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RESUMEN
En este estudio se evalud el efecto del dafio causado por el herbivoro folivoro Epitrix sp.
durante la etapa juvenil sobre el éxito reproductivo de la planta hospedera Datura
stramonium. Ademas se examino la posible presencia de efectos indirectos del dafio a
través del crecimiento y el inicio de la floracion. Se realizo un experimento de campo y se
estimd la intensidad de la seleccion natural sobre el dafio, el crecimiento y el inicio de la
floracion. En una parcela experimental en la localidad de San Fransisco Mazapa (Edo. de
México) se establecié una parcela experimental en un &rea de 2700 m2 En la parcela se
sembraron 800 plantas provenientes de la poblacion local previamente germinadas en el
invernadero. Luego del transplante se aplicaron dos tratamientos (con y sin insecticida)
para manipular la cantidad de dafio causado por el herbivoro Epitrix sp siguiendo un disefio
de bloques al azar. Se midio el crecimiento de las plantas durante su etapa juvenil, el
momento de inicio de la floracién y la produccion de frutos (estimador del éxito
reproductivo). Los resultados indicaron que el insecticida redujo el dafio de 18 a 9% del
area foliar total de las plantas. En el tratamiento con mayor dafio las plantas presentaron un
reduccion del 47% en la produccién de frutos, de 6% en el crecimiento y el inicio de la
floracion. Bajo los niveles naturales de dafio, se observd un efecto indirecto de éste sobre la
adecuacion a traves del inicio de la floracion. El dafio tuvo un efecto positivo sobre las
plantas favoreciendo a aquellas mas comidas que adelantaron el inicio de la floracion. El
efecto positivo del dafio sugiere que la resistencia no seria el mecanismo de defensa de D.
stramonium frente al dafio temprano. Dado que ambos atributos estuvieron relacionados

positivamente con la adecuacion se sugiere que los efectos indirectos jugaron un papel



importante para entender los mecanismos por los que se compenso el dafio. Por lo tanto, la

respuesta de la planta al dafio temprano podria condicionar su historia de vida.

PALABRAS CLAVE: analisis de rutas, crecimiento, Datura stramonium, efectos indirectos,

herbivoria, inicio de la floracién, seleccién natural, Epitrix sp.
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ABSTRACT
This study evaluated the effect of early damage on fitness caused by the specialist herbivore
Epitrix sp, and the possible mechanism behind the response of the plant specie Datura
stramonium. In particular, growth rate, flowering time and total fruit production was
estimated in a factorial experiment were the abundance of the herbivore was manipulated.
The intensity and pattern of natural selection acting on these characters was determined.
The experiment was conducted in an experimental plot in San Fransisco Mazapa (Edo. de
México) during the summer of 2005. A total of 800 plants were grown in the experimental
plot (400 plants per treatment). The results indicated that the amount of damage was
reduced by the application of insecticide from 18 to 9%. In the insecticide treatment fruit
production increased 47%, and growth rate and flowering time 6%. Within treatment
analysis revealed the presence of indirect effects of damage on fitness through flowering
time. In both treatments growth rate and flowering time were positively selected. Also
correlational selection favoring an increase in growth and a rapid switch to reproduction
was observed. The intensity of this pattern was higher under natural levels of damage. The
analyses indicated the presence of a positive relationship between damage and fitness
suggesting that resistance is unlikely to be the defensive mechanism selected against early
damage in this system. Also the positive direct effect of damage on fitness suggests that the
stress induced by the loss of leaf area may have stimulated a compensatory response
enhancing fitness or that other not measured traits could account for this positive effect.
Overall the effect of damage on growth and flowering time indicate that herbivory play an

important role in the evolution of the life history of Datura stramonium.



KEY WORDS: path analysis, growth rate, Datura stramonium, indirect effects, herbivory,

flowering time, natural selection, Epitrix sp.



