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SUMMARY

The potential production of pollen per plant is a good indicator of fruit production. In this work the reproductive efficiency index, the
average potential pollen production per flower and the functional relationship between the number of anthers and the amount of pollen
per flower of Nothofagus alpina were determined. The ratio of viable seeds formed after manual pollination and the seeds formed by
natural pollination was calculated. The total of pollen grains per flower was estimated by direct counting. The index of reproductive
efficiency was estimated at an average of 0.19. It was found that the number of pollen grains per anther varied among individuals and
among years. Pollen production per flower was estimated between 85,703 pollen grains per flower in 2011 and 117,975 in 2013. Low
seed production after open pollination could be due to pollen limitation, since the formation of viable seeds after hand pollination was
significantly higher. The amount of pollen content in the flowers of N. alpina varies in a direct relation with the pollen grains in the
anthers, suggesting that the final production of pollen does not depend on the number of anthers per flower.
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RESUMEN

El potencial de produccién de polen por planta es un buen indicador de la produccion de frutos. En este trabajo se calculd el indice de
eficiencia reproductiva, el potencial de produccion promedio de polen por flor y se determind la relacion funcional entre el nimero de
anteras y la cantidad de polen por flor en Nothofagus alpina. Se calculd la proporcion entre las semillas viables formadas después de
polinizacién manual y las formadas mediante polinizacion natural. El total de granos de polen por flor se estim6 por conteo directo.
El indice de eficiencia reproductiva se calcul6 en un promedio de 0,19. Se encontrd que el nimero de granos de polen por anteras
vari6 entre individuos y entre afios. La produccion de polen por flor se calculd entre 85.703 granos de polen por flor en el afio 2011 y
117.975 en el afio 2013. La baja produccion de semillas en condiciones de polinizacion abierta puede deberse a limitacion polinica,
pues la formacion de semillas viables después de polinizacion manual fue notablemente mayor. La cantidad de polen contenido en las
flores de N. alpina varia en relacion constante con los granos de polen en las anteras, lo que sugiere que la produccion final de polen
no depende de la modificacion del namero de anteras por flor.

Palabras clave: polen, reproduccion, Nothofagaceae, anemofilia.

INTRODUCCION

La polinizacion eficiente, y la consiguiente produccion
de frutos, dependen de la produccion de polen y de otros
factores, como las distancias entre individuos co-especificos
y/o la eficiencia en la dispersion de polen (Allison 1990).
En general, la cantidad de polen producido en plantas ane-
mofilas es mas alta que la producida por plantas polinizadas
por insectos (Tormo ef al. 1996). Friedman y Barrett (2009)

evidenciaron que la eficiencia de la transferencia de polen
en plantas anemofilas no es sustancialmente inferior a la de
las plantas polinizadas por animales, hallazgos que desafian
la explicacion de que la evolucion a pocos 6vulos en flores
polinizadas por el viento se asocia con bajas cargas de po-
len. Esta investigacion pone en duda lo supuesto por mucho
tiempo de que la polinizacion anemofila es menos eficaz que
la polinizacién bidtica, falta de eficiencia que se compensaria
con la produccion de una gran cantidad de granos de polen.
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Nothofagus alpina (P. et E.) es una especie nativa de
los bosques templados de Chile y Argentina, cuyo meca-
nismo anemdfilo en la dispersion del polen es favorecido
por la anatomia floral. Las flores masculinas, dispuestas
en las axilas de las hojas mas basales (1 a 5 por axila), se
encuentran sostenidas por largos pedicelos que facilitan su
movimiento con el viento, al igual que una elevada canti-
dad de estambres por flor que varia entre 34 a 50 unida-
des. Las flores femeninas se encuentran en inflorescencias
constituidas por tres flores, son inconspicuas, con estigmas
sésiles, grandes y sobresalientes, levemente mucilaginosos
en la fase receptiva (Garcia et al. 2013).

En la actualidad existe una fuerte demanda por mate-
rial vegetal para la reforestacion con esta especie, lo que
justifica la realizacion de investigaciones que permitan co-
nocer sus mecanismos reproductivos y por ende la bisque-
da de soluciones para mejorar la productividad y calidad
de las semillas (Garcia et al. 2014). El conocimiento del
potencial de produccion de polen por planta y de los perio-
dos de produccion es un buen indicador de la salud de los
bosques y especialmente es util en huertos dedicados a la
produccién de semillas o frutos.

