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RESUMEN

La seleccion mediada por polinizadores es uno de los principales mecanismos de adaptacién y
diversificacién de las angiospermas. La composicion de los ensambles de polinizadores
determina la magnitud y direccion de la seleccion sobre los caracteres florales, por lo que
actividades humanas a través de su impacto sobre los ensambles pueden modificar el régimen
selectivo sobre las poblaciones. En este trabajo se examina si la pérdida de habitat nativo
conlleva alteraciones en los ensambles de polinizadores y regimenes selectivos. Para esto, se
cuantificd la composicion del ensamble de polinizadores y la tasa de visita en dos ambientes
colindantes y contrastantes (Bosque de Ruil y plantacion de P. radiata). Ademas, se cuantifico el
fenotipo floral de Viola portalesia, y se realizaron analisis de seleccién para determinar la
magnitud, direcciéon y forma de la seleccién a través del componente femenino del fitness
(produccion de semillas). Adicionalmente, para determinar la estructura causal de la seleccion
sobre los rasgos florales, se efectuaron analisis de ecuaciones estructurales. Los resultados
indican que los ensambles de polinizadores difierieron significativamente en cuanto a su
composicion especifica y tasas de visita. Ademads, se observaron diferencias morfolégicas lineales
y geométricas significativas entre ambas poblaciones, y el analisis de seleccién natural reveld
seleccion significativa sélo en el hébitat de pino. Los modelos de causalidad mostraron una
estructura importante s6lo en la poblacién de pino, indicando que en este habitat los polinizadores
fueron un factor relevante en la produccion de semillas. Globalmente, nuestros resultados indican
que la intervencién humana, a través de su efecto sobre los ensambles de polinizadores, tiene el
potencial de modificar no sélo la magnitud sino la estructura causal de la seleccién mediada por

polinizadores sobre el fenotipo floral de V. portalesia.
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ABSTRACT

Pollinator-mediated sclection is one of the most important factors driving adaptation and
diversification in angiosperm. Because the composition of pollinator assemblages determines the
magnitude and direction of selection on floral characters, human activities through its impact on
pollinator assemblages may modify the selective regime experienced by plant populations. In this
study we examine whether native habitat loss involves alterations in pollinator assemblages and
sclective regimes. For this, we quantified the composition of pollinator assemblages and
visitation rate in two nearby and contrasting habitats (Ruil Forest and P. radiata plantation). In
addition, we quantified the floral phenotype of Viola portalesia, and performed a phenotypic
selection analysis to determine the magnitude, direction and shape of selection through the
female fitness component (seed production). In addition, to determine the causal structure of
selection, we performed a structural equation analysis. The results indicate that pollinator
assemblages differed substantially in species composition and visitation rate between habitats
Populations differed also in linear and geometrical morphology, and natural selection occurred in
the pine habitat only. The causality model showed an important structure only in the pine
plantation, indicating that pollinators were a relevant factor in molding the evolution of the
flower phenotype in the degraded but not in the native habitat. Globally, our results indicate that
the human intervention, through its effect on pollinator assemblages has the potential to change
not only the magnitude but also the causal structure of the pollinator-mediated selection on the

floral phenotype of V. portalesia.
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INTRODUCCION

La seleccion mediada por polinizadores es uno de los principales mecanismos de adaptacion y
diversificacion de las especies de plantas con flores (Grant 1949, Hodges & Arnold 1994, Maad
2000, Medel et al. 2007). La enorme diversidad de despliegues florales entre especies y las
formas en que estas parecen ajustarse a la morfologia de sus visitantes, ha llevado a pensar que
este seria el mecanismo de coevolucién mas plausible (Campbell et al. 1996). La preferencia por
parte de los polinizadores por ciertos morfotipos florales representa el factor proximal que
ocasiona seleccién sobre una serie de rasgos fenotipicos de las flores tales como: a) tamafio de la
corola (Campbell et al. 1989, Campbell et al. 1991, Campbell et al. 1996), b) forma de la corola
(Herrena 1993, Conner et al. 1996), ¢) volumen de néctar (Real & Rathcke 1991, Medel et al.
2003), y d) guias de néctar (Waser & Price 1985, Medel et al. 2003), entre otros.

Estudios recientes, tanto experimentales como de seleccion fenotipica, han documentado la
importancia de los polinizadores como agentes selectivos capaces de direccionar la evolucion de
caracteres florales (Andersson & Widén 1993, Gémez 1993, Herrera 1993, Conner et al. 1996,
Schemske et al. 1996, Jones & Reithel 2001, Alexadersson & Johnston 2002, Medel et al. 2007).
Por ejemplo, en algunas de estas investigaciones se ha podido constatar que rasgos tales como el
color y forma de la corola pueden ser blanco de seleccion de ciertos polinizadores, los cuales
podrian promover la divergencia de estos rasgos florales (Jones & Reithel 2001, Medel et al.
2003).

Las respuestas adaptativas de rasgos florales a las presiones selectivas impuestas por los
polinizadores pueden variar entre poblaciones de una misma especie, dependiendo de la
composiciéon del ensamble de polinizadores, la dominancia de una especie determinada y/o la

eficiencia de los servicios de polinizacion (Herrera 1987, Schemske and Horvitz 1988, Eckhart
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1992, Herrera 1995, Medel et al. 2007). La composicién del ensamble de polinizadores determina
la magnitud y direccion de la seleccion sobre los caracteres florales (Herrera 1987, Schemske &
Horvitz 1988, Johnston 1991, Eckhart 1992, Herrera 1995, Conner et al. 1996) por lo que es
esperable que actividades humanas tales como la deforestacion y actividades agricolas a través de
su impacto sobre la composicion de los ensambles, afecten el régimen selectivo que
experimentan las poblaciones naturales de plantas (Wade & Kalisz 1990, Thompson 1998,
Caruso 2000, Sih et al. 2000). En principio, la transformacion antropogénica del habitat podria
acelerar la tasa de cambio de los atributos bajo seleccién, a través del ingreso de nuevos
polinizadores que incrementen abruptamente las visitas y la seleccion sobre determinados
atributos florales (Ollerton 1996), o retardar la seleccion natural debido al ingreso de especies
exoticas que pudieran competir con las especies nativas por polinizadores restringiendo los
efectos selectivos sobre estas especies (Caruso 2000, Blair & Wolf 2004); o simplemente no
alterar los regimenes selectivos de las poblaciones, debido a la presencia de otros agentes bidticos
(e.g. herbivoria) o abidticos (e.g. nutrientes) que pudieran tener un impacto selectivo mayor que
los polinizadores (Strauss & Whittall 2006).

En Chile, las actividades de empresas forestales destinadas a la comercializacion de Pinus
radiata han ocasionado una fuerte transformacion de los bosques nativos (Bustamante et al.
2003, Bustamante & Simonetti 2005, Echeverria et al. 2006). Esta transformacion ha dejado
como resultado un mosaico heterogéneo de habitats que como consecuencia trae cambios en la
condiciones microcliméaticas al interior de estos bosques (Bustamante & Grez 1995), asi como
también en abundancia y diversidad de especies (Bustamante et al. 2006). Ejemplo de ello, es el
bosque Maulino ubicado en la cordillera de la costa de la region del Maule, el que en la
actualidad se observa como un mosaico de bosque nativo altamente fragmentado e inmerso en

plantaciones de P. radiata de renoval, ocho, doce y veinte afios de edad (Grez et al. 1997,
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Bustamante & Castor 1998, Olivares et al. 2006). En los tltimos afios el bosque Maulino ha
experimentado diversos cambios en riqueza y abundancia de especies (San Martin & Donoso
1996, Bustamante et al. 2003), especificamente se ha observado un cambio en las abundancias de
grupos funcionales, los cuales en algunos casos han incrementado su abundancia, como en el
caso de las aves insectivoras (Vergara & Simonetti 2004) o disminuido como en el caso de los
insectos herbivoros (Jara-Prado & Grez 2004). Tales cambios, y sus efectos sobre la intensidad
de las interacciones (Simonetti et al. 2006), lo cual podria conllevar a alteraciones en las
presiones selectivas de las especies que habitan este tipo de ambientes, planteandose esto como
un escenario interesante para evaluar los posibles efectos de la transformacién del habitat sobre la
seleccion natural de especies nativas.

