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Resumen

Las zonas hibridas son franjas geogréaficas donde dos especies se entrecruzan
sexualmente y generan individuos con caracteristicas fenotipicas intermedias, los hibridos, que
pueden entrecruzarse entre ellos y a su vez hacerlo con individuos de las especies parentales.
Estas zonas pueden originarse por un proceso de especiacion simpétrica en la misma zona hibrida
0, que se hayan originado primero por un proceso de especiacion alopétrica seguido de un
contacto secundario. El rango fenotipico ampliado en zonas hibridas representa una oportunidad
de estudio para indagar sobre la diferenciacion adaptativa entre especies. Existen dos especies de
Calceolaria que se solapan en ciertas areas de su distribucion geogréfica, una polinizada por
abejas y otra por aves: C. polyrhiza y C. uniflora, respectivamente. En este trabajo se determing,
si en estas areas de solapamiento se produjeron eventos de hibridacion introgresiva, donde los
individuos con caracteristicas fenotipicas intermedias fueron favorecidos respecto a los extremos,
debido al servicio combinado de dichos polinizadores. A lo largo de una transecta y en puntos
georreferenciados, se obtuvo informacién fenotipica y de éxito reproductivo de 198 individuos.
Se utilizaron tres rasgos relevantes en la interaccion flor-polinizador (altura de la planta, distancia
operativa y forma de la flor) como variables predictoras del éxito reproductivo mediado por aves,
abejas y por la combinacion de ambos. Como conclusion de los efectos directos e indirectos de
los rasgos, resulta que por un lado, los individuos con caracteristicas fenotipicas intermedias para
la altura fueron favorecidos respecto a los de alturas extremas, debido al servicio combinado de
dichos polinizadores. Pero por otro lado, para la distancia operativa y la forma floral sucede lo
contrario: los individuos con fenotipos extremos fueron favorecidos respecto a los que poseen
caracteristicas intermedias de los rasgos, debido al servicio especializado y opuesto de los
polinizadores. Esto significa que nuestros resultados no apoyan a la hipétesis de partida. Los
patrones observados en estos Ultimos rasgos mencionados respaldan lo contrario, es decir, que los
fenotipos intermedios no gozan de un beneficio reproductivo, ni por efecto de las dos clases de
polinizadores individualmente, ni por el de ellos combinados. El patron disruptivo observado
indica que extremos en el rango fenotipico de los individuos, semejantes a alguna de las dos

formas parentales, son favorecidos en desmedro de los hibridos.

Palabras claves: Calceolaria uniflora, Calceolaria polyrhiza, zona hibrida, enjambre
hibrido, polinizadores, éxito reproductivo, morfometria geométrica, seleccién fenotipica
direccional, seleccion fenotipica estabilizadora, seleccion fenotipica disruptiva, refuerzo de

seleccién.



Introduccion

Las zonas hibridas consisten en franjas geograficas donde dos especies o razas parentales
se entrecruzan sexualmente y generan individuos hibridos, 10s que a su vez se cruzan con otros
individuos hibridos y con individuos de las especies parentales. Este proceso se conoce como
hibridacion introgresiva (Anderson y Hubrich 1938, Anderson 1949). La introgresion da lugar a
una coleccion continua de variantes genéticas y fenotipicas intermedias entre las dos especies 0
razas parentales, conocida como enjambre hibrido (Cockayne y Allan 1926, Kalinowski y Powell
2015). Consecuentemente, la introgresion produce rangos fenotipicos y genéticos ampliados
respecto a poblaciones parentales puras. Las zonas hibridas son una evidencia de que las especies
intervinientes no estan completamente aisladas reproductivamente. Pueden ser primarias o
secundarias, respectivamente, segin que las especies parentales se hayan originado por un
proceso de especiacion simpatrica incipiente en la misma zona hibrida o, que se hayan originado
primero por un proceso de especiacion alopatrica seguido de un contacto secundario posterior a
la especiacién (Hewitt 1988, Swenson 2008). Un aspecto de gran relevancia en estas zonas, es el
éxito reproductivo de los hibridos respecto a las razas parentales. Se considera zona de tension,
cuando los hibridos son reproductivamente inferiores, por ejemplo, por estar mal adaptados a

cierta condicidn ecolégica (Key 1968, Hewitt 1988).

El rango fenotipico ampliado en zonas hibridas, representa una oportunidad de estudio
para indagar sobre la divergencia adaptativa entre especies (Swenson 2008). Ello es generalmente
mas dificil en poblaciones no hibridas, donde el rango fenotipico suele ser mucho mas restringido,
producto de los procesos de seleccion natural estabilizadora y direccional, que resultan en la
erosion de la variacion genética y fenotipica (Fenster et al. 2004). La especiacion simpaétrica y la
alopatrica, son consideradas importantes procesos de la diversificacion de plantas y animales que
pueden manifestarse en las zonas hibridas. Con independencia de su origen primario o secundario,
las zonas hibridas pueden utilizarse como modelo de una poblacién en proceso de divergencia
adaptativa. Por esto mismo, pueden usarse como experimentos naturales que simulan el
nacimiento de especies, y proporcionan la oportunidad de responder interrogantes relevantes
sobre las causas promotoras de la divergencia genética y fenotipica entre poblaciones, y

eventualmente sobre la especiacion (Key 1968, Hewitt 1988, Swenson 2008).

Una pregunta clasica, que atn no ha sido suficientemente esclarecida, es si la divergencia
en fenotipos florales y su multiplicidad de variaciones, es promovida por la evolucion adaptativa
ejercida por polinizadores funcionalmente especializados. Si cada polinizador promueve
seleccion direccional en sentidos opuestos, el efecto sumado de los dos resultaria en un patrén de
seleccion disruptiva, ya que se favorecerian los extremos opuestos de la variacion de un rasgo
(Fenster et al. 2004, Mayer et al. 2011). La reduccidn de la aptitud hibrida generaria una seleccion

favorable a la evolucién de barreras reproductivas precig6ticas mas fuertes entre las especies
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parentales (Hopkins y Rausher 2012 ). Este proceso podria verse eventualmente acentuado por el
de refuerzo de seleccion, mediante el cual las especies previenen la hibridacion y mantienen los
limites entre especies distintas (Van der Niet et. al 2014). Pocos estudios han demostrado
convincentemente la ocurrencia de este proceso. Mas aun, alternativamente se ha propuesto que
el proceso inverso seria méas plausible, ya que los fenotipos intermedios en el rango de variacion
serian favorecidos respecto a los extremos, porque gozarian de los servicios de polinizacion
combinados de distintos polinizadores. Esta ventaja, ademas, podria asegurar la reproduccion si
polinizadores funcionalmente distintos fluctian en su abundancia en el espacio y el tiempo (Waser
et al. 1996). Es decir, plantas con flores adaptadas a un s6lo grupo funcional de polinizadores,
podrian ver comprometido su éxito reproductivo a largo plazo, si las poblaciones de estos
polinizadores se extinguieran localmente o si las plantas se dispersaran a regiones donde estos
polinizadores faltan. En cambio, plantas con fenotipos universalmente adaptados a distintos
grupos funcionales de polinizadores, podrian siempre encontrar polinizadores alternativos si las
poblaciones de otros grupos funcionales disminuyeran en ciertos tiempos y lugares.
Consecuentemente, la superioridad hibrida tenderia a excluir a las formas parentales y a favorecer
el predominio de un fenotipo funcionalmente generalista. Este patron se manifestaria como

seleccion estabilizadora.

