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RESUMEN

La estructura espacial es una variable que influye en una amplia variedad de
fenémenos en ecologia y evolucion. En ecologia evolutiva, se ha sefialado que la
covarianza fenotipo-fitness puede ser sobrestimada si no se controla por efectos de
dependenda espacial. Sin embargo, raras veces la estructura espacial de los
organismos ha sido explicitamente considerada en estudios de seleccién natural. Este
estudio se focaliza en la relacion de la herbacea Mimulus luteus (Phrymacea) con sus
polinizadores en una poblacién de Chile central, en un intento por indagar de qué
manera la estructura espacial de las plantas afecta las estimaciones de la seleccion
mediada por polinizadores. Se examind las asociacion de nueve rasgos fenotipicos
(volumen de néctar, concentracion de glucosa, altura de la planta, numero de flores en
un radio de 30 cm, largo del tubo floral, distancia antera-estigma, granos de polen por
antera, area de corola y sefial de néctar), con estimaciones de fithess femenino y
masculino, considerando la estructura espacial mediante correlogramas de Moran o
Geary. Para ello se construyd un vector con valores autocovariados generados con las
coordenadas de cada planta, lo que permiti6 comparar la seleccién multivariada de los
rasgos sobre las funciones sexuales en presencia y ausencia de la variable espacial.
Los resultados revelaron autocorrelacién espacial en las primeras categorias de
distancia. A pesar de no detectar una gran variacion en los coeficientes de seleccion al
controlar por la estructura espacial, la distancia antera-estigma, una variable
relacionada con la evitacién de la autofecundacion, disminuyé a través de la funcién
femenina hasta alcanzar un gradiente significativo, en contraste con el gradiente
positivo de esta variable sobre la funcién masculina. Estos resultados implican la

existencia de un posible compromiso entre funciones sexuales respecto a la

vii



autofecundaciéon que es revelado solamente en ausencia de efectos espaciales.
Independiente de la magnitud, estimaciones de seleccién que no consideren la
autocorrelacion espacial como una variable que contribuye a la covariacién fenotipo-
fitness corren el riesgo de sobre o subestimar las fuerzas selectivas actuando sobre el
fenotipo floral en las poblaciones de plantas. El método propuesto en este estudio seria

una herramienta muy Uutil para disminuir la posibilidad que esto ocurra.
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ABSTRACT

The spatial structure influences an ample variety of phenomena in ecology and
evolution. One of the important processes susceptible of being affected by spatial
autocorrelation is phenotypic selection, as phenotype-fitness covariance under field
conditions can provide biased selection estimates. Surprisingly, few studies have
examined the spatial structure in studies of natural selection, which is unfortunate as
published estimates may contain an undetermined amount of error not accounted by
conventional models. This study is an attempt to inquire into the way spatial structure
influence pollinator-mediated selection estimates. To this end, | focused on the
relationship between the herb Mimulus Iuteus (Phrymaceae) and its pollinator
assemblage in a population of central Chile. The association among nine floral traits
(nectar volume, glucose concentration, plant height, number of flowers within 30 cm,
length of floral tube, anther-stigma distance, pollen grains per anther, corolla area and
nectar signal) and male and female fitness components were estimated in the presence
and absence of spatial structure. A vector of spatial dependence was calculated from x
and y coordinates using Moran and Geary correlograms. Results revealed an important
spatial autocorrelation at the first distance categories. In spite of this, no significant
change in selection estimates were observed, excepting for anther-stigma distance, a
variable directly related with selfing avoidance. In particular, the selection upon
herkogamy through the female component was significant when the spatial structure
was considered, disappearing its effect when the spatial structure was removed from
analyses. Interestingly, the selection gradient upon herkogamy was negative in sign
through female fitness and positive through male fitness, suggesting a potential tradeoff

in selfing avoidance between sex functions, that is revealed only when spatial structure



is considered. Regardless of magnitude, studies that omit spatial autocorrelation in
phenotypic selection analyses run the risk of providing biased estimates of selection in
natural populations. The methodology proposed in this study may help to reduce the
uncertainty associated to measurements of selection in heterogeneous and spatially

structured environments.
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INTRODUCCION

Las interacciones ecolégicas constituyen un aspecto central de la biodiversidad
(Valiente-Banuet y col., 2015), y la estructura espacial de los individuos que componen
las poblaciones es una variable que puede afectar la manera en que estas
interacciones se establecen, mantienen y evolucionan. La distribucion espacial de los
individuos puede afectar interacciones ecologicas tanto mutualistas como
antagonistas. Por ejemplo, se ha descrito que una mayor densidad conespecifica de
plantas se relacionaria positivamente con el éxito en la polinizacion (Ghazoul, 2005)
asi como con la remocion de frutos y dispersion de semillas (Carlo & Morales, 2008).
Por otro lado, se ha estudiado que la densidad interespecifica alteraria las respuestas
de ciertas plantas a micorrizas arbusculares disminuyendo su tasa de crecimiento
relativo a mayores densidades (Schroeder & Janos, 2004), mientras que parches mas
densos serian mas susceptibles a la herbivoria (Sletvold & Grindeland, 2008). El
espaciamiento de las plantas también influye en la mortalidad de semillas y plantulas
donde a mayor densidad habria una menor supervivencia tanto de semillas como de
plantulas (Ghazoul, 2005; Elliot y col., 2009). A mayores escalas, la autocorrelacion
espacial se ha incluido en modelos para analizar el patron biogeografico de los
diferentes tipos de polinizacion (anemofilia, entomofilia o autogamia) junto a otras
variables como la altitud, velocidad del viento, geologia o uso de suelo, obteniendo

resultados muy cercanos a la realidad (Kuhn'y col., 2006).

