
x mL y L x mS), ya que previamente se habia demostrado que la modificacion en éstas

cruzas se relaciona con la frecuencia del morfo intermedio (Fig. 3) (Weller et al. 2007).
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RESULTADOS

Tasas de visita de polinizadores

Los analisis de las poblaciones tristilicas Mariquita y Purica mostraron que no existen
diferencias significativas en el nimero de visitas que recibe cada morfo (MAR:
G2=3.49, P =0.174; PUR G(»=4.81, P = 0.09) Tampoco se encontraron diferencias en
la poblacion distilica (PC: G(y=3.39, P =0.19). En la poblacién Morse Canyon no se
observaron suficientes polinizadores para detectar diferencias entre morfos, a pesar de
que se encontrd gran variedad de polinizadores los mas comunes fueron las abejas
Heterosaurus bakeri y Heterosaurus neomexicanus, especies reportadas como las mas

comunes por Weller (1981).

Diferencias de los tipos de cruza por poblacion y morfos.

De la observacion de 4106 flores en las cuatro poblaciones el 20.24% (842) recibio
algin tipo de polvo. Entre las poblaciones tristilicas MAR obtuvo el porcentaje mas alto
de flores con polvo (23.8%), seguido de PUR (17.7%) y MC (9.6%). Sin embargo la
poblacién distilica PC es en la que se observo el porcentaje mas alto de flores con polvo
(49.8%). Las diferencias entre poblaciones fueron significativas (X2(3)=276.75, P
<0.0001). La proporcion de flujos proporcion de flujos legitimos vs. ilegitimos que
ocurrieron en cada poblacion resulto significativamente diferente. La tabla 1 indica que
en general hay mayor frecuencia de cruzas legitimas y menor frecuencia de cruzas

ilegitimas que lo esperado.

2
Obs. Esp. X Prob. Tabla 1. Diferencias entre

MAR Leg 216 103 97.5 <0.0001 las cruzas legitimas ¢
ilegitimas en cuatro
1l 196 309 . .
°8 poblaciones de O. alpina.

PUR Leg 77 45 27.5 <0.0001
Ileg 102 134

MC Leg 41 21 20.5 <0.0001
Ileg 45 65

PC Leg 89 41 62.7 <0.0001
Ileg 76 124

La probabilidad de recibir algtn tipo de polvo (flujo) difiri6 entre los morfos de
las poblaciones tristilicas (MAR: %*1y=20.6 P <0.0001; PUR: x*y= 28.35 P <0.0001,
MC: X2(1)=51.63 P <0.0001). En todos los casos el morfo L es el que tuvo la mayor
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probabilidad de recibir polen, seguido del M y luego del S (X2(1)=20.6 P <0.0001). En la
poblacion distilica no se observaron diferencias significativas entre los morfos (PC: (1
=0.15 P=0.69).

El analisis logistico nominal anidado (JMP, 2005) mostré que la distribucion de
los tipos de cruza difiere entre las poblaciones y los morfos dentro de las poblaciones
(POB: X2(9)=223.706 P <0.0001; morfo (POB) X2(21):109- 19 P <0.0001). Por otra parte
los andlisis donde se valuaron las diferencias entre las poblaciones y los morfos en la
probabilidad de que ocurran cruzas legitimas difiere significativamente entre las
poblaciones tristilicas y entre los morfos dentro de las poblaciones (Tabla 1). La
poblacién MAR present6 la mayor probabilidad de que ocurran cruzas legitimas,
seguida por PUR y MC respectivamente (Fig. 6 A). En relacion al morfo las plantas M
tienen la menor probabilidad de recibir flujo legitimo, mientras que el morfo L tiene la

mayor probabilidad. El morfo S present6 valores intermedios (Fig. 7 A).

La probabilidad de recibir flujos ilegitimos heteromorficos en las poblaciones
tristilicas difirié entre morfos pero no entre poblaciones (Tabla 1). Al igual que en las
cruzas legitimas, el morfo L tuvo la mayor probabilidad de recibir flujo ILHE, seguido
del S y del M quien recibid la menor proporcion. Estas probabilidades sin embargo, son
mucho mas bajas que las probabilidades de recibir flujos legitimos (Fig 6 B). La
probabilidad de recibir un flujo ilegitimo homomorfico varid entre poblaciones y entre
morfos (Tabla 1). Esta probabilidad va disminuyendo en las poblaciones mientras la
frecuencia del morfo M va decreciendo y sus valores son de casi la mitad que los
legitimos (Fig 5 B). EI morfo intermedio es el que presenta la mayor probabilidad de

ocurrencia de flujos homomorficos (Fig. 6 C).