INTRODUCCION
Durante los altimos 50 afios se ha demostrado que la herbivoria puede afectar el exito
reproductivo de las plantas (Marquis, 1992), la dinamica poblacional (Harper 1977), e
incluso la estructura y diversidad de las comunidades (Green et al., 1997; Hanley, 1998;
Del-Val & Crawley, 2005). Esta evidencia ha apoyado la hipotesis de que la interaccion
entre las plantas y sus consumidores ha jugado un papel importante en la evolucion de las
mismas (Rausher, 1996; Strauss & Zangerl, 2005). En particular, el estudio de la evolucion
de las defensas de las plantas contra herbivoros ha centrado su atencion en los efectos
directos que el dafio (o algun componente de la defensa) tiene sobre la adecuacion (Fritz &
Simms, 1992). Sin embargo, la mayoria de los estudios sobre seleccion natural de la
defensa en plantas ha estimado el dafio por herbivoros durante la etapa adulta (Marquis,
1992; Ndfiez-Farfan & Dirzo, 1994; Kingsolver et al., 2001; Stinchcombe, 2002; Straus et
al., 2002). Por lo tanto, la percepcidn generalizada de que reducir el dafio por los
herbivoros favorece a las plantas se ha construido basicamente considerando el dafio en
estadios tardios del desarrollo de las plantas (Rausher, 1996, 2001, Strauss & Zangerl,
2005; ver Tiffin, 2002).

Un escenario muy comun al que se enfrentan las plantas es la posibilidad de que
sean consumidas durante los primeros estadios de desarrollo (Crawley, 1999; Boege &
Marquis, 2005). Los estudios que han evaluado los efectos del dafio antes de la
reproduccion de las plantas indican que éste puede tener efectos negativos directos
considerables sobre la supervivencia, y reproduccion (Strauss, 1991, 1996; Juenger &
Bergelson, 2000; Stinchcombe, 2002; Knight, 2003; Del-Val & Crawley, 2005; Hanley &

May, 2006), e indirectos sobre la cantidad y calidad de las recompensas a los polinizadores,



y la competencia (Dirzo & Harper, 1982; Strauss, 1996; Lehtila & Strauss, 1999; Adler,
2000; Mosterhead & Marquis, 2000; Cresswell et al., 2001; Gémez, 2003).

La relacion directa que se ha establecido entre la cantidad de dafio y el éxito
reproductivo se debe, fundamentalmente, a que el dafio limita la cantidad de recursos que la
planta pudiera utilizar para su reproduccion (Marquis, 1992). A su vez, los cambios en
tamario y en las prioridades funcionales durante el desarrollo pueden alterar la capacida de
las plantas para adquirir y asignar recursos (Boege & Marquis 2005). Bajo esta misma
I6gica es posible suponer que la pérdida de area foliar antes, durante, o después de iniciada
la reproduccidn podria tener efectos diferentes sobre la adecuacion de las plantas (Ehrlen,
1995). En particular, cuando el dafio ocurre antes del inicio de la reproduccion se
incrementan las posibilidades de que sean afectadas otras funciones vitales. Por ejemplo, en
muchas especies el inicio de la reproduccién depende de haber alcanzado cierto tamafio
(Roff, 1992), por lo que la herbivoria podria retrasar el momento en que las plantas
alcanzan el tamafio necesario para reproducirse (Juenger & Bergelson, 1997). Retrasar la
reproduccion puede ser muy costoso en plantas con ciclo de vida cortos (anuales) si el
retraso incrementa la probabilidad de mortalidad antes de que culmine la estacion
reproductiva (Huelber et al., 2006; Pilson, 2000). En Ipomopsis aggregata se encontr6 que
las plantas dafiadas antes de la floracion tuvieron una disminucion en el éxito reproductivo
debido a que se retraso el inicio de la floracion disminuyendo las visitas de los
polinizadores (Juenger & Bergelson, 1998). El cambio en la expresion de la defensa
durante la ontogenia podria expresar compromisos con otras funciones vitales de la plantas
(Fornoni et al., 2003; ), variacién en la probabilidad e intensidad del dafio por herbivoros