Al influir sobre la abundancia o comportamiento de agentes biéticos responsables de
la polinizacion, la densidad local de plantas puede determinar su éxito reproductivo, y

jugar un papel importante en procesos microevolutivos tales como la seleccion de



rasgos fenotipicos (Kunin, 1997). Por consiguiente, en principio, la estructura espacial
puede afectar el potencial evolutivo de las especies involucradas en la interaccién.

En el ultimo tiempo, el estudio del componente espacial en la ecologia se ha
diversificado, desarrollandose diversos métodos dirigidos no sélo a describir la
importancia del espacio, sino a indagar su influencia en estimaciones de parametros

ecolégicos y evolutivos (Maestre & Escudero 2008).

En cualquier andlisis estadistico, tanto paramétrico como no paramétrico, uno de los
principales requisitos muestrales es la independencia de los datos, la que es
usualmente supuesta por el investigador pero raras veces demostrada. Al respecto, se
ha indicado que una variable presenta autocorrelacion espacial cuando sus valores en
un sistema de coordenadas x e y difieren menos de lo que cabria esperar segun una
distribucién aleatoria (Fortin & Dale 2005). En caso de existir autocorrelacion, la
independencia podria ser cuestionada, lo que plantearia numerosos problemas al
momento de realizar e interpretar analisis estadisticos (Legendre, 1993). Una forma de
solucionar este eventual inconveniente es cuantificar y agregar el factor espacial como
una variable adicional dentro del analisis y asi obtener un resultado mas robusto
(Dormann y col., 2007). Estos anélisis permiten tomar en cuenta los resultados de
efectos espaciales, evitando estimaciones sesgadas de los resultados. En particular,
los modelo\;, que ignoran la autocorrelacion espacial son especialmente susceptibles a

error tipo |, esto debido a un sobreoptimismo en la precision de los valores de

parametros estimados (Cressie, 1993; Sadoti y col., 2010).

En ausencia de estimaciones de autocorrelacién espacial de las variables se corre el
riesgo de extraer conclusiones erréneas que pueden afectar decisiones criticas en

areas como la ecologia, la conservacion y la planificacion ambiental, entre otras



(Escudero y col., 2003; Maestre & Escudero 2008). Mas aun, se ha establecido que el
estudio de la autocorrelacién espacial siempre deberia formar parte de una
investigacion en ecologia, tanto asi, que existen afirmaciones que los analisis que no

la toman en cuenta serian deficientes e infundados (Diniz-Fhilo y col., 2003).

A pesar lo mencionado anteriormente y de la gran cantidad de estudios sobre la
influencia del espacio sobre la sobrevivencia y reproduccion de los organismos, la
relacion entre la distribucién espacial y la seleccion natural ha recibido muy poca
atencién, aun cuando, se ha especulado que tanto la fragmentacion como la
transformacion del habitat podria influir en la seleccién de diferentes rasgos fenotipicos

(Weber & Kolb 2011; Fonturbel y col., 2015).

En este estudio se focalizara en la relacion entre la herbacea Mimulus luteus
(Phrymacea) y sus polinizadores en una poblacién de Chile central, con el fin de
indagar de qué manera la estructura espacial de las plantas puede afectar las

estimaciones de la seleccion mediada por polinizadores.

Hipétesis

Existe au?ocorrelacién positiva en los distintos rasgos de Mimulus luteus en los
intervalos de distancia mas cercanos. Es decir, los rasgos serian mas similares entre
si a cortas distancias que lo que cabria esperar por azar, debido a condiciones
microambientales. Esto se veria reflejado en la sobreestimacion de los resultados en
un analisis de seleccion multivariada, ya que, al existir autocorrelacion, se podrian

considerar como pseudoréplicas.



Objetivo general

Investigar la importancia del componente espacial a pequefia escala en sistemas

planta-polinizador y su efecto en estimaciones de seleccion.

Objetivos especificos
1 Estudiar si existe autocorrelacion espacial en rasgos florales de Mimulus luteus.

2. Analizar si la estructura espacial de Mimulus Juteus afecta las estimaciones de

seleccion fenotipica.