Responder esta pregunta, demanda conocimiento sobre los patrones de seleccion
fenotipica del enjambre hibrido en su conjunto, incluyendo individuos parentales e hibridos como
una sola poblacion local. Segln nuestro conocimiento, esto ha sido realizado en un solo caso
involucrando fenotipos florales. Schemske y Bradshaw (1999) crearon una poblacion de hibridos
a partir de cruzamientos experimentales entre dos especies de Mimulus, una polinizada por
picaflores y otra por abejorros. Luego, los trasplantaron a ambientes naturales donde se
encontraban ambos polinizadores y realizaron las observaciones pertinentes. Para realizar tales
estudios, debe cumplirse que los rasgos en cuestion sean heredables y que haya presencia de
variacion, tanto del fenotipo como de la aptitud entre los individuos de la poblacién en estudio.
Ademas, debe contemplarse que los efectos selectivos de los polinizadores sobre un rasgo pueden
estar indirectamente influidos por otros rasgos seleccionados simultdneamente o de manera

correlacionada con el primero (Brodie et al. 1995).

Existen dos especies de Calceolaria que se solapan en ciertas areas de su distribucién
geogréfica, una polinizada por abejas y otra por aves. El género Calceolaria L. perteneciente a la
familia Calceolariaceae, se encuentra altamente diversificado y representa uno de los sistemas de
plantas-polinizadores més especializados. De 248 especies, unas 200 producen aceites florales
buscados por un grupo de abejas especialistas en dicho recurso (Cosacov et al. 2009). Ademas,
presenta unas pocas especies que poseen otras estrategias de polinizacion: algunas dependen de

la autogamia (aproximadamente el 2% de las especies), otras de la polinizacion por abejas



recolectoras de polen (aproximadamente el 18%) y por ultimo, al menos una especie, C. uniflora,
es ornitéfila. Las flores de Calceolaria presentan dos labios, uno superior que normalmente cubre
y protege las piezas fértiles, y un labio inferior que tiene la particularidad de ser sacciforme. Las
especies oleiferas muestran un apéndice en el labio inferior de su corola que se pliega, en mayor
0 menor medida, en el interior de dicho labio. Su superficie inferior esta cubierta por un cojin de
pelos glandulares capitados, Ilamado elai6foro. La distancia existente entre las piezas fértiles y el
elaiéforo, es lo que se denomina distancia operativa. Esta resulta importante en la transferencia
de polen entre flores por influir en el ajuste del polinizador con la flor. El éxito reproductivo de
estas abejas depende de la interaccion con las plantas productoras de aceites, ya que el Unico
alimento que reciben sus larvas es una mezcla de los aceites florales con polen, por lo que se trata
de un recurso crucial para la supervivencia de estos insectos. También se ha observado que varias
de estas abejas utilizan los aceites para impermeabilizar sus nidos y probablemente como alimento
de los adultos. Desde el punto de vista de las plantas, en general las especies productoras de
aceites, requieren de estas abejas para reproducirse sexualmente. Trabajos previos han abordado
diversos aspectos de estas interacciones especialistas: la correspondencia morfoldgica entre las
flores y los polinizadores mas frecuentes, la estructura de los drganos recolectores de las abejas y
los diferentes tipos y localizacion del tejido secretor, la dependencia de las especies de plantas
hacia los polinizadores para reproducirse sexualmente, la pérdida de los elai6foros y el
consecuente cambio en el sistema de polinizacion y la variacion del éxito reproductivo y de los
caracteres florales en relacion a la variacion del ensamble de polinizadores a escala geogréafica
(Vogel 1974, Cocucci y Vogel 2001, Sérsic 2004, Ferreiro et al. 2017, Cosacov et al. 2009).

Calceolaria polyrhiza Cav. posee flores amarillas, con un labio corolino inferior de unos
20 mm de largo, curvo e inflado, donde se encuentra el elai6foro. Existe una corta distancia
operativa entre las anteras y el elai6foro, ajustado al tamafio de las abejas polinizadoras (Fig. 1).
Estas flores interactian sélo con dos especies de abejas recolectoras de aceites, Centris cineraria
y Chalepogenus caeruleus, cuyas abundancias relativas estan espacialmente diferenciadas
(Cosacov 2014). Chalepogenus caeruleus es el polinizador mas frecuente en las poblaciones
localizadas hacia el Noroeste del rango de distribucién, en la ecoregion de Bosques Andinos
principalmente, mientras que C. cineraria predomina en la region de la Estepa Patagdnica
(Cosacov et al. 2012). En las zonas mas australes C. polyrhiza representa practicamente la Gnica
fuente de aceite para C. cineraria. Por lo tanto, la asociacion entre estas dos especies es, al menos

en dicha zona, altamente especializada para ambas partes de la interaccion.



Figura 1. Flor de Calceolaria polyrhiza siendo visitada por Centris cineraria. Nétese la

abeja introduciendo las patas delanteras al interior de la corola donde se encuentra el elaiéforo y
simultaneamente contactando la cabeza con las piezas fértiles de la flor.

Calceolaria uniflora Lam. presenta flores mayores (26-29 mm de longitud), de coloracion
predominantemente rojiza; el labio inferior es recto, inflado solo en el extremo, que desarrolla un
I6bulo carnoso (cuerpo nutricio), no rebatido y de color blanco. Presenta un elaiéforo reducido y
de mas dificil acceso a las abejas. Ademas, aunque una abeja se posara en dicho cuerpo, no llegaria
a tocar las anteras y cumplir con el proceso de polinizacion. Ciertas aves (agachonas, zorzales y
varias especies de la familia Emberizidae) al picotear o desgarrar el cuerpo nutricio para comerlo,
hacen que las anteras versatiles depositen el polen sobre las plumas de la parte delantera de la
cabeza del ave (Fig. 2). Asi, la polinizacion se produce utilizando la faz dorsal del ave
(Sérsic y Cocucci, 1996). Por lo que se sabe hasta ahora, la polinizacion de plantas en la estepa
patagdnica por aves frugivoras y granivoras, parece estar restringida a esta especie de Calceolaria
que ofrece el cuerpo nutricio, y a algunas especies de Anarthrophyllum que sirven de fuente de
néctar (Paiaro et al. 2017).


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=S%C3%A9rsic%2C+A+N
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Cocucci%2C+A+A

Figura 2. Vista de una flor de Calceolaria uniflora siendo visitada por Zonotrichia capensis.
Notense en las flores los cuerpos nutricios y partes del labio inferior desgarrados y, en el ave, una

parte de una flor en el pico y una mancha de polen sobre la parte dorsal de la cabeza.