En general los flujos legitimos tienen una mayor probabilidad de ocurrencia en
poblaciones tristilicas, sobre todo en la poblacién isoplética. El morfo intermedio tuvo
una menor probabilidad de recibir flujos legitimos e ilegitimos heteromorficos que los
morfos L y S. En contraste, las plantas del morfo M presentaron la mayor probabilidad

de ocurrencia de flujos homomorficos.

El segundo grupo de anélisis, que compar6 las cuatro poblaciones excluyendo al
morfo intermedio, mostroé que existen diferencias entre poblaciones y entre morfos en

la probabilidad de ocurrencia de flujos legitimos (Tablal). La poblacion tristilica MC
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present6 la menor probabilidad y la poblacion distilica PC la mayor (Fig. 7 A). Las
diferencias entre morfos pueden ser explicadas por la pequefia ventaja que presenta el
morfo L sobre el S en las poblaciones tristilicas, aunque en la poblacion PC esta

ventaja la presenta el morfo S.

Cuando se analizo la probabilidad de recibir un flujo ilegitimo heteromorfico, se
encontr6 un efecto de poblacion mas no de morfo (Tabla 1). La diferencia mas marcada
entre poblaciones se encuentra en la poblacion distilica cuya probabilidad de recibir
flujo ilegitimo heteromorfico es significativamente mayor que la de poblaciones
tristilicas (Fig. 7 B). Este resultado confirma la prediccion de un aumento en las cruzas
ilegitimas heteromorficas (S x mL y L x mS) con el aumento de la modificacion en la

incompatibilidad.

El analisis de los flujos ilegitimos homomorficos mostr6 un efecto de poblacion
pero no del morfo ni de la interaccion. Las diferencias entre poblaciones mostraron el
mismo patrén que el de los flujos ilegitimos heteromortficos. Es decir, las poblaciones
tristilicas en conjunto tienen una probabilidad menor de recibir flujos ilegitimos
homomorficos que la poblacion distilica. Las poblaciones tristilicas PUR y MC tuvieron
probabilidades iguales de recibir flujos ilegitimos homomorfico pero menores que las

de MAR (Fig. 7 C).

La poblacion distilica PC tuvo una mayor probabilidad de recibir flujo de
cualquier tipo que las de las poblaciones tristilicas. Este incremento es mas marcado en
las cruzas legitimas e ilegitimas heteromorficas. La falta de un efecto significativo del
morfo, indicd que no existen diferencias entre las plantas L y S en la probabilidad de
recibir algtn tipo de flujo. Por lo tanto, el efecto de morfo en el analisis de las
poblaciones tristilicas, que incluye al morfo intermedio, indic6 que las diferencias entre
morfos se deben a éste ultimo. En resumen, el morfo intermedio tuvo una menor
probabilidad de recibir flujos legitimos e ilegitimos heteromorficos y una mayor

probabilidad de recibir flujos homomorficos que los morfos Ly S.
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Tablal. Resultados de los andlisis de regresion logistica nominal evaluando las
diferencias en las probabilidades de flujos legitimos, ilegitimos heteromorficos y
legitimos homomorficos entre morfos y poblaciones. El contraste de L y S incluye la
comparacion entre poblaciones tristilicas y distilicas. Los valores significativos se

encuentran sefialados por un asterisco. * p<0.05, **< (0.001 y ***< 0.0001.

Poblaciones Tristilicas Contraste entre L y S

Tipo de cruza | morfo poblacion | Morfo x morfo | poblacion | morfo x
poblacién poblacién

Legitimas 34.23%**% 34 66***  19.80***  593*  53.02%**  13.74%
[legitimas 13.33%*  4.42 - 3.50 115.88%** -
Heteromorficas
Ilegitimas 9.49* 34.07***%  9.61* 1.79 42.34**%*  6.95
Homomorficas
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Fig. 6. Probabilidades de ocurrencia de flujos legitimos (A) e ilegitimos homomorficos (B) en
poblaciones tristilicas. No se muestra el grafico para los flujos ilegitimos heteromoérficos porque
no se encontraron diferencias significativas entre poblaciones. En las graficas los valores
corresponden a las probabilidades observadas.

