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RESUMEN

La alometria se refiere a las relaciones entre las dimensiones estructurales de los
organismos y su tamafio general. En este trabajo se examinaron las asociaciones entre la
morfologia floral y la adecuacién biol6gica relativa en una poblacion de Oenothera
affinis (Onagraceae), una hierba anual de pequefias flores amarillas ubicada en la V
Region de Chile. Previos andlisis en el sitio de estudio la han caracterizado como una
poblacién desprovista de. polinizadores, autofecundable, autocompatible y con una
importante fuerza de seleccion para el incremento en la longitud del tubo floral. Estos
antecedentes permitieron proponer que un mayor desempefio reproductivo de las plantas
de O. gffinis con tubos florales largos tendria un efecto ligado al tamafio de los 6rganos
reproductivos y la produccion de gametos mas que a efectos selectivos. Esta
parsimoniosa explicacién se avala indirectamente por varias publicaciones que han
demostrado que el tamaiio de la flor con la produccion de polen y 6vulos se correlaciona
posivitamente, y aumentos en las dimensiones florales suelen vincularse con una mayor
asignacion de recursos a los érganos reproductivos.

Por lo tanto, ¢es la alometria un factor generador de covarianza fenotipo-fitness en
plantas autocompatibles?. Para responder esta pregunta, primero se midieron seis
caracteres florales y la produccién de gametos masculinos y femeninos, luego se realizod
una prueba de polinizacién confirmando un alto indice de autofecundacion y
autocompatibilidad, para determinar algunas caracteristicas de la biologia reproductiva
se determiné la relacién polen/évulo, semillas/évulo, carga polinica y proporcién de
semillas abortadas. Finalmente, se determinaron las vias causales en la red de
interacciones e identificar el modelo més apropiado que diera cuenta de la estructura de
covariacién de los datos morfolégicos y reproductivos de los organismos y su aporte a la
adecuacion relativa., ‘

Los resultados indicaron un coeficiente de seleccién direccional significativo para
la longitud del tubo floral. Sin embargo, al aplicar un modelo de ecuaciones

estructurales se determind que este factor corresponde a un efecto indirecto asociado al



tamafio del tubo en conjunto con el tamafio del ovario y la produccion de évulos, siendo
ésta una via causal significativa en la produccidn de-semillas.

Las conclusiones de este estudio indican que probablemente debido a que una de
las consecuencias de la autofecundacién es aumentar la plasticidad fenotipica de las
estructuras florales para asegurar la produccién de semillas, los efectos alométricos
pueden confundir las estimaciones de seleccidn en especies autocompatibles, ya sea
sobre-estimando los coeficientes, o aumentando la probabilidad de error de tipo I, es
decir la probabilidad de detectar seleccién estadisticamente significativa.cuando ésta.no

existe,



ABSTRACT

- Allometry is the association between the dimensional structure of an organism
with-body size. In this work, the relationship between the floral morphology and-fitness
of a population of Oenothera affinis located in the V Region of Chile was examined.
Previous analyses in the study site revealed that the population is devoid of pollinators,
presents self-compatibility and autonomous pollination in a large extent. Likewise, a
strong gradient of directional selection for increasing tube length was detected. This
result suggested that factors unrelated fo pollination might account for the observed
pattern. In this study, the potential influence of allometric factors on within population
fitness varjation was examined. More specifically, it is hypothesized that association
trait-fitness may occur by simple allometric reasons unrelated fo pollinator-mediated
selection: To test the allometric hypothesis (AH), we first examined the- failure of
pollinators, which confirmed a high rate of self-fertilization, and assessed the functional
relationship of gamete production with flower size. Estimation of the causal routes in the
set of floral characters with fitness permitted identification of the most parsimonious
model to understand the covariance structure of morphological and reproductive data in
their contribution to fitness. Similar to a previous study, results revealed a significant
directional selection for floral tube length. However, the structural model indicate this
association emerges ffom an allometric relationship between anther size and seed
production. As pollinators were largely absent in this population, the selective scenario
could not be invoked to account for the phenotype-fitness covariation and allometric
factors seemed to be relevant. In consequence, allometric associations may confound
estimates of pollinator-mediated selection in natural populations, especially in self-
compatible plant populations. Unless allometric effects are explicitly included in
selection analyses, estimations run the risk of overestimate coefficients, or increase the
chance of type-1 error, that is the chance of detecting selection when it does not occur.
Probably due to the fact that one of the consequences of self-fertilization is increase the

phenotypic plasticity of floral structures to ensure the production of seeds in disturbed

environments.




INTRODUCCION

La forma, el tamafio y el mimero de flores son rasgos importantes para dar
cuenta de la diversificacién morfoldgica en plantas angiospermas (Worley y Barrett
- 2000; Galen y Cuba 2001). Un amplio registro de trabajos publicados entre los afios
1989 y 2007 ha documentado 732 instancias que vinculan los cambios en la estructura
floral a algim agente selectivo externo a.la poblacion de interés (Anexo. ). Aunque una
covariacion rasgo-fitness puede reflejar seleccién ejercida por polinizadores, tal
covarianza puede, en principio, también surgir por otras causas (Rausher 1992; Mauricio
y Mojonnier 1997). Un factor que, para nuestro conocimiento, no ha recibido suficiente
atencion en los estudios evolutivos es aguel referido a la alometria de las flores. El
concepto de alometria se basa en la formula algebraica de crecimiento alométrico

descrito por Huxley y Teissier (1936) en el cual los autores proponen la ecuacidn:
y=bx*

Donde y es la magnitud de crecimiento de un rasgo, x es una medida del tamafio
total, b es la pendiente de la linea de regresion entre ambas variables, y k es una
constante de la tasa de crecimiento. Desde un punto de vista estadistico, b representa el
valor promedio de y/x de los individuos observados. Se habla de isometria cuando b = 1,
de alometria positiva cuando 4 > 1 y de alometria negativa cuando b < 1.

Para comprender rnej'or el significado, Gould (1966) diferencia cuatro nociones
de alometrfa: (1) alometria ontogenética, relativo al crecimiento individual; (2)
alometria filogenética, referido a la tasa de crecimiento de los linajes; (3) alometria
intraespecifica, alusivo a individuos adultos dentro de una especie o una poblacidn; (4)
alometria interespecifica, referida a la misma clase de fenémeno, pero entre especies
relacionadas. El concepto utilizado en el presente estudio corresponde a la alometria
intraespecifica, alusivo a la relacion entre cambios de las dimensiones de algunas partes

de un organismo y su tamafio total dentro de una poblacidn (Levinton 1988).




Para ser aplicada a la estructura floral se deben cumplir ciertos criterios de
corroboracion: una baja actividad de polinizadores, bajo nivel de hercogamia, alto indice
de autocompatibilidad, alto indice de auntopolinizacién espontinea, una-relacion-
alométrica positiva entre el tamafio floral - niimero de 6vulos - niimero de granos de
polen producidos por la flor y una asociacién entre los rasgos florales y el fitness
relativo. Con el fin de someter a prueba la hipdtesis de asociacidén alométrica entre
rasgos de la morfologia floral y su implicancia en la produccién de semillas se escogid
la especie Oenothera affinis, una hierba anual asociada a polinizadores de esfingidos
nocturnos y distribuida en regiones templadas de Sudamérica (Dietrich 1977). Se tomo
una poblacién-ubicada en la Zona Ceniral de Chile que; segin los antecedentes
‘bibliograficos, cumple con tres de los principios necesarios:

1. Baja actividad de polinizadores. Atin cuando en principio ocho especies de
esfingidos descritos para la zona podrian actuar como vectores de polen de O. agffinis
(Ureta et. al. 1956), no se ha detectado la presencia de los lepidopteros en la poblacién
seleccionada al observar un total de 15 cuadrantes de 12m?® con un rango entre 41 — 91
flores y un promedio de 67,1 flores (0 especies, 0 visitas por flores *h ! y solo un.1,7%
de flores con escamas en los estigmas; N=298) (R. Medel, datos no publicados).