En la zona hibrida de C. polyrhiza y C. uniflora tuvo lugar una extensa introgresion,
generando un amplio enjambre de variantes intermedias que coexisten con las parentales (Sérsic
et al. 2001). Bajo los supuestos de que tanto las aves como las abejas recolectoras de aceite se
encuentran presentes en esta zona hibrida y de que hay variabilidad en el fenotipo y en el éxito
reproductivo entre los individuos del enjambre hibrido, se buscara averiguar qué tipo de seleccion
se esta promoviendo y como es la respuesta del fenotipo floral.

Hipdtesis

En las areas de solapamiento de la distribucion geogréfica de C. uniflora y C. polyrhiza se
producen eventos de hibridacion introgresiva donde los individuos con caracteristicas fenotipicas
intermedias son favorecidos respecto a los extremos, porque gozan de los servicios combinados
de distintos polinizadores.

Se espera una seleccion fenotipica estabilizadora en el enjambre hibrido, debido a la

combinacion de los servicios de distintos polinizadores sobre rasgos intermedios.



Objetivo general

Identificar qué patron de seleccion fenotipica existe en el enjambre hibrido entre C.
polyrhizay C. uniflora, inferido a partir de la variacion natural de los rasgos florales y su relacion
con el éxito reproductivo promovido por los distintos polinizadores. Para alcanzar este objetivo,

es necesario cumplir con los siguientes objetivos especificos:

e Identificar si existe una estructuracion espacial en la variacion fenotipica del enjambre
hibrido.
e Determinar si, como prerrequisito de la ocurrencia de seleccion fenotipica, existe

variabilidad en el éxito reproductivo.

e Analizar si, y segun qué patrones, las variaciones de los rasgos fenotipicos se asocian con

el éxito reproductivo de forma conjunta.

e Averiguar cual es el efecto directo que cada rasgo fenotipico ejerce de manera aislada,

sobre el éxito reproductivo de los individuos.

Materiales y métodos

Obtencion de muestras

Se disponen de datos inéditos de muestreos realizados durante el mes de diciembre del
2012 por Alicia Sérsic y Andrea Cocucci en la localidad de Verdadera Argentina (Provincia de
Santa Cruz, 50,9023 S; 72,1773 W), donde se encuentra el enjambre hibrido entre C. polyrhiza'y
C. uniflora. EI muestreo se realiz6 a lo largo de una transecta de aproximadamente 900 m de
longitud, en una ladera que abarca fenotipos de individuos parentales e hibridos (Fig. 3). El
fenotipo parental C. polyrhiza se encontraba ubicado en la parte baja de la ladera, luego a alturas
superiores se encontré una amplia gama de fenotipos intermedios, y por Gltimo, el fenotipo
parental C. uniflora se encontraba en lo mas alto de la ladera. A lo largo de la transecta y en puntos
georreferenciados, se obtuvo informacion fenotipica y de éxito reproductivo de 198 individuos.
En el sitio conviven las dos clases de animales, aves y abejas recolectoras de aceites, que son

conocidas como polinizadoras de las especies parentales del enjambre.
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Figura 3. Area de estudio con su rango de coordenadas; el recuadro inserto muestra su
ubicacion en la Provincia de Santa Cruz; los puntos corresponden a cada uno de los individuos

muestreados a lo largo de la transecta.

Variacion fenotipica

En el sitio de estudio se tomaron medidas lineales de la distancia al suelo de la flor mas
elevada de cada individuo, y se tomaron fotografias escaladas de flores recién cosechadas
dispuestas de perfil, con una camara fotografica Nikon D90 con objetivo NIKKOR MICRO de
105 mm montada sobre un estativo. En total se obtuvieron 198 fotografias (de una flor por cada
individuo).
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Con el fin de capturar la variacion morfoldgica del enjambre a lo largo de la transecta, de
manera que represente rangos de rasgos relevantes en la interaccién flor-polinizador, se tomaron
medidas lineales y de forma sobre las fotografias. En el ultimo caso, se utilizd la morfometria
geométrica, ya que permite obtener informacion de configuraciones complejas, eliminando la
influencia del tamafio y de manera que pueda reducirse en pocas dimensiones. Esta aproximacion,
consiste en establecer landmarks (hitos) sobre las fotografias que capturen los rasgos relevantes
de la forma. Las posiciones relativas de las coordenadas de los landmarks o configuraciones de

landmarks, se utilizan para representar la forma de cada flor (Fig. 4).

A

: l cm

Figura 4. Landmarks homologos ubicados en las flores de tres individuos con fenotipos distintos:
A) fenotipo parental C. polyrhiza , B) fenotipo hibrido y C) fenotipo parental C. uniflora. Los

landmarks anatémicos se presentan en color rojo y los landmarks matematicos en color azul.

En las fotografias se colocaron 8 landmarks homdlogos (Zelditch et al. 2012) utilizando
el programa tpsDig2 (Rohlf 2004). Los landmarks con el mismo nimero se reconocen como
homélogos a lo largo de todos los individuos en la muestra, y esta homologia puede deberse a una
correspondencia respaldada por la geometria (landmarks de tipo 1l o matemaéticos) o a una
homologia bioldgica (landmarks de tipo | 0 anatémicos; van der Molen et al. 2007, Bookstein
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1997). Se determinaron 6 landmarks anatémicos y 2 matematicos (Fig. 4; Apéndice 1). La
ubicacion de los landmarks, se seleccioné con el objetivo de captar la mayor variacion de los
aspectos relevantes de las estructuras florales implicadas en el proceso de polinizacién, y en la

interaccidn fisica entre flores y polinizadores.

Las configuraciones de landmarks obtenidas para cada flor se sometieron al método de
Procrustes, que permite corregir los efectos de la traslacion, la rotacion y la escala. De esta
manera, se pudieron obtener aspectos de la forma que son independientes de estos otros factores
que afectan la configuracion (Zelditch et al. 2012). Luego, fueron representadas mediante analisis
de componentes principales (PCA). ElI PCA es una técnica utilizada en morfometria geométrica,
que permite identificar los rasgos dominantes de la variacién de la forma, indicando la cantidad
de variacién asociada a cada componente principal (PC). Esta metodologia, permite explorar los
principales ejes de variacion morfoldgica en un espacio tangente, observar las tendencias de
variacion entre y dentro de los grupos y reducir la dimensionalidad de los datos (Zelditch et al.
2012). Ademas, utilizando herramientas graficas, se pueden representar las variables de la forma
en grillas que muestran el cambio del espacio fisico, respecto a la forma consenso, obtenida
minimizando la suma de cuadrados de las distancias Procrustes entre todas las muestras
disponibles (Rohlf y Slice 1990). El factor de escala de los graficos de cada PC es la magnitud
del cambio de forma medido como una distancia Procrustes. Esto permite visualizar los
principales cambios en forma entre las especies. El procesado de las coordenadas de los landmarks
y los analisis posteriores se realizaron utilizando el programa MorphoJ (Klingenberg 2011).

La distancia operativa (DO), se registr0 a partir de la base de datos morfogeométrica,
como la distancia euclidea entre los landmarks uno y siete a partir de las coordenadas de

Procrustes corregidas por el tamafio del centroide.