19



0.2

0.15 4

0.1 S b

Probabilidades de flujo
legitimo

0.05 —

Largo Medio Corto

0.2

0.15 ]

0.1]

Probabilidades de flujo ilegitimo
heteromorfico

0.05 ] b B

Largo Medio Corto
0.2

0.15 |

0.1

0051 a

Probabilidades de flujo ilegitimo
homomorfico

Largo Medio Corto

Fig. 7. Probabilidad de ocurrencia de flujos legitimos (A), ilegitimos heteromorficos (B)
e ilegitimos homomorficos (C), entre morfos de poblaciones tristilicas.
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ilegitimo homomorfico (C) en las cuatro poblaciones sin el morfo intermedio.
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Modelo Genético.
A continuacion se describen los resultados de las simulaciones del modelo genético

utilizando los valores observados de flujo legitimo, de las dos cruzas ilegitimas S x mL
y L x mS, y los valores observados de incompatibilidad (produccion de semillas)

(Weller et al. 2007).

En la poblacion Mariquita el modelo predijo un equilibrio anisoplético

(X2(2)=16.42 P<0.001) con desventaja del morfo corto (Fig. 10).

0.6 -

0.5 -

0417

0.3 -

Frecuencia

0.2
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0 I 1
0 50 100
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vz

Fig. 10 Simulaciones del modelo genético en la poblacion Mariquita usando los valores

observados de flujo y compatibilidad.
En la poblacion Purica se observo la extincion del morfo corto, y el modelo

predice una poblacion distilica isoplética con los morfos largo e intermedio en

frecuencias de 0.5 (Fig. 11).
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Fig. 11 Simulaciones del modelo genético en la poblacion Purica usando los valores observados

de flujo y compatibilidad.

En la poblacion Morse Canyon la simulacion predijo la extincion del morfo

intermedio y la evolucion de una poblacion distilica isoplética (Fig. 12).
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Fig. 12 Simulaciones del modelo genético en la poblacion Morse Canyon usando los valores

observados de flujo y compatibilidad.
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Finalmente en la poblacién distilica Pinery Canyon el modelo predice la permanencia

de una condicion distilica 1soplética con frecuencias de los morfos L y S en 0.5 (Fig.13).
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0 50 100 —
Generaciones

(/er‘

Fig. 13 Simulacion del modelo genético en la poblacion Pinery Canyon. Simulaciéon usando los
valores observados de flujo e incompatibilidad.

En el segundo grupo de simulaciones se eligié un escenario para la Mariquita en
el que se tratd de evaluar el papel del flujo de polen ante una completa modificacion de
las dos cruzas ilegitimas S x mL y L x mS. Este escenario simula una situacion donde la
unica posible restriccion para que evolucione la distilia son los patrones de flujo de
polen.Se introdujeron en el modelo las probabilidades observadas de flujo legitimo y de
las dos cruzas ilegitimas (S x mL y L x mS). El valor de compatibilidad de las cruzas
legitimas se asigno de acuerdo a los resultados de Weller et al. (2007). Sin embargo, se
asignd un valor de uno a la compatibilidad de las dos cruzas ilegitimas. El resultado de
esta modificacion predijo otra vez una poblacion anisoplética (X2(2):3-39 P<0.0001) con
frecuencias de 0.415, 0.326 y 0.258 para el morfo largo medio y corto respectivamente
(Fig 14). Esto sugiere que los flujos tienen el potencial de frenar la evolucion a la

distilia atn si el sistema de incompatibilidad esta completamente modificado.