MATERIALES Y METODOS

Historia natural y area de estudio

Mimulus luteus es una hierba perene e hidrofilica que crece entre 0y 3650 msnm y
entre 29° y 45° latitud Sur (von Bohlen, 1995). Presenta flores hermafroditas solitarias
con corolas tubulares de color amarillo y una mancha roja visible en el l6bulo inferior,
que actia como guia de néctar (Medel y col., 2003). Las flores son zigomorfas, con
dimensiones de 34 mm de altura (a lo largo del plano de simetria) y 26 mm de ancho.
Las flores permanecen abiertas entre 3.6 a 5,9 dias, dependiendo de si es polinizada o
no (Medel y col., 2003) y tienen el estigma por sobre las anteras, fenomeno
denominado "hercogamia de aproximacion" (Barret, 2002). A pesar de tratarse de una
especie autocompatible, se ha descrito que mediante autopolinizacion, la cantidad de

frutos y semillas es menor que mediante polinizacion cruzada (Carvallo & Medel 2010).

El presente estudio se realizé en una poblacion altoandina ubicada en Juncal (32°52'S,
70°09'W,, 2216 msnm), zona que se cubre totalmente de nieve al menos tres meses al
afio, donde Mimulus luteus (Phrymacea) es la especie mas representativa con una
abundancia relativa de 67,8%. La siguen en abundancia: Brassica campestris
(Brassicaceae) (11,7 %), Chrysanthemum parthenium (Asteracea) (9,5 %), Veronica
anagallis'-aqua;‘ica (Scrophulariaca) (6,4 %), Verbascum densiflorum (Scrophulariacea)
(1,9 %), Solidago chilensis (Asteracea) (1,5 %), y Lactuca serriola (Asteracea) (1,1 %)
(Esterio y col., 2013). Los principales polinizadores descritos para esta poblacion son
los abejorros Bombus terrestris, Centris nigerrima, Centris chilensis, Megachile saulcyi,

Megachile semirufa y el picaflor Oreotrochilus leucopleurus (Esterio y col., 2013).



Trabajo de campo y procedimientos de laboratorio

El muestreo se llevo a cabo en Diciembre de 2014. Se seleccionaron 90 individuos al
azar de la poblacion, registrandose sus coordenadas mediante el método propuesto
por Dale (1999). Tambien se registré la altura y el nimero de flores en un radio de 30
cm para cada planta. Las mediciones de los rasgos florales se realizaron todas sobre
flores en el primer dia de antesis. En cada planta se marco y retiro entre 2 y 3 flores
dependiendo de la disponibilidad, a las cuales se les midi6 la distancia antera-estigma
(mm), longitud del tubo floral (mm), volumen de néctar (ul), concentracion de glucosa
(°Brix), area de la corola (mm?), area de la guia de néctar (mm?), y nimero de granos
de polen por antera. Tanto la distancia antera-estigma como la longitud del tubo floral
se midieron directamente con un caliper digital (precision de 0,01 mm). El néctar se
retiré de cada flor mediante un tubo capilar de 10 pl. La concentracién de glucosa fue
obtenida mediante un refractémetro de mano (Atago PAL 1). Tanto el area de la corola
como el de la guia de néctar se midieron con el programa Image J 1.47v sobre
fotografias frontales de cada flor. Finalmente, dos anteras por flor fueron almacenadas
en una solucién de alcohol al 70% para el conteo del nimero de granos de polen

mediante un contador de particulas Beckmann Z1.

Anélisis de autocorrelacion espacial

Para todos los analisis de autocorrelacion espacial se utilizo el programa Passage 2
v2.0.11.6. Se realizé un test de Moran sobre cada variable medida en el caso de
poseer distribucién normal y un test de Geary en el caso contrario. En el test de Moran

se calcula el coeficiente | de Moran para cada intervalo de distancia, cuyo valor oscila



entre -1 y 1, de manera que los valores positivos indican la existencia de
autocorrelacion positiva mientras que los valores negativos la presencia de
autocorrelacion negativa. Valores cercanos a cero indican ausencia de
autocorrelacion. Por otro lado, el coeficiente ¢ de Geary se comporta como una
medida de distancia y varia desde 0 (valor maximo de autocorrelacion positiva) hasta 2
(valor de fuerte autocorrelacion negativa). En ausencia de autocorrelacion el valor
esperado tiende hacia 1 (Iriondo y col., 2008). Los correlogramas de Moran y Geary
fueron estimados usando 10000 aleatorizaciones. La significacion global de cada
correlograma us6 la correccion de Bonferroni. Para analizar si existia autocorrelacion
espacial a nivel global, se realizé un correlograma de Mantel con 10000

aleatorizaciones utilizando las matrices de distancia de datos y coordenadas.