Analisis bayesiano espacial

Para conocer como se estructura espacialmente la variacion fenotipica entre individuos
en funcion de la distancia fenotipica y la distancia geografica, se realiz6 un analisis bayesiano
espacial con el programa Geneland v4.0.3 y el método Monte Carlo de cadenas de Markov
(Guillot et al 2005). Para la distancia fenotipica, se utilizé el PC1 del andlisis de componentes
principales y para la distancia geografica, las coordenadas de cada uno de los individuos
muestreados. En el andlisis se corrieron 5 réplicas independientes, y se evaluaron las
probabilidades de pertenencia a cada agrupamiento (K=3). Esto confiere a cada individuo, una
probabilidad posterior de ser asignado en una agrupacién K, sin un conocimiento a priori sobre

las unidades poblacionales o de sus limites geogréficos.
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Medidas de éxito reproductivo

En los mismos individuos de la transecta, se obtuvieron medidas de éxito reproductivo
gue permitieran diferenciar la accion de las aves y de las abejas recolectoras de aceites. Para este
propésito, se aprovechd la circunstancia de que las aves y las abejas dejan sefias particulares cada
vez que visitan las flores. Las aves remueven parcial o totalmente el 16bulo corolino, que sirve de
cuerpo nutricio, y las abejas dejan sobre la corola marcas de ufias cuando se posan sobre el labio
inferior y se aferran para poder manipular la glandula oleifera. Con el fin de responder a la
prediccién de seleccidn estabilizadora mediada por la accién combinada de ambas clases de
polinizadores, aves y abejas recolectoras de aceites, se utilizd6 como tercera medida de éxito

reproductivo, a la suma de las visitas por ambos animales.

Seleccién fenotipica

Una de las condiciones para que pueda actuar la seleccion, es que haya variacién en los
rasgos fenotipicos y en el éxito reproductivo de los individuos de una poblacién. Debido a esto,
lo primero que se estimé fue la oportunidad de seleccion (1) que actda sobre cada rasgo, esto es,
la varianza del éxito reproductivo mediado por aves o por abejas, y por la combinacién de ambas
(Brodie et al. 1995). El valor resultante es interpretado como un limite a la accion de la seleccion,
o como potencial de accion de la seleccion. Posibles diferencias en |, entre medidas de éxito
reproductivo, se pusieron a prueba con el estadistico F para varianza con la funcion var.test() en
R.

Los patrones de seleccién fenotipica fueron estimados tanto para las medidas de éxito
reproductivo separadamente de aves y abejas, como para la suma de ambas (Emel et al. 2017). La
altura de las plantas, la distancia operativa y el principal eje morfogeométrico del PCA, fueron
utilizados como variables predictoras de ambas medidas de éxito reproductivo. Como el nimero
de flores por individuo es distinto a través de la poblacidn, esta variable fue utilizada como
contrapeso (offset) para dar cuenta de las diferencias en réplicas entre individuos (Zuur et al.
2009). Para evaluar la magnitud de la seleccion que actla sobre los rasgos fenotipicos, se siguio
el modelo estandar propuesto por Lande and Arnold (1983). Primero, los rasgos fueron
estandarizados a media de cero y desvio estandar igual a uno. Esto permitira llevar los valores de
los datos a una escala uniforme para poder comparar la intensidad de la seleccidn. Por otro lado,
cada una de las tres medidas de éxito reproductivo fueron relativizadas a la media poblacional.
Esta transformacion sirve para estimar la contribucion de cada fenotipo a la generacion siguiente,

en forma comparativa a otros fenotipos. También evita el efecto de los posibles cambios en el
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tamafio poblacional entre las generaciones. Luego de esto, se calcularon los diferenciales de
seleccidn lineales (si), cuadraticos (ci) y correlacionales (cii), que representan la seleccion directa
e indirecta sobre cada rasgo especifico. Estas son estimaciones del cambio fenotipico esperado de
una generacion a la siguiente, en los parametros poblacionales de posicion (media) y dispersién
(varianza). Ademas, se estimaron los gradientes de seleccion para determinar la magnitud y signo
de la seleccion sobre cada rasgo (i, yii) o sobre rasgos correlacionados (vij), independientemente
de los efectos indirectos de otros rasgos medidos. Los gradientes ponen en evidencia el efecto
directo de la seleccion sobre cada rasgo (gradientes lineales y cuadraticos) y sobre combinacion
de pares de rasgos (gradientes correlacionales), descontando los efectos indirectos de otros rasgos
u otras combinaciones de rasgos. La significancia de los diferenciales y gradientes se calcularon
sobre la base de modelos inflados en cero, que son Utiles en situaciones como la presente, donde
se encuentra una amplia presencia de ceros en la muestra. En nuestro caso de estudio, hay una
gran cantidad de flores sin signos de visitas por aves o abejas, es decir con éxito reproductivo
nulo. Este modelo distingue entre un proceso binomial (diferencias en visitas a individuos), y un
proceso de Poisson (diferencias en el nimero de flores visitadas por individuo). Para este fin se
utilizé la funcidn zeroinfl del paquete pscl (Zeileis et al. 2008).

Cuando los rasgos fenotipicos estuvieron significativamente afectados por la seleccion
fenotipica, segun la medida de éxito reproductivo combinada de aves y abejas, se realizaron
regresiones no paramétricas utilizando splines cubicos. Esto, con el objetivo de visualizar las
asociaciones uni y multivariadas entre fenotipo y éxito reproductivo. Para estimar los splines
cubicos se utilizé el paquete mgev (Wood 2008, 2017). La seleccién correlacionada entre dos
rasgos, cuando significativa, se visualiz6 graficando superficies o paisajes de éxito reproductivo
utilizando ajustes de splines en capa delgada (TPS, por sus siglas en inglés), una version

tridimensional de los splines cubicos, utilizando el paquete fields (Nychka et al. 2017).

Todos los analisis aqui descritos se realizaron con el programa R (R Core Team 2021).

Resultados

Altura de la planta y distancia operativa

Los fenotipos extremos estan representados por plantas relativamente altas con flores de
distancia operativa corta, idénticos o similares a C. polyrhiza, y plantas bajas con flores de
distancias operativas largas, idénticos o similares a C. uniflora. La altura de la planta y la distancia
operativa muestran distribuciones bimodales, esto es mayor frecuencia de individuos que

presentan valores extremos de los rasgos y menor cantidad en valores cercanos a la media. La
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distribucion es marcadamente asimétrica para la altura de la planta con una frecuencia mayor para

plantas bajas (Fig. 5).
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Figura 5. Histograma de frecuencias de: A) Altura de la planta (cm) y B) Distancia operativa (cm).

Forma floral
Segun el anélisis de morfometria geométrica, la mayor parte de la variabilidad

morfol6gica es explicada por el eje morfoldgico PC1 (83,84%), y una parte menor, por el gje
morfol6gico PC2 (7,88%). Se observa que los valores mas bajos del eje PC1 representan una
morfologia floral similar a C. uniflora (labio inferior recto e inflado solo en el extremo, con cuerpo
nutricio desplegado hacia afuera), los valores mas altos representan una morfologia floral similar
a C. polyrhiza (labio inferior curvo e inflado, con elai6foro plegado hacia el interior) y los valores

intermedios abarcan un amplio rango de morfologia hibrida (Fig. 6).