Esta investigacién se llevo a cabo con el objetivo de evaluar si la transformacién del habitat
conlleva alteraciones en los ensambles de polinizadores y regimenes selectivos experimentados
por Viola portalesia. Para ello, se examiné la composicion de los ensamble de polinizadores y los
coeficientes de seleccién natural sobre rasgos florales de la especie, supuestos blancos de
seleccion natural, en dos ambientes colindantes y contrastantes que consisten en un hébitat nativo
en ¢l Bosque de Ruil, y un hébitat degradado en una plantacién de P. radiata de veinte afios de
edad. Especificamente, en este trabajo se abordaron las siguientes preguntas: a) ;existen
diferencias en el ensamble de polinizadores entre el habitat nativo y uno transformado?, b)
(existen diferencias en los coeficientes de seleccién mediada por polinizadores sobre V.
portalesia en ambos ambientes?, y c¢) si se observan tales diferencias, ;cuiles son las rutas
causales de impacto a la adecuacion bioldgica en ambas poblaciones?

La repuesta a estas preguntas permitird conocer en qué medida las plantaciones de Pinus radiata
modifican la fuerza y direccién de la seleccion natural, generando heterogeneidad selectiva

inducida por el hombre.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar si la transformacion del habitat conlleva alteraciones en los ensambles de

polinizadores y regimenes selectivos.

Objetivos especificos

1. Cuantificar el ensamble de polinizadores entre un sistema natural y uno transformado.

2. Cuantificar el éxito reproductivo entre un sistema natural y uno transformado.

LI

Determinar los coeficientes de seleccién entre un sistema natural (Bosque de Ruil) v/s uno
transformado (plantacién de pino).

4. Determinar las rutas de relacion causal en modelos inclusivos entre un sistema natural y uno

transformado.
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HIPOTESIS

Si existen diferencias en el ensamble de polinizadores de V. portalesia entre un habitat de bosque
nativo y una plantaciéon de P. radiata, es esperable no sélo que la seleccion mediada por
polinizadores difiera entre los habitats, sino también que la estructura causal de la seleccion

natural se modifique.
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MATERIALES Y METODOS

Historia natural de Viola portalesia (Gay)

Viola portalesia (Gay) es una especie endémica de Chile que se distribuye desde Zapallar hasta la
region de los Rios (V y XV Regiones). Se caracteriza por ser una hierba perenne no muy
ramificada, de tallos delgados, que alcanza una altura promedio de 30 cm y entre 1 a 10 flores por
individuo. La flor es zigomoérfica, con un caliz de cinco pétalos, donde el pétalo inferior forma un
espolon en la parte posterior de la flor. Ademas, posee cinco estambres adosados a los pétalos
inferiores y un estilo en forma de gancho (Fig. 1 ay b). Presenta un periodo de floracion de tres
meses (septiembre a noviembre), en el cual se desarrollan flores hermafroditas de dos
centimetros, axiolares y de color azul-violaceo. Posterior al periodo de floracion, la fructificacién
ocurre durante noviembre y diciembre. El fruto es una capsula trivalva que contiene un promedio

de veinte semillas por capsula (Riedemann & Aldunate 2003, Hoffmann et al. 2005).

Figura 1. Imagen frontal (a) y lateral (b) de Viola portalesia.
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Sitios de estudio

El estudio se efectud entre los meses de octubre y diciembre de 2007 en la Reserva Nacional Los
Ruiles (35° 50* S, 72° 30’ O) y en una plantacién colindante de P. radiata de propiedad de la
forestal CELCO S.A. (35°50°S, 72°27°0). La Reserva Nacional Los Ruiles (de aqui en adelante
Bosque de Ruil) es un area protegida administrada por la Corporacion Nacional Forestal
(CONAF), creada para proteger ca. 29 ha de bosque nativo (Fig. 2), principalmente el ruil
Nothofagus alessandri cuyo estado de conservacion es catalogado como critico (UICN 2001). E1
segundo sitio de muestreo es una plantacion de P. radiata de 20 afios de 5,8 ha ubicada a ca. 500
m. de la reserva (Fig. 2). En este sitio se encuentra una limitada diversidad de arbustos y
herbaceas que crecen bajo su dosel. Viola portalesia se distribuye en parches monoespecificos
tanto en el bosque de Ruil (densidad media+ 1EE, 0,50+0,04 individuos/mz) como en la

plantacién de Pinus radiata (densidad media+ 1EE, 0,30+0,05 individuos/mz),

{ Reserva Nacional Los Ruiles

35°5078,72°30° O

o D O

Region def Mlle

i Plantacion de P oradiara —‘

357 5078, 72° 27°0)

Figura 2. Mapa de ubicacion geografica de los sitios de estudios. Reserva Nacional Los Ruiles y

Plantacién de Pinus radiata, en la region del Maule, Chile.
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Ensamble de polinizadores

Para determinar el régimen de visitas de los polinizadores sobre V. portalesia se realizaron
periodos de observacién de quince minutos por planta entre las 9:00 y 17:00 horas durante quince
dias en cada habitat. El protocolo de muestreo en el campo consistié en registrar la identidad de
cada especie de polinizador, el nimero de visitas y él nimero de flores visitadas, considerandose
como “polinizador” a aquellas especies que al posarse sobre la base de la corola hacian contacto
con los estambres. Para determinar si existian diferencias significativas en las tasas de visitas
entre los habitats se realizé una prueba de ¢ Student para muestras no balanceadas utilizando el
programa JMP 5.0 (SAS Institute Inc. 2002), previo analisis de los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianza (Underwood 1997).

Para caracterizar el ensamble de polinizadores, se recolectaron todos las especies visitantes y se
llevaron al laboratorio para su identificacion al nivel taxonémico mas resolutivo posible. Luego,
para determinar si existian diferencias en los ensambles entre los habitats se realiz6 una prueba de

proporcion de similitud (PS) calculada como:
1 n
PS=1-—= ) |Pai - Pbi
22 |

donde, Pai y Pbi son las proporciones de tasas de visitas totales realizadas por el taxén i en el
habitat a y b, respectivamente (ver Schemske & Brokaw 1981). El indice otorga valores entre 0 y
1, y toma en cuenta la identidad de los polinizadores y su tasa de visita relativa. Valores cercanos
a cero indican una baja sobreposicion de especies entre los ensambles, mientras que valores
préximos a uno indican alta similitud entre los ensambles. Debido a que este indice no entrega

informacion acerca de la variabilidad de los datos, se realiz6 una prueba de Montecarlo con el
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Los métodos geométricos se basan en la definicién de un espacio geométrico por las
configuraciones de puntos digitalizados (hitos), los cuales describen la forma, constituida por
distancias no lineales conocidas como distancias de Procrustes. Luego, el espacio geométrico se
sobrepone a una forma de referencia (configuracion promedio) y es transformado a un espacio
lineal tangente conformado por distancias analizables mediante métodos tradicionales. Al definir
el espacio lineal tangente se obtienen un grupo de variables que pasan a ser los denominados
“descriptores de forma”. Estos se dividen en dos componentes: a) componente uniforme, que
describe cambios entre un objeto y la referencia en términos de transformacién uniforme o afin
(cambios en una direccién lineal ya sea por compresion o extension de la forma), y b)
componente no uniforme, que describe diferencias en términos de transformacién no afines
denominadas deformaciones principales (principal warps) (suma de deformaciones no lineales ya
sea por expansion, compresion o plegamiento de regiones especificas del objeto). Asi, una vez
obtenidos los descriptores, todos los individuos son sobrepuestos y proyectados sobre estas
deformaciones con lo cual se obtiene un set coordenadas X e ¥ de deformacién parcial para cada
individuo de la poblacién (Rohlf 1990).