La mayoria de las teorias sobre las estrategias de asig-
nacion sexual de las plantas asumen que la disponibilidad
de polen normalmente no limita la produccion de semillas
en las poblaciones de plantas (Burley y Willson 1983). El
efecto de la limitacion del polen en la produccion de se-
millas se ha observado en varias especies (Bierzychudek
1981, Ashman et al. 2004, Pearse et al. 2015); sin embar-
g0, no existen publicaciones sobre la produccién de polen
de N. alpina, y menos aun de la relacion funcional entre el
numero de anteras y la cantidad de polen por flor.

Los antecedentes sugieren que la eficiencia reproducti-
va de N. alpina no es limitada por una baja disponibilidad
de polen, como se ha observado en la mayoria de especies
anemofilas (Tormo et al 1996, Piotrowska 2008, Gomez-
Casero et al. 2007), sino mas bien a la ineficiencia de este
mecanismo de dispersion que resulta en una escasa canti-
dad de polen que llega a los estigmas (Garcia et al. 2014).
Ademas, de una temporada a otra, la variacién observada
en la produccion de polen por flor no se asocia a la re-
duccién del nimero de anteras, tal como se ha sugerido
al observarse que el nimero de anteras por flor tiene un
amplio rango de variacion en N. alpina (34 — 50 unidades)
(Garcia et al. 2013).

Con estas referencias se plantearon como objetivos:
calcular el indice de eficiencia reproductiva, estimar el
potencial de produccién promedio de polen por flor que
puede producir un individuo de N. alpina, y determinar la
relacion funcional entre el numero de anteras y la cantidad
de polen por flor.

METODOS

El estudio se realizo en el huerto semillero clonal “Hui-
llilemu” de N. alpina, localizado en la comuna San José
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de la Mariquina, region de Los Rios. Fue establecido en
el afio 1989 por la Corporacién Nacional Forestal de Chile
y la Cooperativa de Mejoramiento Genético Forestal con
el objetivo de conservar la diversidad genética de N. al-
pina y su utilizacién en programas de mejoramiento. Se
encuentra fuera del area de distribucion natural de la es-
pecie, entre las coordenadas geograficas: 39°32°56,57’S;
73°04°18,15°0. Este huerto semillero, esta constituido
por individuos de V. alpina originarios de un amplio rango
altitudinal en la cordillera de Los Andes, comuna Pangui-
pulli. Dichos arboles tienen aproximadamente la misma
edad y estan bajo las mismas condiciones ambientales. El
huerto tiene una superficie de 3,1 hectareas y un total de 33
clones, establecidos a un espaciamiento de 5 x 5 m.

La oscilacion térmica mensual en esta localidad, du-
rante los aflos en que se realizd este estudio, estuvo entre
maximas de 17,8 (2013) a 18,8 °C (2012) en enero, y mi-
nimas de 5,3 (2011) a 6,5 °C (2012) en julio. La mayor
precipitacion se dio durante junio del 2012 (337,2 mm), en
contraste con el mes febrero del 2011 que tuvo la mas baja
precipitacion (15,4 mm) (figura 1) (Servicio de Meteoro-
logia de Chile 2016).

Para determinar el indice de eficiencia reproductiva
(IER), se realizaron ensayos de cruzamientos controla-
dos, durante la temporada de floracion 2012 (septiembre).
Se realizé polinizacion manual en flores que habian sido
embolsadas en la fase de yema para evitar la polinizacion
natural. Previamente se habian etiquetado y aislado ramas
en cada uno de los cinco clones seleccionados. La polini-
zacion cruzada manual se realizé colocando polen fresco
de individuos colindantes sobre los estigmas receptivos de
las inflorescencias. Se utilizaron ramas, cada una de las
cuales tenian entre 15 y 23 inflorescencias.

Para determinar la produccién natural de semillas, an-
tes de la dehiscencia de las infrutescencias, se colocaron
mallas en 30 ramas en diferentes orientaciones, en los mis-
mos clones en que se hizo la polinizaciéon cruzada manual.
En la época adecuada se tomaron las semillas obtenidas en
cada arbol seleccionado y se separaron manualmente las
llenas de las vacias.

Se determind el indice de eficiencia reproductiva
(IER), calculando el cociente entre la produccion de semi-
llas en inflorescencias de polinizacion abierta y la produc-
cion de semillas después de polinizacion cruzada manual
(Ruiz- Zapata y Arroyo 1978). Para facilitar la redaccion
de la metodologia y de los resultados se considerd que un
fruto corresponde a una semilla, pues el fruto de N. alpina
es monospermo, tipo nuez. Los promedios del IER para
cinco clones (un rameto por clon) fueron contrastados me-
diante una comparacion multiple, utilizando la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis.