2. Alto nivel de polinizacion auténoma. La especie se identifica por presentar
diferentes niveles de heterocigocidad y estados fenotipicos entre poblaciones, la
evolucién de esta compleja heterocigocidad puede ser caracterizada por cuatro estados:
en el primer estado no existen diferencias morfolégicas entre homocigotos y
heterocigotos. En el segundo estado, los heterocigotos presentan grandes flores y largos
fubos florales. En el tercer estado, las flores son pequefias, pero conservan su largo tubo
floral. En el cuarto estado, las poblaciones tienden a tener flores més pequefias y tubos
florales mas cortos. Las poblaciones chilenas poseen un fenotipo caracterizado por
flores pequefias y cortos tubos florales, caracteres que tienden a persistir debido a la
autopolinizacion (Dietrich 1977).

3. Asociacién rasgo floral — fitness. En esta localidad de Chile Central, las

poblaciones de O. gffinis presentan caracteristicas peculiares, en ausencia de




polinizadores se encuentran coeficientes de seleccién significativos para algunos rasgos
florales. Los estudios sé efectuaron bajo un modelo de relacién entre los caracteres
florales y la produccién de semillas por fruto como medida de fitness femenino y un
segundo modelo donde se incluyé dentro de las variables los rasgos reproductivos
(tamafio de la antera, tamafio del estigma y tamafio del ovario) como una forma de
examinar la importancia de la autofecundacion en los patrones de seleccion (Anexo 2).
Los resultados de la investigacién mostraron una significativa seleccién disruptiva para
el tamafio de Ja-corola, indicando que los tamafios extremos de las flores estarian siendo
favorecidos dentro de la poblacion (Anexo 3.A). Ademds, se observé un fuerte
gradiente de seleccion direccional en el incremento de la longitud del tubo floral bajo el
primer modelo, sugiriendo que en principio los polinizadores estarian seleccionando el
largo del tubo floral. Pero la magnitud de seleccion se redujo en un 50% al aplicar el
segundo modelo volviendo este atributo irrelevante como predictor del fitness femenino.
De manera interesante, el segundo modelo reveld una fuerte relacion lineal entre los
Organos reproductivos y el fitmess femenino (Anexo 3.B; R. Medel, datos no
publicados). Ademas, se comparé la poblacion de estudio con otra mayormente
exogamica ubicada en Argentina. Los resultados indicaron que a diferencia de la
chilena, la poblacién argentina posee grandes flores, alta produccion de néctar, plantas
con un menor mimero de flores abiertas por noche y frutos que producen un nimero de
semillas tres veces mayor a la poblacion autégama (anexo 4). Partiendo de la base que la
variacion del tamafio del tubo floral afecta la expresion de otros rasgos como el tamafio
de ciertos caracteres morfoldgicos, la asignacién reproductiva (produccién de polen y
évulos por flor) y finalmente la produccién de semillas (Mazer y Wheelwright 1993), es
interesante que con estos antecedentes no se revelara seleccion sobre la longitud del
tubo floral en la poblacién argentina a diferencia de fueries gradientes de seleccién
direccional obtenida en la poblacién autdgama chilena en el afio 2006 (anexo 3). Estos

antecedentes permitieron plantear la hipétesis que relaciones alométricas podrian ser

suficientes para generan la asociacion rasgo-fitness en esta poblacion sin polinizadores.




En esta tesis se abordaron las siguientes pregumtas: (1) ;es consistente la
ausencia de polinizadores en la poblacidn de estudio? (2) ;existen relaciones alométricas
entre las diferentes estructuras florales y el fifness relativo en 1a poblacion de O. affinis?,
(3) ¢cudles son las rutas causales de impacto de los rasgos florales sobre la adecuacién
biolégica? Las respuestas a estas interrogantes nos permitira responder la pregunta més
general, (4) ses la alometrfa un factor generador de covarianza fenotipo-fitness en
plantas autocompatibles?

Para revelar estas interrogantes se efectuaron una serie de estudios en la
poblacion de andlisis: a) se examind la presencia o ausencia de polinizadores, b) se
reconocié la presencia o ausencia de hercogamia, c) se establecid el sistema
reproductivo para establecer la importancia de la autogamia y la autocompatibilidad, d)
se determinaron las correlaciones entre los caracteres florales, ) se realizaron
estimaciones de covariacién fenotipo floral — fifness relativo, y f) se estipuld la
estructura causal entre los caracteres florales medidos, la produccién de gametos (polen
y O6vulos) y su contribucién a la adecuacién bioldgica relativa mediante la

implementacion de modelos de ecuaciones estructurales.



OBJETIVOS

Objetivo general -
Determiinar si existe un efecto alométrico que explique las relaciones entre morfologia
floral y fitness relativo en una poblacion chilena de Oenothera affinis autocompatible y

carente de polinizadores.

Objetivos especificos - - -

1) Cuantificar caracteres florales: longitud del tubo floral, drea de la corola, apertura del
tubo floral, longitud antera,-longitud estigma y longitud ovario; produccién de gametos:
mimero de granos de polen, niimero de 6vulos y las correlaciones entre las variables.

2) Estimar el sistema de reproduccién en ausencia de polinizadores utilizando una
prueba de polinizacién y evaluar la biologia reproductiva a partir de caracteristicas como
la relacién polen/évulos, la carga polinica, la relacion semillas/évulos y la proporcién de
semillas abortadas para determinar la contribucion de la autofertilizacién en la
poblacion.

3) Identificar el modelo mas apropiado para dar cuenta de la estructura de covariacién
de los datos morfoldgicos, produccién de gametos y su aporte al fitness.

4) Establecer si existen relaciones alométricas entre fenotipo floral y fitness.



HIPOTESIS

Se espera que la ausencia de polinizadores en el sitio de estudio se traduzca en una baja
hercogamia para asegurar la reproduccion por autopolinizacién. Luego, la covariacién
fenotipo. floral — fitness relativo tendrd un origen alométrico y no funcional en
Oenothera affinis. Esto significa que la eficacia reproductiva aumentara con el tamafio
de las estructuras florales, donde flores mds grandes tenderdn a producir una mayor
cantidad de granos de polen y un mayor nimero de dOwvulos, lo cual, debido a

mecanismos de autogamia, se traducen en una mayor fecundidad que flores maés

pequefias.



METODOLOGIA

Historia natural de Oenothera affinis

Oenothera affinis Cambess. (Onagraceae) comunmente conocida como “Don
Diego de la noche™ se distribuye en las regiones templadas de Urnguay, Brasil, Bolivia,
Argentina y Chile (Dietrich 1977). Crece en suelos arenosos y en laderas secas de-los
cerros hasta 2500 msnm. Son hierbas erguidas semestrales o perennes, con una altura
que varia entre los 40 y los 80 cm y ramas que emergen cerca de la base. Las flores
amarillas emergen hacia el final de las ramas, mostrando un ovario inferior y un largo
tubo floral del cual nacen los sépalos y pétalos. Las flores abren de noche hasta la
mafiana siguiente, durando solo una noche. Las flores son polinizadas por la noche por
esfingidos (Sphingidae) que liban néctar de la base del largo tubo floral (Gregory 1963-
1964; Figura 1). La-estacion de floracidén ocurre entre octubre y abril. El fruto es una
capsula de 2,5 a 4,0 em. de largo (Dietrich 1977).

Sitio de estudio
El estudio se efectud en los meses de marzo 2011 y febrero 2012 en una zona

intervenida cerca de Maitencillo (32°40°35.8S, 71°26'10” W, 45 msnm) en la V Regién
de Valparaiso (Figura 2). En este sitio, O. affinis se distr}buye en parches
monoespecificos y asociada principalmente a plantas de Baccharis sp., Peumus boldus,

Chrysanthemum sp., Convolvulus chilensis y algunas gramineas.



Figura 1. Flor de Oenothera affinis en una poblacion argentina polinizada por Manduca
sexta (Sphingidae).

Figura 2. Panoramica del sitio de estudio Maitencillo (32°40°35.8”S, 71°26°10” W,
45msnm) en la V Region de Valparaiso, Chile.



