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RESUMEN

En este trabajo se examind la magnitud, direccion y forma de la seleccién natural
mediada por polinizadores sobre rasgos morfolégicos de la orquidea endémica chilena
Chloraea bletioides usando componentes masculinos y femeninos de la adecuacion
biol6gica. Los resultados revelaron seleccion total positiva para la altura de la planta y el
numero de flores pero ausencia de seleccion sobre los caracteres florales. Respecto a
seleccion directa, se detectd seleccion direccional positiva sobre el nimero de flores.
Asimismo, se detectd seleccion correlacional negativa entre el 16bulo central del labelo y
el tubo fioral indicando la existencia de seleccion sobre combinaciones opuestas de tales
caracteres. La oportunidad para seleccion difirié entre el componente femenino y
masculino de la adecuacién, sugiriendo que la evolucion floral en esta especie es mas
factible de ocurrir a través del sexo femenino. Adicionalmente a las estimaciones de
seleccidn, se evalud experimentalmente y mediante modificacion fenotipica el impacto
de la polinizaci6n sobre la correlacion y potencial integracién de apéndices florales
provenientes de diferentes verticilos. Se removieron las puntas de los sépalos laterales y
el 16bulo central del 1abelo en un disefio factorial de 2 x 2. Los resultados revelaron
ausencia de efecto sobre ambos componentes sexuales. Los resultados experimentales no
significativos son consistentes con los diferenciales y gradientes de seleccién obtenidos
para estas plantas en condiciones naturales. No obstante, la observacion de selecciéon
correlacional sobre el 16bulo del labelo y el tubo floral en el estudio de seleccidn, sugiere
que experimentos manipulativos sobre estos rasgos podrian ser de interés para evaluar la

integraci6n funcional y adaptativa de estos caracteres.
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ABSTRACT

In this work I quantified the magnitude, direction and form of pollinator-mediated
selection acting upon morphological traits in the Chilean endemic orchid Chloraea
bletioides. Results revealed strong selection differentials for plant height and flower
number but absence-of selection for flower characters. Mutivariate analysis of selection
revealed a strong and positive direccional selection gradient for flower number and a
negative correlational gradient for alternative combinations of traits. The correlation
between the labellum and flower tube was under negative correlational. The opportunity
for selection was higher in the female rather than male sexual function, suggesting that
{loral evolution in this species may occur mainly through female function. In addition to
estimates of selection coefficients, I experimentally evaluated, through phenotypic
modification, the impact of pollination on the correlation and potential integration of
flower traits coming from different whorls. I removed the tip of the lateral sepals and the
central lobe of the labellum in a 2 x 2 factorial design. Results revealed absence of
fitness impact irrespective of the sexual function on which fitness was measured.
Overall, the experimental results were consistent with the selection coefficients
estimated from phenotypic selection analyses. Notwithstanding, the observation of
significant correlational selection for labellum x flower tube suggests that experimental
studies performed on these characters may be of interest to evaluate the functional and

adaptive integration of flower design in orchids.
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1. INTRODUCCION

La seleccién natural puede modificar el promedio, la varianza y la covarianza de los
rasgos métricos de los organismos (Lande y Arnold 1983, Phillips y Arnold 1989,
Brodie et al. 1995). La mayoria de las discusiones sobre la evolucién correlacionada de
rasgos se han enfocado tradicionalmente sobre sus cansas genéticas (pleiotropia,
ligamiento) y del desarrollo (e.g., Lande 1980, Falconer 1989), pero la covarianza entre
rasgos puede también ser el producto adaptativo de selecci6n correlacional, surgiendo
cuando alguna combinacién particular de rasgos es favorecida a costa de otras
combinaciones (Endler 1986, 1995). Se ha sugerido que la seleccién correlacional sobre
conjuntos de caracteres puede ser la forma mas comin de operacion de la seleccién
natural (Schluter y Nychka 1994). No obstante, evidencias sobre este punto son
limitadas en la literatura.

Darwin design6 a las Orchidaceae como la familia de plantas donde la evolucién floral
puede ser mejor estudiada. Estas plantas con su ‘interminable variacién’ en los artilugios
florales para la reproduccién sexual le proporcionaron un amplio rango de posibilidades
para seleccion natural (Darwin 1862). Orchidaceae es la familia de plantas ms rica en
especies, conteniendo tal vez més de 25 000 especies (Atwood 1986). Al igual que otras
angiospermas, la mayoria de las orquideas provee una recompensa al polinizador (e.g.,
néctar), pero 8 000-10 000 especies act!ia;l por engafio, es decir, no proveen recompensa
a los polinizadores (Nilsson 1992). Aunque algunas orquideas son aufo-polinizadas
(autogamas) y unas pocas son polinizadas por aves, la mayoria de las especies son

polinizadas por insectos (Nilsson 1992). No obstante, en la mayoria de los grupos la




evolucién ha conducido a rasgos florales muy elaborados (ver e.g., Darwin 1862,
Dressler 1990, Nilsson 1992).

El ajuste entre las adaptaciones de las flores polinizadas por insectos y la
morfologia de los insectos especializados, son un ejemplo cldsico de coevolucién
estrecha (Proctor et al. 1996). Estas asociaciones soportan la visién prevaleciente que la
coevolucion planta-polinizador promueve la diversidad floral, la cual pusde ser
explicada a través de la seleccién mediada por los polinizadores. En afios recientes
muchos estudios han medido seleccién por los polinizadores sobre rasgos florales
cuantitativos evaluando la correlacion entre el fitness y la variacién natural de dichos
1asgos (e.g., Galen 1989, Schemske y Horvitz 1989, Young y Stanton 1990, Campbell et
al. 1991, Herrera 1993, Andersson y Widén 1993, Wilson 1995, Conner et al. 1996,
Conner y Rush 1997, Maad 2000, Medel et al. 2003), o entre ¢l fitness y variacién
inducida experimentalmente (e.g., Inoue 1986, Cruzan et al. 1988, Nilsson 1988,
Andersson 1994, Conner y Rush 1996, Botto-Mahan y Ojeda-Camacho 2000, Herrera
2001, Malo et al. 2001, Pohl et al. 2006). La mayorfa de estudios bajo condiciones
naturales sugiere que el incremento de los rasgos florales incrementa el éxito
reproductivo. Asimismo, la mayoria de estudios experimentales sugiere una disminucién
en el fitness al modificar rasgos florales.

La seleccién puede afectar multiples caracteres simultineamente y puede ocurrir
como un resultado de caracteres que estin enlazados genéticamente o debido a
correlaciones alométricas (Endler 1986, Brodie et al. 1995). Sélo dos estudios han
intentado medir seleccién multivariada en orquideas (Tremblay et al. 2005) y ambos se

enfocaron sobre caracteristicas fenolégicas, vegetativas y florales. O*Connell y Johnston




(1998) hallaron seleccién correlacional negativa sobre Ia altura de la planta con el
tiempo de floracién en una de dos poblaciones de 1a orquidea Cypripedium acaule,
mientras Maad (2000) no hall$ evidencia de seleccion correlacional en Platanthera
bifolia. A pesar que las herramientas analiticas para estudios de seleccién correlacional
han estado disponibles desde la década de 1980 (Lande y Amnold 1983, Mitchell-Olds y
Shaw 1987, Phillips y Arnold 1989), sélo unos pocos estudios han examinado
directamente selecci6n correlacional sobre rasgos florales (O’Connell y Johnston 1998,
Caruso 2000, Gémez 2000, Maad 2000). Estas investigaciones no siempre obtienen
clara evidencia de este tipo de selecci6n sobre rasgos florales morfométricos,
posiblemente porque se enfocaron sobre un rango relativamente estrecho de varianza
fenotipica natural de los rasgos florales (Herrera 2001).

Herrera (2001) realiz6 un experimento manipulativo aumentando la variabilidad
floral en Lavandula latifolia (Labiatae) para probar los efectos de la interaccién entre
rasgos sobre el éxito de polinizacion. La variacién artificial de la corola no tuvo efectos
significativos sobre ¢l éxito de polinizacién femenino ni masculino y dos morfos
aberrantes (carecian de la integracion de la corola) tuvieron una ventaja marginalmente
significativa en la fecundidad sobre los morfos naturales. Estos resultados no
permitieron sostener la hipétesis que la seleccion correlacional mediada por los
polinizadores contribuye a mantener Ia integracion de la corola en L. latifolia (Herrera
2001). En este contexto, experimentos manipulativos que aumenten artificialmente Ia
variabilidad floral y evalien los efectos de la interaccion entre rasgos sobre el éxito de
polinizacién pueden resultar cruciales para valorar si procesos adaptativos mds que

restricciones genéticas (ligamiento, pleiotropia) y de desarrollo, son responsables de la




estrecha integracion de las partes florales comiinmente observadas en las plantas
polinizadas por animales (Herrera 2001).