Sobre el PC2 se puede diferenciar que los valores mas bajos representan individuos con
morfologias florales similares a C. polyrhiza y C.uniflora, mientras que sus valores mas altos
corresponden a morfologias florales hibridas. Teniendo en cuenta la baja proporcion de variacion
en la forma que explica este eje y que no permite distinguir adecuadamente entre formas
parentales, la representacion morfogeométrica de la forma se refiere, en lo sucesivo, solamente al
eje PC1.
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Figura 6. Variacion de la forma floral a lo largo de los ejes PC1 y PC2. Cada punto representa a

un individuo y su ubicacion representa la desviacion respecto a la forma consenso (indicada con

una estrella, ubicada en las coordenadas 0,0).

Los histogramas de frecuencias para el eje morfoldgico PC1 muestran una distribucion

bimodal, al igual que los rasgos mencionados anteriormente. Esto significa que hay mayor

frecuencia de individuos que presentan valores extremos de los rasgos y menor frecuencia en

valores medios (Fig. 7).
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Figura 7. Histograma de frecuencias del eje morfoldgico PC1.
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Anélisis bayesiano espacial

Este andlisis reconocié una estructura geografica en la distribucion del fenotipo
compuesta por un minimo de tres grupos, que representaron los dos fenotipos parentales y un
fenotipo hibrido. El grupo afin a la especie parental C. uniflora se encuentra en el sector norte de
la transecta y el afin a C. polyrhiza, se restringe al sector sur (Fig. 8). La probabilidad posterior
de pertenencia al fenotipo hibrido es méxima en una franja latitudinalmente estrecha, de

aproximadamente 100 m de ancho (Fig. 9).
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Figura 8. Representacion grafica de la distribucion espacial de los tres grupos fenotipicos
distinguidos. El grupo afin a la especie parental C. uniflora se encuentra en el sector norte de la
transecta (color salmén) y el afin a C. polyrhiza se restringe al sector sur (color verde). El fenotipo
hibrido se ubicé en el medio de estos dos (color blanco).
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Figura 9. Mapas de probabilidad posterior de pertenencia de los individuos muestreados a cada
uno de los grupos definidos por los morfotipos (A. grupo fenotipo C. uniflora; B. grupo hibrido,
C. grupo C. polyrhiza). Los colores indican: rojo: alta probabilidad de pertenencia (>0,90),
naranja: probabilidad media (entre 0,9 y 0,50), amarillo: baja probabilidad (<0,50). Los puntos

negros representan los individuos muestreados.

Seleccion fenotipica

Se obtuvo una oportunidad de seleccion distinta de cero para el éxito reproductivo
mediado por aves (1,019), por abejas (26,923) y para la combinacién de ambos (0,976). Esto
significa que en la poblacion estudiada existe suficiente variabilidad como para que se produzca
seleccién fenotipica. La oportunidad de seleccién asociada a la polinizacion por abejas es

significativamente mayor que la asociada a las otras dos medidas (Fig 10).
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Figura 10. Oportunidad de seleccidn para las tres medidas de éxito reproductivo. Letras distintas

sefialan diferencias significativas entre medidas de éxito reproductivos.

Diferenciales lineales de seleccion
Los resultados muestran diferenciales lineales significativos para los tres rasgos en el
componente de frecuencia de los errores. Para la DO y el PC1 estos diferenciales fueron

significativos, a su vez, para el componente de ocurrencia, con la medida de éxito reproductivo
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debida a aves y a la combinada. El signo y la magnitud de los diferenciales difiri6 marcadamente
segun la medida de éxito reproductivo tomada. Los diferenciales obtenidos de la seleccion
fenotipica mediada por abejas fueron siempre de signo opuesto que los obtenidos con las otras

dos medidas de éxito reproductivo (Fig. 11).
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Figura 11. Diferenciales lineales de seleccion. Referencias: Altura (distancia al suelo de la flor
mas elevada de la planta), DO (distancia operativa de la flor), PC1 (primer componente principal

de un eje morfogeométrico representativo de la forma de la corola).

Teniendo en cuenta la medida de éxito reproductivo debida a aves y la combinada, la
altura muestra un valor negativo (-0,32 y -0,30 respectivamente), indicando una tendencia a
reducir el valor medio del rasgo, y por lo tanto, una seleccién direccional hacia valores mas
pequefios. Por otro lado, la DO posee valores positivos para ambas medidas de éxito reproductivo
(0,49 y 0,45 respectivamente) lo que estaria marcando un aumento en el valor medio del rasgo, y
consecuentemente una seleccion direccional hacia valores mas grandes. Contrariamente, en el
caso del eje morfolégico PC1 sus valores asociados a estas dos medidas de éxito reproductivo son
negativos (-0,53 y -0,49 respectivamente), por lo que ejerce una seleccién direccional hacia

valores mas pequefios en la forma de la flor, mas similares al fenotipo C. uniflora.

Por otro lado, teniendo en cuenta el éxito reproductivo mediado por abejas, la altura y el

eje morfoldgico PCL1 tienen valores asociados positivos (0,32 y 0,72 respectivamente), lo cual
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estaria marcando un aumento en el valor medio de los rasgos y por lo tanto una seleccion
direccional hacia valores mas grandes, es decir tendiendo al fenotipo C. polyrhiza. Contrariamente
en el caso de la DO, su valor asociado es negativo (-0,67) y estaria marcando una tendencia a
reducir el valor medio del rasgo, por lo que ejerce una seleccién direccional hacia valores mas

pequefios.

Diferenciales cuadraticos de seleccion

Los tres rasgos experimentan un efecto significativo, o0 marginalmente significativo, de
la seleccién ejercida por aves, abejas y por ambos animales en forma combinada, segun el
componente de frecuencia del modelo inflado en cero. La ocurrencia de polinizacion revela
efectos selectivos significativos o marginalmente significativos, con las medidas de éxito
reproductivo mediada por aves o por la combinacion de ambas clases de animales, para los rasgos
DO vy eje morfogeométrico PC1. Con la medida de éxito reproductivo mediado por abejas, el
componente de ocurrencia solamente tiene efectos marginalmente significativos para la altura de
la planta (Fig. 12).