(Del Val & Dirzo, 2003; Boege & Marquis, 2005) o cambios en el valor adaptativo de



diferentes mecanismos defensivos (Fornoni et al., 2004). A pesar de que se ha
documentado que la defensa de las plantas cambia durante la ontogenia (Briggs & Schultz,
1990; Karban & Thaler, 1999; Stout et al., 2002; del Val & Dirzo, 2003; Boege & Marquis,
2005), no existe una hipotesis sobre los cambios en el valor adaptativo de los mecanismos
defensivos. Los unicos dos estudios que han estimado la seleccion natural sobre el dafio
temprano y tardio en plantas indican que la intensidad del efecto del dafio puede variar
durante la ontogenia (Tiffin, 2002; Stinchcombe, 2002). Sin embargo, las causas de esta
variacion no han sido exploradas todavia. Un sistema que pudiera permitir explorar estas
ideas es el de la hierba Datura stramonium y sus herbivoros asociados.

En la planta anual Datura stramonium se ha observado que el ataque de uno de sus
principales herbivoros folivoros (Epitrix sp.) ocurre preferentemente durante los estadios
juveniles. En contraste, otro escarabajo, Lema trilineata, la consume a partir del inicio de la
floracion (Nufiez-Farfan & Dirzo, 1994). Este patron temporal en el consumo de los dos
herbivoros principales de D. stramonium permite examinar el efecto particular del dafio
causado por Epitrix sp. sobre el desempefio de la planta. Curiosamente en un estudio previo
en condiciones naturales se detect6 una relacion positiva entre el dafio ocasionado por
Epitrix sp. antes de la floracién y la adecuacion de las plantas (Nufiez-Farfan & Dirzo,
1994). Este estudio sin embargo no manipuld la presencia del herbivoro, por lo que no es
posible saber si la presencia del herbivoro efectivamente favorece a la planta o la relacion
positiva entre el dafio y la adecuacion refleja un mecanismo defensivo diferente a la
resistencia. En el mismo sistema otro estudio detect6 una asociacién positiva entre la
intensidad del dafio ocasionado por Epitrix sp. y la concentracion de escopolamina

(alcaloide involucrado en la defensa contra herbivoros) durante la etapa adulta de las
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plantas (Shonle & Bergelson, 2000). A su vez se detect6 que la seleccion favorecié una
reduccion en los niveles de escopolamina, sugiriendo una relacion negativa entre el dafio
por Epitrix sp. y la reproduccion de D. stramonium (Shonle & Bergelson, 2000). En este
estudio el dafio causado por Epitrix sp. se estimé en la etapa adulta de las plantas reflejando
el dafio acumulado. Es posible que las diferencias encontradas en estos estudios reflejen,
entre otras cosas, cambios durante la ontogenia de la planta en el valor selectivo del dafio
por este herbivoro especialista. Dada la falta de evidencia sobre seleccion natural del dafio
por herbivoros en estadios tempranos en el desarrollo de las plantas y los posibles
mecanismo involucrados (ver Stinchcombe, 2002), en el presente estudio se propuso
examinar el valor selectivo del dafio temprano sobre la reproduccion. En particular, se
plantearon los siguientes objetivos: (1) Determinar el mecanismo a través del cual el dafio
foliar causado por Epitrix sp. durante los primeros estadios de desarrollo afecta la
reproduccion de D. stramonium, (2) Determinar la importancia relativa de los efectos
directos e indirectos del dafio sobre la reproduccion, y (3) Determinar como actla la
seleccion natural sobre el crecimiento, el inicio de la floracion y el dafio en estadios

tempranos causado por Epitrix sp.
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MATERIAL Y METODO