En el presente trabajo se realizé un experimento manipulativo para valorar
cuanto y en qué manera los sépalos laterales y el 16bulo central del labelo influencian el
€xito reproductivo en la orquidea Chloraea bletioides. También fueron tomadas medidas
de rasgos morfolégicos florales y vegetativos a plantas en condiciones naturales para
evaluar seleccion fenotipica mediada por polinizadores sobre los caracteres individuales
y sobre combinaciones de caracteres. Se contrastaron los resultados obtenidos a partir de
ambas aproximaciones para valorar si la seleccién correlacional generada por los
polinizadores es relevante para la integracion fenotipica de los caracteres florales
modificados. La manipulacitn se focaliz6 en rasgos florales que pertenecen a verticilos
diferentes: los sépalos que hacen parte del céliz de la flor y el labelo que forma parte de
la corola. Dado que en C. bletioides estas estructuras florales probablemente funcionan
juntas en el proceso de atraccién de polinizadores, se esperaria que estuvieran sujetas a
seleccion correlacional. Por consigniente, para probax: esta hipétesis los objetivos de esta
investigacion fueron: (1) Documentar seleccién fenotipica causada por los insectos
polinizadores sobre las partes florales usando los componentes femeninos y masculinos
del fitness. (2) Explorar la consistencia de mediciones correlacionales de seleccidn sobre

el fenotipo floral con evidencia experimental que modifica dicho fenotipo.




2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
Documentar seleccién fenotipica sobre rasgos florales mediada por los insectos
polinizadores a través de ambas funciones sexuales en Chloraea bletioides, y explorar el

efecto de la seleccion sobre rasgos correlacionados en ambos sexos.

2.2 Objetivos especificos
2.2.1 Evaluar el éxito de polinizacion femenino (fructificacion) y el éxito de
polinizacién masculino (mimero de polinios removidos) para cuantificar la seleccién

sobre rasgos florales.

2.2.2 Evaluar mediante un experimento manipulativo la importancia que tiene Ia
integracion de los sépalos laterales y el 16bulo central del labelo sobre Ia fructificacién y

la remocién de polinios.

2.2.3 Contrastar metodologias correlacionales de seleccién con experimentos

manipulativos sobre el fenotipo floral.




3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Historia natural de Ia especie y lugar de estudio

Chloraea bletioides Lindl. es una orquidea terrestre endémica de Chile (Figura 1),
distribuida en las Regiones V, VI, y Metropolitana (Correa 1969, Lehnebach 2003,
Novoa et al. 2006). Florece desde los primeros dias de Noviembre hasta finales de
Enero. Las flores individuales permanecen abiertas por aproximadamente tres semanas,
y envejecen y mueren aproximadamente 5 dias después de Ia polinizacién (observacion
personal). La inflorescencia pauciflora generalmente produce de 1 a 5 flores grandes
(Figura 1A), aunque algunas veces se observan individuos con hasta 10 flores. Las flores
son blancas con nervaduras y 4pices verdes (Figura 1B). El sépalo dorsal es redondeado
y generalmente obtuso con una mancha verde en el dpice. Los sépalos laterales son
estrechos hacia el 4pice dentado, el cual posee una mancha de color verde oscuro. Los
pétalos tienen 5 nervios verdes y la zona internerval es verdosa. El labelo (Figura 1B,
1D) es cortamente unguiculado, trilobulado. El l6bulo central es recorrido hacia el tubo
floral por lamelas enteras de color verde. El dpice de este 16bulo tiene una cresta y una
mancha verde oscura. Hay una antera (Figura 1C, 1D) que contiene dos polinios (polen
aglutinado en masas). La columna (androceo, estilo y estigmas fusionados) de C.

bletioides es roja y en su base hay dos canales nectariferos (Figura 1C, 1D).




A)

(D)

Figura 1. Chloraea bletioides Lindl. en el sitio de estudio: (A) Habito de la planta, (B) flor de
un individuo. (C) Detalle de la columna: se observa la antera (a) dentro de la cual hay un polinio
(p) (el otro polinio fue removido); justo debajo de la antera se ve la superficie estigmatica (se).
(D) Chloraea bletioides Lindl. var. lutea, se observan la antera (a), la columna (c), los sépalos
laterales (s), el labelo (lab) y sobre este unas estructuras laminares llamadas lamelas (1). Para

mas detalles ver el texto. Fotografias (A), (B) y (C) por R. Medel.

A pesar de las manchas vistosas de las flores, de las conspicuas “guias de néctar” sobre

el labelo y de los canales nectariferos, esta orquidea -como otras especies del género- no




produce néctar (Lehnebach y Riveros 1999, Novoa 2005, obs. pers.). Asi pues, es
posible que esta especie sea polinizada por engafio,

Algunos insectos visitantes que se han observado en pobiaciones de esta especie
son: el escarabajo Arctodium sp. (Coleoptera), la abeja Centris nigerrima
(Hymenoptera), el abejorro Bombus terrestris (Hymenoptera), hormigas de los géneros
Camponotus y Solenopsis (Hymenoptera), entre otros (Novoa 2005, Humaiia et al.
comunicacién personal). En la poblacion de estudio se observé a estas especies visitando
flores, pero sélo se detect6 a Centris nigerrima efectivamente polinizando o con polinios
adheridos a su cuerpo. En otras poblaciones se ha observado individuos de drctodium
sp. con polinios adheridos a sus élitros (Novoa 2005). Aunque en el sitio de estudio se
observd varias veces a estos coledpteros dentro de las flores, nunca se vio alguno
portando polinios. En el Anexo A se muestran algunos insectos visitando flores de C.
bletioides en el lugar de estudio. EI mecanismo de polinizacién para el caso de las abejas
es como sigue: estas llegan a una flor y aterrizan en el labelo, caminan hacia el tubo
floral. Una vez que quieren salir, a menudo giran en 180° y recorren de nuevo el labelo
hacia la salida. Al hacer esto la abeja generalmente roza los polinios que se adhieren a
través del viscidio (cor una cubierta pegajosa) a su cabeza o a su térax. De esta manera
es removido el polen de cada flor. Cuando una abeja que porta polinios adheridos
ingresa a una flor, generalmente estos se pegan a Ia superficie estigmatica (justo debajo
de la antera, Figura 1C) cuando la rozan. De esta manera el polen es recibido por una
flor,

En un estudio de polinizacién para la especie endémica chilena Chloraea

lamellata se document6 que ni autogamia directa ni agamospermia (apomixis)




estuvieron involucradas en la produccion de semillas (Lehnebach y Riveros 2003). Otro
estudio de polinizacién para cinco taxa del género Chloraea, incluida C. bletioides,
mostré que estas especies son auto-compatibles, pero los resultados documentaron que
el porcentaje de auto-polinizacién automatica (autogamia) en condiciones naturales para
todas ellas fue nulo (Humafia et al. datos sin publicar). Todos estos resultados indican
que los polinizadores parecen ser esenciales para la reproduccién en este género de
orquideas.

Chloraea bletioides, una especie que no presenta autogamia y requiere de
polinizadores para su reproduccion, es una planta adecuada para realizar estudios de
seleccion mediada por polinizadores. Ademds, en esta especie (como en la mayorfa de
las orquideas) ambos componentes sexuales pueden ser estimados de una manera
relativamente fécil: el fitness femenino puede ser evaluado como frutos producidos, y el
fitness masculino como remocion de polinios, ya que son transportados como paquetes
totales por los polinizadores (Nilsson 1992). Se ha demostrado que la remocién de
polinios esté correlacionada con la donacién/paternidad en otra especie de orquidea
(Nilsson et al. 1992) y en otras plantas con polinios (Broyles y Wyatt 1990a, b). Se
decidié no evaluar la fecondidad (mumero de semillas producidas) que es otro
componente importante del fitness femenino, porque en orquideas llevar a cabo este
proceso es complicado ya que en un solo fruto puede llegar a haber cientos de miles de
semillas (Proctor et al. 1996, Lehnebach y Riveros 2003, Tremblay et al. 2005), 1o cual

hace del conteo una tarea dispendiosa.




Este estudio fue llevado a cabo en un sector de los Pinares de Algarrobo,
Municipio de Algarrobo, V Regién. Las coordenadas son 33° 24° 6,8 S, 71° 38” 58,6”
W. El sitio se encuentra a una altura de 101 m.s.n.m., y tiene un 4rea aproximada de
8 000 m”. Varias especies de orquideas endémicas consideradas como escasas o raras
crecen en este sitio, entre ellas Chloraea cristata, C. heteroglossa, C. multiflora, Gavilea
longibracteata (obs. pers.). Los individuos de C. bletioides se encuentran generalmente
creciendo bajo drboles de pino (Pinus radiata) junto a plantas de Chusquea cumingii
(Poaceae) y Eryngium paniculatum (Apiaceae). Los alrededores del sitio donde se
encuentra la poblacion de estudio han sido bastante intervenidos en las tltimas décadas,
principalmente por reemplazo del bosque nativo por sembradios de pino y por proyectos
inmobiliarios (Bachr, com. pers.). En el rea de estudio se encontraron alrededor de 200

individuos de C. bletioides en flor.