El total de granos de polen por flor se estimo6 por con-
teo directo, siguiendo la metodologia de Shivanna y Ran-
gaswamy (1992): se colectaron al azar, aproximadamente
a 1,50 m de altura de la copa, 20 flores por tres clones
codificados como 11, 23 y 30 (un rameto por clon), du-
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Figura 1. Precipitacion (barras) y temperatura media mensual (lineas) durante el periodo de estudio en el huerto semillero “Huillilemu”.

Climatic conditions in the period of study in the seed orchard “Huillilemu”. Precipitation (bar) and temperature (lines).

rante tres afos consecutivos (2011, 2012, 2013); dichas
flores se mantuvieron en FAA (formaldehido, alcohol,
acido acético) a 4 °C hasta su utilizacion. De cada flor
se tomaron cinco anteras, las que fueron colocadas en
tubos de ensayo con 200 uL de agua y azul de anilina
en lactofenol y aplastadas con una varilla de vidrio. El
total de granos de polen se conto desde esta preparacion,
utilizando un hemocitometro (marca Marienfeld, modelo
0610130). Por ultimo, el nimero de granos de polen por
anteras (GPA) fue determinado utilizando la formula 1, y
luego este valor fue multiplicado por el total de anteras
de cada flor.

Granos de polen en suspensién (volumen total de la suspension
GPA = p p ( p ) [1]

Volumen de la suspensidn usada para el conteo

Para el analisis de los componentes determinantes (an-
teras flor!, polen antera™, polen flor"), los niveles del fac-
tor clon y el factor afio fueron ordenados de manera facto-
rial y distribuidos en un disefio completamente al azar con
20 repeticiones (20 flores). La significancia de los factores,
y su interaccion se establecio a través del nivel de proba-
bilidad derivados del analisis de varianza. Ademas, las di-
ferencias entre los niveles de cada factor se establecieron a
través de la prueba de Tukey con un nivel de probabilidad
de 0,05. Por otro lado, se realizé un analisis de regresion
entre el numero de anteras por flor y el nimero de gra-
nulos por antera con respecto al contenido total de polen
por flor. La significancia de la relacion entre los factores
determinantes de la produccion de polen se valorod a través
del coeficiente de determinacion (R?) y el valor critico de
Pearson a un nivel de 0,01. Estos analisis se realizaron uti-
lizando el sofiware Statistica 7.

RESULTADOS

El indice de eficiencia reproductiva varid entre 9,5 y
37,0 % (cuadro 1). En todos los individuos, las pruebas de
polinizacion cruzada indican que la fertilidad natural en la
especie es baja. En cuanto a la formacion de semillas de
polinizacion abierta (T1); los valores oscilaron entre 9,0 y
24,9 %. Al contrario, la produccién de semillas mediante
polinizacion cruzada manual fue superior al 90 % en todos
los individuos, a excepcion del clon 38 (67,5 %).

La cantidad de granos de polen por antera y por flor fue
diferente dentro de un mismo afio y entre afios (P < 0,0001)
en un mismo individuo. La produccién de polen por antera
estuvo en un rango de 2.255 a 2.634 granos. En el indivi-
duo 11 se obtuvo el promedio mas alto de granos de polen
por flor y de nimero de anteras por flor (44,6) (cuadro 2).

El nimero de anteras por flor varié entre clones y entre
periodos de evaluacion. Los clones 11 y 23 presentaron
una menor produccion de anteras por flor en el afio 2013,
en relacion a los periodos 2011 y 2012; mientras el clon 30
tuvo un similar nimero de anteras en los afios 2011 y 2013,
pero inferior en el aflo 2012 (figura 2A).

Se present6 la menor produccion de granos de polen
por antera en el afio 2011 en los clones 23 y 30; aunque en
el afio 2013 el clon 23 presentd un aumento notorio en la
produccion de polen, pasando de menos de 2.000 granos
de polen en los periodos 2011 y 2012 a 4.399 granos de
polen por antera (figura 2B).

Se encontrd una alternancia entre mayor y menor pro-
duccién de polen en los periodos evaluados. El total cal-
culado de granos de polen por flor estuvo entre 65.469,7
(clon 30) en el afio 2011 y 151.762,6 (clon 23) en el afio
2013 (figura 2C).
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Cuadro 1. Formacion de semillas en Nothofagus alpina en condiciones de polinizacion natural (T1) y mediante polinizacién cruzada
manual (T2), e indice de eficiencia reproductiva (IER =T1/ T2).

Formation of Nothofagus alpina seeds under natural pollination (T1) and by manual cross-pollination (T2). Reproductive Efficiency
Index (REI) (T1/T2) was calculated.