Sistema de Estudio
Datura stramonium (Solanaceae) es una hierba anual, ruderal, que coloniza héabitats
perturbados, y zonas de cultivo. Se distribuye escencialmente en México y Estados Unidos
(Nufiez-Farfan, 1991). Es una planta que tiene afinidad por suelos ricos en nutrientes
(Weaver & Warwick, 1984) y en particular por aquellos ricos en nitrégeno (Department of
Agriculture U. S., 1970). Es una planta hermafrodita autocompatible que se propaga por
semillas. En condiciones naturales esta especie es consumida por un grupo relativamente
pequefios de herbivoros que producen un dafio promedio entre poblaciones de 10 a 50% del
area foliar total de las plantas (Valverde et al., 2001). D. stramonium produce alcaloides,
entre los que destacan la hiosiamina, atropina y escopolamina (Sharova et al., 1976). Tanto
estos compuestos, como la presencia de tricomas, han sido reconocidos como componentes
de la resistencia contra herbivoros. Ademas, estos caracteres son blanco de la seleccion
natural (Shonle & Bergelson, 2000; Valverde et al., 2001). En D. stramonium no se ha
detectado evidencia de induccion los metabolitos secundarios (Shonle & Bergelson, 2000).
Ademas, otros estudios han demostrado que esta hierba también tiene la capacidad de
tolerar el dafo foliar y que la tolerancia es seleccionada en algunas poblaciones (Fornoni et
al., 2004).

En el Centro de México los consumidores mas frecuentes son dos coledpteros de la
familia Chrysomelidae (Lema trilineata y Epitrix sp.) y un acridido (Sphenarium
purpurascens) (Nufiez-Farfan & Dirzo, 1994). La presencia de estos herbivoros, al igual
que la importancia relativa que cada uno tiene como enemigo natural de D. stramonium,

puede variar entre localidades y durante la temporada de crecimiento de las plantas
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(Fornoni et al., 2004; Nufiez-Farfan & Dirzo, 1994). Epitrix sp. es el herbivoro que
presenta el mayor grado de solapamiento en su intervalo de distribucién con D. stramonium
en México (Fornoni, com. pers.).

Observaciones de campo sugieren que el escarabajo L. trilineata se encuentra
asociado a esta hierba preferentemente en sitios templados del centro-sur de México
(Fornoni & Nufiez-Farfan, obs. pers.). L. trilineata desarrolla todas las fases de su vida
excepto la de pupa asociada a D. stramonium. Se ha observado que este escarabajo puede
remover el 100% del area foliar de una planta (Nufiez-Farfan & Dirzo, 1994). En particular,
L. trilineata coloniza las plantas cuando estas inician la floracion (Nufiez-Farfan & Dirzo,
1994).

Por su parte, Epitrix sp. también se alimenta de las hojas principalmente en las
etapas tempranas del desarrollo de D. stramonium (Nufiez-Farfan & Dirzo, 1994). El dafio
ocasionado por este escarabajo consiste en pequefias perforaciones muy regulares de
aproximadamente 3 mm de didmetro (Alcéazar, 2002). Se ha observado que puede llegar a
consumir hasta un 25% del area foliar total de una planta (Fornoni et al., 2003; Nufiez-
Farfan & Dirzo, 1994), por lo que en varias localidades constituye el herbivoro més
importante (Valverde et al., 2001). El adulto de este escarabajo mide aproximadamente 2
mm. Su coloracion va desde un color pardo claro a negro presentando brillo metélico.
Tienen patas muy desarrolladas que le permiten saltar cuando es perturbado. Sus huevos
son microscopicos, ovalados y blanquecinos. La larva mide entre 2 y 3 mm de largo y
presenta una coloracién blanquecina cremosa; presenta tres pares de patas toraxicas. Las
pupas también son de color blanco y miden aproximadamente entre 6 y 8 mm de largo

(Alcézar, 2002). La hembra de Epitrix sp. oviposita en el suelo cerca del tallo de la planta.
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Las larvas se alimentan de las raices. Después de un mes estas larvas pupan en el suelo y
después de una semana emergen los adultos. El ciclo total es de un mes y medio. Estos

escarabajos son abundantes en épocas de calor y en ausencia de lluvias (Alcazar, 2002).