3.2 Trabajo de campo y anilisis de la informacién

El trabajo de campo se llevé a cabo desde el mes de Diciembre del afio 2005 hasta
Marzo del 2006. Se marcaron 140 plantas de C. bletioides. A cada planta se le midi6 la
altura total con una cinta métrica, se le conté el nimero de flores yal final dela
floracién se registré el niimero de frutos producidos y el mimero de polinios removidos.
De los 140 individuos se escogieron aquellos que tuvieron botones florales cerrados al
momento de marcar para la toma de medidas morfométricas y para el experimento
manipulativo. En cada individuo se eligieron dos botones al azar: A uno de los botones

se le tomaron medidas de rasgos florales cuando estuvo completamente abierto y el otro
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bot6n se dej6 para el experimento manipulativo, modificandose segun el tratamiento
asignado una vez que estuviera abierto (ver mds adelante).

Para evaluar la importancia de los rasgos florales sobre el éxito reproductivo, en
72 plantas se tomaron diversas medidas florales cuantitativas sin modificar Ia flor (una
flor por planta) con el fin de explorar el efecto que gjerce la seleccién sobre ciertas
combinaciones de rasgos. Ademds, para evaluar Ia importancia de la integracién floral
sobre el éxito reproductivo, se realizé un experimento manipulativo en un disefio
factorial de 2 x 2 a 124 flores (una flor por planta), modificando los sépalos laterales y/o
el 16bulo central del labelo, con el objetivo de evaluar e} éxito de polinizacién de estas
flores bajo cada tratamiento.

Dado que C. bletioides tiene manchas florales muy vistosas en las puntas de los
sépalos laterales y en la punta del 16bulo central del labelo, lugares en donde fueron
realizados los cortes a las flores experimentales, se realizo regresion logistica sobre los
datos para detectar posibles relaciones de dichas manchas florales con la remocién de
polinios y/o la fructificacién de las flores, con el fin de descartar la posibilidad de que Ia
atraccion de los polinizadores se afectara por la carencia de las manchas florales y no
por la modificacién de la integracién floral en esta especie. Los resultados que se
muestran en el Anexo B permiten concluir que no hay relacién significativa entre el
tamafio de las manchas florales y la remocién de polinios o la praduccién de frutos en C.
bletioides, lo cual permite evaluar experimentalmente el efecto de los sépalos laterales y
el labelo sobre €] éxito reproductivo.

Tanto para el experimento como para las medidas de seleccién se separaron los

analisis por sexos considerando el desarrollo de frutos (0 6 1) como indicador del éxito
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de polinizacién femenino (fitness femenino) y el nimero de polinios removidos (0, 1 6
2) como indicador del éxito de polinizacién masculino (fitness masculino). Para el
analisis de seleccion se conté el mimero total de polinios removidos y de frutos
producidos por planta (n = 72). Se consideraron las medidas morfométricas tomadas a
cada flor por individuo como un promedio de los valores de estos rasgos para el
individuo, ya que las flores dentro de cada planta pricticamente no exhiben variacién, A
diferencia del anlisis de seleccion, en el experimento manipulativo se registrd la
remocién de polinios y fructificacién sélo a las flores experimentales.

Para cada planta estudiada, el fitness absoluto femenino (W) fue estimado por el niimero

total de frutos producidos y el fitness absoluto masculino (W) por el niimero total de

polinios removidos. El fitness relativo femenino (w)) fue calculado como WIWF,
donde W f es el fitmess absoluto femenino promedio de los individuos estudiados. El

fitness relativo masculino (w,,) fue similarmente calculado como Wm/Wm , donde Wm
es el fitness absoluto masculino promedio.

En 1a poblaci6n de estudio (n = 200) la actividad de los insectos visitantes fuc
observada durante 30 dias entre los meses de diciembre del 2005 y enero del 2006.
Periodos de observacion de media hora fueron efectuados durante el dia desde las 09:00
a las 21:00 horas, intercalando al azar las zonas de observacion a lo largo del sitio de
estudio. Los insectos fueron colectados y posteriormente identificados. La tasa de visitas

fue caleulada como el niimero de visitas por flor* por hora™.
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3.2.1 Andlisis de seleccion fenotipica

Utilizando un vernier digital (precisién 0,01 mm) se midieron los siguientes rasgos

morfologicos a las flores marcadas (r = 72) (Figura 2):

a) Ancho de flor de frente (medida de la longitud de punta a punta entre los dos sépalos
laterales).

b) Alto de flor (longitud entre la punta del labelo y la punta del sépalo superior).

c) Ancho y largo de un sépalo lateral.

d) Ancho y largo del 16bulo central del labelo.

e) Largo del tubo fioral.

f) Longitud total de la flor.

g) Ancho y largo de las manchas de los sépalos laterales.

h) Ancho y largo de la mancha del 16bulo ceniral del labelo.

Ademds de estos rasgos florales, para cada planta:

i) Se contd el nimero total de flores.

J) Semidi6 el largo total (distancia lincal desde el suelo hasta el tope de la flor mas

alta).
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Figura 2. Rasgos florales medidos (n = 72). (a) Ancho de flor, (b) alto de flor, (c) ancho y largo
de un sépalo lateral, (d) ancho y largo del 16bulo central del labelo, (e) largo del tubo floral, (f)
longitud total de la flor, (g) ancho y largo de las manchas de los sépalos laterales, y de la mancha
del I6bulo central del labelo (h). Fotografias por R. Medel.
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Respecio al éxito reproductivo, se registré para cada individuo el nimero de frutos con
semillas y de polinios removidos al final de Ia temporada de floracion (Marzo-Abril del
2006). Luego que muchos frutos abrieron y las semillas se dispersaron, las

inflorescencias marchitas de las plantas medidas fueron colectadas en bolsas de papel y

llevadas al laboratorio para confirmar la remocién de polinios.

3.2.2 Experimento manipulativo

Las manipulaciones experimentales de las flores (n = 124) fueron Ilevadas a cabo de
acuerdo 2 un disefio factorial completo de dos vias, con las puntas de los sépalos
laterales y el 16bulo central del labelo como los dos factores involucrados. Dos niveles
fueron usados para cada factor, a saber Control (sin manipulacién) y Tratamiento
(manipulacién). Para los sépalos laterales Ia manipulacién consisti6 en cortar las puntas
de estos justo por encima de sus manchas verde oscuras (aproximadamente el 30% del
sépalo en su extremo distal), mientras Ia manipulacién del labelo involucré el corte del
I6bulo central de este a la altura de las lamelas (aproximadamente el 33% del labelo)
(ver Figura 3). Las cuatro morfologias florales resultantes de la combinaci6n de estos
dos factores con dos niveles se observan en la Figura 3. Los cortes fueron realizados con
tijeras de diseccion finas, y se hicieron cuando las flores empezaron a abrir, antes de que

estuvieran totalmente abiertas y los polinizadores tuvieran acceso al interior de estas.
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SEPALOS LATERALES

LABELO

Figura 3. Vista frontal de una flor de Chloraea bletioides, mostrando las cuatro morfologias
florales resultantes de la combinacion factorial de los tratamientos experimentales con dos
niveles de los sépalos laterales y del 16bulo central del labelo (control (+) y tratamiento (-)). Para

mas detalles ver el texto. Fotografias por R. Medel.

Se asignaron las plantas al azar (n = 124, una flor por planta) a uno de los cuatro
tratamientos que consistieron en cortar (—) o no (+) las siguientes partes (Figura 3):
(1): + 16bulo labelo, + puntas sépalos (control) (n = 39).

(2): — 16bulo labelo, + puntas sépalos (n = 26).

(3): + 16bulo labelo, — puntas sépalos (n = 29).

(4): — 16bulo central del labelo, — puntas sépalos (n = 30). :
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Aunque ¢l disefio fie completamente balanceado al inicio del experimento, algunas
flores debieron ser descartadas porque se pudrieron o fueron comidas por larvas, Una
vez montado el experimento, se evalud periédicamente, cada 24 horas, Ia
presencia/ausencia de polinios en cada tratamiento y al término de la época de floracion
se evalud la fructificacion de cada flor experimental. Al final de Ia floracién todas las
flores tratadas fueron colectadas y Ilevadas al laboratorio para confirmar la carencia o no

de polinios.

3.2.3 Aniilisis estadisticos

3.2.3.1 Estadistica descriptiva.—Los valores promedio y las desviaciones estandar de
los caracteres y de las medidas de fitness fueron calculados. La oportunidad para
seleccion (potencial total para que la seleccin actie en una poblacién) (Brodie et al.
1995), fue estimada como la varianza en el fitness relativo (w) femenino y masculino,
respectivamente. Una prueba de rangos cuadrados no paramétrica para varianzas

(Conover 1999) fue usada para detectar diferencias entre funciones sexuales.