Para la definicidn del espacio geométrico de cada poblacién se utilizo el programa tpsRelw, el
cual sobrepuso todos los hitos de cada individuo de V. portalesia con la forma de referencia
(forma estandar promedio de la poblacién), cuantificindose las deformaciones relativas y
parciales. Para determinar si existian diferencias significativas en forma entre los habitats, se
utilizo tanto el componente uniforme como el no uniforme (deformaciones relativas). Para ello,
las deformaciones relativas fueron agrupadas en nuevas variables a través del andlisis de
variables candnicas para luego contrastar los sitios mediante un analisis multivariado de varianza
(MANOVA). Posteriormente, del total de deformaciones relativas estimadas se seleccionaron

aquellas que dieron cuenta del mayor porcentaje de variaciéon en forma, las cuales fueron
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programa Poptools para Windows (http://www.cse.csiro.au/poptools/download.htm) con lo cual

se obtuvo estimaciones de la varianza.

Morfometria geométrica y Morfometria convencional

Para cuantificar el fenotipo floral de V. portalesia, se seleccionaron 223 plantas en total (111 en
la reserva 'y 112 en la plantacion de P. radiata). A cada planta se le marco una flor abierta, la que
fue fotografiada frontalmente con una camara digital Sony Cyber-Shot de 7.2 mega pixeles. Las
fotografias fueron tomadas teniendo en consideracion la perspectiva del polinizador y
manteniendo una distancia constante de 30 cm, aproximadamente.

La forma de la corola de V. portalesia fue descrita utilizando la metodologia basada en el analisis
de hitos, la cual elimina los efectos de variacidn en la orientacion y tamafio de los individuos
(Zeldicht et al. 2004). Para este estudio se decidié utilizar el método de descomposicion “Thin
Plate Spline” (TPS), el cual es una herramienta que permite analizar los cambios geométricos en
una estructura, basandose en el desplazamiento de puntos especificos. Debido a que este método
analiza los cambios en forma a través de hitos, sobre cada fotografia se digitalizaron doce hitos
mediante el programa psDig (software disponible en http:/life.bio.sunysb.edu/morph/), los
cuales se dispusieron en los puntos de insercién de estructuras y en los puntos de mayor curvatura

de los pétalos segun se ilustra en la Fig. 3.

Figura 3. Fotografia frontal de V. portalesia incluyendo los doce hitos digitalizados con el

programa psdig.
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Los métodos geométricos se basan en la definicion de un espacio geométrico por las
configuraciones de puntos digitalizados (hitos), los cuales describen la forma, constituida por
distancias no lineales conocidas como distancias de Procrustes. Luego, el espacio geométrico se
sobrepone a una forma de referencia (configuracion promedio) y es transformado a un espacio
lineal tangente conformado por distancias analizables mediante métodos tradicionales. Al definir
el espacio lineal tangente se obtienen un grupo de variables que pasan a ser los denominados
“descriptores de forma”. Estos se dividen en dos componentes: a) componente uniforme, que
describe cambios entre un objeto y la referencia en términos de transformacién uniforme o afin
(cambios en una direccion lineal ya sea por compresién o extension de la forma), y b)
componente no uniforme, que describe diferencias en términos de transformacién no afines
denominadas deformaciones principales (principal warps) (suma de deformaciones no lineales ya
sea por expansion, compresion o plegamiento de regiones especificas del objeto). Asi, una vez
obtenidos los descriptores, todos los individuos son sobrepuestos y proyectados sobre estas
deformaciones con lo cual se obtiene un set coordenadas X e Y de deformacion parcial para cada
individuo de la poblacién (Rohlf 1990).

Para la definicion del espacio geométrico de cada poblacion se utilizd el programa ipsRelw, el
cual sobrepuso todos los hitos de cada individuo de V. portalesia con la forma de referencia
(forma estandar promedio de la poblacion), cuantificandose las deformaciones relativas y
parciales. Para determinar si existian diferencias significativas en forma entre los habitats, se
utilizé tanto el componente uniforme como el no uniforme (deformaciones relativas). Para ello,
las deformaciones relativas fueron agrupadas en nuevas variables a través del andlisis de
variables canonicas para luego contrastar los sitios mediante un analisis multivariado de varianza
(MANOVA). Posteriormente, del total de deformaciones relativas estimadas se seleccionaron

aquellas que dieron cuenta del mayor porcentaje de variacion en forma, las cuales fueron



incorporadas como caracteres en el analisis de seleccion natural. Finalmente, para la
visualizacion del componente no uniforme se utilizoé el programa ipsSpline, el cual permiti6
visualizar las deformaciones promedio a través de grillas de deformacion.

Para el analisis de morfometria convencional se utilizaron las 223 fotografias tomadas en el
campo y se les realizaron dos mediciones lineales a la corola con el programa ImageJ 1.41c

(disponible en http://rsb.info.nih.gov./ij/). La primera mediciéon es una medida del largo de la

corola, tomada desde la base del pedinculo hasta el limite inferior del pétalo de aterrizaje (Fig.
4a). La segunda es una medida del ancho de la corola, tomada desde el borde del pétalo inferior
izquierdo al borde del pétalo inferior derecho (Fig. 4b). Todas las mediciones fueron expresadas
en centimetros (cm) e incorporadas al analisis de gradientes de seleccion como caracter A, (largo)
y Aj (ancho). Ademas, con el objetivo de determinar diferencias significativas en tamaifio de la
corola entre los habitats, los valores de largo y ancho fueron contrastados mediante la prueba de
Student con el programa JMP 5.0.

Adicionalmente, con el objetivo de determinar si existe dependencia espacial entre los individuos
en cada uno de los sitios se llevd a cabo una prueba de Mantel con el programa R (versién 2008).
Esta prueba fue realizada para cada una de las variables de tamafio y forma de la corola por

separado en cada hébitat, junto con las coordenadas geograficas en UTM registradas en terreno.

Figura 4. Fotografia frontal de V. portalesia indicando el largo y ancho de la corola.
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Caracteres florales y andlisis de seleccién natural

a) Descripcion de caracteres

Para la cuantificacion de los caracteres se realizaron dos procedimientos diferentes, uno en el
campo y otro en laboratorio. En terreno, a todas las plantas marcadas se les cuantifico: a) el
numero de flores (F) y b) la altura total de la planta en centimetros (ALT; tomada desde el suelo
hasta la flor mas alta con una cinta métrica), frente a la posibilidad de que la seleccion este
operando sobre caracteres correlacionados. Luego, los valores de cada caracter medido en terrero
fue contrastado mediante la prueba de t Student con el objetivo de determinar diferencias
significativas entre los sitios de estudio. En el laboratorio, y como se mencioné con anterioridad,
se efectuaron andlisis de morfometria geométrica y morfometria convencional lo cual permitio
obtener las deformaciones relativas (RWs) y los caracteres A; y A, los que se utilizaron en la
estimacion de los coeficientes de seleccion como caracteres de forma y tamafio respectivamente.

En cada sitio, al final de la floracion se recolectaron todos los frutos de las flores marcadas en
cada planta, con lo cual se estimé el nimero promedio de semillas por individuo. Con ello se
obtuvo una medida de fitness femenino absoluto por planta (Wf), el cual fue contrastado entre
habitats mediante una prueba de Student para determinar diferencias significativas en éxito

reproductivo entre las poblaciones. Finalmente, con el fitness absoluto de cada individuo se

calculd el fitness relativo (wf) por planta por medio de %, donde Wf es el fitness absoluto

promedio de los individuos de la poblacion.



b) Analisis de gradientes de seleccion

Para determinar la magnitud, direccion y forma de la seleccién actuando sobre el componente
femenino del fitness se realizd un andlisis de selecciéon natural donde se cuantificd los
diferenciales de seleccidn, los coeficientes de seleccion lineal y no lineal segin la metodologia
propuesta por Lande & Arnold (1983).

i) Diferencial de seleccion (S):
Medida de seleccion sobre un rasgo particular, el cual mide el cambio total resultante de la
seleccion. El coeficiente es calculado como la covarianza entre cada caracter y el fitness:

S;=COV(z;, w) ecuacion 1

donde z; es el caricter 7, y w es el fitness relativo. Este coeficiente (S) es una estimacién de la
seleccion total actuando sobre un rasgo, lo cual incluye seleccion directa (relacion directa entre
un rasgo y el fitness) e indirecta (cambio resultante de correlaciones con otros rasgos que afectan
el fitness). Una vez obtenidos los valores S; se probd su significancia a través de correlacion de
Pearson entre el fitness relativo y los caracteres, utilizando el programa de JMP 5.0.

ii) Gradiente de Seleccién lineal:
Se describio6 la fuerza directa de la seleccion actuando sobre un rasgo, excluyendo la seleccién

indirecta, mediante el modelo multivariado de Lande y Arnold (1983):
w=a+2 Bizite ecuacion 2
1=

donde w es el fitness relativo, o es una constante (el intercepto), B; representa la pendiente
promedio de la superficie de seleccion en el plano del caracter z;, y € es un término de error. El
gradiente de seleccion lineal § entrega informacion sobre la direccion y magnitud del cambio

esperado después de la seleccion.
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iii) Gradientes de Seleccion No lineal:
El gradiente de seleccion no lineal, v, describe la naturaleza de la seleccion sobre desviaciones
cuadraticas del promedio para caracteres individuales y combinaciones pareadas de caracteres.
Estos coeficientes fueron estimados a partir de los coeficientes de segundo orden del siguiente

modelo:

w=a+i Bizi +%2 '}%:sz-i-i 2 YiZizi + € e
= = = =

donde, v; representa la curvatura de la relacion entre el cardcter 7 y el fitness relativo. Siy; <0
(concavidad hacia abajo) esto implica seleccion estabilizadora actuando sobre un caracter dado, o
si v; > 0 (concavidad hacia arriba) esto indica seleccidn disruptiva. El gradiente de seleccion
correlacional, y;;, indica la medida en que la seleccion actiia sobre la correlacion de los rasgos iy
j. Los gradientes de seleccion direccional () fueron estimados sélo a partir de la ecuacion 2, ya
que si los caracteres son multivariados y distribuidos no-normalmente, z; y z? en la ecuacién 3
estaran inter-correlacionados (Lande y Arnold 1983). Ademas, se evalud la significancia de los
gradientes de seleccion lineal y no lineal (B y v) a partir de los coeficientes de regresion después
de que los efectos de todos los parametros han sido removidos. La significancia de los
diferenciales de seleccidon y los gradientes de seleccidon fue obtenida directamente de las tablas de
regresién y corregidas con la técnica de Bonferroni (Rice 1989) a un valor de o = 0,05. Esta
técnica permite minimizar el error tipo I en los coeficientes de seleccion y complementar los
valores de P originales.

Cabe destacar que cada caracter fue estandarizado a promedio cero y varianza unitaria
(transformacion z) antes del analisis, restando el promedio del rasgo a cada valor y dividiendo por
la desviacidn estandar. Asi, los diferenciales estandarizados seran descritos como S’y los

gradientes lineales y cuadraticos estandarizados como B” y v’, respectivamente. Una vez
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estandarizados los caracteres, estos fueron utilizados para estimar los coeficientes de seleccion
utilizando el programa JMP 5.0.

Una vez determinados los caracteres que se encuentran sometidos a seleccion direccional se
estimé la forma de la superficie de seleccion utilizando la version univariada del spline cubico
proporcionado por Schluter (1988). Esta metodologia presupone que se estd tratando de estimar
una funcion fitness verdadera (f) que depende de un rasgo variable Gnico X como:

Y=f(X)+e

Y es una medida del fitness individual tal como: sobrevivencia, éxito reproductivo o otra medida
de desempefio. f (X) es el fitness promedio de todos los individuos teniendo el valor del rasgo X.
El objetivo es estimar la superficie del fitness sin hacer ningiin supuesto a priori acerca de la
forma, excepto que es suave. Tres diferentes distribuciones de error son ajustadas: normal,
binomial y Poisson. El objetivo basico es estimar el spline que mejor se ajuste a la distribucion
real investigando en un rango de valores del pardmetro de suavidad lambda (A) (el programa usa
una escala logaritmica para A). El mejor ajuste es dado por el valor de lambda que minimice la
funcion de validacion cruzada generalizada, la cual es una medida de error de prediccion. Para el
caso de caracteres bajo seleccion correlacional la forma de la superficie de seleccion o paisaje

adaptativo se obtuvo utilizando graficas tridimensionales mediante el programa Sigma Plot 9.0.

Analisis de ecuaciones estructurales

El andlisis de ecuaciones estructurales fue utilizado para determinar la estructura causal de la
seleccion sobre rasgos florales de V. portalesia. Este método permite construir modelos causales
con un nimero de variables dependientes e independientes, y provee una manera de descomponer

la correlacion entre variables en componentes que representan las contribuciones causales y no
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causales. El andlisis de ecuaciones estructurales permite que la covarianza total entre las variables
sea descompuesta en dos componentes: componente causal, efectos directos e indirectos, y un
componente no causal, contribuciones no analizadas (Schemske & Horvitz 1988). El componente
de la correlacion total entre variables que son atribuibles a la suma de los efectos directos e
indirectos es llamado coeficiente de efecto (p), y representa el cambio esperado en una variable
dependiente debido a un cambio en una de sus variables causales. El coeficiente p,, es un
coeficiente de regresion estandarizado y representa la variable dependiente X sobre la variable
independiente ¥, manteniendo todas las otras variables independientes constantes (Figura 5). Este
andlisis comprende cinco supuestos: 1) la relacién entre las variables es lineal, aditiva y causal, 2)
el residual de cada variable no se correlaciona con variables que preceden en el modelo, 3) no
hay causalidad reciproca, 4) las variables son medidas en escalas de intervalos y 5) las variables

son medidas sin error.

Y P\T
! \
I~ ] P Xt
Pyy X € U
{ ¥4 Py,

Figura 5. Diagrama hipotético de la estructura causal entre la variable dependiente X y las
variables independientes Y y Z. Pxy y Pxz, representan los coeficientes de regresiéon de las
variables Y y Z, respectivamente. La variable U representa todas las variables no medidas que

afectan a la variable X y Pxu representa el coeficiente entre las variables X e U.

Por ejemplo, si se observa el modelo de la Figura 5 la correlacion total entre X e Y estara dada
por:
rxk = Pxy +  PyzPyz

directo indirecto



y la correlacion entre Z ¢ X sera:
rzv =Pyz  + PPy

directo indirecto

En la descomposicién de la correlacidn ryx, Pyy representa el efecto directo y PyzPxz es el
componente de la correlacion debido al efecto indirecto de la variable Y sobre X, a través de la
variable Z. Para la descomposicion de rzy el coeficiente Pyz representa el efecto directo y PyzPxy
representa el efecto indirecto de Z sobre X actuando a través de la variable Y. El ejemplo,
muestra que es posible descomponer la correlacién total entre variables en efectos directos e
indirectos e incluso es posible agregar efectos de factores desconocidos como otra via de analisis
(U). Por tanto, €l coeficiente de efecto (P) sera la suma de estos dos componentes, ya que son
estos los que proveen informacion sobre la magnitud de la estructura causal.

Para determinar la estructura causal de la seleccion se disefiaron tres modelos para cada habitat en
funcién de la estructura real de covariacién de los datos obtenidos. Cada modelo incluy¢ tres
constructos latentes: tamafio de la corola (A; y Ay), forma de la corola (RW; y RW»), y tamafio
de la planta (ALT y F), las cuales incluyeron un set de variables independientes (seflaladas entre
paréntesis). Con estas variables se construyeron los modelos a priori en los cuales las variables
latentes afectaban directamente al componente femenino del fitness. Contrastes entre modelos se
efectuaron por méxima verosimilititud con una prueba de Akaike (AIC) con aproximacién de
Chi-cuadrado (X?) utilizando el programa EQS 6.1 (Bentler 1995). Finalmente, para seleccionar
el modelo con el mejor ajuste se escogieron aquellos que presentaban el mayor valor de Py el

menor valor de X2.
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RESULTADOS

Ensamble de polinizadores

Las flores fueron visitadas por dieciséis especies de presuntos polinizadores en el Bosque de Ruil
y once especies en la plantacion de P. radiata (Tabla 1). Globalmente, en el Bosque de Rui’l las
especies que mas visitaron a V. portalesia pertenecieron a los ordenes Hymenoptera (43,8%) y
Diptera (37,5%), mientras que en la plantacién de pinos se concentraron en los ordenes
Coleoptera (36,4%) y Diptera (27,3%). Especificamente, en el Bosque de Ruil el himenoptero
Manuelia gayatina fue la especie que presentd la mayor tasa de visita (0,11 + 0,03 visitas*flor’
'*h'1), y en la plantacién de pino el diptero Acrophthalmyda paulseni fue el polinizador que més
visité a V. portalesia (0,20 + 0,18 visitas*flor "*h™") (Tabla 1). La tasa de visita promedio fue
menor en la reserva (media + 1 EE; 0,02 + 0,01 visitas*flor "*h™ en 641 horas de observacion)
que en la plantacion de P. radiata (0,05+0,04 visitas*flor "*h™' en 165 horas de observacion)
(Prueba t de Student, t;55= 3,177 P = 0,0039).