Sitio de estudio

El estudio se llevo a cabo en la localidad de Teotihuacan (Edo. de México; 19°Norte,
98°0este) a unos 2294 msnm, con una precipitacion media anual de 559.6 mmy una
temperatura media anual de 14.8 °C. La vegetacion de la zona es predominantemente
xerofila. En esta localidad se ha observado la presencia de poblaciones de D. stramonium al
menos desde 1989 (Nufiez-Farfan, 1991). Esta localidad fue elegida para llevar a cabo el
estudio debido a que se ha observado la presencia de herbivoros, niveles de dafio cercanos

al 37% y seleccion natural sobre la resistencia a insectos herbivoros (Valverde et al., 2001).

Disefio Experimental

En el verano de 2004 se colectaron frutos de aproximadamente 115 plantas de D.
stramonium de la poblacién de Teotihuacan. Un muestra de 30 semillas de cada planta fue
sembrada en el invernadero del Instituto de Ecologia (UNAM) en macetas de 2 litros con
suelo comercial. Las semillas fueron germinadas siguiendo el protocolo descrito en Fornoni
& Nufez-Farfan (2000). De cada familia se mantuvo una planta por maceta para producir
semillas por autofertilizacion. Durante el verano del 2005 se sembrd una muestra por planta
de las semillas obtenidas en el 2004 con el fin de reducir los efectos del ambiente materno
entre las semillas. En junio de 2006 se sembraron 20 semillas por planta en el invernadero

para producir la poblacién experimental. Cuando las plantulas produjeron las primeras dos
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hojas fueron transplantadas a una parcela experimental de 42.4 x 65 m el 4 de julio del
2006. La parcela fue arada y desyerbada antes del transplante. Las plantas se ubicaron a una
distancia dentro y entre surcos de 1 y 0.8 m respectivamente siguiendo un disefio de
bloques al azar. La parcela se dividio en dos blogues dentro de los cuales se asignaron al
azar las plantas a dos tratamientos: con insecticida (Cl) y sin insecticida (SI). En total se
plantaron 400 plantulas x 2 tratamientos = 800 plantulas. Para el tratamiento ClI, se aplico
el insecticida de contacto SevinXP® a una concentracion de 25 g/l, cada ocho dias. Este
insecticida pertenece al grupo de los carbamatos y ha sido efectivo para disminuir la
abundancia de Epitrix sp. sin afectar la cantidad de frutos ni el namero de semillas por
fruto por planta en D. stramonium y otras especies (Simms & Rausher, 1989; Shonle &
Bergelson, 2000). El tratamiento Sl consistié en permitir el libre acceso a las plantas por
parte de Epitrix sp. y en remover manualmente cada 7 dias las puestas de Lema trilineata.
Cada 15 dias las malezas fueron removidas para controlar cualquier variacion

microambiental que éstas pudieran causar dentro de la parcela.

Toma de Datos

A los 26 dias de la fecha de transplante (29 de julio del 2006) se contd el nimero de hojas
totales de cada plantas. EI nimero de hojas se contd nuevamente entre los 44 y 55 dias de la
fecha de transplante para estimar el incremento en el nimero de hojas antes del inicio de la

floracién. A partir de estas mediciones se estimd el crecimiento de las plantas como:

Inhojas,, —Inhojas,

- (Pearcy et al., 1989). Dado que Epitrix sp. consume a su hospedero
274

preferentemente durante el estadio juvenil, el anlisis del dafio se concentro en las primeras
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hojas producidas por la planta. El dafio causado se estimd a partir de la colecta de las
primeras 4-6 hojas senescentes de las plantas. La estimacion considera el dafio total
acumulado por la planta durante su estadio juvenil de desarrollo. EI promedio de la
proporcion de area foliar consumida por el herbivoro para cada planta se estimé mediante la
digitalizacion de las hojas colectadas utilizando un sistema de analisis de imagenes
(WinDIAS Basic, (Delta-T Devices Ltd) (Valverde et al., 2001). Para cada planta se
registr6 como “inicio de la floracion” el dia en el que las primeras flores alcanzaron la
antésis. Por otro lado, evidencia previa ha confirmado que existe una correlacion positiva
entre la produccion de frutos y semillas de las plantas de esta especie (r = 0.92, P < 0.0001,
N = 150, Valverde, Fornoni & Nufiez-Farfan, datos no publicados), indicando que el
numero de frutos por planta es un buen estimador de la cantidad de total de semillas por
planta. El nimero de frutos totales se utilizd como un estimador del éxito reproductivo de

las plantas.

Andlisis de Datos

Para determinar si la manipulacién de la presencia de Epitrix sp. tuvo algun efecto sobre las
variables de interés (dafio, crecimiento, inicio de la floracion y adecuacion), se realizo un
analisis de varianza incluyendo los efectos: blogue, fecha de transplante (covariable) y
tratamiento. Antes de realizar los analisis, las variables fueron transformadas para mejorar

su normalidad y heterocedasticidad. Al dafio (proporcidn de area foliar removida por el

herbivoro) se le aplicé la transformacion (ar cosenowldaﬁo) y al nimero de frutos totales

se le aplicd la transformacion logaritmica. Antes de realizar los analisis de seleccion los

caracteres dafio, crecimiento e inicio a la floracion fueron estandarizados para todo el
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X, — X

conjunto de datos { } y la adecuacion fue relativizada ( x;/x) para cada tratamiento

Oy

con el fin de comparar, entre tratamientos, la forma e intensidad de los patrones de
seleccion (Lande & Arnold, 1983).

La seleccion natural se estimd aplicando una regresion multiple sobre la adecuacion
de las plantas y los caracteres de interés (Lande & Arnold, 1983). La presencia de seleccion
direccional se determind a partir de un modelo de regresidn donde solo se incluyeron los
términos lineales. La presencia de seleccion estabilizadora/disruptiva y correlativa se
determind a partir de un modelo de regresion donde se incluyeron los términos lineales y
cuadraticos. Los coeficientes de regresion parcial de los modelos se utilizaron como
estimadores de los patrones y la intensidad de seleccion (Lande & Arnold, 1983). Para
comparar los patrones y la intensidad de la seleccidn entre tratamientos se realizaron
analisis de covarianza. Estos analisis tuvieron como objetivo comparar las pendientes de las
relaciones entre los caracteres y la adecuacidn entre tratamientos. EI contraste de los
gradientes de seleccion direccional se realiz6 con un modelo de efectos lineales, mientras
que para el contraste de los gradientes cuadraticos se realizd un modelo incluyendo los
términos cuadréaticos. Los gradientes se consideraron significativamente diferentes cuando
la interaccion Tratamiento x caracter;, Tratamiento x caracter;?, o Tratamiento x carcter; x
caracter; resulto significativa (Dudley, 1996; Mauricio et al., 1997; Fornoni et al., 2004).