Se seleccionaron 13 clases de distancia siguiendo la regla de Sturge (Legendre &
Legendre, 1998) segun la cual el nimero de clases (n) a utilizar se calcula siguiendo la
expresion: n = 1 + 3,3 log(m), siendo m el nimero de pares de puntos existentes (i.e.,
el nimero de elementos de la matriz triangular de distancias). Posteriormente se
realizé un analisis de correlacion utilizando un test de t con correccion Dutilleul, la cual
corrige los grados de libertad para variables espacialmente autocorrelacionadas. Este
método estima la reduccion en el tamafio muestral causada por la autocorrelacion, con
el fin de obtener un tamarfio de muestra efectivo, que ajusta los grados de libertad del
test estadistico y, por consiguiente su significacion (Dutilleul, 1993). Esta modificacién
se resume en la siguiente ecuacion.

tr(BZ, )tr(BX,)

R, BL BY,)




Donde n’ es el tamafio muestral efectivo, tr es la traza de la matriz o suma de los
elementos de la diagonal, B es una matriz con by =1/n -1/n? en la diagonal y d; = -1/n?
enelrestoy E:es la matriz estimada de covarianza para x e y. Se debe enfatizar que
este método solo ajusta la significacion del coeficiente de -correlacién, y no el valor

mismo de dicho coeficiente, el que sigue siendo valido.

Analisis de seleccion fenotipica

Las mismas variables obtenidas en los analisis de autocorrelacion espacial fueron
utilizadas para estimar coeficientes de selecciéon. Sin embargo, para evitar la
multicolinealidad, se form6 un vector mediante un analisis de componentes principales
(PCA) para las variables significativamente correlacionadas entre si (p < 0,001). Por

ello, las variables predictoras finalmente utilizadas fueron:

a) Recompensa (composicion entre volumen de néctar y concentracion de
glucosa)

b) Tamarfio de la planta (composicion entre altura 'y numero de flores en radio de
30 cm)

c) Tamaro de la flor (composicion entre el area de corola y el largo del tubo floral)

d) Ar_ea de la sefial de néctar.

e) Distancia antera-estigma

f) Granos de polen por antera.

Debido a los diferentes ordenes de magnitud, cada una de estas variables se
estandariz6 para tener una media = 0y varianza = 1 y hacer los resultados

comparables entre si.



Como variable respuesta se utilizaron el nimero de semillas por planta como proxy de
fithess femenino y remocién de polen como proxy de fitness masculino. Este ultimo ha
sido descrito por diversos autores como un proxy apropiado, debido a la correlacion
entre remocion de polen y donacién/paternidad en orquideas (Broyles & Wyatt, 1990;
Nilsson y col., 1992a). En el caso de la funcion femenina, las semillas fueron
recolectadas y contadas después de la temporada de floracién para cada uno de los
individuos anteriormente marcados. Para la funcion masculina, la remociéon de polen
se estimoé restando el nimero de granos de polen por antera en flores con 2 dias de
floracion del numero de granos por antera en flores con un dia de antesis. Tanto el
fitness femenino como el masculino se relativizaron utilizando la media poblacional de
fitness (W=Wi/Wmedia poblacionar). DEDIMO @ que para algunas plantas no se obtuvo néctary,
por ende, fue imposible medir la concentracion de glucosa, se utilizaron 67 plantas

para los andlisis fenotipicos de seleccion.

Los coeficientes de seleccion estimados consistieron en el diferencial de seleccion
direccional (S'), calculado como la covarianza entre cada variable (z) y el fitness
relativo (Si=COV(zi,w)). -Su significancia fue estimada de 10000 repeticiones bootstrap.
Para los gradientes de seleccion lineal se Qtilizé el modelo multivariado de Lande y
Arnold (1983): "
i w= g+t Z'ﬁf‘ E, A E (2)
=1

donde a es una constante, S; representa la pendiente promedio de la superficie de
seleccién en el plano del rasgo z y € es un término de error. A través de esta ecuacion

se estima la fuerza de la seleccién direccional sobre el fenotipo i (Medel, 2014). Por



otro lado, para los gradientes de seleccion no lineal se utilizé una version modificada

de la ecuacion 2: "

1 [ n n
S : . 2 ,
W= u +Zﬁ-t z; + ;Z}’ii zi + ZZM} zizj (3
i=1

i=1 i=1 i#jf

En esta ecuacion se describe el efecto directo de la seleccion estabilizadora o
disruptiva sobre el rasgo z; mediante el parametro v;. Cuando y; < 0 la funcion es
céncava hacia abajo y se describe una seleccién estabilizadora sobre el rasgo
mientras que si y; > 0 habria seleccion disruptiva sobre el rasgo ya que representaria
una funcion céncava hacia arriba. En la ecuacion, Yj representa la seleccion actuando
sobre la correlacion de los rasgos iy j. La significancia estadistica para los gradientes
lineales y no lineales se obtuvo de los valores de probabilidad provenientes de los
analisis de regresion (GLM) respectivos. Se realizé un analisis de regresion lineal con
la variables predictoras para ambas variables respuesta por separado para cada
funcion sexual v luego se realizaron los mismos analisis agregandose un vector con
valores autocovariados generados con las coordenadas de cada planta (Augustin y
col., 1996; Dormann y col., 2007). De esta manera es posible obtener los coeficientes
de seleccién corregidos espacialmente y examinar la influencia de la estructura
espacial sobre los resultados. El vector se generd segun el modelo descrito por

Augustin y col. (1996):

ké
Z Wy Vi

Je 1
autocoy; = ———— (4)