"~ Muestreo de polinizadores
La tasa de visitas fue determinada por observacién directa por lapsos de 10
minutos durante cuatro noches entre las 19:00 y las 22:00 horas.y por tres maiianas entre

las 6:00 y las 9:00 horas del 13 al 16 de Febrero de 2012. Se calculd Ia tasa de visita

como: (nimero de flores visitadas)/ nimero de flores observadas x tiempo. Los
individuos contabilizados correspondieron a aquellos visitantes que ingresaban a la flor
o0 que mantenian contacto con las estructuras reproductivas para asegurar que sus visitas
fueran validas como vectores de polen. El contacto entre los pesibles polinizadores y las
flores se registrd en un total de cuarenta flores por hora. Los individuos se guardaron en
tubos eppendorf con 1ml de alcohol 70° para la posterior identificacién y recuperacién
de polen de las distintas estructuras corporales. Ademads, se examind la presencia de
escamas en los estigmas florales usando una lupa (10x) durante los muestreos de cada

mafiana. -

Potencial dicogamia y hercogamia

Se evalud una potencial dicogamia en la poblacién, es decir, un desfase temporal
en la madurez o receptividad de los d6rganos reproductivos de la flor (Richards 1986;
Bertin 1993). Ademds, se observd cuantitativamente la distancia antera-estigma, lo cual

permitié conocer la intensidad de la hercogamia, atributo que evita la interferencia

polen-estigma y promueve la polinizacidn cruzada.




Morfologia floral de Oenothera affinis
Se estudié la conformacién floral sobre 12 base de seis caracteres en un fotal de

cien plantas considerando una flor por planta. Se obtuvieron dos fotografias digitales de
cada flor (frontal y lateral) tomadas en el campo con una camara digital Nikon (D700),
las que luego se procesaron con Imagel 1.45 (disponible en http://rsb.info.nih.gov./ij/).

Las siguientes medidas fueron consideradas a una escala milimétrica (Figura 4):

1. Area de la corola siguiendo el contorno de los pétalos de la flor (AC).

2. Apertura del tubo de la corola dado por el didmetro maximo de la apertura del
tubo de Ia corola (AT).'

3. Longitud de la rama estigmatica (LBE).

4.~ Longitud de la antera (LA).

5. Longitud del tubo floral segtin la distancia entre la base del ovario y la porcién
apical de] tubo donde se insertan los pétalos (LT).

6. Longitud del ovario (LO).

Produccion de gametos
1. Disponibilidad de évulos en el ovario (OVU): Se contabiliz6 la cantidad de

6vulos por ovario en un total de cien flores en antesis, una flor por planta,
correspondientes a las mismas utilizadas en la determinacién de la morfologia floral.
Para ello se disectd el ovario y bajo microscopio se contabilizo la cantidad de évulos.

2. Produccion de polen en anteras (POLAN): Se calcul6 el niimero de granos de
polen presentes en las anteras para las flores que fueron medidas. Primero se extrajeron
cuatro de las ocho anteras en tubos eppendorf independientes y se preservaron en 1 m!
de alcohol 70°. Cada tubo se agité por un minuté en un vortex del cual se extrajeron
20pl y se c;ontabilizé bajo microscopio el nimero de granos de polen con un

hematocitometro (Figura 5). Posteriormente se obtuvo un promedio de granos de polen

por flor.
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Matriz de correlacion y covarianza entre los caracteres florales y las medidas
reproductivas

Para estudiar la relacién entre las variables morfolégicas y la produccidn de
gametos se realizéd una matriz de correlacién de Pearson (P) y luego una matriz de

covarianza (S) entre los pares de variables.

Sistema reproductivo
Los mecanismos de reproduccion de la poblacion se establecieron bajo la

metodologia descrita por Ruiz y Arroyo (1978), realizando cuatro tratamientos de
polinizacién con un total de cuarenta plantas por cada uno:

I. Polinizacion auténoma (PA): cuarenta flores embolsadas antes de la antesis, se
dejan hasta la formacidn (o no) de frutos.

2, Autopolinizacion manual (AM): cuarenta flores embolsadas en estado de yema,
una vez abiertas se polinizan manualimente con polen de una flor de la misma planta,
luego se encierran hasta la formacién (o no) de frutos.

3. Polinizacién cruzada (PC): cuarenta flores que una vez abiertas son embolsadas
luego de recibir polinizacién manual con polen de otro individuo conespecifico
aproximadamente a una distancia de 3km hasta la formacién (o no) de frutos.

4. Agamospermia (AG): emasculacidén de las ocho anteras de la flor en estado de
yema y exposicion directa sin embolsar hasta la formacién (o no) de frutos con un total
de cuarenta flores.

Las muestras se embolsaron individualmente utilizando mallas de gasa
transparente que dejan pasar la luz, pero impiden el ingreso de polinizadores, cerrando
las bolsas bajo el ovario con hilo de cobre (Figura 3). Luego de realizar los cruces
controlados se esperé dos semanas para recoger los frutos. Se calculé el porcentaje. de
fructificacidén a partir de la relacién: nimero de frutos producidos sobre el niimero de~
flores tratadas por cien (n° frutos/n® flores x 100). Las estrategias reproductivas fueron
interpretadas de acuerdo al trabajo publicado por Ruiz y Arroyo (1978). El indice de

auto-incompatibilidad (ISI) fue estimado dividiendo el nimero promedio de semillas por
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flores cruzadas obtenidas por autopolinizacién manual (AM) sobre el nimero promedio
de semillas por flores cruzadas bajo polinizacion cruzada (PC). Valores entre 0.2 - 1 son
indicadores de parcial a completa autocompatibilidad, valores < 0.2 son indicadores de
autoincompatibilidad. El indice de autopolinizacién esponténea (IAS) se calculé como
la razén entre el porcentaje de fructificacién del tratamiento de polinizacién autonoma
(PA) y el porcentaje de fructificacion del tratamiento de autopolinizacidén manual (AM).
Este indice mide la capacidad de las flores de producir semillas en ausencia de
polinizadores. Los valores entre 0.2 - 1 son indicadores de autofertilizacion y < 0.2 son
indicadores de baja o nula autogamia. Para determinar si las diferencias entre los grupos
eran significativas, se compar6 la cantidad de semillas por flores cruzadas en cada

{ratamiento usando una ANOVA y una prueba de Tukey — Kramer a posteriori.

Exito reproductivo
Segtin Dafni (1992), se estim6 el éxito reproductivo para cada uno de los

tratamientos [(nmimero de frutos obtenidos / mimero de flores tratadas) x (mimero
promedio de semillas obtenidas por fruto / nimero promedio de 6vulos por flor)]. El
ntmero promedio de 6vulos por flor se obtiene de la variable reproductiva calculada de

cien flores tomadas al azar de diferentes plantas (Tabla 4).

Calidad de frutos

Se cuantifico para cada fruto la cantidad de semillas obtenidas y la proporcion de
semillas abortadas para identificar diferencias entre la calidad de los frutos obtenidos en
los diferentes tratamientos, ademds se compararon con cuarenta frutos sin manipular
tomados al azar considerando un fruto por planta. El anélisis estadistico se realiz6 con el
programa JMP10 y consté de una ANOVA para contrastar diferencias significativas

entre los tratamientos y un test de Tukey como prueba a posteriori.
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Figura 3. A la izquierda flores antes de la antesis, aproximadamente a las 19:00 horas.
A la derecha, botones de las flores embolsadas al inicio de los cruces de polinizacion.
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Figura 4. Atributos florales de Oenothera affinis (Onagraceae). Fotografia lateral del
tubo floral sin los pétalos y Fotografia frontal de la corola.

Figura 5. Grano de polen de Oenothera affinis (298,2 x 291,8 um).

s 1




Caracteristicas reproductivas

Con el fin de establecer relaciones entre la biologia reproductiva y los altos
indices de autopolinizacién se calcularon las siguientes caracteristicas en la poblacién de
0. affinis:.