Con el fin de analizar de manera explicita la importancia relativa de las relaciones
causales, tanto directas como indirectas del dafo, el crecimiento y el inicio de la floracién
sobre la adecuacion, se realiz6 un andlisis de rutas (Brodie et al., 1995; Conner, 1996). Para

cada tratamiento se hizé un analisis de rutas usando la misma hipdtesis causal (ver
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diagrama de rutas en Figura 1). Esta hipotesis causal fue disefiada considerando dos
argumentos principales. Por un lado, las relaciones causales directas del dafio con las otras
variables se sustentan en el argumento de que el dafio disminuye los recursos de la planta
(Marquis, 1992), por lo que este pudiera alterar la expresion fenotipica de todos los
caracteres involucrados. Por otro lado, la relacion causal directa que tiene el crecimiento
sobre el inicio de la floracion se sustenta en la evidencia de que en muchas especies el
inicio de la reproduccion depende de haber alcanzado cierto tamafio (Roff, 1992), por lo
que la velocidad a la que se alcance este tamarfio (crecimiento) puede afectar el inicio de la
floracion.

Los analisis por tratamiento se realizaron con todas las variables estandarizadas. Los
coeficientes de ruta (p;; donde i = variable dependiente o efecto y j = variable
independiente o causa) fueron obtenidos a partir de los coeficientes parciales de regresién
Bji12,...n, donde Bjia2,...nes el coeficiente de regresion entre j e i independiente de la relacion
de i con las variables 1, 2, ...n. De esta manera, los coeficientes de ruta (p;i) estimados a
partir de los coeficientes parciales de regresion estandarizados (f;i), nos dicen la fraccion de
desviacion estandar de la variable dependiente i de la cual un factor j es directamente
responsable. Esta relacion se obtiene de mantener constantes las otras variables
independientes (1, 2,...n.) que pudieran modificar a la variable dependiente i (Mitchell,
2001). Por otro lado, los coeficientes de correlacion (rij) fueron descompuestos en sus
componentes: directos (ED), indirectos (El), espurios (S) y no analizables (U). Esto se
realiz6 con el fin de obtener los coeficientes de efecto o efectos totales (Green et al. 1997)
que se obtienen de sumar ED y El, y permiten comparar los efectos que diferentes variables

tienen sobre una variable enddgena. Los residuales para cada variable endogena fueron
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calculados como e =4/1-R?,, | donde R’,, . es el coeficiente de determinacién multiple

de la variable endogena i con las variables 1, 2,...n que la afectan.

Debido a que los diagramas de rutas presentados son modelos recursivos saturados
(recursive model just identified), es decir, los flujos causales son unidireccionales
(recursivo) y todas las variables estan interconectadas (saturados), no es necesario realizar
la prueba de bondad de ajuste del modelo debido a que un modelo de estas caracteristicas

siempre se ajusta a los datos (Pedhazur, 1982, pp. 616). Para este tipo de modelos el

n
coeficiente de determinacion multiple se calculé como R? =1—H(1— R?), donde R,
i=1

corresponde a los residuales de cada una de las variables involucradas en el modelo. Este

coeficiente se interpreta como la cantidad de varianza explicada (devianza) por el modelo.
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RESULTADOS
La aplicacion del insecticida afecto la expresion de todos los caracteres (Tabla 1). En
particular, se redujo la cantidad de dafio producido por Epitrix sp. en un 47% en el
tratamiento sin insecticida (Tabla 1). En el tratamiento sin insecticida las plantas tuvieron
en promedio 17% de dafio mientras que en el tratamiento ClI el dafio se redujo a un 9%. El
ntmero promedio de frutos por planta disminuy6 un 33% en el tratamiento sin insecticida
con respecto al tratamiento CI (Tabla 1). De igual manera, el tratamiento sin insecticida
causé una reduccion del 6% en la tasa de crecimiento de las plantas y retraso el inicio de la
floracion en un 6% (Tabla 1).