Y Wy
=1

donde k; es el numero de vecinos del individuo i segun el radio escogido, y €s la

variable respuesta y w;=1/h;, donde h; es la distancia euclidiana entre los individuos.
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Para asegurar que la autocorrelacion espacial depende exclusivamente de las

alizé un correlograma de spline a

variables analizadas y no de errores asociados, se re

los residuales para cada modelo de regresion multiple (Bjornstad y Falck, 2001). Para

s de seleccion se utilizo el software R3.1.1.

todos los analisis fenotipico
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RESULTADOS

Mapeo de individuos y rasgos medidos
Se realizé6 un mapa de los 90 individuos medidos (Figura 1) utilizando las coordenadas
registradas, y para cada uno de éstos se midieron los 11 rasgos mencionados

anteriormente (Tabla 1).
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Figura 1. Ubicacion de individuos. Las coordenadas de los ejes estan en metros. N =

90 individuos.

Tabla 1. Media (X) y desviacion estandar (DE) de cada rasgo. N = 90 individuos.

Rasgo X +DE

* Altura Planta (cm) 56,02 +22,2
Flores por Area (#) 12,13+4,92
Distancia Antera Estigma (mm) 4,957+ 1,45
Largo Tubo Floral (mm) 30,03+2,81
Volumen Néctar (pl) 0,276+0,24
Concentracién Glucosa (2Brix) 45,11+ 51,67
Area Sefial (mm?) 42,96+ 24,6
Area Corola (mm?) 582,7 + 109
Granos Polen por Antera (#) 19410 £ 3560
Remocion Polen (#) 6747 £4760
Numero Semillas (#) 698,8 +426

12



Autocorrelacion espacial

Siguiendo la regla de Sturge se seleccionaron 13 clases de distancia con el mismo
ancho. Las medidas de tres caracteres se ajustaron a una distribucion normal
(distancia antera-estigma, longitud del tubo y area de la corola), por lo que se les
realizé un correlograma de Moran obteniéndose correlogramas significativos para la
longitud del tubo (P < 0,01) y area de la corola (P < 0,05), mostrando una tendencia a

autocorrelacion positiva en los primeros dos rangos de distancia (Figura 2b, 2c).

Para los otros ocho rasgos sé realizé un correlograma de Geary (Figura 3), donde solo
concentracion fue estadisticamente significativo luego de la correccion de Bonferroni
(P < 0,001), pero sin mostrar una tendencia clara de autocorrelacion. Por otro lado
para el rasgo granos de polen por antera, se observa una tendencia a autocorrelacion
positiva significativa en 10s primeros tres rangos, pero sin significancia estadisitca total

del correlograma luego de correccion de Bonferroni (P = 0,196).

13
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Figura 2. Correlogramas de Moran para: (a) Distancia antera-estigma, (b) largo tubo

floral y (c) area de la corola. Puntos negros (e) denotan rangos significativos luego de

correccion bootstrap. N = 90 individuos.
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Figura 3. Correlogramas de Geary para: (a) Altura planta, (b) flores por area, (c)
volumen de néctar, (d) concentracion de glucosa en nectar, (e) area sefial, (f) granos
de polen por antera, (g) remocion de polen y (h) numero de semillas. Puntos negros
(e) denotan rangos significativos luego de correccion mediante bootstrap. N = 90

individuos.

Al confeccionar las matrices de distancia para las coordenadas y para los datos se
realiz6 un correlograma de Mantel (Figura 4), donde se observa que existe

autocorrelacion positiva para el primer rango de distancia (r = 0,077; P < 0,05).
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El resumen de todos los andlisis de autocorrelacion espac
las clases de distancia y sus respectivos indices rd

se puede encontrar en la Tabla 2.
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Correlaciones entre los raggos

Para cada rasgo se realizaron correlaciones simples de Pearson (Tabla 3) para luego
aplicar la correccion de Dutilleul (Tabla 4). Al comparar ambas tablas se observa una
reduccion en el nivel de significancia estadistica entre los pares de rasgos: numero de
semillas - granos de polen por antera (t = 0,216; P < 0,05) y numero de semillas -
remocién de polen (t = 0,212; P < 0,05). Asimismo, la altura de la planta y el area de
corola disminuyen su grado de significancia estadistica en su correlacion con granos
de polen por antera de un P < 0,01 a P < 0,05. Tomando en cuenta estas
correlaciones y mediante un PCA se generaron los vectores recompensa (PC1 =
91%), tamafio planta (PC1 = 68%) y tamaiio flor (PC1 = 69%) para ser utilizados en el

analisis de seleccion fenotipica.
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Tabla 3. Coeficientes de correlacion de Pearson entre 11 rasgos de Mimulus luteus. N

= 90 individuos.
Flores  DistanciaAf largotubo Volumen  Concentracidn Areasefial AreaCorola Dolen  Remocidn  NeSemillas

Altura Planta 03977 0161 jur 08 - 066 0,132 0ADIFTT 0303 0t g A%eee
Hores por Area - -G0% 0,053 {007 0,082 0037 G0 418 g1
Distancig AnteraBstigma - SRS &1 72 B X 0347 0,041 0,006 003 0 -8
Largo Tubo Horal . - RIS 1K1 17) 0,042 RGN X LSS (11 G fu9m
Volumen Nectar - - . . 0mr o -0In AR08 - 4% -0
Concentracitn Glucosa - . - - - - 0,026 - 404 L4028 - 02 -800
AreaSeflal - S - . . - s 006 0B 005
AreaCorola - . . . . . <oooame om0
Granos Polen por Antera . - - - - - - S 1T S Vi
Remoticn olen - - - - . . - - - o1

PP L P 005 Pl 0L PO

Tabla 4. Coeficientes de correlacion de Pearson entre 11 rasgos de Mimulus luteus

después de correccion Dutilleul. N = 90 individuos.