La composicién del ensamble de polinizadores difirié entre los habitats. Del total de especies
registradas (veintisiete) solo dos de ellas se encontraron presentes en ambos sitios de estudio
(Tabla 1). El analisis de similitud entre los ensambles estimé un bajo valor de similitud
(media+1EE; PS = 0,02 + 0,05), dando cuenta de una diferencia de un 98% en su composicion

especifica.

29



Tabla 1. Tasa de visita de insectos polinizadores de Viola portalesia en el Bosque de Ruil y en

la plantacién de P. radiata. Valores en paréntesis representan 1+EE. Las especies con mayor tasa

de visita en cada habitat se sefialan en negtrita.

Tasa de visita (visita*flor ' *hora™)

Amecocerus elguetai
Acrophthalmyda paulseni
Amecocecus alutaceithorax
Hylodanacaea spl
Triploechus heteroneurus

Formicidae sp2
Bombus dahlbomii

Homeonympha humilis
Sirfido sp2

Manuelia gayatina
Acrocerido sp2

Sirfido sp3

Manuelia gayi
Manuelia postica
Lasia corvina

Eucalus tessellatus
Tabanidae spl
Corynura chloris
Vanessa tepsichore
Diplaglosa gayi

0,002 (+0,0003)

0,012 (+0,003)
0,008 (+0,002)
0,006 (+0,001)
0,012 (+0,003)
0,107 (+0,027)
0,026 (+0,006)
0,041 (+0,010)
0,003 (+0,001)
0,057 (+0,014)
0,002 (+0,0004)
0,007 (+0,002)
0,002 (+0,001)
0,002 (+0,001)
0,001 (+0,003)
0,001 (£0,0002)

Bosque de Ruil Plantacién de pino
Especies (Promedio+1EE) (Promedio+1EE)
Yramea cytheris - 0,047 (£ 0,014)
Hylephila venusta - 0,015 (£ 0,005)
Anthrobrachus nigromaculatus - 0,077 (+ 0,023)
Formicidae sp6 - 0,020 (+ 0,006)
Diptero spl - 0,018 (+ 0,005)

0,127 (+ 0,038)
0,201 (+ 0,061)
0,127 (+ 0,038)
0,024 (+ 0,007)
0,015 (+ 0,005)
0,015 (+ 0,005)




Morfometria geométrica y Morfometria convencional

a) Morfometria geométrica

El analisis de morfometria geométrica mostré que la flor de consenso de V. portalesia para ambas
poblaciones es de corola zigomorfica y con tres planos de flexién, uno en el plano vertical de la
corola, otro en el horizontal y otro de profundizacién del tubo floral. Con el andlisis de
deformaciones relativas se obtuvo 20 variables ortogonales de forma (RW) para cada poblacion
en estudio, de las cuales las dos primeras dieron cuenta de 62,53% y 61,40 % de la variaciéon en
forma en la reserva y en la plantacion de pino, respectivamente. En el Bosque de Ruil, el primer
componente (RW)) dio cuenta del 45,20% de la variacién y el segundo componente (RW) sélo
describié el 17,33%. En la plantacion de P. radiata el primer componente (RW;) describié el
37,38% de la variacién, mientras que el segundo componente describio el 24,01%. El anélisis de
variables canodnicas entregd 20 nuevas variables para cada sitio, las cuales al ser contrastadas a
través del andlisis multivariado de varianza revel6 diferencias significativas en la forma de la
corola de V. portalesia entre las poblaciones en estudio (MANOVA, Wilks® A2 = 0,69, P <
0,0001, Fig. 6).

Al comparar las grillas de deformacion entre las poblaciones segun el componente no uniforme,
se observaron tres tipos de deformacién alusivos a cambios en la disposicién de los pétalos y el
tamafio del tubo floral. En el Bosque de Ruil, el primer tipo de deformacién mostré una
modificacion en la disposicion relativa de los dos pétalos superiores y los dos laterales, con un
cambio en el paralelismo entre ellos marcado por un ascenso en el plano vertical de la corola. El
segundo tipo de deformacion tuvo relacion con una tendencia hacia el ensanchamiento del pétalo

de aterrizaje, mientras que el tercer tipo de cambio mostré un desplazamiento de la apertura del



tubo floral (Fig. 7). En la plantacién de pinos, el primer tipo de deformacién tuvo relacién con un
movimiento ascendente del los pétalos superiores en el plano vertical de la corola y el segundo
tipo mostré un ensanchamiento del pétalo de aterrizaje. Mientras que en el tercer tipo de

deformacién mostrd una tendencia al ensanchamiento del tubo floral (Fig. 7).

CVA2

Figura 6. Representacion de las dos primeras variables candnicas (CVAl y CVA2) de las
deformaciones relativas (relative warps) asociadas a la forma de la corola de V. portalesia en el

Bosque de Ruil y la plantacion de P. radiata. Los cuadrados azules representan los individuos



presentes en el Bosque de Ruil y las cruces rojas representan a los individuos presentes en la

plantacion de pino.

Reserva Pino

Figura 7. Patron de transformacion morfométrica de la corola de V. portalesia descrito por el
método de descomposicion (TPS) en el Bosque de Ruil y en la plantacion de P. radiata. a)

morfologia de consenso, b) visualizacién de los desplazamientos de los hitos con respecto a la

I
(5]



morfologia de consenso, y c) forma de la corola resultante de los individuos de ambos sitios

revelado por desplazamientos vectoriales.

b) Morfometria convencional

En el andlisis de morfometria convencional se utilizaron 223 fotografias de flores tomadas en el
campo. En la tabla 3 se observan los valores de ancho y largo de la corola para cada habitat,
donde para ambos rasgos la prueba t de Student mostrd diferencias significativas entre los
habitats.

Finalmente, la prueba de Mantel mostré que no existe dependencia espacial entre los individuos
para ninguna de las variables de tamaiio y forma de la corola de V. portalesia en cada sitio (Tabla

2).

Tabla 2. Tabla resumen de resultados de prueba de Mantel para las variables de tamafio (A; y

A;) vy forma (RW; y RW,) de la corola de V. portalesia en el Bosque de Ruil y la plantacion de P.

radiata.

Habitat Caracter r P
Bosque de Ruil RW, 0,03 0,32
RW, -0,04 0,65

Ay -0,07 0,9

Ay -0,04 0,7

Pino RW; -0,06 0,8
RW, 0,08 0,89
A 0,05 0,25
As -0,03 0,63




Caracteres florales y analisis de seleccion natural

a) Descripcion de caracteres

Las plantas de V. portalesia que habitan el Bosque de Ruil no fueron més altas que aquellas
presentes en la plantacién de pinos, y estos resultados no mostraron diferencias estadisticas
(Tabla 3). En cuanto al nimero promedio de flores por al igual que la altura tampoco se
observaron diferencias significativas (Tabla 3). De los 227 individuos marcados sélo 223
fructificaron, 111 en el Bosque de Ruil y 112 en la plantacién de pino (Tabla 3). El éxito
reproductivo de V. portalesia fue mayor en la plantacion de pinos que en el Bosque de Ruil y la

prueba t de Siudeni mostré que existen diferencias significativas entre las poblaciones bajo

estudio (Tabla 3).