Debido a que en la primera serie de simulaciones se observo la pérdida del
morfo corto en la poblacidn de la Purica, se tratd de evaluar qué pardmetro podria
revertir esta situacion y producir un resultado semejante a los valores de frecuencias

observadas en condiciones naturales. Esto se logré aumentando la probabilidad de flujo
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en la cruza legitima L x IS (aumento de 0.3 a 0.8) (los valores observados para
incompatibilidad y flujo en el resto de las cruzas se ajustaron a los observados), ya que
produjo una poblacion anisoplética (x2(2)=8.03 P<0.0001) con frecuencias en 0.447,
0.337 y 0.215 de largos, medios y cortos respectivamente (Fig 15). Este resultado se
acerca bastante a las frecuencias observadas en la poblacion natural (0.48, 0.3 y 0.22).
Por tltimo, para evaluar el efecto de un aumento en la probabilidad del flujo legitimo se
utilizé la poblacién Morse Canyon, donde el morfo intermedio se encuentra en baja
frecuencia. En esta ocasion se usaron los valores observados de flujo y compatibilidad,
pero los flujos M x mS y M x mL se incrementaron al maximo (valores de uno). El
resultado de esta simulacion predijo una poblacidn anisoplética (X2(2):1 1.6 P<0.0001)
con desventaja del morfo intermedio con frecuencias de 0.422, 0.402 y 0.175 para corto,
largo e intermedio respectivamente (Fig. 16). Este resultado sugiere que un aumento en

las cruzas legitimas del morfo intermedio evita su extincion.

0.6 1
0.5 1
0.4 1

X

0.2 1

Frecuencia

0.1 1

0 20 40 60 80 100
Generaciones

L
_M
S

Fig. 14 Simulaciones del modelo genético en la poblacion Mariquita aumentando la
compatibilidad de las cruzas ilegitimas S x mL y L x mS.
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Fig. 15 Simulaciones del modelo genético en la poblacion Purica aumentando la cruza legitima
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Fig. 16 Simulaciones del modelo genético en la poblacion Morse Canyon con un aumento en las

cruzas legitimas del morfo intermedio.
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Discusion y Conclusiones

Los resultados de este trabajo mostraron que la tasa de visita por polinizadores no
difiere entre los morfos florales y que existen marcadas diferencias en las
probabilidades de flujo entre las cuatro poblaciones y entre los morfos dentro de cada
poblacioén. Este resultado es muy importante pues sugiere que las diferencias en los
flujos de polen se deben a diferencias en la morfologia floral y no a los patrones de
forrajeo de los polinizadores. Por otro lado, los resultados mostraron tres patrones que
podrian explicar la evolucion de la distilia a partir de la tristilia en O. alpina. El primero
es que, a pesar de que los flujos legitimos fueron mas frecuentes en las cuatro
poblaciones, los flujos ilegitimos tuvieron una alta probabilidad de ocurrencia. El
segundo patron es que el morfo largo es el mejor receptor de polen, ya que presento la
mayor probabilidad de recibir cualquier tipo de flujo. Por ultimo, la poblacion distilica
tuvo la mayor probabilidad de recibir cualquier tipo de flujo (legitimos, ilegitimos
heteromorficos e ilegitimos homomorficos). Estos patrones concuerdan con lo
encontrado en otras especies tristilicas, donde el morfo largo es el mejor receptor de
polen y donde ademads se encontrd la ocurrencia de flujos ilegitimos (Ornduftf,1975;

Glover y Barrett, 1983; Glover y Barrett, 1986; O'Neil, 1992).

En las poblaciones tristilicas se encontr6 una relacion inversa entre la intensidad
de los flujos legitimos y las modificaciones en el sistema de incompatibilidad y la
pérdida del morfo intermedio (Fig. 6 A). La poblacion tristilica isoplética (MAR) tuvo
una mayor probabilidad de recibir flujo legitimo que las poblaciones tristilicas
anisopléticas PUR y MC. Las cruzas ilegitimas homomorficas mostraron el mismo
patron aunque en probabilidades de casi la mitad que las legitimas (Fig. 6 B). Resulta
muy interesante encontrar un patron que concuerde con el aumento en la modificacion
de la incompatibilidad y con la pérdida del morfo intermedio. Esto ocurre incluso
cuando se analizan las poblaciones tristilicas sin el morfo intermedio (Fig. 8). Este
hallazgo sugiere que los cambios en las probabilidades de flujo entre las poblaciones
también son parte del proceso de transicion de la tristilia a la distilia. Sin embargo es
dificil saber cual de estos factores (el flujo, la incompatibilidad o la morfologia floral)
es la causa. Sosenski et al.(Datos no pulbicados) han sugerido que los cambios en los
niveles de los estilos y los estambres, asociados a las modificaciones del sistema de