Fores  DistanciaAf Largotubo  Volumen  {oncentratién Areasefial AreaCorols Polen  Remocidn  N2Semillas

Altara Planta 0,397°% {161 oA 05 - 4086 REY) Jar 030 oM 0,454
Flores por frea - b1 -BOR 4053 4007 0,082 4037 Q56 018 B384
Distancia Antera Estigma . - -G -3,46 -4 7 ERES 0,008 DG 0264 -0068
Largo Tube Floral . - - -4 3042 /AR Vi 11 S 1 pasrt
Volumen Neclar - . . - Q847 {642 413 006 - 0166 014
{oncentracion Glucosa . . - . - - 0% - B4 RO 1115 S 1171
Area Sefal . . - - - C0Ms 006 005 00
AreaCorola . . . - . . . 0Ny 00 0ue
GranosPolenpordnters - - . - - . - SR XA i [
Remotion folen . . : ; . . . . < 4nr

£9<01 ¥ P <005, P <OML P00
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Andlisis de seleccion fenotipica

Debido a la gran cantidad de ceros en las medidas de volumen y concentracion de
néctar, para los andlisis de seleccion fenotipica se utilizaron sélo 67 individuos. Tal
como fuera mencionado anteriormente, se formaron tres vectores para combinar
linealmente los rasgos correlacionados sobre la funcién femenina (numero de semillas)

y la funcién masculina (remocion de polen) (Tabla 5).

Se observan coeficientes de seleccién significativos para el nimero de granos de
polen por antera sobre la funcion femenina (S’ = 0,157; P < 0,05) y masculina (s’ =
0,388: P < 0,001) y del tamafio planta sobre la funcién femenina (S' = -0,175; P <

0,05).

Existiria también seleccion correlacional negativa entre tamario flor y recompensa para
la funcion masculina (Yij = -0,302; P < 0,05), mientras que para la recompensa existiria
seleccion correlacional positiva tanto con tamario planta (Yij = 0,249; P < 0,05) como

con granos de polen por antera (S' = 0,364; P < 0,05) sobre la funcién femenina.

Se puede observar como al considerar la variable espacial (Tabla 6), el gradiente de
seleccion del rasgo distancia antera-estigma disminuyé a través de la funcién
femenina hasta alcanzar un gradiente significativo (B = -0,163; P < 0,05), en contraste
con la gradiente negativa de este rasgo sobre la funcion masculina (B = 0,197; P <

0,05).

Un gradiente de seleccion direccional positivo significativo también se encuentra en el
total de granos de polen por antera sobre la remocion de este (funcién masculina) (B =
0.467: P < 0,001). No se encontrd efecto significativo de la variable espacial sobre

funcion femenina o masculina. Tampoco se encontré seleccion disruptiva ni
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estabilizadora para ninglun caracter. Finalmente, no se observo autocorrelacién
espacial en los residuales de las variables analizadas (Figura 5), por lo que los
resultados obtenidos dependen exclusivamente de las variables analizadas y no de

Sus errores asociados.
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Figura 5. Correlograma de spline para los residuales de los tratamientos de regresion
multivariada: a) analisis para funcién femenina sin estructura espacial, b) analisis para
funcion masculina sin estructura eépacial, c) analisis para funcién femenina con
estructura espacial, d) analisis para funcién femenina con estructura espacial. Valores

significativos cuando intervalo de confianza no cruza linea media (i.e., 0,0)
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DISCUSION

Los rasgos medidos estan dentro del rango previamente descrito para esta especie
(Medel y col. 2003; Botto-Mahan y col. 2004; Pohl y col. 2006; Carvallo & Medel,
2010), aunque llama la atencion la alta razén sefial/corola. Especificamente se
observaron flores con corolas pequefias y sefiales grandes en comparacion a lo
establecido para ésta y otras poblaciones de Mimulus luteus (Medel y col., 2007). Esto
podria influir en la preferencia de los polinizadores de este sistema en comparacion a

otros donde las diferencias entre los tamarios de las sefiales eran mayores.