Tabla 3. Tabla resumen de caracteres y €xito reproductivo de los individuos de V. portalesia en
la Reserva Nacional Los Ruiles y en una plantacion de P. radiata. Los valores entregados
corresponden al promedio y los valores en paréntesis a 1 EE. Valores de P fueron obtenidos

mediante la Prueba t de Student.

Rasgo Bosque de Ruil Pino t P

Altura (cm) 57,32 (+2,07) 54,19 (+1,96) 1,053 0,2933
Largo de la corola (cm) 1,12 (£ 0,01) 1,35 (+0,02) 5,637 < 0,0001
Ancho de la corola (cm) 2,13 (£ 0,03) 2,46 (+0,03) 5,213 < 0,0001
N° flores por individuo 8,77 (+0.,46) 10,11 (+0.,6) 1,673 0,0957
N° de semillas por individuo 16,02 (+0,39) 23,74 (+0,51) 11,957 <0,0001
N° frutos por individuo 2,55 (+0,05) 2,36 (+0,07) 12,007 <0,0001

En cuanto a los caracteres de forma y tamafio de la corola estos fueron descritos con anterioridad

(ver en resultados: morfometria geométrica y morfometria convencional).




b) Analisis de gradientes de seleccion

Con la excepcion del numero de flores por individuo, ningin otro rasgo mostrd coeficientes de
seleccion significativos. La significancia del nimero de flores se retuvo luego del ajuste de
Bonferroni (Tabla 4), cuyo valor negativo indica que las plantas con un menor nimero de flores
son mas visitadas y producen un mayor nimero de semillas por individuo. En la plantacion de
pino el largo (A;) y ancho (A;) de la corola presentaron diferenciales de seleccion significativos,
con valores positivos que estarian dando cuenta de incrementos en el tamafio de la corola (Tabla
4). Estos resultados sugieren que mientras en el Bosque de Ruil los polinizadores seleccionan
caracteres relativos al tamafio de las plantas, en la plantacion de pino serian los caracteres florales

los blancos de seleccion.



Tabla 4. Coeficientes de seleccion mediada por polinizadores en los rasgos de V. portalesia en a) Bosque de Ruil y b) plantacion de P.

radiata.
a)
Caricter;
Cardcter i S," ﬂj, (EE) Y,‘f, (E E) A|Y;,’(EE) Az’fu,(ES) RW]YU,(EE)‘ RWZY[,"(EE)
Altura (Alt) 0060 0,034 (0.03) -0,004(0,02) -0,021(0,02) 0,025(0,04) -0002(0,04) -0,031(0,03) -0,031(0,03)
N° Flores (F) 203174 -0,07(0,04)  -0,0002 (0,01) -0.006 (0,06) -0,06(0,05)  -0,021(0,04) 0,002 (0,04)
Largo (A,) 0212%  0,042(0,03) -0,024 (0,04) 0.031(0,05) 0,012 (0,03) 0,023 (0,04)
Ancho (A») 0,227* 0,011 (0,04) -0,018(0,03) -0,037(0,04) 0,053 (0,04)
R.warp (RW))  0215%  0,043(0,03) -0,026 (0,02) 0,031(0,02)
R.warp (RW,)  -0142  -0,035(0,02) 0,013 (0,02)
b)
Caricter;
Caracter i AYM B’ (EE) vi:' (EE) Aw;i'(EE) Ay i (ES) RWy;’(EE) RW,yy,;’(EE)
Altura (Alf) 0,013 0,033 (0,03) -0,015(0,02) 20,069 (0,04) 0,064 (0,04) -0,008 (0,03)  0,0005 (0,03)
N° Flores (F) 0,007 0,027 (0,03)  -0,025(0,02) 0,047 (0,03) -0,008 (0,04) -0,098 (0,03) 0,017 (0,03)
Largo (A,) 0274*  0052(0,04) -0,051 (0,03) 0.051(0,05) -0,065(0,03) 0,031 (0,04)
Ancho (A,) 0,287%  0.006(0,03) -0.024 (0,02) 0,098(0,03)*  -0,051 (0,03)
R.warp (RW,)  -0,088  -0,013(0,02) 0,052 (0,02)* 0,031(0,02)
R warp (RW,)  -0,032  0,018(0,02)  -0,021(0,02)

Nota: Si’ es el diferencial estandarizado de seleccion. B, vi’ y v;’ son los gradientes estandarizados de seleccion direccional,

cuadraticos y correlacionales, respectivamente. Valores en paréntesis son 1EE. Los coeficientes que retuvieron significancia posterior

al ajuste de Bonferroni son destacados con negrita. Valores de P se sefialan mediante asterisco **P<0,001 y *P< 0,05.
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A diferencia de los diferenciales de seleccion, ningin gradiente de seleccion direccional fue
significativo. Esto implica que la selecciéon no impactd directamente sobre los caracteres florales a
través del componente femenino de la adecuacion bioldgica durante el periodo de estudio en
ninguno de los dos sitios (Tabla 4).

Se detectd seleccion cuadratica significativa solamente en la plantacion de P. radiata, donde la
forma de la corola en su componente RW, present un gradiente positivo, lo cual es indicativo de
seleccion disruptiva actuando sobre la forma de la corola durante el periodo de estudio (Tabla 4).
La superficie de seleccién para el descriptor de forma RW), revel6 que la seleccion favorecio los
fenotipos extremos de la forma de la corola. En la figura 8 se observa que la funcion de la
adecuacion biologica (wf) mostrd un incremento entre los -3 DE y los -1DE, seguido de un
descenso en los fenotipos medios, y un ascenso entre los 1 y 2 DE, indicando que las variaciones

en forma de la corola son un caracter que da cuenta de las variaciones de la adecuacion bioldgica.

0.8 -

0.4

Adecuacion biologica (W)

-4 -3 -1 -1 0 1 1 3

Forma de la corola (RW,)

Figura 8. Estimacion no paramétrica de la adecuacion bioldgica £ Spline ctibico estimado para el
namero de semillas por individuo de V. portalesia en relacién con el descriptor de forma RW, en
una plantacion de P. radiata (A = 1). El descriptor de forma RW), esta expresado en unidades de

desviacion estandar (ver Schluter 1988).



En cuanto a la seleccidn correlacional, se observo un gradiente significativo en la plantacién de
P. radiata. El resultado del andlisis mostrd una covarianza positiva entre el caracter RW; y el
cardcter Ay, lo que sugiere que los polinizadores estarfan seleccionando combinaciones de
caracteres relativos al tamafio (especificamente el ancho) y forma de la corola (Tabla 4). Es
posible que valores altos de seleccion ocurran sobre rasgos florales altamente deformados
asociados a incrementos en el pétalo de aterrizaje, generando de este modo una asociacion forma-
ancho. La superficie de seleccion bivariada que relaciona el fitness relativo con el caracter A, y el
RW, mostr6 que se favorecieron combinaciones complementarias de estos caracteres (Fig. 9). En
la figura 9 se observa que cuando la seleccidon actia sélo sobre un rango de los fenotipos la
funcion del fitness muestra una fuerte pendiente negativa, no obstante al seleccionarse ambos
caracteres la funcidn se estabiliza. El analisis de seleccidn correlacional también reveld seleccion

sobre la covarianza entre el cardcter RW,; y A, en la plantacion de P. radiata . No obstante, el

gradiente perdi6 significancia después del ajuste de Bonferroni.
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Figura 9. Representacion tridimensional de la superficie de seleccion bivariada que relaciona el
fitness femenino (W) con el ancho de la corola (A2) y el relative warp 1 (RW)) de los individuos

de V. portalesia en la plantacion de P. radiata. Cada rasgo se muestra en una escala estandarizada
(promedio cero y varianza unitaria).



Globalmente, los resultados sugieren que los caracteres alusivos a la forma y tamafio de la corola
fueron blancos de seleccion sélo en la plantacion de P. radiata. A pesar de detectarse seleccion
total actuando sobre el nimero de flores por individuo en el Bosque Ruil, al separar la seleccion
directa de la indirecta no se observd seleccion significativa actuando sobre caracteres de V.

portalesia durante el periodo de estudio.