3.2.3.2 A4ndlisis de seleccién-—La medida més simple de seleccion sobre un rasgo
particular es el diferencial de seleccién (S), el cual mide el cambio total resultante de la
seleccion (Brodie et al. 1995). Este coeficiente fue calculado como la covarianza de cada

caracter y el fitness:

S5;=COV(@Ez,w) (1)
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donde z; es el cardcter i, y w es el fitness relativo (fitness absoluto dividido por el fitness
absoluto promedio). Este coeficiente es un estimado de la seleccion total actuando sobre
un rasgo focal, incluyendo tanto selecci6n directa como indirecta (causada a través de
correlacion genética entre caracteres). Los valores S; fueron calculados y su significancia
estadistica fue probada por la correlacién producto momento de Pearson del fitness
relativo femenino y masculino, respectivamente, con los caracteres {Sokal y Rohlf
1995). Para describir la fuerza directa de la seleccitn actuando sobre el cardcter
fenotipico i, excluyendo selecci6n indirecta, se aplico el modelo multivariado de Lande

y Amnold (1983):

w=a+i Bizite (2)

=1

donde w es el fitness relativo, a es una constante (el intercepto), B: representa la
pendiente promedio de la superficie de seleccién en el plano del cardcter Z,yEesun
término de error. En esta ecuacién, el gradiente lineal de seleccion, B, provee
informacién de la direccién y magnitud del cambio esperado después de la seleccidn
actual. Los gradientes de seleccion no lineal, y (Eq. 3), describen la naturaleza de la
seleccién sobre desviaciones cuadréticas del promedio para caracteres individuales y
combinaciones pareadas de caracteres. Los gradientes no lineales fiieron estimados de

los coeficientes de segundo orden del siguiente modelo:
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w=a+i Bizi +%Zn: ’Yii2i2+i Z": Yizizite (3)
=1

i i=1 dej

donde, y;; representa la curvatura de la relacin entre el cardcter i y el fitness relativo.
Cuando 7; < 0, esto implica concavidad hacia abajo y seleccién estabilizadora actuando
sobre el cardcter. Cuando y; > 0, esto refleja concavidad hacia arriba y seleccion
disruptiva. El gradiente de seleccion correlacional, ¥y, refleja la medida en que la
seleccion actiia sobre la correlacién de los rasgos 7 y . Los gradientes de seleccién
direccional () fueron estimados solos a partir de la ecuacién (2), pues si los caracteres
son multivariados y distribuidos no-normalmente, z; y z? en la ecuacién (3) estin
intercorrelacionados (Lande y Arnold 1983), y los calculos de los coeficientes de primer
orden dependerian de si los términos de segundo orden son incluidos. La significancia
de 3 y y en las ecuaciones 2 y 3 respectivamente, fue determinada directamente de los
coeficientes de regresion después que los efectos de todos ios otros pardmetros fueron
removidos. Todos los caracteres fueron estandarizados a promedio cero y varianza
unitaria (transformacion z) antes del an4lisis, restando el promedio del rasgo desde cada
valor y dividiendo por la desviacién esténdar. Los diferenciales estandarizados son
escritos como S y los gradientes lineales y cuadraticos estandarizados son escritos conto
B’ ¥ v°, respectivamente.

La estadistica descriptiva y los analisis de regresién muiltiple fueron hechos con el
paquete estadistico STATISTICA 6.0 para Windows (StatSoft 2001).

Una técnica secuencial Bonferroni (Rice 1989) fue usada para evaluar la significancia a

un valor global de o. = 0,05 de los diferenciales de seleccion y de los gradientes de
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seleccién. Esto se hizo para minimizar el error tipo I en Ias tablas de coeficientes de
seleccion y como un complemento a los valores P originales que (junto con los
diferenciales y gradientes) visualizaron patrones de selecci6n. Los valores P de los
diferenciales de seleccion fueron tratados separadamente para cada funcién sexual.
Correcciones separadas de los valores P originales fueron hechas para cada fimcién
sexual, para los gradientes direccionales (B;), y para los gradientes cuadraticos (v vy) de
seleccion.

La forma de la superficie de fitness para los caracteres que estuvieron
experimentando seleccién direccional, fue estimada usando la versién univariada del
spline ciibico de validacién cruzada sugerida por Schluter (1988). Este programa estima
una funcién fitness (u otra superficie de seleccién) usando el spline ciibico. El método
asume que se est tratando de estimar una funcién fitness verdadera, £, que depende de

un rasgo variable tinico X como:

Y=7fX)+ & (término de error).

Y es una medida del fitness individual, tal como sobrevivencia, éxito reproductivo, u otra
medida de desempefio. X) es el fitness promedio de todos los individuos teniendo el
valor del rasgo X. El objetivo es estimar Ia superficie f'sin hacer ningun supuesto a priori
acerca de su forma, excepto que es suave. Tres diferentes distribuciones de error son
ajustadas: normal, binomial (e.g., medidas binarias como sobrevivencia), y Poisson (e.g.,
mimero de parjas). El objetivo basico cuando se corre el programa es estimar el spline

que mejor se ajuste investigando en un rango de valores del parametro de suavidad
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lambda (}) (el programa usa una escala logaritmica para lambda). El mejor ajuste es
dado por el valor de lambda que minimice Ia fimcién de validacién cruzada
generalizada, la cual es una medida del error de prediccion.

Asimismo, graficas tridimensionales para visualizar seleccion sobre dos caracteres
simultAneamente (gradientes cuadraticos correlacionales significativos), fueron

obtenidas utilizando graficas de superficie en STATISTICA 6.0 (StatSoft 2001).

3.2.3.3 Eleccion de los caracteres para el andlisis—Cuando se usa regresién multiple
en analisis de selecci6n, es importante no elegir muchos caracteres y evitar caracteres
que estén fuertemente intercorrelacionados (Lande y Arnold 1983, Endier 1986,
O’Conrell y Johnston 1998, Maad 2000). La complejidad de un medelo cuadritico total
(Eq. 3) incrementa draméticamente cuando el niimero de caracteres incrementa en el
modelo. Por ejemplo, un modelo incluyendo tres caracteres estima nueve pardmetros,
mientras un modelo de cinco caracteres estima 20 pardmetros, etcétera. La inclusién de
variables altamente intercorrelacionadas frecuentemente conduce a resultados dudosos
(Zar 1999); puesto que en tales casos los errores estindar de los coeficientes de
regresion parcial pueden ser grandes, otorgando imprecisién en las estimaciones
poblacionales. Con variables altamente correlacionadas el F total para el modelo de
regresion puede ser significativo ain cuando las pruebas de ¢ para las variables
individuales no lo sean (Zar 1999). Un efecto negativo adicional de la intercorrelacion es
que esta puede conducir a incrementar el error redondeado en el cémputo de los

estadisticos de regresion (Zar 1999). Un conjunto de datos altamente intercorrelacionado
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produciria una matriz casi singular, la cual resultaria cn estimaciones inestables de los
coeficientes de regresion (Endler 1986, Mitchell-Olds y Shaw 1987). Algunos autores
han sugerido que es preferible usar cjes de componentes principales como variables en
un analisis de regresion dado que tales gjes siempre estdn no correlacionados (Endler
1986, Galen 1989). Sin embargo, como lo plantearon Lande v Armnold (1983), un analisis
basado en componentes principales obscurece la relacién entre los caracteres
individuales y el fitness, porque en el rasgo compuesto (componente principal) los
caracteres seleccionados estdn asociados con factores que en si no son seleccionados
(Endler 1986). Asi, el uso de componentes principales ocultaria el efecto de Iz seleccién
cuando los caracteres que experimentan seleccién covarian con caracteres que no
covarian con el fitness (Mitchell-Olds y Shaw 1987).

En la poblacién de estudio todos los caracteres medidos presentaron grados
variables de correlacion (0,24 < r < 0,89). Para realizar los anlisis de seleccitn se
usaron los siguientes caracteres morfolégicos: (1) la altura de la flor, (2) el ancho de la
flor, (3) 1a longitud del tubo floral, (4) el 16bulo del labelo, (5) la altura total de la planta
¥ (6) el niimero de flores por planta. El ancho y alto de Ia flor fueron elegidos con el fin
de observar si en condiciones naturales los individuos con flores de distinto tamagio
muestran diferencias en el éxito reproductivo. Ademés, se eligieron estos dos ras 20S
para realizar comparaciones entre condiciones naturales y experimentales, ya que el
ancho y alto de la flor se modificaron al aplicar los tratamientos manipulativos (Figura
3). El tubo floral es un rasgo relevante en orquideas que se relaciona con la produccion
de frutos y la remoci6n de polinios (Nilsson 1988). El I6bulo del labelo se incluyd en el

andlisis porque es un caricter que sirve como plataforma de aterrrizaje a los
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polinizadores (Dressler 1982). Se ha encontrado en algunos estudios que la altura arriba
del suclo de la inflorescencia y ia longitud de esia son caracteres que pueden
experimentar seleccion (O’Connell y Johnston 1998, Maad 2000, Aragén y Ackerman
2004). Dado que la altura total de los individuos abarca las dos distancias anteriores, se
podria esperar que este caricter experimentara seleccion. También se ha detectado en la
mayoria de los casos que el numero de flores en orquideas estd positivamente
relacionado al fitness, asi que se podtia esperar seleccién para el incremento en Ia
produccion de flores en ausencia de cualquier otro limitante (Tremblay et al. 2005). Los
otros caracteres medidos no fueron considerados para el anélisis de seleccién porque
estuvieron fuertemente correlacionados con algunos caracteres elegidos, o porque no

mostraron relacion con el éxito de polinizacién (Anexo B).