Clones Semillas Semillas llenas Semillas vacias  Semillas por flor IER*
colectadas™ (a) (b) (a-b) (b/a) (T1/T2)
Tl 11 67 6 61 0,090
0,095 d
172 11 151 143 8 0,947
TI 34 2.065 420 1.645 0,203
0,210 b
72 34 166 161 5 0,970
TI 36 226 38 188 0,168
0,173 b
72 36 178 173 5 0,972
TI 38 4.885 1.218 3.667 0,249
0,370 a
12 38 206 139 67 0,675
TI 46 512 55 457 0,107
0,114 ¢
72 46 186 175 11 0,941
Promedio 0,192
Desviacion estandar 0,109

“Letras diferentes indican diferencias estadisticas, prueba Kruskal Wallis. "*Total de semillas colectadas por arbol corresponde al niimero de flores
polinizadas.

Cuadro 2. Promedios” y cuadrados medios de los componentes determinantes de la produccion de polen en tres clones de Nothofagus
alpina y en tres periodos de produccion.

Average and mean squares for the key components of pollen production in three Nothofagus alpina clones and three production periods.

Componentes de la produccion de polen de Nothofagus alpina

Factor gl
Anteras flor! Polen antera’! Polen flor!

Clon

11 44,6 a 2.479,2 ab 111.814 ab

23 42,6 ab 2.6345a 104.938 ab

30 43,1b 2.2553b 96.622 b
i 43,43 2.456,33 104.46
Afo

2011 48,1 a 1.780,0 ¢

2012 437 b 2.483,1 b 85.703 b

2013 385¢ 3.1058 a 109.696 2

117.975 a

x 43,43 2.456,33 104.46
Clon 2 64,35 2180821,49 3472028157,00
Afo 2 1367,02 26401887,04 16857289339,00
Clon x Afio 4 563,82 17604515,67 30452220975,00
Error experimental 171 13,55 489130,60 967435375,94
Total 179
Probabilidad(c]m) 0,0099 0,0130 0,0297
Probabilidad <0,0001 <0,0001 <0,0001
Probabilidad <0,0001 <0,0001 <0,0001

(clon x aflo)

“Letras diferentes indican que hay diferencias significativas.
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Figura 2. Interaccion entre los factores clon y afio de evaluacion
en las anteras por flor (A), polen por antera (B) y polen por flor
(C) en Nothofagus alpina.

Clone by year of assessment interaction on anthers per flower
(A), pollen per anther (B) and pollen per flower (C) in three Nothofagus
alpina clones and three production periods.

En la figura 3A se observa que el nimero de anteras por
flor no determin¢ la cantidad de granos de polen por flor,
ya que no se observo una relacion entre estas dos variables.
Sin embargo, a pesar de no haberse observado una relacion
funcional entre el nimero de anteras por flor y el nimero
de anteras (figura 3C), el nimero de granos por antera si
determino la cantidad de granos de polen por flor (figura
3B); observandose, independientemente del clon y del afio
de evaluacion, que por cada grano de polen por antera el
aumento en el contenido de granos de polen por flor fue, en
promedio, de aproximadamente 42 unidades.
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Figura 3. Variacion del contenido de polen por flor en funcion
de funcion de las anteras por flor (A) y el polen por antera (B), y
el polen por antera en funcion de las anteras por flor (C), en tres
clones de Nothofagus alpina en tres anos de produccion. La for-
ma geométrica representa el afio: circulo = 2011, cuadro = 2012
y triangulo = 2013. n = 180.

Functional relationship among changes in the production of
pollen per flower and anthers per flower (A) and pollen per anther (B),
and pollen per anther depending on the anthers per flower (C), in three
Nothofagus alpina clones and three production periods. The geometric

shape represents the year: circle = 2011, square = 2012 and triangle =
2013.n=180.