incompatibilidad, podrian afectar la accesibilidad de los polinizadores a las estructuras
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reproductoras y alterar los patrones de flujo de polen. Otro factor que puede afectar los
patrones de flujo de polen es la disminucién en la frecuencia del morfo intermedio.
Cuando el morfo intermedio disminuye su frecuencia o desaparece de una poblacion,
también disminuye la probabilidad de que el polen de anteras intermedias llegue a un
estigma. Ademas la desaparicion del morfo intermedio hace que la cantidad de polen de
anteras largas y cortas (correspondientes al morfo intermedio) disminuya en la
poblacion. Posiblemente la disminucion que se observa en los flujos LEG (Fig. 6) a lo
largo de las poblaciones tristilicas se deba a la disminucion de la frecuencia del morfo

intermedio.

En contraste con lo esperado, hubo una alta probabilidad de transferencia de
polen ilegitimo en las cuatro poblaciones de Oxalis alpina. De hecho, la mayor
probabilidad de flujo ilegitimo ocurri6 en la poblacion tristilica isoplética (MAR) que
no presenta modificaciones en el sistema de incompatibilidad (Weller et al. 2007) (Fig.
6 B). Este resultado sugiere que las modificaciones de los flujos de polen surgen antes
que las modificaciones del sistema de incompatibilidad. Si esto es asi, los flujos no
representarian una restriccion para que evolucione la distilia. Es decir, la presencia de
flujos ilegitimos facilitaria la propagacion de una mutacion ventajosa en el sistema de
incompatibilidad que permita que una cruza ilegitima produzca semillas. Este resultado
resalta la importancia del hallazgo de Weller y colaboradores sobre la modificacion de
la incompatibilidad en dos cruzas ilegitimas heteromorficas (S x mL y L x mS) en
Oxalis alpina. Un aumento en las cruzas heteromorficas entre los morfos L y S tendria
un efecto muy importante sobre los patrones de segregacion de los alelos creando una
desventaja para el alelo M. Suponiendo que todos los genotipos se encuentran en
equilibrio evolutivo, y que los morfos tienen la misma adecuacién, entonces, un
aumento en las cruzas entre Ly S (legitimas e ilegitimas heteromorficas) produciria
una mayor proporcioén de genotipos S con alelos m (recesivo) en cada generacion. El
mejor ejemplo de esto seria una planta S con genotipo SsSMM, que al cruzarse con una
planta L (ssmm) reduce a la mitad la frecuencia del alelo M en la primera generacion
(SsMm). Esto es muy importante porque lo que se estaria seleccionando en contra es el

alelo M y no todo el genotipo.

Otro de los resultados importantes de este trabajo es que el morfo M tuvo una

menor probabilidad de recibir polen LEG e ILHE (Fig. 7 A y C). Dado que las
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modificaciones en el sistema de incompatibilidad de las dos cruzas S x mL y L x mS,
estan asociadas con la desaparicion del morfo intermedio, el hecho de que este morfo
reciba menos cruzas legitimas e ilegitimas heteromorficas aceleraria su desaparicion. El
resultado de la simulacion de la poblacion Morse Canyon refuerza esta prediccion ya
que la baja probabilidad de recibir flujos LEG e ILHE, combinada con una
modificacién completa en el sistema de incompatibilidad podria conducir a la extincion
del morfo intermedio (Fig. 12).

Sin embargo, el morfo intermedio present6 la mayor probabilidad de recibir
flujos homomorficos (Fig. 7 B). Las cruzas homomorficas producen un sesgo hacia el
morfo que se esta cruzando. Por esta razon la seleccion natural podria favorecer una alta
probabilidad de cruzas ILHO en el morfo intermedio ya que opera en contra del los
factores que favorecen su desaparicion. Otra forma para mantener al morfo intermedio
seria aumentar la probabilidad en sus cruzas legitimas como se observa en la segunda

simulacion del modelo genético en la poblacion Morse Canyon (Fig. 16).