Carga polinica: Del total de cien flores estudiadas se obtuvieron los estigmas
expuestos a polinizacién natural colectados dos horas despugs de la antesis. Los
estigmas fueron puestzos en tubos eppendorf, agitados en vértex y contabilizados bajo
microscopio sobre un hematocitometro calculando la cantidad de granos de polen por
1ml de solucidn.

Relacién polen/6vulos: Se dividid el nimero de granos de polen por flor
obtenido de las anteras sobre el nimero de 6vulos por flor.

Relacién semillas/6vulos: Se determiné dividiendo el ntimero promedio de
semillas viables por fruto sobre el mimero de 6vulos por flor en cien plantas.

Semillas abortadas: El mimero de semillas abortadas por fruto se establecio
discriminando del total de semillas por fruto, aquellas que se encontraron mal formadas,
de tamafio reducido, aplastado o carente de embrién. La fraccién de semillas abortadas

se calculd dividiendo el niimero de semillas abortadas por fruto entre el nimero

promedio de semillas por fruto (Ramirez 1995).

Eficacia reproductiva (fitness relativo)

Para estimaciones de seleccion se evalud la contribucidn relativa individual al

fitness poblacional dividiendo el nfimero de semillas producidas por individuo por el

promedio de semillas en la poblacién.




Estudio de seleccidn fenotipica S .

Se efectud un andalisis de seleccién fenotipica para evaluar, si ain en ausencia de
polinizadores, se .observaban coeficientes significativos de asociacién entre rasgos
morfolégicos y los componentes de fitness relativo. Se realizaron dos modelos diferentes
para los. cdlculos de seleccién. En el primer. modelo, se evalué la magnitud, signo y
curvatura de la seleccién sobre los rasgos de tamaiio floral previamente descritos. En un
segundo modelo, se incluyeron los componentes asociados a la reproduccion
(produccién de polen por flor v 6vulos en los ovarios) para examinar si la inclusion de
estas variables amortiguan los patrones de seleccion.

Primero se estimo el diferencial de seleccidn (S), para evaluar la fuerza total de
la seleccién actuando sobre un rasgo z, el cual calcula la seleccién directa (relacion
directa entre un rasgo y el fitness) e indirecta (cambio resultante de correlaciones con

otros rasgos que afectan el fitness) segln:
Si = COV(zi, w) )

Donde zi es el caracter 7, y w es el fitness relativo. El diferencial de seleccion (S)
sera mayor cuanto mayor sea la covarianza entre la caracteristica y el fitness.
Para describir la fuerza directa de la seleccién actuando sobre el caracter i,

excluyendo la seleccidn indirecta, se aplicd la ecuacién lineal de Lande y Amold (1983):

n
w=at+Xfizg;+e (2)
=1

Donde w es el fitness relativo del individuo, o es la constante, i representa la
pendiente promedio de la superficie de seleccion a lo largo del rasgo y ¢ es un término
de error. La magnitud de fi~describe cuinto es el cambio del fitness por unidad de
cambio en el caracter i, manteniendo los ofros caracteres constantes. El signo de fi

indica la direccion de cambio esperado de la seleccion que actia sobre €l caracter i.
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Luego se calculd el gradiente de seleccion no lineal y que describe la naturaleza de
la seleccién en desviaciones cuadraticas del promedio para los caracteres singulares o en

combinaciones de pares. El gradiente no lineal es estimado por:

- “m 771 n " on
w=a+Zfiz+ — Ty’ +ETpuzte 3)
=1 2 =l =l i=j

Donde yii indica la curvatura de la relacion entre el cardcter i y el firness relativo.
Cuando el signo es negativo, se observa una concavidad descendiente y se interpreta
como una seleccién estabilizadora sobre el cardcter i, Cuando el signo es positivo, se
observa una concavidad ascendente reflejando una seleccién disruptiva. El gradiente
correlacional de seleccion yij, refleja el grado al cual la seleccién actia sobre la
correlacion de los rasgos 1 y j, v fue estimado por la regresion del fitness relativo sobre
los caracteres y todos sus pares de productos. Todos los caracteres fueron estandarizados
a promedio 0 y varianza 1 antes del andlisis. Esta transformacion es equivalente a la
resta del promedio del rasgo a cada valor dividido por la desviacién estandar. Una vez
estandarizados los caracteres, estos fueron utilizados para estimar los coeficientes de
seleccidn usando el programa JMP 10. La significancia de los gradientes de seleccion
fue obtenida directamente de las tablas de regresién y corregidas con la técnica de
Bonferroni (Rice 1989) a un valor de a = 0,05. Esta técnica permite minimizar el error
tipo I en los coeficientes de seleccién y complementar los valores de P originales.

Para evitar los supuestos paramétricos sobre la forma de la seleccion Schiluter
(1988) propuso visualizar la forma mediante un procedimiento no paramétrico que se

describe como:

w=f(@)+e @

Donde w es la adecuacion, z es un rasgo, € es el error y f'sdlo afirma que existe
una funcién entre w y z. El objetivo bésico es estimar el spline que mejor se ajuste a la

distribucién real investigando mediante sucesivas aproximaciones el rango de valores de
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un pardmetro lambda (L) que minimiza la variacién de las estimaciones locales entre

mtervalos sucesivos.

Andlisis de vias y modelos de ecuaciones estructurales (SEM)

Un segundo tipo de andlisis consistio en el examen de las estructuras causales en
una red de interacciones entre los caracteres florales medidos, la produccién de gametos,
caracteristicas reproductivas y la adecuacién relativa mediante la implementacién de
analisis de vias y modelos de ecuaciones estructurales. Los andlisis de via son
correlaciones entre un conjunto de variables segiin el modelo de trabajo, lo-cual permite
evaluar una hipdtesis a priori relativa a las conexiones causales entre las variables para
ser trasladadas a un modelo estadistico (Mitchell 1992; Shipley 1997). Los modelos de
ecuaciones estructurales son una extension del andlisis de vias en un modelo especifico,
representado como un diagrama de vias (Mitchell 1992, 1993). Este procedimiento
permitié identificar el modelo mdas apropiado para dar cuenta de la estructura de
covariacidn de los datos morfoldgicos y reproductivos de los organismos y su aporte al
fitness relativo. El modelo base incluy6 todas las posibles vias directas e indirectas que
pueden afectar al fitness partiendo de las medidas de tamafio de la flor. Después de
construir el modelo bdsico se construyen otros modelos mds acotados (hipotesis
alternativas) que retienen s6lo algunas vias del modelo completo (Mitchell 1994). La
decision de aceptar o rechazar un modelo se relaciona con la bondad de ajuste entre el
modelo y la estructura de covariacién real de los datos. Una diferencia significativa
indica que el modelo propuesto no da cuenta de la estructura real. Por el contrario,
ausencia de diferencias significativas indica que el modelo propuesto da cuenta de la
estructura de los datos (Mitchell 1993). Por parsimonia, de dos modelos igualmente

_aceptables se aceptard aquel que presente el menor nimero de pardmetros, es decir,
mientras mas bajo sean los grados de libertad, més aceptable serd el modelo causal
propuesto. Cuando dos modelos tienen iguales grados de libertad se aceptard aquel con

un menor valor de X°. Para determinar Ia estructura causal entre el conjunto de variables
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se-realizaron dos modelos, usandose el criterio de informacién bayesiano (BIC) para
seleccionar el mejor entre un conjunto de modelos admisibles. Un modelo serda mejor
que otro si tiene un valor BIC menor. El BIC se basa en una verosimilitud integrada en

la teoria bayesiana segin la formula:

BIC=G-gl-InN

Donde Ges el cociente de verosimilitud, gl son los grados de libertad y Nel
tamafio de 1a muestra.