3.2.3.4 Experimento manipulativo—Para el experimento manipulativo se aplicé
ANOVA factorial de dos vias de efectos fijos. El factor de disefio fue la modificacion de
las piezas florales, con cuatro tratamientos, tres de diferente grado de modificaci6én y
uno control. Por cada tratamiento se reatizaron 30 réplicas, considerando como réplicaa
la flor bajo tratamiento en un individuo, No se aplicé m4s de un fratamiento por
individuo. Para el anlisis de los experimentos también se usaror Modelos Lineales
Generalizados. Dado que los valores del fitness femenino (0, 1) presentan una
distribucién binomial y los valores del fitness masculino (0, 1 y 2) presentan una

distribucién Poisson, se usé funcién enlace logit y funcién enlace logaritmo,
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respectivamente (McCullagh y Nelder 1989). Todos estos andlisis se realizaron

utilizando el paquete estadistico S-PLUS 7.0 para Windows (Insightful 2005).

3.2.3.5 Contraste de metodologias—Una vez obtenidos los gradientes de seleccion es
necesario valorar la validez del modelo, idealmente mediante una aproximacion

experimental para evitar las debilidades inherentes en una aproximacién de correlacién
(Mitchell-Olds y Shaw 1987). Por ejemplo, los anlisis de regresién pueden sugerir que

cuando el cardcter z; se incremente por una desviaci6n estandar entonces el fitness

cambiaria por B: desviaciones estindar, asumiendo que todos los ofros caracteres son

constantes. Con un disefio experimental adecuado puede ser posible variar la magnitud
del cardcter z;, asegurando que los caracteres restantes son mantenidos constantes. De
esta manera es posible observar la influencia directa del cambio del cardcter sobre el
{itness individual (Mitchell-Olds y Shaw 1987). El objetivo de esta aproximacion es
eliminar multicolinealidad (intercorrelacion), Ia fuente de numerosos problemas de la

inferencia (Mitchell-Olds y Shaw 1987, Zar 1999).
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4. RESULTADOS

4.1 Insectos Y tasa de visitas

La tasa de visitas a las flores de Chloraea bletioides durante el periodo de observacion
fue de 3,9 x 10°° visitas/ flores/ hora, n = 15, en 360 horas de observacién. Estos
resultados concuerdan con otros reportes registrados para especies de orquideas chilenas
(Clayton y Aizen 1996, Lehnebach y Riveros 2003) y de otras zonas templadas y
tropicales donde se documenta una baja tasa de visitas de polinizadores en orquideas
(Tremblay et al. 2005). Las especies visitantes pertenecen a los érdenes Coleoptera (1
spp.) ¢ Hymenoptera (5 spp.). Dos especies mas del orden Homoptera fueron observadas
en flores de C. bletioides (Tabla 1).

Arctodium sp. (Glaphyridae) y Centris nigerrima (Anthophoridae) fueron las dos
especies que més se observaron visitando flores de C. bletioides (9,6 x 107 visitas/
flores/ hora (n=5) y 7,7 x 107 visitas/ flores/ hora (n = 3), respectivamente, en 360
horas de observacion). A pesar que la primera tuvo una mayor tasa de visitas, no se vi6 a
ningiin individuo de los cinco observados removiendo o portando polinios. En cambio
de los tres individuos observados de C. nigerrima, dos se observaron removiendo
polinios y el ofro se vié con polinios adheridos a su dorso. Esta abeja fue la finica que se

observo en un proceso de polinizacién efectivo (Anexo A).
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Tabla 1. Insectos observados en flores de Chloraea bletioides en la poblacién de estudio. El

nimero enfre paréntesis representa ia cantidad de individuos observados de cada especie.

Especies de insectos Tasa de visita Porcentaje de visitas Carga de polinios
(visita x flor ™ x H') (%)

Abejas

Centris nigerrima 7,7 x 10° (3) 20,0 Si

sp. 1 7,7 % 10%(1) 6,67 No
Abejorro

Bombus terrestris 7,7 x 10% (D) 6,67 No
Escarabajo

Arctodium sp. 9,6 x 107 (5) 33,33 No
Hormigas

Camponotus morosus 1,5%10°%(2) 13,33 No

Solenopsis sp. 1,5x 10° (2) 13,33 No
Homoptera

sp.1 (chinche) 7,7 x 10%(1) 6,67 No

sp.2 (Aphididae)* — — No

*No se registra la tasa de visita para esta especie pues los individuos observados habitan estas plantas

(obs. pers.). Se observaron muchos de estos individuos sobre tres plantas de C. bletioides (Anexo A).

Respecto al experimento de remocién del I6bulo del labelo y de las puntas de sépalos,
solo dos especies de insectos fueron observadas visitando flores modificadas: Una abeja
(C. nigerrima) se detect6 dentro de una flor con puntas de sépalos removidos (Anexo A)
y una hormiga (Solenopsis sp.) recorri6 una flor sin 16bulo del labelo y sin puntas de

sépalos.
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4.2 Estadistica univariada y diferenciales de seleccion
La Tabla 2 muestra la estadistica descriptiva de las medidas de los caracteres y del

fitness para la poblacién de C. bletioides durante la floracion del afio 2005.

Tabla 2. Nimero de individuos (i), promedio (X ) y desviacién esténdar (s) de los caracteres y

las medidas de fitness en la poblacién de Chloraea bletioides durante la floracién del afio 2005.

Variables n X s

Altura de la flor (mm) 72 32,50 6,98
Ancho de la flor (mm) 72 36,76 7,00
Largo del tubo floral (mm) 72 25,40 3,88
Largo total de la flor {(mm) 72 59,45 5,77
Area del sépalo lateral (mm?) 72 453,45 97,74
Area del 16bulo del labelo (mm?) 72 138,85 39,56
Mancha del sépalo derecho (mm?) 72 94,53 36,42
Mancha del sépalo izquierdo (mm?) 72 91,10 38,36
Mancha del I6bulo del labelo (mm?) 72 50,20 34,38
Altura de la planta (cm) 140 62,66 14,19
Nimero de flores por planta 140 515 1,82

Niimero de fiutos producidos por planta 140 1,33 1,73

Numero de polinios removidos por planta 72 2,79 2,79

Las plantas en promedio midieron 62,66 + 11,99 c¢m de altura (media + 1EE) y
produjeron 5,15 £ 0,15 (media + 1EE) flores (Tabla 2). Los 140 individuos medidos
tuvieron un total de 721 flores de las cuales s6lo 186 (25,8%) produjeron fruto, con 1,33

£ 0.14 (media £ 1EE) frutos por planta (Tabla 2). Las 72 plantas a las cuales se les
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evalud la remocién de polinios produjeron un total de 359 flores ¥ exportaron 201
polinios (27,99%). En promedio fueron removidos 2,79 + 0,33 (1EE) polinios por planta
(Tabla 2).

La Tabla 3 muestra la oportunidad de seleccién para ambas funciones sexuales.
Los resultados indican una mayor oportunidad de seleccién sobre el componente

femenino que sobre el componente masculino del fitness.

Tabla 3. Ntimero de observaciones (n) (individuos) y oportunidad para seleccion (I) femenina y
masculina en la poblacién de Chloraea bletioides para el afio 2005. T, se refiere a la prueba de

rangos cuadrados para diferencias entre funciones sexuales (ver Materiales y Métodos).

Tipos de fitness n I
Femenino 72 2,23
Masculino 72 1,001

Ty =4,15%**
*kx p<0,001.

Los diferenciales de seleccion para cambios a través de la funcién femenina y
masculina, respectivamente, son reportados en la Tabla 4. Estos resultados revelan
seleccién total sobre el nimero de flores y Ia altura de Ia planta, pero ausencia de
selecci6n sobre caracteres de la corola. Este resultado sugiere que los polinizadores
responden mas efectivamente a las variables medidas de Ia planta que a los caracteres

florales.
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Tabla 4. Diferenciales de seleccién estandarizados (S”) de seis caracteres a través de la funcién
femenina y masculina en Chloraea bletivides durante la floracién del 2005. Diferenciales de

seleccién en negrita son significativos después del ajuste Bonferroni.

Caracteres n Funcién femenina Funcién masculina
Altura de la flor 72 0,10 0,19
Ancho de la flor 72 0,09 0,13
Tubo floral 72 0,01 0,11
Lébulo del labelo 72 0,20 0,22
Altura de Ia planta 72 0,30%* 0,28*
Numero de flores 72 0,55%%* 0,54 %%

* P <0,05; ** P<0,01; *** P <0,001.