La seleccién asociada a la altura muestra un diferencial negativo para las tres medidas de
éxito reproductivo: -0,08 para la polinizacién mediada por aves, -0,05 para la polinizacion
mediada por abejas y -0,08 para la polinizacién combinada de ambos animales. Esto marca un
patrén estabilizador, es decir que los individuos con valores medios de los rasgos se verian
favorecidos respecto a aquellos con valores extremos. Por el contrario, la seleccion asociada a la
DO, muestra diferenciales positivos para el éxito reproductivo mediado por aves (0,03), por abejas
(1,20) y por la combinacién de ambos (0,06). Lo mismo sucede con la seleccion asociada al eje
morfoldgico PC1, que muestra diferenciales positivos para las tres medidas de éxito reproductivo:
0,00 para aves, 2,62 para abejas y 0,07 para la combinacién. Esto significa que los individuos con
valores extremos de ambos rasgos, se ven favorecidos respecto a aquellos con valores medios,

por lo que la seleccion ejercida es disruptiva con las tres medidas de éxito reproductivo (Fig.13).
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Figura 12. Diferenciales cuadraticos de seleccion. Referencias: Altura (distancia al suelo de la
flor méas elevada de la planta), DO (distancia operativa de la flor), PC1 (primer componente

principal de un eje morfogeométrico representativo de la forma de la corola).
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Figura 13. Patrones de seleccion a partir del éxito reproductivo combinado sobre: A) Altura, B)

DO (distancia operativa de la flor) y C) Eje morfoldgico PC1 (primer componente principal de

un eje morfogeométrico representativo de la forma de la corola).

Diferenciales correlacionales de seleccion
Los resultados muestran diferenciales correlacionales significativos, de signo y magnitud

marcadamente distintos entre todos los pares de rasgos, con las tres medidas de éxito

reproductivo, en el componente de frecuencia del modelo inflado en cero (Fig 14). Con el

componente binomial los diferenciales correlacionales fueron significativos o marginalmente

significativos, solamente con las medidas de éxito reproductivo debida a aves y a la combinacion

de los dos animales. En tanto, con la medida del éxito reproductivo promovido por abeja, los

diferenciales no fueron significativos segln el componente binomial, en ninguno de los rasgos.
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Figura 14. Diferenciales correlacionales de seleccion. Referencias: Altura (distancia al suelo de

la flor més elevada de la planta), DO (distancia operativa de la flor), PC1 (primer componente

principal de un eje morfogeométrico representativo de la forma de la corola).
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Teniendo en cuenta la medida de éxito reproductivo debida a las aves, existe un gradiente
correlacional positivo entre los rasgos altura y la DO (0,11), y entre la DO y el eje morfolégico
PC1 (0,00). También existe un gradiente correlacional negativo entre la alturay el eje morfolégico
PC1 (-0,08).

Por otro lado, para la medida de éxito reproductivo debido a las abejas, existe una
correlacion negativa entre la altura y la DO (-0,46), asi como entre el eje morfolégico PC1 con la

DO (-1,20), y una correlacion positiva entre la altura y el eje morfolégico PC1 (0,40).

Finalmente, teniendo en cuenta la medida de éxito reproductivo debida al efecto
combinado de aves y abejas, existe un gradiente correlacional positivo entre los rasgos altura y la
DO (0,10) y un gradiente correlacional negativo entre la altura y el eje morfolégico PC1 (-0,07),
y entre la DO y el eje morfolégico PC1 (-0,03). Las superficies de seleccion correlacionada se
pueden observar en la Figura 15.
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Figura 15. Superficies de seleccion correlacionada A) entre la DO y la altura, B) entre el eje
morfoldgico PC1y la altura, C) entre la DOy el eje morfogeométrico PC1. Cada punto representa

un individuo y su color demuestra la proporcion de flores visitadas por aves y abejas.
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Gradientes lineales de seleccion

Unicamente los rasgos DO y el eje morfolégico PC1 muestran un efecto directo
significativo en los modelos de seleccién a través del éxito reproductivo mediado por aves y por
la combinacion de los dos polinizadores. Esto es, solo segun el componente de frecuencia del
modelo inflado en cero. Ningun rasgo muestra efectos directos significativos, a través de la

ocurrencia o no de polinizacion, para las tres medidas de éxito reproductivo.

La DO muestra gradientes negativos asociados tanto al éxito reproductivo mediado por
aves como a la combinacién de los dos polinizadores (-0,12 y -0,02 respectivamente). A su vez,
el eje morfolégico PC1 también muestra gradientes negativos asociados a las dos medidas de
éxito reproductivo (-0,81 y -0,13 respectivamente). Esto significa que se produciria una

disminucién en el valor medio de ambos rasgos y, por lo tanto, seleccion direccional negativa.

Gradientes cuadraticos de seleccion

La DO ejerce un efecto directo significativo en la ocurrencia o no de la polinizacion por
aves, pero no en la frecuencia. Su valor negativo (-0,19) estaria indicando que los individuos con
valores medios del rasgo se ven favorecidos respecto a aquellos con valores extremos.
Contrariamente, la altura solamente ejerce un efecto directo en la frecuencia de flores visitadas
por aves, pero no en su ocurrencia. Su valor negativo (-0,07) también estaria ejerciendo seleccion
estabilizadora. El eje morfolégico PC1 no tiene un efecto significativo ni en la ocurrencia, ni en

la frecuencia de la polinizacién por aves.

Por otra parte, s6lo la DO ejerce un efecto directo significativo en la ocurrencia de la

polinizacidn por abejas. Su valor negativo (-0,02) estaria ejerciendo seleccion estabilizadora.

Finalmente, teniendo en cuenta la combinacidn de los dos polinizadores, los tres rasgos
ejercen un efecto directo y significativo en la ocurrencia de la polinizacién, pero sélo laDO y el
eje morfogeométrico PC1 son significativos en la frecuencia de la polinizacion. La altura muestra
un gradiente negativo (-0,08), lo que estaria indicando que los individuos con valores medios del
rasgo se ven favorecidos respecto a aquellos con valores extremos. Contrariamente, la DO y el
eje morfogeométrico PC1 muestran gradientes positivos (0,06 y 0,07 respectivamente) por lo que
los individuos con valores extremos del rasgo se ven favorecidos respecto a aquellos con valores

medios.
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Gradientes correlacionales de seleccion

La combinacién de los rasgos altura y eje morfoldgico PC1, produjeron un efecto
significativo directo en el modelo de seleccion, a través de la ocurrencia o no y la frecuencia de
visitas por aves. A su vez, la combinacién entre el eje morfolégico PC1 y la DO produjeron un
efecto selectivo directo significativo en la ocurrencia de la polinizacion por aves y no en su

frecuencia.

Por otra parte, la DO y el eje morfoldégico PC muestran en combinacion con la altura,
efectos significativos directos y de gran magnitud en los modelos de seleccion, a través de la visita
por abejas. Pero, en este caso, slo se puede asegurar que los gradientes son significativos para la
frecuencia de visitas. No hay datos suficientes para demostrar su significancia en la ocurrencia

del evento.

Teniendo en cuenta la combinacion de los dos polinizadores, todas las combinaciones de
rasgos produjeron un efecto directo significativo, aunque no del mismo signo, tanto para la
ocurrencia o no de visitas, como para la frecuencia. En el caso de la combinacion entre la altura
y la DO, el efecto fue positivo (0,10), por lo que estarian favoreciendo la seleccion disruptiva; al
contrario de las combinaciones entre altura y eje morfoldgico PC1, y entre altura y DO, que
resultaron negativas (-0,07 y -0,03, respectivamente), las cuales estarian favoreciendo la seleccién

estabilizadora de dichos rasgos.