El procedimiento siguié los consecutivos pasos. Primero, se examiné la relacion
entre los componentes principales asociados al tamafio (érea de la corola, longitud del
tubo, longitud del ovario) sobre el fitness. Segundo, se examind la relacién entre los
rasgos florales por separado, los componentes reproductivos y el fitness. Luego, se
estimaron los efectos directos, indirectos y totales que tienen las variables sobre la
adecuacién biolégica. El andlisis se realizé con el programa TETRAD 4.3.10-6
disponible en (http://3w.phil.cmu.edw/tetrad/current.html).
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RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacion de estudio

Una observacion directa de O. affinis en terreno describe que las flores son
protandricas, las anteras descargan el polen antes de la antesis (19:00 a 20:00 horas) y
los estigmas se vuelven receptivos aproximadamente a las 21:00 horas. Esta separacion
entre la fase masculina y femenina se puede explicar en tres etapas: 1) Una etapa de
contacto inicial antera-estigma ocurre con anterioridad a la antesis cuando los botones
florales ya cuentan con anteras maduras que liberan el polen mientras el estigma se
mantiene cerrado a la misma altura. En esta etapa existe contacto marginal quedando el
polen adherido a la superficie estigmatica. 2) Una etapa de separacion fisica que ocurre
al comienzo de la antesis cuando el estigma cerrado se aleja de las anteras quedando
perpendicular al eje de los filamentos, momento en el cual los brazos estigmaticos se
abren y se vuelven receptivos. 3) Una etapa de contacto final que ocurre cuando el
estigma retorna al centro de la flor quedando en completo contacto con las anteras
saturadas de un polen pegajoso, probablemente representando un mecanismo de

aseguramiento reproductivo tardio (Figura 6).

Figura 6. Flores de Oenothera affinis. A la izquierda se presenta el estigma ain no
receptivo cuando la flor se encuentra ain encapsulada. A la derecha, el estigma
receptivo se presenta alejado de las anteras al momento de la antesis.
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Ausencia de polinizadores
En la poblacion, la antesis ocurre entre las 20:00 - 22:00 horas. Posterior a esa

hora todas las flores ya se encuentran abiertas, hasta la mafiana siguiente, hasta las 10:00
- 11:00 horas aproximadamente. No se registraron visitas de polinizadores en el sitio de
estudio durante las cuatro noches y tres dias de observacion (0 especies, 0 visitas) y
tampoco se registraron escamas en las estructuras florales. Estos resultados son
consistentes con datos tomados en el afio 2006, lo cual corrobora que los polinizadores
no son responsables de cualquier fuerza selectiva detectable sobre los caracteres florales

(R. Medel, datos no publicados).

Sistema reproductivo

Los resultados de los cruces controlados indican que Oenothera affinis es una
especie con un alto indice de autopolinizacién espontinea (IAS = 0,786) vy
autocompatibilidad (ISI = 0, 992). Estos resultados indican que en ausencia de
polinizadores, y si no existe la opcién de la fecundacion cruzada, la autofecundacion
juega un importante rol en la produccion de semillas.

Los mayores porcentajes de fructificacién se encontraron en los tratamientos de
antopolinizacién manual y polinizacién auténoma, en la polinizacioén cruzada se recaudd
s6lo mn 35% de los frutos (Tabla 1). Debido a que las anteras liberan polen antes de [a
antesis pudiendo ocurrir contacto con la superficie estigmatica, las pruebas de
emasculacién podrian verse alteradas y el alto porcentaje de fructificacion obtenido
posiblemente sea resultado del polen adherido a los brazos estigmdticos antes de la
antesis siendo suficiente para producir el fruto, a pesar de que esto ocurra en los
estigmas ain no receptivos, las sustancias que incorporan el polen permiten que se
mantenga unido a la estructura femenina aiin después de volverse receptiva. La cantidad
de semillas producidas por la cantidad de flores tratadas es significativz;mente diferente

entre los cruces (F = 10,861; P < 0,0001), con una prueba a posteriori de Tukey ~ Kramer
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significativo para las comparaciones entre AM — PC y PA — PC con un P < 0,001 y entre los
cruces AM — AGy AG —PC conun P < 0,05 (Tabla 2).
Los valores de éxito reproductivo calculados para los tratamientos de PA, AM,

PC v AG fueron de 0,217; 0,275; 0,108 y 0,240 respectivamente.

Los andlisis que evalitan la calidad de los frutos en cada fratamiento respecto a la
produccion de semillas (Figura 7A) indican que la polinizacién cruzada proporcion6 un
mayor niimero de semillas que la polinizacion auténoma (media + EE, PC= 99,9+ 16,2;
PA= 78,5 + 7,2) pero un numero similar de semillas en relacion a la autopolinizacién
manual (94,2 + 4,9) y muy cercano a lo que se obtiene normalmente sin manipular las
flores (102,0 + 6,8). Los tratamientos difirieron globalmente en la cantidad de semillas
producidas por fruto (F = 3,516; P = 0,017). Pero una prueba de Tukey no indicé
diferencias significativas entre los tratamientos. Respecto a la proporcion de semillas
abortadas por fruto (Figura 7B), una ANOVA demostrd diferencias significativas entre
los grupos (F = 3,262; P = 0,024). El test de Tukey a posteriori indicé diferencias -
significativas solo entre los tratamientos de polinizacién auténoma y polinizacién
cruzada (Diferencial = 0,186; EE = 0,06; P = 0,019). No se consideraron los datos de la
agamospermia en la evaluacion de frutos debido al sesgo que podria existir por la

presencia de polen de la misma flor en los brazos estigmaticos antes de ser manipuladas.
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Tabla 1. Frutos obtenidos en relaci6n al nimero de flores tratadas, porcentaje de
fructificacién y promedio de semillas por flores cruzadas de O. gffinis para cada

tratamiento de polinizaci6n. Total cuarenta plantas por tratamiento.

Tratamiento | N° de flores Frutos Fructificacién Promedio
tratadas | producidos | %Frutos/Flores | semillas/flores
tratadas cruzadas
PA 40 36 90 1,964
AM 40 38 B 2,479
PC 40 14 35 2,498
AG 40 34 85 2,297

Tabla 2. Prucba de Tukey — Kramer para la comparacién entre la produccién de

semillas por la cantidad de flores cruzadas en los diferentes tratamientos.

Comparacién Diferencia de P
medias
AM-PC 62,05 <0,0001
PA-PC 43,22 0,0009
AM-AG 32,10 0,0242
AG-PC 29,95 0,0409
AM-PA 18,82 0,3374
PA - AG 13,27 0,6371
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Figura 7. Evaluacion de la calidad de los frutos obtenidos en cada tratamiento. A.-
Promedio de semillas obtenidas por fruto + EE; B.- Proporcion de semillas abortadas en
el fruto + EE.
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Variahilidad floral y caracteristicas reproductivas

La descripcion morfologica se muestra en la tabla 3. Herrera (1988) calcula los
coeficientes de variacidén de los caracteres medidos segin: (CV= 100 x desviacion
- estandar/media). En este contexto, el drea de la corola resulta ser el caracter mas
variable (CV= 33%) seguido por la apertura del tubo floral y la longitud de la antera
(CV= 20 y 19% respectivamente), menor variabilidad se encuentra en los caracteres
medidos para la longitud de los brazos estigméticos (CV= 17%), longitud del ovario
(CV=15%) y la longitud del tubo floral (CV=13%).

Respecto a las caracteristicas reproductivas de la poblacién, la produccién
natural de frutos por flor fue de un 100%, pero con una produccién de 6vulos por flor
3,4 veces mayor que la cantidad de semillas viables encontradas en los frutos. Ademas,
se encuentra un alto indice de semillas abortadas que supera el de semillas germinables.
La relacion polen — ¢vulo estuvo asociada a un alto niimero de granos de polen por flor
que asciende a 39 veces por sobre la produccién de gametos femeninos por flor. La
cantidad de gametos masculinos producidos por flor duplica al encontrado en la carga
polinica, por ultimo, el nlimero promedio de granos de polen depositados naturalmente
sobre los estigmas después de dos horas de antesis fue 19,2 veces mayor al niimero

- promedio de 6vulos por flor (Tabla 4).
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Tabla 3. Estadisticos correspondientes a los caracteres florales (media + DE)
examinados.en-Oenothera affinis en la poblacién de estudio. N = 100 flores a razén una
-flor/planta, DE = desviacidn estandar.