4.3 Seleccion direccional, estabilizadora/disruptiva y correlacional

Los gradientes de seleccion direccional, de curvatura y correlacionales para las
funciones femenina y masculina son reportados en las Tablas 5 y 6, respectivamente.
Para ambas funciones sexuales y al igual que en los diferenciales de seleccion total, el
numero de flores tuvo gradientes de seleccién direccional positivos altamente
significativos (Tablas 5, 6), indicando que los polinizadores ocasionaron ventajas en
ambas funciones sexuales a las plantas con un mayor niimero de flores. Estos gradientes
retuvieron significancia después del ajuste Bonferroni. Los gradientes de seleccion
direccional para altura de flor, ancho de flor, tubo floral, I6bulo del labelo y altura de la
planta, en ambas funciones sexuales, fueron en general bajos y no significativos (Tablas

5, 6). Ademas, ninglin cardcter en ambos sexos estuvo bajo seleccién cuadratica (i),
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indicando que la seleccién estabilizadora o disruptiva no fueron importantes en la
poblacién durante el afio de estudio (Tablas 5, 6). Todo lo anterior indica que ademds del
numero de flores, ningtn otro carécter ejercié efectos directos sobre el fitness femenino
o sobre el masculino.

Las superficies de seleccién univariadas para el niimero de flores nsando fitness
femenino y masculino se muestran en la Figura 4. En la Figura 4a se observa que la
produccion de frutos aumenta a medida que aumentan las desviaciones esténdar en el
nimero de flores; este incremento es relativamente suave entre -1,0 y 1,6 DS y se vuelve
m4s abrupto a partir de 1,0. La Figura 4b muestra un fuerte incremento en la funcién
fitness masculina al aumentar las desviaciones est4ndar en el ntimero de flores desde
-1,0 hasta 1,0 DS. A partir de este Giltimo valor y hasta 2,0 DS la funcién disminuye
ligeramente. Esto indica, al igual que para la funcién femenina, un fuerte patrén de
selecci6n direccional para el incremento del niimero de flores; pero a diferencia de ésta,
el mimero de flores para el incremento en la funcién masculina llegaria hasta un dptimo
a partir del cual dicha funcién disminuiria.

En cuanto a los gradientes de seleccién correlacional, en la funcién femenina se
observé una tendencia para una covarianza positiva entre el ancho de Ia flor con el largo
del tubo floral, en que plantas con valores intermedios de los rasgos fueron favorecidos
por los polinizadores, decreciendo el valor del fitness hacia los extremos de los rasgos
(Figura 5). También, la covarianza entre el I6bulo del labelo y el largo del tubo floral
estuvo bajo seleccién por polinizadores. Flores con labelo grande ¥ tubo floral corto, y
flores con labelo pequefio y tubo largo fieron combinaciones ventajosas a través de la

funcién femenina (Figura 6a). Aunque para el componente femenino, ninguno de los
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gradientes de seleccién correlacional fue significativo después del ajuste Bonferroni
(Tabla 5), el nivel de rechazo de la hipétesis nuia en la prueba Bonferroni para el
gradiente entre el 16bulo del labelo y el tubo floral fue P = 0,0033 y el nivel de
significancia observado para dicho gradiente fue P = 0,0041. Asi, Ia covarianza negativa
entre el 16bulo del labelo y el tubo floral probablemente estuvo bajo seleccién por
polinizadores. Para la funcién masculina, y al igual que en la funcién femenina, se
observ6 un gradiente de seleccion correlacional negativo y significativo entre el 16bulo
del labelo y el tubo floral (P = 0,0007), el cual a diferencia del caso anterior, refuvo su
significancia luego del ajuste Bonferroni (Tabla 6). Este resultado indica que
combinaciones de 16bulo del labelo grande y tubo floral corto asi como labelo pequefio y
tubo largo tuvieron ventajas a través de Ia remocién de polinios (Figura 6b).
Globalmente, la covarianza entre ambos caracteres fue un blanco consistente de
seleccidon en ambas funciones sexuales.

La superficie de seleccién que relaciona el fitmess relativo con el I6bulo del Iabelo yel
tubo floral fue similar entre las funciones sexuales. En ambos casos se favorecieron

combinaciones opuestas de los caracteres (Figura 6a, b).
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Fitness relativo femenino

Fitness relativo masculino

Numero de flores

Figura 4. Estimaci6n no paramétrica de la funcién fitness f. (A) Spline ciibico estimado (A = 10)

para el niimero de frutos producidos en Chloraea bletioides en relacién con el nimero de flores,

(B) Spline ciibico estimado (A = -10) para el niimero de polinios removidos cn relacién con el

numero de flores. El nimero de flores esti expresado en unidades de desviacién estindar (ver

Schluter 1988).
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Figura 5. Representacion tridimensional de la superficie de seleccién bivariada que relaciona el
fitness relativo femenino (wf) con el ancho de la flor en vista frontal (anf) y el tubo floral (tubf).
Cada rasgo se muestra en una escala estandarizada (promedio igual a cero y varianza unitaria).
La superficie estd dibujada de acuerdo a todos Ios gradientes de seleccién estandarizados [wf=
1,45 + (0,037 anf) — (0,122 tubf) — (0,352 anf®) + (0,111 tubf) + (0,476 anf x tubf)].
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Figura 6. Representacién tridimensional de Ia superficie de seleccion bivariada que relaciona el fitness
relativo femenino (wf) (a) y el fitness relativo masculino {(wm} (b) con el I6bulo centrai del labelo (lab) yel
tubo floral (tubf). Cada rasgo se muestra en una escala estandarizada (promedio igual a cero y varianza
unitaria). La superficie est4 dibujada de acuerdo a todos los gradientes de seleccion estandarizados [(a) wf
= 1,45+ (0,174 lab) - (0,122 tubf} + (0,012 lab®) + (0,111 tubf?) - (0,482 lab x tubf); (b) wm = 1,03 +
(0,146 1ab) - (0,012 tubf) + (0,322 lab®) + (0,341 tubf®) — (0,588 Iab x tubf)].
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4.4 Experimento manipulative y validacion del modelo

No hubo evidencia que las manipulaciones experimentales sobre las flores tuvieran
algiin efecto sobre el éxito de polinizacién femenino o masculino (Tabla 7). Ni el
mimero de frutos producido ni el mimero de polinios removidos fueron
significativamente afectados por la excisién de las puntas de los sépalos laterales o por
la excisién del 16bulo central del labelo. Asimismo, los efectos de interaccién entre los
sépalos laterales y el 16bulo del labelo sobre l1a produccién de frutos y la remocién de

polinios no fueron estadisticamente significativos (Tabla 7).

Tabla 7. Efecto de la manipulaci6n factorial de los sépalos laterales y del 16bulo central del
labelo sobre el éxito de polinizacion femenino y masculino para flores de Chloraea bletioides.
Modelos lineales generalizados fueron ajustados usando diferentes distribuciones de error y

funciones de enlace para los diferentes pardmetros (ver Materiales y Métodos).

Prueba de significancia
Variable respuesta Efectos en el modelo al. P P
Frutos producidos  Lébulo Iabelo (LL) 1 -0.606 0.653
Sépalos laterales (SL) 1 0.287 0.822
LLxSL 1 0.028 0.983
Polinios removidos Lébulo labelo (LL) 1 -0.422 0.746
Sépalos laterales (SL) 1 0.678 0.621
LLxSL | 0.695 0.613
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Estos resultados son consistentes con la ausencia de seleccion para los caracteres florales
individuales (alto y ancho de flor y 16bulo del labelo) y para las combinaciones alto y

ancho de flor y ancho de flor y i6bulo del labelo en el analisis de seleccién fenotipica.
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5. DISCUSION

5.1 Exito de polinizacion femenino y masculino

El resultado del porcentaje de frutos producidos para la poblacién de Chloraea
bletioides (25,8%) se encuentra dentro de los rangos reportados para orquideas sin néctar
de zonas templadas a escala mundial (19,5 - 41,4%). Dicho porcentaje concuerda més
con los registros para Europa (27,7%) que con los de zonas templadas del hemisferio sur
(41,4%) (Neiland y Wilcock 1998). La baja produccién de frutos en poblaciones
naturales puede ser debida a Ia limitacién de recursos (como agua o nutrientes)
(Stephenson 1981), o a Ia limitacién impuesta por los polinizadores (Bierzychudek
1981). Varios autores han encontrado que la produccion de frutos en especies de
orquideas esta limitada principalmente por el polinizador (p.e. Schemske 1980,
Zimmerman y Aide 1989, Proctor y Harder 1994, Clayton y Aizen 1996, Lehnebach y
Riveros 2003, ver Tremblay et al. 2005 para una revisién). En 1a poblacién de estudio la
baja produccién de frutos puede ser debida principalmente a la limitacién impuesta por
los polinizadores. Se ha demostrado que la produccién de frutos a través de polinizacion
manual excede la produccion de frutos natural en C. bletioides (Humafia et al. datos sin
publicar). Chloraea bletioides produjo el 100% de los frutos tras polinizacién cruzada a
mano, este porcentaje comparado con los obtenidos bajo condiciones naturales: 32,1%
para la poblaci6n estudiada por Humaiia y co-investigadores (datos sin publicar) y
25,8% en la poblacién de este estudio en Algarrobo, probablemente es reflejo de
limitacién de polinizadores. El bajo niimero de insectos y eventos de polinizacién

efectivos observados en el sitio de estudio también apunta hacia una limitacién de
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polinizadores como la causa més probable de la baja produccion de frutos en la
poblacién (Tabla 1 y 2).