Discusion

Los presentes resultados muestran efectos significativos de la variacién de los rasgos
sobre el éxito reproductivo mediado por abejas y por aves, ya sea separada 0 conjuntamente.
Tanto las visitas por aves, como por abejas y la combinacion de estas, ejercen seleccion
direccional significativa sobre los tres rasgos que mejor describen la variacion del fenotipo, a lo
largo del enjambre hibrido. Las aves y las abejas ejercen efectos selectivos directos e indirectos
de sentidos opuestos sobre estos tres rasgos, segin lo demuestran los diferenciales significativos
de signos contrarios. Mediante la visita por aves, los valores medios, tanto de la altura de la planta
como del principal eje morfogeométrico que resume la forma floral, tienden a disminuir, mientras
que los de la distancia operativa tienden a aumentar por efecto de la seleccion. Esto significa que
las aves seleccionan en favor de fenotipos florales similares al parental C. uniflora. Por otro lado,
mediante la visita por abejas sucede lo contrario, los valores medios de la altura y del eje
morfogeométrico tienden a aumentar, mientras que los de la distancia operativa tienden a
disminuir. Consecuentemente, las abejas seleccionan en favor de fenotipos florales similares al

parental C. polyrhiza.
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La medida de éxito reproductivo combinada, es decir, aquella que considera la suma de
ambos servicios de polinizacién, tiene un efecto practicamente igual al éxito reproductivo
mediado por aves. Esto sucede ya que el nimero de registros de visitas por aves es ampliamente
superior al de abejas, y por lo tanto las primeras terminan ejerciendo el mayor efecto neto de
seleccion. Por otro lado, la gran magnitud de los diferenciales lineales (ya sean positivos o
negativos) asociados al éxito reproductivo mediado por abejas, se debe a la mayor oportunidad
de seleccion resultante de la contrastante intensidad de visitas registradas para estos insectos. Sin
embargo, su efecto de seleccion neto sigue siendo mucho menor que el ejercido por las aves por

su baja frecuencia.

Las aves y las abejas, tanto por separado como en combinacion, ejercen seleccion
disruptiva sobre la distancia operativa y el eje morfogeométrico, como queda en evidencia por los
diferenciales cuadraticos significativos. Contrariamente, la altura de la planta estd sujeta a
seleccion estabilizadora a través del éxito de ambos polinizadores tanto separadamente como de

forma combinada.

Como conclusién de los efectos directos e indirectos de los rasgos sobre el éxito
reproductivo mediado por aves y abejas, tanto de manera separada como combinada, resulta que
la hipétesis de partida es solamente respaldada para el caso de la altura de la planta. En cambio,
la hipdtesis resulta ser falsa para los otros dos rasgos, distancia operativa y eje morfogeométrico.
Los patrones observados en estos rasgos respaldan lo contrario, es decir, que los fenotipos
intermedios no gozan de un beneficio reproductivo, ni por efecto de las dos clases de
polinizadores individualmente, ni por el de ellos combinados. El patrén disruptivo observado
indica que extremos en el rango fenotipico del enjambre, semejantes a alguna de las dos formas
parentales, son favorecidos en desmedro de los hibridos. Méas ain, ambas clases de polinizadores,
separadas 0 de manera conjunta, estan favoreciendo distintas combinaciones de rasgos, como
queda revelado por los diferenciales correlacionales significativos entre todas las combinaciones
de pares de rasgos. Las aves favorecen fenotipos que combinan alturas bajas, distancias operativas
grandes y valores bajos del eje morfogeométrico, mientras que las abejas favorecen las
combinaciones opuestas. Ello sugiere que, a pesar de la seleccion estabilizadora sobre la altura,
los individuos estan siendo seleccionados integradamente. De esta manera son favorecidos
fenotipos extremos, también dentro de espacios multidimensionales, que incluyen aspectos

combinados de altura, ajuste y forma.

El vinculo directo entre variaciones de los rasgos y del éxito reproductivo se explor6
estudiando los gradientes de seleccion, de manera que el efecto de cada rasgo o combinacion de
rasgos se presenta libre de la influencia de cualquier otro rasgo o combinacion. Dicho analisis,

muestra que los efectos disruptivos revelados por los diferenciales cuadraticos serian en realidad,
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atribuibles al efecto directo de la seleccidn correlacionada sobre algunas combinaciones de pares
de rasgos. Esto resulta en parte, de diferencias en ocurrencia e intensidad de visitas (componentes
binomial y Poisson) de ambas clases de polinizadores, en favor de individuos con valores
consistentemente altos o bajos en altura y el eje morfogeométrico, pero en desmedro de individuos
con valores intermedios de ambos rasgos. Por otro lado, a través de la ocurrencia o no de visitas
(componente binomial), se favorecen combinaciones con valores extremos y opuestos en
distancia operativa y eje morfogeométrico, nuevamente perjudicando a individuos con
combinaciones intermedias. Los efectos correlacionados, que tienen valores altos en los
gradientes, siempre mayores en magnitud que los gradientes lineales y cuadraticos, serian los
principales responsables directos de los patrones puestos en evidencia por los diferenciales. Los
rasgos individualmente experimentan efectos selectivos directos de menor magnitud, y a veces
contrarios, a los evidenciados en los diferenciales. Asi, la seleccion estaria actuando sobre
fenotipos integrados, favoreciendo mas combinaciones de valores de ciertos rasgos, que valores
de rasgos individuales. Esos fenotipos divergentes corresponden en este caso a ecotipos de

polinizacién.

El dnico estudio similar que segln nuestro conocimiento se ha realizado sobre la
seleccidn del fenotipo floral en enjambres hibridos (Schemske y Bradshaw, 1999), encontr6, en
consistencia con los presentes resultados, seleccién direccional en sentidos opuestos, segun que
ésta fuera ejercida por alguna de las dos clases de polinizadores, picaflores o abejorros. Sin
embargo, no se explord la existencia de patrones de seleccion disruptiva o correlacional. Como
en dicho estudio se detectaron patrones opuestos de seleccion, dependiente de la clase de
polinizador simultaneamente sobre varios caracteres, es probable que la seleccion disruptiva y
correlacional también tuviera lugar. Cabe aclarar que el estudio realizado por estos autores fue
llevado adelante con individuos hibridos generados en invernadero, mientras que el presente

estudio se desarroll6 completamente en un enjambre hibrido natural.