Autocorrelacion espacial

Los resultados de este estudio muestran que la distribuciéon espacial puede influir
directamente sobre los rasgos fenotipicos de Mimulus luteus. Existe una
autocorrelacion positiva entre los individuos méas cercanos (Figura 4), es decir los
rasgos son mas similares entre si a cortas distancias que lo que cabria esperar por
azar. Esto ultimo se condice con estudios previos (Diniz-Fhilo y col., 2003). A pesar de
esto, al centrarse en lo particular, sélo el area de la corola y la cantidad de granos de
polen por antera muestran autocorrelacion positiva significativa en el primer rango
(entre 0 y 3,79 m), aunque solo el correlograma de Moran del primero es significativo
luego de correccion de Bonferroni. El largo del tubo floral presenta autocorrelacion
positiva para el segundo rango, mientras que sélo una tendencia para el primer rango
sin ser ésta significativa. El resto de los rasgos analizados, ya sea presenten o no
correlogramas  significativos, no muestran esta tendencia. Considerando estos
resultados, sobre todo el test de Mantel donde se analiza el conjunto de rasgos de

cada individuo, en este estudio se propone que para asegurar independencia de los
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datos es necesario un minimo de 3,79 m entre las plantas de esta especie para
asegurar la independencia de los individuos y asi evitar con certeza el remuestreo de
la misma planta. Ademas, esta distancia permitiria eliminar la influencia de la
distribucion espacial sobre el andlisis. Para actuar de manera mas conservadora, se
propone 5 m como distancia minima de muestreo entre los individuos de una

poblacién.

Cuando se analizan los rasgos correlacionados entre si, se observan algunas
relaciones positivas significativas esperables como las utilizadas para generar los
vectores de recompensa (volumen de néectary concentracion de glucosa) y tamaio flor
(largo tubo y area corola), lo que sugiere que el gasto de energia realizado en producir
néctar se relaciona positivamente con la calidad de éste y los polinizadores no
tendrian preferencia en cantidad por sobre calidad. Asimismo, se evidencia que para
sostener corolas mas grandes se requieren tubos florarles de mayor tamafio. Por otro
lado se establece una relaciéon directa entre la cantidad de polen por antera y la
remocién de polen, lo cual sugiere que un gasto energético mayor en produccion de

polen conlleva una mayor probabilidad de efectuar fecundacion cruzada.

Para los fines de este estudio, uno de los resultados mas relevantes resulta al corregir
las correla}ciones entre rasgos por la distribucion espacial mediante el método de
Dutilleul. Relaciones no significativas entre los granos de polen por antera y la funcion
sexual masculina y femenina adquieren significancia luego de la correccion espacial, lo
que indica que en ausencia de un control espacial hay una subestimacion de las
relaciones. Este resultado, contrario a lo esperado por la hipétesis, donde se esperaba
una sobreestimacion (Cressie, 1993; Sadoti y col. 2010) daria cuenta de la

impredictibilidad de la influencia del espacio sobre cada sistema particular, donde una
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posible sobre o subestimacion de los resultados s6lo podria conocerse con certeza

utilizando analisis especificos que incluyan el espacio.

Anélisis de seleccion fenotipica

A pesar que se ha sugerido que la seleccion sobre rasgos florales debieran actuar
principalmente a través de la funcion masculina (Queller, 1983; Stanton y col. 1986),
se encontré en esta poblacién seleccion a través de ambas funciones sexuales. Los
signos y magnitudes de los diferenciales y gradientes fueron relativamente similares
entre los componentes sexuales (Tabla 1), a excepcion de la distancia antera-estigma.
Se ha descrito en orquideas que la seleccion actuaria indistintamente entre ambas
funciones (Nilsson, 1992b), pero en el objeto de estudio, al ser autocompatible, la
seleccion sobre el rasgo distancia antera-estigma actia de manera inversa sobre
éstas, teniendo un gradiente positivo a través de la funcion masculina y negativo a
través de la funcion femenina. Estos resultados implican la existencia de un posible
compromiso entre funciones sexuales respecto a la autofecundacion, el cual es
revelado solamente en ausencia de efectos espaciales. Esto ultimo debido a que una
menor distancia entre antera y estigma facilitaria la autofecundacion (Carvallo &
Medel, 2010), muy comun en Mimulus luteus; mientras que a mayor distancia la

responsabilidad de fecundacion recaeria en el polinizador (i.e., mayor remocion).

Mas alla de este resultado, la variable espacial influyé muy poco en la magnitud de los
coeficientes de seleccion, por lo que a pesar de existir autocorrelacion en el primer
rango de distancia y una falta de esta en los residuales, no pareciera ser un gran

determinante para los resultados del andlisis de seleccién fenotipica en este sistema.