Variable Media DE Rango
Area corola (mm®) 1068,3 3552 | 452-2439
Largo tubo floral (mm) 39,1 4.9 28-53
Apertura tubo (mm) 3,5 0,7 2-6
Longitud antera (mm) 5,2 1,0 3-8
Longitud del brazo estigmético (mm) 7,1 1,2 3-9
Largo ovario. (mm) 13,2 2,0 9-19

Tabla 4. Valores promedio de las caracteristicas reproductivas de O. affinis. N = 100
flores a razén una flor/planta. DE= Desviacion estandar.

Variables reproductivas Media DE Rango
Ovulos/flor 3253 6,2 157 - 457
Granos polen por antera/ml 1.586,0 137,9 200 - 9200
Polen total por flor/ml 12689,4 | 11036,8 | 1600 - 73600
Carga polinica 6.260,6 469,7 200 -23000
Polen/évulos 39,6 35,1 5-233
Semillas/édvulos 0,3 0,14 0,03 - 0,67
Semillas abortadas 0,6 0,17 0,1-0,9
Semillas por fruto 04,8 43,6 10-189
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Correlacion de los caracteres morfolégicos

Las plantas de O. affinis presentaron coeficientes significativos de correlacién —
covarianza para las medidas de tamafio e la flor y la produccién de-gametos (Tabla 5).
El 4rea de la corola (AC) se correlaciona significativamente con todas las estructuras
florales medidas (LT=longitud del tubo floral; LO= longitud del ovario; AP= apertura
del tubo; LBE~= longitud del brazo estigmatico; LA= longitud de la antera). La presencia
de correlacion implica un cierto grado de dependencia entre estos caracteres por lo"que
se exirajeron componentes principales de_tamafio para examinar su efecto conjunto
sobre el fitness en los andlisis subsecuentes.

Respecto a las asociaciones entre las estructuras florales y la produccién de
gametos, tanto el drea de la corola como la longitud del ovario se correlacionaron
positivamente con la produccién de évulos por ovario (OVU). Las correlaciones de los
caracteres fenotipicos con la produccién de polen por flor (POLFL) son menores.

Tabla 5. Matriz de correlacién sobre la diagonal, y matriz de covarianza bajo la
diagonal para los caracteres fenotipicos de Ia flor y la produccion de gametos. * p < 0.05,
**p <001, *** p<0.001.

AC LT LO AP LBE LA OovU POLFL
AC - 0,651%** [ 0,563%** | 0,604%** | 0,603*** | 0,574*% | 0,430%%* | 0,245*%
LT 11555 | - 0,540%** | 0,364%** | 0,327*%* | 0291* [ 0,349%* | 0,091
1O 403,3 | 5437 - 0,315%* | 0,253% 0,287* 0,601*** | 0,204*
AP 168,1 1,297 0,458 - 0,349%* | 0,503*** | 0,242* 0,065
LBE 255,8 1,949 0,610 0,297 - 0,448%** | 0,198 0,231*
LA 208,3 1,487 0,591 0,366 0,546 - 0,195 0,291**
ovu 9429,5 | 107,7 74,78 10,63 14,56 12,303 - 0,154
POLAN | 962258 | 5019,8 4532,6 509,9 3041,7 3276,7 104770 | -
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Coeficientes de seleccidn

Los diferenciales de seleccion no revelaron valores significativos de seleccion
1otal sobre los caracteres florales a través del componente femenino del fitness-(Tabla 6).
Al controlar por efectos correlacionados, se observo evidencia compatible con seleccion
direccional solo sobre la longitud del tubo floral (B’= 0,332; P < 0,05). El modelo de
seleccion no lineal mantiene la significancia para la longitud del tubo (y’= 0,192; P <
0,05). Similares resultados se obtuvieron cuando los componentes reproductivos fueron -
incluidos (Modelo II). No se detectaron gradientes de seleccién correlacional entre los
pares de rasgos florales en ninguno de los dos modelos evaluados (Tabla 6).

En general los valores positivos para ¢} tubo floral indican que flores.con tubos
mas largos se estarfan promoviendo en la poblacién a una tasa aproximada de 0.3

unidades de desviacion estandar por generacién. El valor positivo en la ecuacién no

~= “lineal para el tubo floral sugiere una superficie de seleccion mixta con un componente

lineal v no lineal. Una aproximacion grafica a la superficie (Figura 9) revel6 una leve
disminucion en la ganancia en fitness entre los -3DE y los -1DE seguido por un ascenso

desde el fenotipo promedio hasta las 3 DE.
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Tabla 6. Diferenciales de seleccion y coeficientes de seleccién fenotipica en rasgos de
la poblacion de O. affinis. Se presentan los resultados de los dos modelos estudiados.

Rasgo s pi’ (EE) vii' (EE)
Modelo I
Area de la corola (mm?) -0,006 -0,300 (0,186) -0,084 (0,073)
Longitud del tubo (mm) 0,189 0,332 (0,142)* 0,192 (0,078)*
Longitud del ovario (mm) 0,083 0,048 (0,130) -0,055 (0,089)
Longitud del estigma (mm) -0,012 0,016 (0,132) -0,013 (0,075)
Longitud de la antera (mm) 0,018 0,072 (0,128) 0,014 (0,089)
R’ 0,069 0,073
Modelo I
Area de la corola (mm?) -0,006 -0,382 (0,198) -0,065 (0,083)
Longitud del tubo (mm) 0,189 0,376 (0,143)** 0,192 (0,079)*
Longitud del ovario (mm) 0,083 -0,016 (0,147) -0,026 (0,091)
Longitud del estigma (mm) -0,012 -0,008 (0,131) 0,004 (0,077)
Longitud de la antera (mm) 0,018 0,047 (0,129) -0,007 (0,092)
N¢ évulos/ovario 0,080 0,086 (0,131) -0,092 (0,065)
N° granes de polen en las anteras/ml 0,176 0,199 (0,109) 0,021 (0,032)
Carga polinica 0,039 0,093 (0,113) -0,040 (0,065)
R? 0,118 0,101
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Figura 8. Estimacion no paramétrica de la adecuacion biologica en relacion al tubo
floral. Spline ctbico estimado para el nimero de semillas por individuo de O. affinis en
relacion con los descriptores de tamaifios de la flor (A = 1). Los descriptores estan
expresados en unidades de desviacion estandar (ver Schluter 1988).

Andlisis de ecuaciones estructurales

Considerando los resultados obtenidos en los andlisis previos sobre la estructura
de la matriz de correlacion- covarianza y los caracteres relevantes para la seleccion, se
construyo el modelo basico que describe las rutas posibles por las cuales el tubo floral
podria estar contribuyendo a la variacion del fitness. Si la hipotesis de alometria es
correcta es esperable que efectos indirectos del tubo a través de las variables asociadas a
rasgos florales (4rea de la corola, ovario, estambres y anteras), produccion de gametos y
caracteres reproductivos (carga polinica, relacion polen/dvulos, semillas/ovulos y
semillas abortadas) estén determinando la autofertilizacion y asi los valores obtenidos en
los andlisis de seleccion.

De seis opciones de modelos examinados (Tablas 7 y 8), el modelo 5 (Figura 9)

fue la estructura causal mas parsimoniosa para dar cuenta de los efectos del tubo floral
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sobre la adecuacion biolégica (X2 = (,885; P= 0,97; Xz/gl= 0,177). El modelo de dos
rutas presenta una via femenina significativa desde el componente principal Tubo floral
(Tubo*ovario) hasta el fitness a través de la produccion de 6vulos. La otra ruta incorpora
dos caracteristicas reproductivas revelando un efecto positivo del Tubo floral sobre la
cantidad de polen que es depositada en los estigmas, al aumentar la carga polinica
disminuye la cantidad de semillas abortadas, variable que tiene un efecto negativo sobre
el fitness relativo de la poblacién. El efecto total del Tubo floral sobre el fitness relativo
es de 0,016. Este bajo valor se debe en gran parte a los efectos no medidos dentro del
modelo, explicado por los altos valores de error asociado a cada variable. El modelo 6,
si bien no es tan parsimonioso como el escogido, muestra una importante relacion entre
el componente principal del tubo polinico y la cantidad de semillas en los frutos en
relacion con la cantidad de évulos por flor. Por lo tanto, al aumentar el tamafio del tubo
floral incrementa esta relacién con un efecto significativo sobre el fifness relativo
(0,913, p < 0,001). Ademés, el aumento del tamafio del tubo floral tiene un efecto negativo
sobre la relacién polen/évulo, es decir, al aumentar €l tamafio de esta estructura floral se esta
produciendo mayor cantidad de gametos femeninos (reforzando el modelo 5 escogido), pero no
proporcionalmente a la produccién de gametos masculinos, estos resultados fortalecen lo
descrito para la via femenina como la via causal de mayor implicancia en el fitness relativo a
partir de varios factores asociados. De este modo, la deteccién de coeficientes de seleccion
estadisticamente significativos sobre el tubo floral no estarfa relacionada con la accion
de polinizadores sobre los rasgos florales sino que residiria en la estructura de relaciones
causales del tube con los rasgos involucrados en la reproduccion autogamica de las

plantas.
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Tabla 7. Descripcién de los modelos alternativos para la poblacién de O. affinis.