Por otro lado las cruzas ilegitimas homomorficas explicarian el sesgo que se
observa en distintas poblaciones de especies tristilicas hacia el morfo L (Fornoni et al.
Datos no publicados). Las cruzas entre flores S pueden generar hijos de morfo S, My L;
cruzas entre individuos M solo tienen hijos M y L. Finalmente, cruzas entre flores L
producen s6lo hijos L debido a que es el doble recesivo (Weller et al. 2007). Esto nos
lleva directamente al hecho de que fue precisamente el morfo largo de Oxalis alpina el
que presentd la mayor probabilidad de recibir polen (polvo) legitimo e ilegitimo. Este
resultado es congruente con lo encontrado en otras especies tristilicas (Ornduft,1975;

Glover y Barrett, 1983; Glover y Barrett, 1986; O'Neil, 1992).

Los patrones de flujo de polen también mostraron que las poblaciones tristilicas
presentan una baja probabilidad de recibir flujos legitimos, ilegitimos hetermorficos y
homomorficos en comparacion con la distilica (Pinery Canyon; Fig. 8). Las altas
probabilidades de flujo en la poblacion distilica Pinery Canyon sugieren que la
poblacién es mas eficiente en donar y recibir polen. La prediccion del modelo genético
apoya esta idea al predecir el mantenimiento de la distilia en equilibrio isoplético

usando los valores observados de flujo de polen e incompatibilidad.
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Probabilidades observadas de

flujos de polen legitimos

Si consideramos que una poblacion distilica presenta el méximo valor de
modificacion en la incompatibilidad de las cruzas S x mL y L x mS, es decir, que
produce el mismo numero de semillas que una cruza legitima. Entonces, si
consideramos a estas dos cruzas como legitimas en la poblacion distilica (Pinery
Canyon), la eficiencia de la distilia vs. tristilia se vuelve mucho mas marcada (Fig. 17).
La posible causa de la mayor eficiencia de la distilia es que una vez que se llega a esta
condicion ocurre un ajuste morfoldgico en la posicion de anteras y estilos en los morfos
L y S. Este ajuste podria facilitar el transporte de polen por medio de los insectos

resultando en un incremento de los flujos legitimos (Sosenski et al. Datos no

publicados).
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Fig. 13. A) Probabilidad de cruzas legitimas. B) Probabilidad de cruzas legitimas considerando
como legitimas las dos cruzas heteromorficas S x mL y L x mS en las dos poblaciones

modificadas. Pinery Canyon (barra con color).

Otro resultado interesante es que no se encontraron diferencias significativas en
la probabilidad de recibir flujos ilegitimos heteromorficos (ILHE) y homomorficos
(ILHO) entre los morfos L y S en las cuatro poblaciones. Los morfos L y S son igual de
eficientes para recibir flujos de polen, incluso en las poblaciones tristilicas. Sin
embargo, los resultados de las probabilidades de flujo ILHE e ILHO en las poblaciones
tristilicas mostraron que existen diferencias significativas entre los morfos.
Posiblemente estas diferencias son causadas por la presencia del morfo intermedio ya
que presenta la menor probabilidad de recibir flujos legitimos e ILHE, y mayor

probabilidad de recibir flujos ILHO. Segtn el modelo de Charlesworth (1979), la
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desventaja del morfo intermedio radica en que la distancia entre estigmas y anteras que
hay en este morfo incrementa la probabilidad de endogamia y de cruzas ilegitimas

homomorficas.

Todos estos resultados sugieren que las poblaciones tristilicas en Oxalis alpina
se encuentran en diferentes equilibrios inestables y las predicciones del modelo asi lo
sugieren. La mayor habilidad del morfo L de recibir cualquier tipo de flujo, generaria un
sesgo hacia este morfo. Por otro lado la alta probabilidad de recibir flujos ilegitimos,
incluso en la poblacion Mariquita (tristilica e isoplética), es una sefial de que la tristilia
no es tan eficiente en la transferencia de polen entre niveles compatibles
(entrecruzamiento legitimo), como Darwin proponia. Posiblemente, en unas cuantas
generaciones, se observen cambios en las frecuencias de los morfos en esta poblacion.
Esta prediccion se confirma con el modelo genético que muestra una poblacion

anisoplética con desventaja del morfo corto en s6lo 27 generaciones.