El porcentaje de polinios removidos (27,99%) es aproximado al porcentaje de
frutos producidos (25,8%), lo cual indica que no hubo diferencias globales en el éxito de
polinizacién femenino y masculino, a pesar que la oportunidad de seleccion difirié
significativamente entre los sexos (Tabla 3). Posiblemente cada vez que un insecto visita
una flor de esta orquidea y uno o los dos polinios se adhieren a su CUCIpo es muy
probable que estos sean transportados hasta otra flor y haya polinizacion efectiva.

La oportunidad de seleccion para ambos componentes sexuales difirié
significativamente (Tabla 3). Para la funcién femenina la oportunidad de seleccién fue el
doble que para la funcién masculina. Asi, el potencial total para que la seleccion actuara
sobre el recibo de polen tendi6 a ser mayor que para la dispersion del polen. No
obstante, los valores de los diferenciales de seleccion (S”) significativos fireron
equivalentes en ambos sexos (Tabla 4). Asimismo, los gradientes de seleccion
significativos (direccional para el nimero de flores y correlacionales para el labelo y el
tubo floral) tuvieron una magnitud y signo similar en ambas funciones sexuales (Tablas
5y 6). Esta similitud en el rol de las funciones sexuales concuerda con los datos
obtenidos para otras especies de orquideas (O’Connell y Johnston 1998, Maad 2000)
donde no se encontraron diferencias en patrones de seleccion entre los componentes
sexuales usando analisis de regresion lineal. Sin embargo, en el estudio de O’Connell y
Johnston (1998) los valores de la varianza del fitness relativo y de los coeficientes de
seleccién para el componente femenino fueron mayores a los del componente masculino

en las dos poblaciones estudiadas de Ia orquidea engaiiosa Cypripedium acaule.
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Ademés, Maad (2000) encontré algunas diferencias entre funciones sexuales a través de
los resultados de los ANCOVAS realizados sobre los datos entremezclados de sus tres
afios de muestreo: hubo mds caracteres con efectos significativos después del ajuste
Bonferroni sobre la funcién femenina que sobre la masculina en Platanthera bifolia.
Aunque frecuentemente se sugiere que la seleccién sobre caracteres florales debiera
actuar principalmente a través de la funcién masculina (e.g., Queller 1983, Bell 1985;
ver Murcia 1990, Wilson et al. 1994), en este estudio no se detectaron diferencias entre
ambas funciones sexuales. Todos estos resultados sugieren que en la familia
Orchidaceae la seleccion sobre caracteres florales actfia indistintamente sobre ambas
funciones sexuales (Nilsson 1992, Tremblay et al. 2005).

A pesar que los gradientes de seleccion significativos para ¢l fitness masculino
fueron equivalentes al femenino, estos resultados deben ser interpretados con reserva
pues el éxito masculino medido como niimero de polinios removidos sigue siendo una
medida indirecta de dicho éxito. A futuro seria ideal realizar estudios sobre la
donacién/paternidad en Chloraea bletioides para afirmar con mayor certeza que los

polinios removidos son exitosamente transferidos a otra flor.

3.2 Seleccion sobre rasgos florales

Gradientes lineales.— Los resultados obtenidos para la poblacién de Chloraea bleticides
muestran que el nimero de flores experimenté seleccion directa positiva, tanto en el
componente femenino como masculino del fitness. Estos resultados concuerdan con la
literatura. En orquideas se ha encontrado que a menudo la produccion de flores esta

positivamente relacionada al fitness (e.g., Schemske 1980, Firmage y Cole 1988,
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Zimmerman y Aide 1989, Calvo 1990, Fritz y Nilsson 1996, Maad 2000). Aunque es
légico pensar que a mayor tamaio del despliegue (ndmero de flores) el &xito
reproductivo aumentard, este no es el caso para otras especies tales como Psychilis
krugii (Ackerman 1989), Cypripedium fasciculatum (Lipow et al. 2002) o el tamatio de
la inflorescencia en Epidendrum exasperatum (Calvo 1990) donde no se encontré un
mejoramiento del éxito reproductivo con el aumento del despliegue. El despliegue floral,
ya sea medido por el color (vistosidad) de la flor o por el tamafio de Ia flor o de la
inflorescencia, puede diferencialmente afectar el éxito reproductivo femenino y
masculino (Stanton et al. 1986, Campbell 1989a, b, Tremblay et al. 2005). Esto puede
ser cierto en especies donde el polen no limita la reproduccién (Stanton et al. 1986,
Campbell 1989a). Pero en taxa con flores hermafroditas limitadas por polen, es
esperable que el despliegue floral influya en el éxito reproductivo femenino y masculino
de igual manera (Stanton y Preston 1988, Tremblay et al. 2005). En C. bletioides el
nimero de flores fue un blanco de seleccién direccional positiva a través de ambas
funciones sexuales y la magnitud de la seleccién fue similar en ambos comiponentes.
Estos resultados son similares a los reportados para otras orquideas de zonas templadas,
por ejemplo Firmage y Cole (1988) sugirieron que el tamagio de la inflorescencia de
Platanthera blephariglottis influencié el éxito reproductivo femenino y masculino en
una manera paralela en inflorescencias pequefias (1- 4 flores). Snow y Whigham (1989),
plantearon que las tendencias en los calculos del éxito reproductivo femenino y
masculino a través del rango de inflorescencias fueron mayormente paralelas, indicando
efectos no diferenciales de este aspecto del despliegue. Ellos también citaron datos sin

publicar de Tipularia discolor soportando la misma conclusién. En las orquideas
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tropicales Aspasia principissa (Zimmerman y Aide 1989), Psychilis krugii (Ackerman
1989) y Comparettia falcata (Rodriguez-Robles et al. 1992) el éxito reproductivo
relativo femenino y masculino no varié con el tamafio de la inflorescencia. En
Brassavola nodosa (Schemske 1980), otra orquidea tropical, el éxito reproductivo
femenino y masculino aumento desproporcionalmente con respecto al tamafio de la
inflorescencia y las tendencias para ambos componentes sexuales fueron paralelas. Los
resultados obtenidos para Chloraea bletioides en este estudio contribuyen no sélo a
reafirmar Ia relacién entre el tamafio de la inflorescencia (nimero de flores por
inflorescencia) y éxito reproductivo femenino y masculino en orquideas, tanto de zonas
templadas como tropicales (Tremblay et al. 2005), si no que ademés demuestra que esta
relacion se traduce en selecci6n natural comparable a través de ambas funciones
sexuales,

Un posible limitante que podria estar influyendo en los resultados de los
coeficientes de seleccion sobre los caracteres florales individuales serfa la variacién
espacial en la densidad poblacional. Asf por ejemplo, los individuos que se encuentren
en sectores con un mayor nimero de vecinos, tendrian quizas mayor oportunidad de ser
visitados por polinizadores que aquellos ubicados en sectores donde 1a densidad de
individuos sea menor. Otro limitante de este estudio es que los resultados se
circunscriben a una sola localidad y a solo una temporada reproductiva. Es bien
conocido que la abundancia de los polinizadores puede variar en el tiempo y el espacio,
influenciando el éxito reproductivo de las plantas (e.g., Johnston 1991). El éxito
reproductivo femenino y masculino con respecto al despliegue floral también puede

variar espacial y temporalmente. Schemske (1980) no encontré diferencias en ambos
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componentes sexuales con respecto al aumento del tamafio del despliegue en Brassavola
nodosa. Sin embargo, Murren y Eilison (1996) hallaron que los despliegues mds grandes
de la misma especie pero en otra localidad tuvieron éxito reproductivo masculino
desproporcionalmente mayor que el femenino. Resultados similares fueron observados
para Psychilis krugii (Ackerman 1989). Otros estudios han reportado que el éxito de
polinizacién puede depender del hébitat (Johnson y Bond 1992) o del microhabitat
(O’Connell y Johnston 1998). Cabe notar que este estudio se realizé en una poblacion
que crece bajo drboles de Pinus radiata 'y en una regién que ha sido bastante intervenida
durante las iltimas décadas (Novoa et al. 2006), lo cual posiblemente condiciona la
actividad y diversidad de polinizadores, influenciando asf la produccién de frutos en la
poblacién (Tremblay et al 2005). Por consiguiente, seria ideal a futuro realizar estudios
en varias poblaciones para comparar los diferentes efectos producidos por la densidad
poblacional, el tipo de hdbitat, y ademés realizar trabajos continzados en varias épocas
de floracién. Esto es importante para conocer la variacion espacial y temporal sobre el

éxito reproductivo femenino y masculino en C. bletioides.

Gradientes correlacionales — En la poblacién de estudio el i6bulo del labelo y el tubo
floral estuvieron correlacionados (r = 0,36, P = 0,002). También fue detectada seleccidon
correlacional negativa sobre el 16bulo del labelo y el tubo floral para ambos sexos. Esto
ultimo indicé que combinaciones de 16bulo del labelo grande y tubo floral corto, asi
como labelo pequefio y tubo largo tuvieron ventajas a través de ambas funciones
sexuales. Dado que seleccién direccional o estabilizadora no actué sobre ninguno de los

dos rasgos por separado, la superficie de selecci6n bivariada para este par de rasgos

I3
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puede ser dibujada como una silla con esquinas en combinaciones opuestas del 16bulo
del labelo y del tubo floral mostrando los valores mas altos de fiiness (Brodie 1992)
(Figura 6).