Modelo | Descripcién de los modelos alternativos

1 Tubo a Polen Flor a Semillas/6vulos

Tubo a Estigma a Carga polinica

Tubo a Ovario a Ovulos

Tamafio (tubo*darea) a Polen Flor a Semillas abortadas
Tamafio (tubo*4rea) a Estigma a Carga polinica
Tamafio (tubo*érea) a Ovario a Ovulos

Tubo a Polen flor a Semillas abortadas

Tubo a Estigma

Tubo a Ovario a Ovulos

Tubo a Polen flor a Carga polinica

Tubo a Estigma

Tubo a Ovario a Ovulos

Tubo floral (tubo*ovario) a Carga polinica a Semillas abortadas
Tubo floral (tubo*ovario) a Ovulos

Tubo floral (tubo*ovario) a Semillas/6vulos

Tubo floral (tubo*ovario) a Estigma

Tubo floral (tubo*ovario) a Polen/6vulos

RN I o i SR S S S S

Tabla 8. Valores de significancia de los modelos analizados para estructura causal de
efectos sobre el fitness en la poblacién de O. affinis.

Modelo | Grados de libertad ~ Cchi® Valor P BIC
1 19 29,8 " 0,054 -56,5
2 19 37,8 0,006 -48,5
3 13 22,7 0,045 -36,3
4 13 21,0 0,070 -37,9
5 5 0,89 0,970 -21,8
6 4 4,84 0,305 -13,3
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Figura 9. Modelo 5 de estructura causal de la poblacion de O. affinis Maitencillo. Los
asteriscos representan diferencias significativas en los siguientes niveles *** p < 0.001;
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DISCUSION

Este estudio se separé en dos partes. En primer lugar, se corrobord que la
poblacién tuviese las caracteristicas necesarias para plantear una hipdtesis de asociacion
alométrica a partir de una matriz de correlacién — covarianza entre caracteres de la
morfologia floral y produccién de gametos, una prueba de polinizacion, observacion
directa de hercogamia y una caracterizacion de la biologia reproductiva de la poblacion.
En una segunda etapa, se detectaron las vias directas e indirectas causantes de las
variaciones en la adecuacién biolégica realizando anélisis de seleccion y modelos de
ecuaciones estructurales.

La matriz de correlacién — covarianza sefiald una fuerte estructura entre los rasgos
morfolégicos principalmente entre el area de la corola, la longitud del ovario y la
longitud del tubo floral. Las fuertes correlaciones enfre caracteres muestran una
variacién coordinada, indicativa de un fenotipo floral integrado (Herrera 1988). Varios
estudios experimentales han demostrado que las respuestas plasticas de distintos
caracteres a un ambiente cambiante frecuentemente estan correlacionadas entre si, lo
que resulta en variacién coordinada de caracteres y un grado apreciable de integracién
fenotipica (Schilichting 1986).

Dentro de las caracteristicas reproductivas se observa que aproximadamente un
44% de los évulos originan semillas. Es decir, menos de la mitad de los ovulos
producidos logran fecundacion, lo cual sugiere que la ausencia de polinizadores tiene un
alto costo reproductivo en el componente femenino. Por otro lado, la produccion de
polen en las anteras es practicamente el doble que el encontrado en los brazos
estigmaticos, existiria también un costo reproductivo a través del componente masculino
de la adecuacion bioldgica. Esta idea se refuerza al calcular la relacién entre el polen
producldo por las anteras y los 6vulos por ovario, segun la llterfdfpra Crufiel} (‘?.9010')'
determipa, que las plantas autocompaﬁbles—au*ogamas por lo general presentan una
n'lér;lor relacion polen/6vulo que las especies incompatibles y dado los altos valores

obtenidos es probable que exista una depresion por endogamia en la poblacién.
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Respecto al sistema de reproduccion, es importante destacar que los altos fndices
de autocompatibilidad y autofecundacion detectados son facilitados por la ausencia de
hercogamia y la liberacién temprana del polen de las anteras antes de que ocurra la
antesis asegurando que el polen sea depositado en el estigma afin no receptivo de la
propia flor. En plantas anuales como Oenothera affinis, donde la ocurrencia de antesis
en una sola noche y la presencia de polinizadores es nula, los mecanismos asociados a la
autofertilizacién debieran ser fuertemente promovidos debido a una tnica oportunidad
para reproducirse y dejar descendencia (Carvallo y Medel 2010).

En la segunda etapa se detectaron las causas de la asociacién entre el fenotipo
floral y el fitness. Inicialmente los andlisis de seleccidn descritos para la poblacién, no
revelaron una relacidn significativa de los diferenciales de seleccién entre los rasgos
florales, reproductivos y el fitness femenino. No obstante, las ecuaciones lineales y no
lineales de Lande y Amold (1983) detectaron importantes coeficientes de selecci6n para
la longitud del tubo floral bajo los modelos I y II. Sin embargo, como en cualquier
estudio. de seleccién fenotipica, estos resultados pueden estar bajo la influencia de otros
rasgos no medidos y que se correlacionan con las variables estudiadas, por lo cual es
facil sobreestimar la fuerza de seleccién (Lande y Arnold 1983, Endler 1986) por
ejemplo, cuando la alometria no es controlada en especies autocompatibles.

Para esclarecer lo anterior, se trabajé con modelos de ecuaciones estructurales
(SEM), buscando las vias causales que mejor representaran la estructura de covarianza
de los datos obtenidos en el terreno. La hipétesis aceptada reveld estrechas conexiones
entre los caracteres morfoldgicos y reproductivos. Es asi como la longitud del tubo que
revelaba fuertes coeficientes de seleccion, exhibi6é efectos importantes a través de una
via femenina al fitness encontrando una estrecha relacién entre caracteres morfolégicos
y produccién de gametos. Un aumento en el tamafio del tubo se corresponde con un
aumento en el tamafio del ovario, el cual tiene un efecto directo en el aumento del
niimero de dvulos y posteriormente en el fifness relativo. Los andlisis concuerdan con

Charlesworth y Charlesworth (1987) quienes demostraron que en especies

autocompatibles existe en general una menor asignacion de biomasa al androceo y




perianto que al gineceo: Por lo tanfo, las especies autdgamas presentan caracteristicas
que promueven la produccién de semillas por medio de economizar la inversion en las
estructuras reproductivas.

El sistema de reproduccién principalmente autofecundable podia afectar la
capacidad de la poblacion para responder a cambios ambientales segin algunos modelos
tedricos que pronostican el empobrecimiento genético de las especies de distribucion
restringida como consecuencia de la répida fijacién de genes debido a deriva genética,
seleccion en pequefias poblaciones y adaptacion a una gama reducida de condiciones
ambientales. Sin embargo, otros estudios sefialan que se puede mantener los altos
indices de autofecundacién dentro de una poblacién primero mediante el aumento de la
plasticidad y luego fijando esta caracteristica por asimilacién genética (Levin 2012). La
plasticidad es definida como la variacion en la expresién fenotipica de un genotipo en
respuesta a las condiciones ambientales particulares aumentando la capacidad del
individuo a sobrevivir y reproducirse bajo ciertas condiciones. Esta seria la razdn por la
cual la poblacion de estudio, a pesar de caracterizarse por presentar pequefias flores
debido a los altos niveles de autofertilizacidn, el modelo de ecuaciones estructurales
indica que los tamafios mayores de la morfologia floral estarian siendo favorecidos
probablemente debido a las condiciones ambientales y su relacién con la plasticidad
fenotipica.