DISCUSION

Nothofagus alpina presenta mayor produccion de se-
millas llenas después de polinizacion cruzada manual, en
comparacion con la produccion obtenida mediante polini-
zacion abierta, lo que comprueba que la limitacion de po-
len debe ser considerado como un determinante de la baja
produccion de semillas viables en el huerto “Huillilemu”.
No obstante, el indice de eficiencia reproductiva varia en-
tre clones, lo que podria deberse a los diferentes indices de

137



BOSQUE 38(1): 133-139, 2017
Eficiencia reproductiva y produccion de polen en Nothofagus alpina

sobreposicion entre las fases de receptividad estigmatica
y liberacion del polen (Garcia et al. 2013); aunque se de-
beria considerar el andlisis de esta caracteristica durante
varios periodos consecutivos y en una muestra mas gran-
de, de esta forma corroborar si los indices de eficiencia
reproductiva son caracteristicos para determinados genoti-
pos, por ejemplo, la muy baja proporcion de semillas por
flor resultado de polinizacion abierta en el clon 11. En este
huerto semillero, el desfase de las fenofases reproductivas
entre arboles, limita la polinizacion cruzada (Garcia et al.
2013), aunque, es posible que en poblaciones naturales,
con una mejor sincronia floral entre individuos y por ende
un mejor flujo polinico, una mayor cantidad de polen lle-
gue a los estigmas.

Aunque ya se ha mencionado que la limitacion de
polen seria causada por la asincronia en las fenofases re-
productivas entre los diferentes clones del huerto (Garcia
et al. 2013), deberia estudiarse mas detalladamente la in-
fluencia de los cambios climaticos interanuales en los pa-
trones de dispersion del polen y otros factores que influen-
cian el éxito reproductivo masculino y femenino, como la
fecundidad masculina y la distancia entre individuos (Dow
y Ashley 1998, Burczyk et al. 2004, Torimaru et al. 2012).

Nothofagus alpina, como otras especies anemofilas,
produce una gran cantidad de polen, lo que se interpreta
como una estrategia reproductiva para compensar la im-
precision del viento como agente polinizador. Algunos
estudios sobre produccion polinica en diferentes especies
vegetales, tanto en anemofilas (Reddi y Reddi 1986, Prie-
to-Baena et al. 2003, Gémez-Casero et al. 2004) como en
entomofilas, comprueban que, por lo general, existe una
mayor produccion de polen en las especies polinizadas por
el viento (Tormo et al. 1996). En conclusion, la cantidad
de polen producido no seria una limitante en la produccion
de semillas en el huerto Huillilemu y segun Garcia et al.
(2015), el polen presenta valores altos de viabilidad, por
lo que la viabilidad del polen tampoco se debe considerar
como un factor limitante.

En la literatura no existen datos sobre la produccion de
polen por flor en especies del género Nothofagus, pero en
especies emparentadas del orden Fagales se ha documen-
tado para Quercus coccifera L. la cantidad de 7.355 granos
de polen por estambre en el afio 2000 y 6.804 en el 2001 y
para Quercus ilex (Lam.) Schwartz ex T. Morais. y Quer-
cus suber L. alrededor de 3.500 granos de polen por es-
tambre en los mismos periodos de estudio (Goémez- Casero
et al. 2004). Estos datos no distan mucho de lo calculado
para N. alpina., entre 1,900 y 6,480 granos de polen por
antera, considerando que cada estambre tiene una antera.

En este trabajo, se ha observado que el nimero de gra-
nos de polen por antera determina el contenido de granos
de polen por flor. Esto es relevante por dos motivos: 1) la
relacion funcional entre polen/antera y polen/flor es inde-
pendiente del clon de N. alpina y del afio de evaluacion
(esto refleja una relacion funcional muy robusta), 2) no se
observa ningun tipo de relacion entre en numero de ante-
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ras/flor y la cantidad de polen/flor, lo que sugiere que la
cantidad de polen/antera es mas determinante que el ni-
mero de anteras/flor en el contenido final de polen/flor.

La determinacion de los factores relacionados a la va-
riabilidad interanual en la produccidn de polen, constituira
un conocimiento valioso para optimizar la producciéon de
semillas y desarrollo de nuevos genotipos en los progra-
mas de mejoramiento genético.

CONCLUSIONES

La baja produccion de semillas en condiciones de po-
linizacion abierta parece estar relacionada con la insufi-
ciente llegada de polen a los estigmas, pues la formacion
de semillas viables después de polinizacion manual fue
notablemente mayor.

La produccion de polen por flor, dentro de una mis-
ma temporada, es diferente entre los arboles analizados,
igualmente para un mismo individuo en los diferentes afios
de evaluacion, lo que sugiere la existencia de diferencias
genéticas entre individuos y un importante efecto de las
diferentes condiciones climaticas durante los afos en que
se realizo el estudio.

La cantidad de polen contenido en las flores de N. al-
pina varia en relaciéon constante con los granos de polen
en las anteras, a pesar que la cantidad de polen por flor
no muestra la existencia de una relacion funcional con el
numero de anteras. Esto sugiere que la produccién final
de polen es determinada dominantemente por la reduccion
del contenido de granos de polen por antera y no por la
modificacion del numero de anteras por flor.
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