Analisis de ecuaciones estructurales

Del total de modelos construidos para ambos hébitats, solo en la poblacion de P. radiata se
encontr6 una estructura causal que da cuenta de las variacion en la adecuacién biolégica (Fig.
10), por lo cual el analisis final se realizo solo en torno a dicho habitat. En el habitat de pino el
modelo més parsimonioso fue el modelo 1 (Tabla 5), el cual fue seleccionado y se le incorporaron
las tasas de visita de los polinizadores de dicho habitat con el fin de representar la ruta causal de

la adecuacion biolégica de V. portalesia (Fig. 11).

{ Chi® =477 P=097 | ; Chi=15 .58 P=0.16 — Chi=14.95 P=0.13
| : h\ ¢ 1 ' lw\ | : \ N
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Figura 10. Modelos de estructura causal de la poblacién de V. portalesia en una plantacion de P.
radiata. Los circulos corresponden a las variables latentes: tamafio de la corola (T), tamafio de la

planta (P) y forma de la corola (F), los cuadrados indican las variables indicadoras: largo (Al) y
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ancho (A2) de la corola, nimero de flores (F), altura de la planta (Alt), relative warp 1 (RW;) y
relative warp 2 (RW,), y el fitness relativo (W) durante la primavera de 2007. El primer modelo
muestra la relacion entre las variables latentes el fitness femenino. El modelo 2 muestra la
relacion entre las variables P y F, y estas con el fitness. El modelo 3 muestra la relacion entre las

variables latentes P y F, y las variables Py T, y todos los anteriores con el fitness.

Tabla 5. Prueba de bondad de ajuste (X°) de los modelos saturados de la estructura causal al

fitness de V. portalesia en el Bosque de Ruil y en la plantacién de P. radiata.

Bondad de
Habitat Modelo ajuste X GL P
Bosque de Ruil | Modelo 1 0,78 368,50 12 < 0,000001
Modelo 2 0,78 262,97 11 < 0,000001
Modelo 3 0,96 27,89 10 0,002
Pino Modelo 1 0,94 4,77 12 0,97
Modelo 2 0,82 15,58 13 0,16
Modelo 3 0,83 14,95 11 0,13

En el modelo presentado en la Fig. 11 se observa que las tres variables latentes (Tamafio, Planta,
Forma) mostraron una débil relacion con la adecuacion bioldgica (w) con coeficientes entre 0 y
0.39 (Tabla 5). Sin embargo, la forma de la corola (F) tuvo una relacion directa y significativa
con el fitness, dando cuenta de seleccion actuando sobre los caracteres relativos a la forma (RW,
y RW,). A diferencia de la variable indicadora RW,, la variable RW, tuvo una fuerte relacion con

la variable latente forma (F), no obstante esta relacion no fue significativa.
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Figura 11. Estructura causal de la poblacioén de V. portalesia en una plantacion de P. radiata. El
modelo muestra la relacién causal entre las variables latentes (circulos): tamafio de la corola (T),
tamafio de la planta (P) y forma de la corola (F), las variables indicadoras (cuadrados): largo (Al)
y ancho (A2) de la corola, nimero de flores (F), altura de la planta (Alt), relative warp 1 (RW)) y
relative warp 2 (RW)), y el fitness relativo (W) durante primavera de 2007 (N=112). U representa
los factores no medidos que afectan a una variable dada. El modelo final de la ruta causal al
fitness que incluyd a los polinizadores se ajustod satisfactoriamente (X = 13.55, GL = 16,
P=0.629). Los efectos positivos son indicados con una linea — y los efectos negativos son
representados por ---. La magnitud de los coeficientes se representé utilizando diferentes grosores

de lineas. Los asteriscos representan diferencias significativas a un nivel o = 0.03.
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La variable latente tamafio de la planta (P) se relacioné débilmente con sus variables indicadoras,
sugiriendo ausencia de seleccion directa o indirecta sobre estos caracteres. La variable latente
tamafio de la corola (T) si bien no tuvo relacion directa significativa con el fitness, se relaciono
fuertemente con sus variables indicadoras mostrando con ambas una relacién significativa (Fig.
11).

Los polinizadores afectaron en distintas magnitudes a las variables latentes, observandose una
relacién directa significativa sélo con la variable forma de la corola (F) (Fig. 11). A pesar de que
no se observé una relacién directa entre los polinizadores y el tamafio de la corola, se pudo
observar una relacién significativa indirecta entre estos y los caracteres A; y A, (Fig. 11).
Globalmente, el modelo de causalidad final sugiere que los polinizadores estarian seleccionando
los caracteres alusivos a la forma y tamafio de la corola de V. portalesia, de forma directa e
indirecta respectivamente, afectando a través de estos a la adecuacion bioldgica de la poblacién

que habita la plantacién de P. radiata (Tabla 6).

Tabla 6. Descomposicion de efectos directos e indirectos de la correlacion entre las variables

latentes y el niimero de semillas por individuo en la plantacién de P. radiata. El coeficiente de

efecto es la suma de ambos efectos.

Variable en correlacion | Efectos directos | Efectos indirectos Coeficiente de efecto
Tamafio de la corola (T) 0,26 0 0237
Tamafio de la planta (P) - 0,16 0 -0,16
Forma de la corola (F) - 0,27 0 - 0,27
Tasas de visitas (Pol) 0 - 0,31 - 0,31

Nota: Las variables indicadores no presentaron coeficientes de efectos sobre el numero de

semillas por individuo, ya que se encuentran anidadas en las variables latentes.
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DISCUSION

Los resultados de esta investigacion indican que la seleccion impuesta por los polinizadores sobre
el fenotipo floral de Viola portalesia difiere entre los sitios de estudio, lo cual podria ser
explicado por las marcadas diferencias en la composicién del ensamble de polinizadores y sus
regimenes de visita. Los ensambles de polinizadores mostraron un alto porcentaje de disimilitud
en la composicién de especies, lo cual podria ser el resultado de los profundos cambios en las
condiciones bioticas y abidticas generadas por la transformacién antrépica del bosque Maulino.
En el pasado, el lugar donde actualmente se sittia la plantaciéon de P. radiata se encontraba
cubierto por vegetacién nativa, la cual poco a poco fue explotada y remplazada por plantaciones
de P. radiata (Grez et al. 1997, Bustamante & Castor 1998, Echeverria et al. 2006, Olivares et al.
2006). Hoy, las nuevas condiciones ambientales, en cuanto a diversidad y abundancia de especies
de plantas (San Martin & Donoso 1996, Bustamante et al. 2006), asi como también de
temperatura y luminosidad, pudieron haber modulado los cambios en la diversidad de insectos
polinizadores (Aizen et al. 2002). Algunos estudios han documentado que la perturbacién del
hébitat es capaz de afectar los ensambles de polinizadores a través de la remocién de biomasa
vegetal, incremento de la disponibilidad luminica, incremento de la temperatura diurna y
evapotranspiracion, entre otros factores (Didham et al. 1996, Potts et al. 2001, Ghazoul &
Mecleish 2001, Aizen & Feinsinger 2003), provocando cambios en la dominancia de una u otra
especie de polinizador (Aizen & Feinsinger 1994), u homogenizacién de la fauna sobre el espacio
disminuyendo la diversidad beta (Aizen & Vasquez 2006).