A pesar de que los cambios en los flujos de polen son un factor necesario para
cambiar las frecuencias de los morfos, su efecto se encuentra limitado por la magnitud
de la modificacion del sistema de incompatibilidad. A su vez, el sistema de
incompatibilidad se encuentra limitado por los patrones de flujo de polen. Esto ultimo
se observa claramente en la simulacién del modelo en la poblacion Mariquita, donde a
pesar de una completa modificacion en el sistema de incompatibilidad, no se extingue

ninguno de los morfos (Fig. 14).

En la poblacion tristilica anisoplética La Purica, donde el sistema de
incompatibilidad se encuentra parcialmente modificado (Weller et al, 2007), el modelo
predice la extincion del morfo corto (Fig. 11). Esto apoya la importancia de los flujos en
la evolucion de la distilia, ya que puede generar fuertes desventajas sobre un morfo
(bajas probabilidades de cruzas legitimas observadas en este morfo; ver apéndice 2).
Las predicciones del modelo mostraron que el sistema tristilico en esta especie es muy
sensible a los cambios en los patrones de flujo de polen. La segunda prediccion para la
Purica con un aumento en una cruza legitima (LIS) evit6 la extincion del morfo corto

en esta poblacion (Fig. 15).
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Finalmente los patrones de flujo de polen son muy importantes en las poblaciones de
Oxalis alpina, ya que pueden explicar, junto con los valores de incompatibilidad, la
variacion observada en las frecuencias de los morfos en cuatro poblaciones. También
pudieron explicar la extincion del morfo intermedio y confirmar la idea de que en O.
alpina existe un gradiente evolutivo entre la tristilia y la distilia. Sin embargo, las
poblaciones también podrian interpretarse como distintos estados de equilibrio de la

heterostilia. Esto se explicaria por la alta susceptibilidad del sistema a pequenas

modificaciones en los pardmetros (probabilidades de cruza e incompatibilidad) como se

observo en las predicciones del modelo. Los cambios en cualquiera de los parametros
pueden llevar a muy variadas situaciones de equilibrio, incluyendo a la distilia.
Pequetios cambios en las probabilidades de flujo, asi como pequefios cambios en las
incompatibilidades pueden generar ventajas o desventajas sobre los morfos o alelos,

cambiando las frecuencias genotipicas y fenotipicas del equilibrio isoplético.
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Apéndice 1. Modelo Genético

Para calcular las frecuencias genotipicas y fenotipicas en el equilibrio de las
poblaciones de Oxalis alpina se utiliz6 un modelo genético explicito, deterministico y
recursivo (Fornoni et al. Datos no publicados). El modelo se basa en un sistema
genético de dos locus (s y m) con dos alelos cada uno. Donde el locus s es epistatico
sobre el locus m (Fisher, 1941; Weller 1976). Este modelo calcula (Eq. 1) las
frecuencias fenotipicas y genotipicas en equilibrio evolutivo a partir de sus frecuencias
fenotipicas iniciales (F;y F;) (Fisher, 1949) y las probabilidades de ocurrencia para
cada tipo de cruza (FF)); asi como del valor de la compatibilidad entre diferentes tipos
de cruza (c;x). El valor de compatibilidad se estandarizd con respecto al valor mas alto
observado en un estudio previo (Weller et al. 2007) Para calcular la frecuencia
fenotipica en la siguiente generacion el modelo utiliza la matriz de segregacion obtenida
de cada tipo de cruza (legitima e ilegitima). Todos los valores que se introducen al
modelo deben estar entre cero y uno. El modelo se basa en la siguiente ecuacion que

predice la frecuencia relativa (GR) del genotipo x en ¢ +1.

10 10

Fq. 1 GR=Y i FF csx,

i=1  j=1 k=1

Donde F; y F; corresponden a las frecuencias de genotipos paternos y maternos,
respectivamente. F;F; indican la probabilidad de cruza entre plantas del mismo (i=j) 6
diferente (i#/) genotipo. c;x representa la proporcion de semillas relativas al maximo
que se producen cuando un estigma i recibe granos de polen (j) de un nivel de antera
(k). Este parametro expresa las semillas producidas por la cruza ijk relativo a la méxima
produccion de semillas en una cruza legitima. El Gltimo parametro sx;, representa la
proporcion del genotipo x en la progenie producida por la cruza ij. Dado que la suma de
GR, no suma uno, las frecuencias genotipicas (Gx) en ¢+ 1 fueron estimados como la

frecuencia relativa (GR) fue estimada como:
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Esta ecuacion puede ser iterada para estimar la frecuencia de cada genotipo en sucesivas

G

generaciones, permitiendo estimar las frecuencias de equilibrio de cada morfo.