28



A nivel de diferenciales de seleccién no hay efecto de la estructura espacial pues solo
considera el rasgo y el fitness. Es interesante notar que el diferencial de seleccion para
tamario de planta (compuesto por altura planta 'y numero de flores por area) sobre la
funcion femenina es significativo y negativo, mientras que el gradiente sin alcanzar
significancia estadistica, al controlar por la estructura espacial muestra una tendencia
negativa. Estos resultados se contradicen con la evidencia previa en la que se
describe seleccién direccional positiva para estos rasgos (Zimmerman & Aide, 1989;
Maad, 2000, Cuartas-Dominguez & Medel, 2010), esto indicaria de una preferencia
hacia plantas mas pequefias en este sistema o tal vez de un compromiso energetico
donde se comprometeria la produccién de semillas por flor por un mayor tamafio y
numero de flores. Por otro lado, existe una seleccion correlacional positiva sobre
produccion de semillas entre tamafo planta, es decir plantas grandes con una alta
recompensa si tendrian un mayor fitness a diferencia de lo discutido anteriormente.
Una fuerte seleccion direccional positiva se observa para el numero de granos de
polen por antera sobre la remocion de polen, es decir, un mayor gasto en la
produccion de polen aseguraria una mayor remocion por parte de los polinizadores. Se
puede cuestionar que podria haber remocion por parte de otros factores bioticos (e.g.,
humanos, caballos) o abiéticos (e.g., viento) pero, el hecho de ser el Gnico rasgo para
el cual existié un gradiente positivo significativo en ambas funciones, permite llegar a
la conclusion que, aunque puedan haber pérdidas de polen por factores externos al
sistema, de igual manera una mayor produccion de polen seria un factor selectivo

importante en esta interaccion planta-polinizador.

Al medir el gradiente de seleccién para la covariable espacial, no se observaron

resultados significativos, es decir, el espacio como variable independiente no tendria
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efecto directo sobre el fitness de este sistema. No se encontraron gradientes
cuadraticos significativos para ningun rasgo, por lo que no se podria hablar de

seleccion disruptiva o estabilizadora para este sistema.

Llama la atenciéon para este sistema la falta de relacion tanto de la sefial de néctar
como del area de la corola sobre la recompensa, ya que a diferencia de lo descrito y lo
observado en andlisis previos (Medel y col. 2003: Fenster y col. 2006; Kaczorowsky y
col. 2008), el tamarfio de éstas no dio cuenta de la recompensa. Esto ultimo podria ser
explicado por el tamafo promedio mayor de la sefial de néctar en proporcion al
tamario de la corola, siendo las flores mas atractivas para los polinizadores en general,
independiente de la recompensa. Es mas, al analizar por interaccion de factores se
observd seleccion correlacional negativa entre recompensa y el tamafo de la flor

sobre la funcién masculina.

Es importante mencionar que un factor que puede estar dando cuenta de variaciones
dentro de los resultados es la diferencia de las preferencias entre polinizadores,
mientras los picaflores prefieren tamarios y formas de sefial y corola especificos, las
abejas prefieren otros (Medel y col. 2003, Botto-Mahan y col. 2004). Se sugiere que el
siguiente paso seria evaluar el comportamiento y la influencia del espacio para cada
ensamble de polinizadores por separado, para asi analizar si la estructura espacial

afecta de igual manera a cada uno de ellos.

La inclusion de autocorrelacion espacial en los distintos métodos y modelos en
ecologia es una practica cada vez mas comun y es una manera de aportar a la
veracidad de estos. En este estudio no actud de manera masiva sobre los coeficientes

de seleccion. Sin embargo, es suficientemente apropiado ya que revela sutiles
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covariaciones entre rasgos clave tales como la hercogamia y fitness. Este trabajo
busca promover la utilizacion de este método para analisis de seleccion multivariada
donde, al incluir el espacio, se logra un andlisis mas robusto pues se disminuye la

variabilidad atribuida al azar.
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CONCLUSIONES

El objetivo de este estudio fue investigar la importancia del componente espacial a
pequefia escala en este sistema planta-polinizador, y su efecto en estimaciones de
seleccion. Con respecto a las hipétesis planteadas y segun los resultados obtenidos se

desprenden las siguientes conclusiones:

En primer lugar, como de esperar, se encontré autocorrelacion espacial para las
plantas mas cercanas a nivel general, mientras que a nivel particular, algunos rasgos
presentaron y otros no. Esto nos lleva a proponer 5 m como distancia minima entre
individuos para asegurar independencia, sin necesidad de agregar la estructura

espacial al respectivo analisis.

Por otro lado, contrario a lo esperado, mas que una sobreestimacion de los resultados,
al agregar la estructura espacial como variable, quedo en evidencia como la distancia
antera-estigma, una variable relacionada con la evitacion de la autofecundacion,
disminuyé (con significancia estadistica) a través de la funciéon femenina, lo que
termino por implicar la existencia de un posible compromiso entre funciones sexuales
respecto a la autofecundacion que es revelado solamente en ausencia de efectos

espaciales.

A pesar que no se observa un efecto importante de la estructura espacial sobre los
estimadores de seleccion para este sistema, puede ocurrir en casos limite, ganancia o
perdida de significancia lo que influiria directamente en las conclusiones de un estudio
particular y posteriores decisiones basadas en el. Esto muestra que, independiente de
la magnitud, estimaciones de seleccion que no consideren la autocorrelacion espacial

como una variable que contribuye a la covariacion fenotipo-fitness corren el riesgo de
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lectivas actuando sobre el fenotipo floral en las

sobre o subestimar las fuerzas se

poblaciones de plantas. El método propuesto en este estudio seria una herramienta

muy util y facil de aplicar para disminuir la probabilidad que esto ocurra.
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