Aunque ]a seleccion correlacional sobre caracteres reproductivos en plantas es
probablemente de comin ocurrencia (Maad 2000), hasta el momento el presente trabajo
es uno de los pocos en realizar estudios de seleccién multivariada en orquideas
(Tremblay et al. 2005). Los resultados de seleccién correlacional sobre el 16bulo del
labelo y el tubo floral en este estudio son un ejemplo de cémo la seleccién natural, es
probablemente responsable de muchas (quizas la mayoria) de las adaptaciones florales
de las orquideas (Tremblay et al. 2005). Més estudios que contrasten condiciones
nafurales y experimentales son necesarios para un mayor entendimiento de los blancos
de seleccién y evolucién floral. No obstante, se debe tener en mente que un analisis
completo de los factores que influencian la evolucién de rasgos florales debe incluir
datos sobre la suerte del polen removido, la paternidad de los frutos, la heredabilidad de

los caracteres involucrados y el éxito reproductivo de Ia progenie.

5.3 Interaccion floral

El disefio experimental usado en este estudio estuvo basado en el supuesto que los
sépalos laterales y el I6bulo del labelo juegan diferentes papeles en la polinizacién de las
{lores en Chloraea bletioides. Mientras los sépalos actuarian realzando la forma de la
flor, el 16bulo del labelo serviria principalmente como plataforma de aterrizaje para los
insectos polinizadores, afectando asi probablemente su eficiencia de forrajeo. Las flores

de Ia familia Orchidaceae exhiben alta complejidad y gran especializacion con sus
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polinizadores, en su mayoria insectos (Dressler 1990, Proctor et al. 1996). El labelo que
es un pétalo altamente modificado, distintivo de la familia, es un apéndice que juega un
papel critico para la polinizacién, atrayendo visualmente al polinizador y sirviendo como
plataforma de aterrizaje (Dressler 1982). En C. bletioides es muy posible que las
estructuras laminares sobre la superficie adaxial del labelo sean atractores visuales
(‘guias de néctar”), mientras el 16bulo central del labelo sirva como punto de apoyo a los
insectos en el momento de aterrizar sobre la flor (Figura 1). Es probable que los sépalos
laterales contribuyan en la atraccién de los polinizadores realzando Ia forma de la mitad
inferior de la flor (cuando est4 completamente girada, resupinada), aumentando de esta
manera la atractividad sobre el labelo. Por estas razones se decidié modificar ambos
apéndices para probar c6mo y en qué manera afectarian el éxito reproductivo femenino y
masculino de C. bletioides.

Otros estudios han efectuado manipulaciones experimentales sobre 1asgos
florales en orquideas. Por ejemplo, en especies de Platanthera (Inoue 1986, Nilsson
1988) se ha modificado la longitud del espolén para evaluar su importancia sobre el
éxito reproductivo femenino y masculino. Los resultados indican que al reducir la
profundidad de la flor hay una reduccién del fitness para ambos componentes sexuales
(Inoue 1986, Nilsson 1988). De igual manera, Malo et al. (2001) modificaron apéndices
florales pertenecientes a verticilos diferentes para probar el efecto de Ia florivoria sobre
el éxito de polinizacion en la orquidea Myrmecophila tibicinis, no encontrando efectos
significativos del dafio floral sobre dicho éxito. Pocos experimentos manipulativos han

sido realizados hasta ahora, para probar el efecto combinado de apéndices florales
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pertenecientes a verticilos diferentes que se cree son de gran importancia para el éxito
reproductivo en especies de orquideas (Tremblay et al. 2005).

Los resultados obtenidos para el nimero de flores en el analisis de seleccién
indican que més que seleccionar flores focales dentro de una inflorescencia, los
polinizadores estarian siendo atraidos por el conjunto de flores total, e individuos con un
mimero de flores mayor presentarian mayor vistosidad que estaria favoreciendo el éxito
reproductivo femenino y masculino. Asi, a futuro seria ideal realizar manipulaciones
experimentales donde se modifique el individuo tratado como un todo y no solamente
una flor focal. Con respecto a esto 1iltimo, hay que tener en mente que un factor
limitante para realizar una modificacién total sobre individuos es el tamafio de la
poblacién, ya que para este tipo de estudios es ideal un tamafio relativamente grande (n
> 100) y generalmente el tamafio poblacional de especies de orquideas es relativamente
pequefio (e.g., Novoa 2005, Tremblay et al. 2005, Novoa et al. 2006).

Los resultados experimentales de este estudio no revelan una interaccién
significativa entre el labelo y los sépalos laterales. Este resultado fue consistente con Ia
ausencia de selecci6n directa actuando sobre los caracteres por separado (ancho de la
flor y I6bulo del labelo) y con la ausencia de seleccion correlacional entre el alto y ancho
de 1a flor y/o entre el ancho de la flor y el 16bulo del Iabelo. No obstante, la observacién
de seleccion correlacional sobre el labelo y el tubo floral, sugiere que puede ser de
interés efectuar experimentos manipulativos sobre ambos caracteres para evaluar

experimentalmente el valor funcional de tal interaccion.
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6. CONCLUSIONES
Los resultados bajo cori;{iiciones naturaleé: indican que ni el alto y ancho de la flor
ni el 16bulo central del labelo, ni la combinacién en pares de estos tres rasgos,
condicionan la produccién de frutos y/o la remocién de polinios en Chloraea
bletioides. Las manipulaciones experimentales sobre el 16bulo central del labelo
y los sépalos laterales no resultaron significativas, mostrando que la seleccién
ejercida por los polinizadores no es responsable de la alta correlacién fenotipica

entre tales (» = 0,52, P <0,0001) apéndices florales.

La seleccion correlacional negativa actuando sobre el 16bulo del labelo y el largo
del tubo floral, permite concluir que procesos adaptativos més que causas
genéticas y del desarrollo son responsables de la correlacién alométrica (+ = 0,36,

1

P <0,002) que muestran este par de caracteres.

Mas investigacién donde se evaliie el efecto del 16bulo del labelo y del tubo
floral sobre el éxito reproductivo bajo condiciones naturales y experimentales,
serfa ideal para valorar la validez de los resultados obtenidos y para afirmar con
mayor certeza que la correlacion entre este par de caracteres es debida a procesos

adaptativos en esta especie de orquidea.
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* Estos resultados también contribuyen a reafirmar que en especies de orquideas el
labelo y el tubo floral juegan un papel muy importante en la polinizacién, y crean
nuevas expectativas sobre las posibilidades de efectuar estudios donde se evalfien
los efectos combinados de este par de caracteres florales o de otros que estén
relacionados con ellos, para indagar cusnto y en qué manera la seleccién natural
a dado cuenta de la complejidad observada en las flores de la familia
Orchidaceae, importante para engrosar el conocimiento de la evolucion de las

plantas con flores.
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ANEXO A: Insectos visitando flores de Chloraea bletioides en el lugar de estudio. (A) Una
abeja macho Centris nigerrima dentro de una flor sin modificar. (B) y (C) otro individuo
macho dentro de una flor sin puntas de sépalos laterales, con polinios adheridos a su dorso.
(D) y (E) escarabajos del género Arctodium. (F) Muchos afidos (Aphididae) se observaron

en algunas plantas.

(B)

(F)
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ANEXO B: Resultados de regresiones logisticas entre Ia produccién de frutos y la
remocion de polinios y medidas morfométricas tomadas a flores sin modificar. Para la
produccion de frutos los resuitados de Ia regresion logistica fueron y*= 1,81, df=5y P =0,88; y
para la remoci6n de polinios los resultados fueron 3*=2,68, df =5 y P = 0,75. El tamafio de la
flor es un componente principal del ancho y alto de ia flor, largo del tubo floral, largo total de
flor, tamafio de un sépalo lateral y del 16bulo del labelo. Las otras cuatro variables respuesta son:
tamafio de Ja mancha del sépalo derecho (MSD), tamafio de la mancha del sépalo izquierdo
(MSI), tamafio de la mancha del labelo (MLAB) y altura de la planta (ALT); todas estas

variables estdn transformadas (T) a logaritmo.

FRUTOS Estimacién (EE) % P
Tamaiio de flor (CP1) 0,81 (1,14) 0,50 0,48
TMSD 4,16 (5,13) 0,66 0,42
TMSI -4,53 (4,82) 0,89 0,35
TMLAB 0,10 (0.90) 0,01 0,91
TALT 2,70 (3,82) 0,50 0,48

POLINIOS Estimacién (EE) r P
Tamafio de flor (CP1) 0,47 (0,42) 1,25 0,26
TMSD 0,04 (1,71) 0,00 0,98
TMSI -1,32 (1,84) 0,52 0,47
TMLAB -0,22 (0,40) 0,30 0,58
TALT 0,22 (1,63) 0,02 0,89
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