Los resultados de los modelos de ecuaciones estructurales revelaron un alto valor
a las variables no medidas que estarian afectando al fitness relativo, esto deja pendiente
determinar con precision la contribucion de factores ambientales al sistema
experimentando en condiciones controladas.

Por otro lado, es necesario establecer otros factores que determinen la calidad de
los frutos como por ejemplo, la masa de frutos y semillas. Ademas, considerar otros
factores que permiten comprobar la eficacia reproductiva, si bien se separaron las
semillas abortadas del total de semillas obtenidas por fruto, conviene calcular el
porcentaje de germinacién tanto para la prueba de polinizacidn como para los estudios

de seleccion y de modelos de ecuaciones estructurales.
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Finalmente, Weiner y Thomas (1992), relacionan los cambios en la alometria de

- plantas con las interacciones competitivas entre individuos dentro de una poblacién en
tres especies anuales, demostrando que en ausencia de competencia las plantas siguen
una trayectoria simple de alometria, pero al aumentar la densidad de plantas los recursos
son mayormente asignados a las estructuras reproductivas obteniendo relaciones
discontinuas en la morfologia floral. Este es un significativo factor a considerar en

futuros trabajos.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo sugieren que a pesar de no ser ampliamente
considerada en la literatura, la alometria es un factor que puede contribuir de manera
importante a generar resultados compatibles con la idea de seleccién mediada por
polinizadores sobre el tamafio de partes florales en especies autocompatibles y con algin
grado de autogamia: Si-esto es asi, es posible que muchos estudios con coeficientes
positivos de seleccién documentados en la literatura hayan sobre-estimado la
importancia de los polinizadores sobre la seleccién real referente a los fenotipos florales
en la naturaleza. Por consiguiente, efectos alométricos asociados con la capacidad de
autopolinizacién espontdnea pueden aumentar la probabilidad de error en las
estimaciones de seleccién mediada por polinizadores llegando a obtener resultados que
detectan seleccion natural cuando no la-hay, cometiendo un error estadistico de tipo I
(Sokal y Rohlf 1981). Se sugiere que futuros frabajos debieran cuantificar
explicitamente la contribucién de la alometria floral a las estimaciones de fitness para
asi controlar potenciales efectos no deseados en los estudios de seleccidn mediada por

polinizadores.
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- ANEXOS
Anexo 1. Tabla resumen de los resultados de los estudios divulgados entre los afios 1987 y 2007

en morfologia floral.

Grad.lineal. valor -p s NS NA
Dif.lineal. valor - p S NSINA|S [INS|NA[S [NS|NA
Altura de la planta x rasgo floral 8 |
Altura del tallo x rasgo floral 11
Area de la flor 6 50 4
Carpelo/flores 3 2

Didmetro basal x rasgo floral 1 4
Didmetro del céliz 2 6

Diémetro interno x longitud del tubo 1 , 1
Distancia nectario- estigma 1 ]2 2 |4

Flores estaminadas 1 1

Longitud antera — -8 9 4 |8
Longitud del carpelo 2 12
Longitud del corpiisculo 2 1 12

Longitod del pétalo 3 § I3 11 155 17 15 |2
Longitud del pistilo

Longitud de los estambres B ) 2 12 -
Longitud estigmas 2 3 |1 J1 |5
Longitud estigmas x rasgo floral 1 6 6 15
Longitud del estilo 1 i

Longitud del tubo 2 1

Longitud del tubo x rasgo floral 3
Longitud ovario 1

Longitud nectario 2

Medidas de ia corola 14 1 |10 |3 |5 |46 |25 |87 |13
Mid-flowering x rasgo vegetativo 12
N° de flores x rasgo vegetative 16
N° de flores x rasgo floral 13
N° de tallos x rasgo floral 3
N° de tallos x n° de flores

N de édvulospor flor 1 3 4

Nectar % tamaiio de ]z flor 4
PC (forma floral) 8 13

Produccion polen por fior 2 7 4
Separacion antera - estigma 1 3 5

Tamafio floral x rasgo floral - - ) 9 -
Tamafio del labelo 2 1 |3 1 |5
Tamafio del pétalo x rasgo floral 9
Tamafio del sépalo 4 |4

Otras medidas de rasgos 4 4 110 17 118 422 2
TOTAL 32 11 [84 |18 141 }235]|50 |133[128
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A_neig 2. Coeficientes de seleccion fenotipica de rasgos de Oenothera affinis en la poblacién de

estudio en el afio 2006.

Nota: Se muestran exponentes direccional estandarizado (Bi*), y estabilizador/disruptivo (yii) y

gradiente de seleccion (SE). Todos los parametros son estandarizados a promedio cero y

varianza tinica. El gradiente de seleccién es significativo bajo el ajuste de Bonferroni con una o~

nivel = 0.05. **P<0.001, *P<0.05

& =103

Trait BEE) w' {5E)
Modet I
Cerollz sive D.028 (3.058) 2,333 (0765
Tube length 013 (0036 0.805 {636}
Tubs opeming 0.011 (2.052 ~0.511 (3,536}
Open fiowers - G020 (0.025) - 0275 10307}
Plaw size 0.050 (8.050) 0.370 (2428}
R 0.145 0.283
Moilel I
Cazcllz size -0.023 (0,055} 2018 (ETESpT
Titbe Jangth 0.083 (0.037% - D05 (3,720}
Tube gperting 0.007 (0.050) - 0545 (0515
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Anexo 3, La estimacion cibica del fitness de Oenothera affinis para la poblacién en el afio 2006
én relacion a: (A) tamafio de 1a corola (L= 0), y (B) rasgos reproductivos (A = 0), LasTineas

entrecortadas + 1SE estiman los valores de bootstrap con 1000 réplicas.

-43-




Anexo 4, Tabla comparativa de los caracteres florales entre la poblacion de estudio y una

poblacidn con alta tasa de polinizacidén en Argentina, aiio 2006.

Argentina Chile
Clizracter Mean (SE) N Mean (SE) N F
Coroliz area (mm-) 3564.03 (61.97) ¥73 123721 (3065 160 1174 55%%%
Careliz perimeter (mmm) 326,15 (6.99) 173 163.6) (2.85) ica GTT4GF=¥
Corallz dizmeter (mm) 76.70 (0.67) 175 43.18 (0.9} 1c0 765.61 %+
Petal width (mm) 57.59(0.36) 175 24.18(0.29) ice G78.88% =+
Tube length (mm) 162,70 (6.58) 186 17.35(0.40) 160 268 145%%
Tube apening {mm) 4.20(0.04) 17 2730.05 1c0 £84.10d
Anther length (mm) 10.47 (0.12) i73 5.51 (0.09) 160 914, 73%ux
Stizma length (mmy) 7.57 (0.09) 175 6.22 (0.0 100 91.2G%=*
Ovary lenzth {mmj} 18.71 (0.15) i85 1279017 1¢0 ETL AT
Nectar vohure (uE) 13.66 (1.88) 20 0842017 1 163.86%%%
Nectar concentration ("Brix) 3236 (0.49) 20 2504037 12 31.08%i*
Flowers open per right 138 (0.043 213 397 (0.20) 113 114539343
Plant height (em) 46.35 (0.99) 186 SL35{137 10 S e
Nuobet of branches 6.59 (0.32) 185 I18.80(0.E7) 1ca 251, 70% %%
Seed production per fuit 300.59 (5.71) 185 10043 (L4 160 A3 41 %%
Noter: All Fovalues are significant after sequential Bonferront adjustment with a fablewise ot-level = (.03
=+ D D001, ** P<0.01
[