Los analisis de gradientes de seleccion natural mostraron que cada poblacion presenté una
distinta covarianza entre los caracteres individuales y su éxito reproductivo. En el Bosque de

Ruil, los diferenciales de seleccién mostraron una relacion significativa entre el nimero de flores
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por individuo y el fitness femenino, sugiriendo la existencia de seleccion total actuando sobre
este caracter. No obstante, no se detectd seleccion directa o indirecta actuando sobre este rasgo.
Es posible que en el Bosque de Ruil la densidad de flores por individuo no sea blanco de
seleccion en esta especie. debido a la mayor diversidad y oferta de plantas con flores en dicho
sitio lo cual restringiria la seleccion sobre este rasgo en V. portalesia (Medel, datos no
publicados). Si bien hay investigaciones que apuntan hacia un incremento del éxito reproductivo
con la densidad de flores (Thompson 1981, Schmitt 1983, Watkins & Levin 1990), otros sugieren
el patron inverso cuando el sistema muestra una alta complejidad estructural y con ello un
incremento de la competencia por polinizadores entre las especies de plantas (Wissman et al.
2006). Por otro lado, al examinar los gradientes de seleccién lineal y no-lineal no se observaron
relaciones significativas entre el set de caracteres cuantificados y el fitness de la poblacion, lo que
indicaria que otros factores distintos a los examinados en esta investigacion dan cuenta de las
variaciones en fitness. Por ejemplo, rasgos tales como longevidad floral, profundidad del tubo
floral, color, y otras variables no cuantificadas en este estudio pueden dar cuenta de la varianza
no explicada en la produccion de semillas (Gomez, 1993, Jones & Reithel 2001, Alexandersson
& Johnson 2001). También es posible que factores abidticos tales como temperatura, humedad o
luminosidad se encuentren limitando el éxito reproductivo de esta poblacion (Rausher 1992,
Herrera 1995a, Herrera 1995b, Totland 2001). Esto dltimo ha sido documentado en numerosos
estudios que argumentan que es posible que la reproduccién femenina se encuentre mas bien
limitada por recursos que por el deposito de polen (Willson & Price 1980, Sutherland & Delph
1984, Stanton et al. 1991, Johnston 1991) y que esto explicaria la ausencia de relacion entre
produccién de semillas y caracteres relacionados con la atraccién de polinizadores. En la
plantacion de P. radiata el escenario evolutivo fue diferente. La poblacién de V. portalesia en el

habitat de pino mostré una relacion significativa entre algunos de sus caracteres florales y el
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fitness individual. Los diferenciales de seleccion mostraron que los caracteres asociados al
tamafio de la corola (A; y A,) presentan una relacidn significativa con el componente femenino
del fitness. Pese a lo anterior, no se observd seleccion directa actuando sobre ningln rasgo,
sugiriendo que vias mas complejas de seleccion indirecta estarian ejerciendo efectos sobre el
fitness de las plantas. Por otro lado, al examinar los coeficientes de seleccion no lineal se
encontré evidencia de seleccion disruptiva actuando sobre el descriptor de forma RW, asi como
también de seleccién correlacional entre RW; y el ancho de la corola (A;). Los resultados revelan
que la seleccion natural no lineal no sélo estaria favoreciendo la forma de la corola de manera
independiente, sino a través de combinaciones de caracteres de forma y tamafio. Este tipo de
seleccion ha sido ampliamente documentada en la literatura (Grant 1949, Miller 1981, Wilken &
Allard 1986, Grant 1992, Medel et al. 2003). El patron de seleccién disruptiva documentado en
este estudio puede tener variadas causas, no obstante, se sugieren dos explicaciones posibles. La
primera, guarda relacién con la composicién del ensamble de insectos polinizadores. Los
polinizadores que dominaron las visitas de V. portalesia en el habitat transformado pertenecen a
diferentes grupos funcionales, principalmente dipteros y coledpteros, donde cada grupo podria
manifestar diferentes preferencias provocando presiones selectivas contrapuestas y con ello la
divergencia de la forma y tamafio de la corola (Grant 1949, Conner 1997, Mazer & Meader 2000,
Weiss 2001, Medel et al. 2003, Sargent 2004). Algunas investigaciones han mostrado que los
dipteros prefieren despliegues florales més grandes ya que dependen de guias visuales para
detectar flores a larga distancia (Weiss 2001), mientras que los coledpteros visitan flores de
corolas mas pequefias (Vila et al. 1998). La segunda explicacion, tendria relacion con la
interaccion entre factores bidticos y abidticos presentes en el hébitat de pino. Es posible que el
medio abidtico circundante ejerza efectos antagdnicos relativo a la direccion de la seleccion

impuesta por los polinizadores. Por ejemplo, mientras los polinizadores dominantes (en este caso
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los dipteros) podrian favorecer corolas grandes y formas asimétricas que favorezcan sus
conductas de forrajeo, el medio abidtico podria favorecer formas florales mas pequefias y
regulares debido a los costos asociados al despliegue floral (Galen 1999). Se ha observado que el
desarrollo floral requiere de una mayor cantidad de agua ya que involucra expansién hidraulica
de la célula (Galen 1999, Galen 2000), por lo que en habitats con menor humedad se podrian
favorecer flores mas pequefias; esto podria ser el caso en Viola portalesia en particular en las
plantaciones de pinos, en las cuales existiria una menor humedad que en el bosque de Ruil
(Humedad relativa aire, Bosque de Ruil = 97,8%, Pino = 91,3%, datos no publicados primavera
2008). Por lo tanto, el efecto neto de la seleccion sobre los rasgos florales de esta especie podria
estar determinado por diversos agentes selectivos con efectos no aditivos entre si. Al observar la
estructura causal asociada a la adecuacién biologica de la poblacion, se observo una relacion
directa significativa entre los polinizadores y la forma de la corola, y esta Gltima con el fitness,
asi como también una relacion indirecta significativa con el tamafio de la corola. Estos resultados
sugieren que los polinizadores serian el factor proximal de seleccion de esta poblacion durante el
periodo de estudio. Asi, este escenario sugiere que los cambios en la configuracion espacial en el
paisaje a causa de la intervencion humana no sélo genera un mosaico geografico de habitats, sino
también heterogeneidad selectiva en el paisaje, lo cual en el largo plazo podria promover

aislamiento reproductivo y divergencia de diferentes rasgos de esta y otras especies que habiten

este tipo de sistemas.
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CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigacion fueron consistentes con la hipétesis que la seleccion sobre
caracteres florales de V. portalesia seria diferente entre el Bosque de Ruil y la plantacién de P.
radiata, debido sus diferencias en la composicion del ensamble de polinizadores. El ensamble de
polinizadores y las tasas de visitas fueron diferentes entre sitios, lo cual deja en evidencia que
habitats colindantes pueden presentar diferente composicion de especies de insectos, lo cual
conduce a diferencias en los regimenes de visitas a las plantas. El éxito reproductivo difirio entre
los habitats y los coeficientes de seleccion mostraron diferencias en los regimenes selectivos,
sugiriendo que poblaciones conespecificas pueden variar en sus rasgos florales en respuesta a
diferentes agentes selectivos (Robertson & Wyatt 1990). Finalmente, los resultados de las rutas
de relacion causal en modelos inclusivos corroboraron lo observado en el analisis de seleccion
natural, sefialando a los polinizadores como el factor determinante de los cambios en el éxito
reproductivo de los individuos de la plantacion de P. radiata, pero no asi en el Bosque de Ruil.
Globalmente estos resultados sugieren que la intervencién humana, a través de su efecto sobre los
ensambles de polinizadores, podria modificar no sdélo la magnitud sino también la estructura
causal de la seleccion mediada por polinizadores sobre el fenotipo floral. La relacion entre la
forma de la corola y sus polinizadores, y estos con la adecuacion biolégica de las plantas, ha sido
una tematica poco explorada a excepcion de algunos esfuerzos (Herrera 1993, Goméz 2003,
Medel et al. 2003). Esto da cuenta de la gran necesidad de mas estudios que involucren caracteres
no sélo de tamafio sino también de forma de los despliegues florales, con el objetivo de dilucidar

nuevos blancos de seleccion y los factores asociados a ellos.
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Existe muy poca informacioén respecto de los procesos evolutivos que ocurren en ambientes
intervenidos. Los resultados de este estudio enfatizan la necesidad de efectuar estudios
comparativos entre ambientes nativos e intervenidos para analizar el estado presente y futuro de
los ecosistemas sometidos a transformacion. La heterogeneidad de habitats producto de la
intervencién antrépica genera sin duda diferentes escenarios sobre los que la seleccion natural
puede ejercer su efecto. La comprension de la manera en que la intervencion humana participa en
la configuraciéon de mosaicos selectivos a escala regional y de paisaje es un gran desafio para

futuros estudios.
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