El modelo asume que (1) la probabilidad de cruza es proporcional a las frecuencias
genotipicas, (2) la modificacion en la incompatibilidad depende de un gen modificador
no ligado, es decir que no se encuentra asociado al locus que determina a los morfos. (3)
la segregacién después de una cruza sigue un patrén de herencia Mendeliano, (4) No
hay diferencias en la produccion de polen y oOvulos entre genotipos y (5) no hay

descuento de polen.

Valores de Incompatibilidad

Con el fin de mantener constante la produccion de semillas y reducir los efectos que
pueda tener en el modelo, la produccion de semillas se promedié en cada poblacion.
Debido a que el grado de modificacion en el sistema de incompatibilidad en las tres
poblaciones tristilicas estudiadas es diferente, el promedio en cada poblacién se realizd

con base en la clasificacion realizada por Weller et al. (2007).

Debido a que la poblacién Mariquita no se encuentra modificada, la compatibilidad en
la primera simulacion fue de 0.086 en las cruzas legitimas y de 0.109 las cruzas S x
mL y L x mS. En la Plrica el valor de compatibilidad fue de 0.78 en las cruzas
legitimas y de 0.279 en las cruzas S x mL y L x mS. Como no se encontraron
diferencias entre la produccion de semillas de las cruzas legitimas y las cruzas
legitimas S x mL y L x mS en la poblacion Morse Canyon, su valor de
incompatibilidad fue el mismo (0.74). En las segundas simulaciones los valores

permanecieron iguales a excepcion de los que se describe anteriormente.
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Anexo 2. Matrices de flujo de polen en cuatro poblaciones de Oxalis alpina.

A continuacion se presentan las matrices de flujos para cada poblacion. En la tabla 2 se
presenta el numero de flores con polvo observadas en cada tipo de cruza. La segunda
tabla presenta las probabilidades de flujo estandarizado sobre el total para cada tipo de
cruza. Se encuentran marcadas en negritas las cruzas legitimas y en gris las dos cruzas

modificadas (S x mL y L x mS).

Las letras que encabezan a las columnas se refieren al nivel de antera del cual proviene
el polen. La primera letra hace referencia al nivel de antera y la segunda, en maytscula,
al morfo al que pertenece. Ej mL es una antera intermedia del morfo largo. La letra que
encabeza la fila corresponde al morfo receptor de polen. El valor total indica el nimero

de flores con polvo que se observaron en cada poblacion.

Tabla 3. Numero de flores con polvo por poblacion.

IS M mS mL sM sL Total
Mariquita L 53 71 31 31 12 205
M 2 32 31 43 30 12 150
S 6 10 32 33 16 120
475
IS M mS mL sM sL Total
Purica L 18 59 12 9 5 106
M 2 17 8 6 11 10 54
S 0 3 4 17 6 41
201
IS M mS mL sM sL Total
Morse L 24 2 5 10 5 61
Canyon M 0 0 2 1] 6 2 10
S 0 0 2 6 15
86
IS mS mL sL Total
Pinery L 35 11 5 96
Canyon S 2 27 52 113

209
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Tabla 4. Probabilidades estandarizadas de flujo. Todas las probabilidades diferentes a
cero son estadisticamente diferentes (P <0.05)

IS IM mS mL sM sL
Mariquita L 0.746 1 0.437 0.437 0.169
M 0.0282 0.4507 0.4366 0.6056 0.4225 0.1690
S 0.0845 0.1408 0.4507 0.4648 0.2254
IS IM mS mL sM sL
Purica L 0.305 1 0.203 0.153 0.085
M 0.034 0.288 0.136 0.102 0.186 0.169
S 0 0.051 0.068 0.288 0.102
IS IM mS mL sM sL
Morse L 1 0.083 0.208 0.417 0.208
Canyon M 0 0 0.083 V] 0.25 0.083
S 0 0 0.083 0.292 0.25
IS mS mL sL
Pinery L 0.673 0.212 0.096
Canyon S 0.038 0.519 1
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