AUn no se tiene la certeza si el sistema introgresivo aqui estudiado se habria originado
por un proceso primario o secundario, ya que adn no se puede arrojar luz sobre cémo la seleccion
mediada por polinizadores puede haber promovido un proceso de divergencia, ya sea simpatrico
o0 de refuerzo postcontacto. Permitdmonos suponer que en el primer caso, pocas mutaciones en
genes de gran efecto en una poblacion ajustada a un polinizador, como lo proponen Schemske y
Bradshaw (1999), podrian producir fenotipos que quedaran parcialmente aislados por un aumento
en beneficios reproductivos conferidos por otro polinizador. En el segundo caso, la tension de la
zona hibrida obraria produciendo el efecto de refuerzo, acentuando la divergencia entre linajes
incipientemente aislados por barreras geogréaficas ahora levantadas. En el sistema de estudio, la
especie predominantemente polinizada por aves, C. uniflora, se habria originado de ancestros

similares a C. polyrhiza, es decir, ajustadas a abejas recolectoras de aceites (Cosacov et al. 2009).
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En tal escenario la tension de la zona hibrida promoveria especiacion simpatrica. Sin embargo,
dicha tension no seria suficiente para un aislamiento precigotico completo, ya que formas hibridas
se producirian continuamente por el flujo génico entre los linajes incipientes, generado por ambas
clases de polinizadores. En el presente sistema de estudio las aves, por promover un patron
disruptivo asimétrico, serian las principales responsables tanto de ese flujo como de mantener el
aislamiento parcial del ecotipo ornitéfilo. Los enjambres hibridos naturales entre C. uniflora'y C.
polyrhiza se encuentran en varios otros sitios de contacto entre ambas especies, con diferentes
configuraciones de aves polinizadoras. Esto abre el interrogante sobre si los patrones de seleccion

encontrados en este trabajo se mantendrian en mayor o menor medida.

En conclusién, los presentes resultados, contrariamente a lo esperado, restan respaldo a
la hipétesis de partida, segun la cual fenotipos universalmente adaptados a mas de una clase de
polinizadores estarian favorecidos por la seleccion, por gozar de los beneficios sumados de todos
los polinizadores.
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Apéndice 1

Listado de landmarks usados en los anélisis de morfometria geométrica (vista lateral de la flor):

4:

5:A 180° de la linea imaginaria entreel LM 2y 7.

e Landmarks de tipo | 0 anatémicos.

. punto extremo distal del labio superior.

: unién del labio superior con el inferior.
: punto extremo distal del labio inferior.
: inicio de la lenglieta o el cuerpo carnoso.

: final de la lengiieta o cuerpo carnoso.

: punto extremo proximal del labio superior.

e Landmarks tipo Il o matematicos:

A 90° de la linea imaginaria entreel LM 2y 7.

Apéndice 2

Resultados del analisis de diferenciales para el éxito reproductivo mediado por aves.

Aves
z z
Diferenciales Rasgo beta  (Poi.) p (Bin.) p
Altura -0.32 -410 0.0000 1.13 0.2564
Lineales DO 049 4.83 0.0000 -3.01 0.0026
PC1 -0.53 -5.69 0.0000 2.77 0.0055
Altura? -0.08 -3.63 0.0003 -1.06 0.2895
Cuadraticos | DOz2 0.03 -2.14 0.0324 -2.73 0.0063
PC12 0.00 -4.79 0.0000 -2.71 0.0067
Altura:DO 0.11 4.42 0.0000 2.14 0.0322
Correlacionales | Altura:PC1  -0.08 -4.62 0.0000 -2.26 0.0238
DO:PC1 0.00 3.06 0.0022 2.82 0.0048
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Resultados del analisis de diferenciales para el éxito reproductivo mediado por abejas.

Abejas
z z
Diferenciales Rasgo beta  (Poi.) p (Bin) p

Altura 0.32 2.89 0.0038 1.91 0.0561
Lineales DO -0.67  -2.62 0.0088 -1.12 0.2632
PC1 0.72 3.13 0.0018 1.47 0.1428
Altura? -0.05 3.49 0.0005 1.70 0.0882
Cuadraticos D02 1.20 2.95 0.0031 1.52 0.1275
PC12 2.62 3.42 0.0006 1.41 0.1590
Altura:DO -046  -2.24 0.0251 -1.33 0.1827
Correlacionales | Altura:PC1  0.40 3.37 0.0008 1.62 0.1047
DO:PC1 -1,20  -3.03 0.0025 -1.32 0.1860

Resultados del analisis de diferenciales para el éxito reproductivo combinado

Aves + abejas
z z
Diferenciales Rasgo beta  (Poi.) p (Bin.) p

Altura -0.30  -3.83 0.0001 1.31 0.1903
Lineales DO 0.45 452 0.0000 -3.01 0.0026
PC1 -0.49  -5.34 0.0000 2.87 0.0041
Altura? -0.08  -3.43 0.0006 -0.92 0.3576
Cuadraticos D02 0.06 -1.83 0.0672 -2.64 0.0082
PC12 0.07 -3.54 0.0004 -1.83 0.0675
Altura:DO 0.10 3.66 0.0003 1.65 0.0993
Correlacionales | Altura:PC1  -0.07 -4.12 0.0000 -1.95 0.0516
DO:PC1 -0.03 2.44 0.0149 2.68 0.0074
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Resultados del andlisis de gradientes para el éxito reproductivo mediado por aves.

Aves
z z

Gradientes Rasgos beta  (Poi.) p (Bin.) p
altura.l 0.24 134 0.1812 -1.22 0.2210
Lineales DO.1 -0.12 -2.01 0.0443 -1.03 0.3049
PC1.1 -0.81 -3.85 0.0001 0.25 0.8061
altura.12) -0.0739 -2.96 0.0030 -1.10 0.2735
Cuadraticos |D0.1"2) -0.1878 -0.49 0.6251 -2.17 0.0297
PC1.1"2) 0.8773 -0.57 0.5685 -1.46 0.1433
altura.1:D0O.1 1.90 -0.72 0.4727 0.03 0.9758
Correlacionales | altura.1:PC1.1 1.48 -2.11 0.0351 -1.73 0.0834
DO.1:PC1.1 -1.48 0.72 0.4699 246 0.0139

Resultados del analisis de gradientes para el éxito reproductivo mediado por abejas.

Abejas
z z
Gradientes Rasgos beta  (Poi.) p (Bin.) p
altura.1 -0.08 -0.34 0.7311 041 0.6849
Lineales DO.1 0.02 1.23 0.2183 1.36 0.1727
PC1.1 0.17 148 0.1381 1.10 0.2726
altura.12) -0.02 0.30 0.7655 -0.04 0.9695
Cuadraticos DO.172) 0.00 -2.26 0.0241 -0.76 0.4459
PC1.172) 0.34 0.47 0.6349 -0.69 0.4884
altura.1:DO.1 1.56 2.02 0.0432 NaN NaN
Correlacionales |altura.1:PC1.1 1.54 1.70 0.0885 NaN NaN
DO.1:PC1.1 -0.83 0.39 0.6944 1.06 0.2906
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Resultados del analisis de gradientes para el éxito reproductivo combinado.

Aves + abejas

z

Gradientes Rasgo beta  (Poi.) p  (Bin) p
Altura 0.04 1.12 0.2616 -1.11 0.2676
Lineales DO -0.02 -1.86 0.0628 -0.91 0.3612
PC1 -0.13 -3.48 0.0005 0.33 0.7406
Altura2 -0.01 -3.28 0.0011 -1.71 0.0864
Cuadraticos D02 -0.03 -0.85 0.3939 -2.52 0.0118
PC12 0.16 0.48 0.6310 -0.44 0.6598
Altura:DO 1.95 -0.59 0.5526 -0.34 0.7322
Correlacionales | Altura:PC1 1.53 -1.89 0.0588 -2.22 0.0261
DO:PC1 -1.56 0.26 0.7947 2.93 0.0034
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