El analisis de las correlaciones fenotipicas entre caracteres detecté una asociacion
positiva entre el dafio por Epitrix sp. y la produccidon de frutos en el tratamiento sin
insecticida. De igual manera, se detectd una correlacion positiva entre el crecimiento y la
adecuacion y una correlacion negativa entre el inicio de la floracion y la adecuacion (Tabla
2). Por otro lado, se detectd una asociacion negativa entre el dafio por Epitrix sp. y el inicio
de la floracion (Tabla 2). Es decir, aquellas plantas mas dafiadas en el tratamiento Sl
iniciaron la reproduccion mas temprano que las menos dafiadas. En el tratamiento Cl, solo
se detectd una relacion positiva entre el crecimiento y la produccién de frutos, y una
relacion negativa entre le inicio de la floracion y la produccion de frutos (Tabla 2)

El analisis de seleccion natural permitio estimar la seleccion directa que actla sobre
el dafio, la tasa de crecimiento y el inicio de la floracion (Tabla 3). Este analisis se realizd
para cada tratamiento (SI y Cl). En ambos tratamientos se detecto la presencia de seleccién
direccional positiva sobre el crecimiento y seleccién direccional negativa sobre el inicio de

la floracién. El anlisis de covarianza Gnicamente detect6 que los gradientes de seleccion
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sobre el crecimiento fueron diferentes entre tratamientos (Tabla 3 y Al), siendo el valor
selectivo del crecimiento de mayor intensidad en el tratamiento Sl (Tabla 3, Figura 2).
También se detecto seleccion correlativa negativa sobre el crecimiento y el inicio de la
floracion (Tabla 3). La intensidad del gradiente correlativo fue dos veces mayor en el
tratamiento Sl (Tabla 3 y A2; Figura 3). Finalmente, no se detectd seleccion de ningun tipo
actuando directamente sobre el dafio.

El anélisis de rutas revel6 que la aplicacion de insecticida modifico la intensidad de
las relaciones entre los caracteres y la adecuacion (Tabla 4 y 5, Figura 4). En particular, el
efecto total del dafio sobre la adecuacion en ambos tratamientos fue positivo, aunque 6.5
veces mas intenso en el tratamiento Sl con respecto al tratamiento Cl. Esta diferencia se
debe a que en el tratamiento Sl, tanto los efectos directos como los indirectos del dafio
sobre la adecuacién fueron de mayor intensidad (Tabla 4 y 5). En ambos tratamientos se
observd un efecto directo positivo del dafio sobre la adecuacion (Figura 4). La presencia de
un efecto directo negativo del dafio sobre el inicio de la floracion en el tratamiento Sl fue
una de las diferencias observadas mas importantes entre tratamientos (Tabla 4 y 5).
Ademas, el efecto negativo del dafio sobre el crecimiento fue de mayor intensidad en el
tratamiento CI. En resumen, en el tratamiento Sl el efecto del dafio al adelantar el inicio de
la floracién favorecio a las plantas, por lo que aquellas plantas méas dafiadas produjeron méas
frutos. La importancia relativa del crecimiento y el inicio de la floracion fue diferente entre
tratamientos. Por un lado, en el tratamiento Cl el inicio de la floracion fue la variable que
presentd un efecto total mayor sobre la adecuacion (Tabla 4), mientras que en el

tratamiento Sl la variable con mayor efecto total fue el crecimiento (Tabla 5).
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DiSCusION

En este estudio se encontrd que las plantas expuestas al dafio natural de Epitrix sp.
presentaron una disminucion en el crecimiento, un retraso en el inicio de la floracion y una
reduccion en la cantidad de frutos totales con respecto a las plantas expuestas a menor
cantidad de dafio. El andlisis de seleccion (regresion multiple) no detecto que la seleccion
natural actde sobre el dafio causado por el herbivoro. Por el contrario, la reduccién en el
nivel de dafio natural de 18 a 9 % disminuyd el valor selectivo del crecimiento y de la
asociacion entre el crecimiento y el inicio de la floracion. En condiciones naturales, las
plantas con altos valores de crecimiento y una floracion temprana tuvieron mayor
produccidn de frutos. El anlisis de rutas indico la presencia de efectos directos e indirectos
del dafio sobre la produccion de frutos. En general los efectos directos fueron de mayor
intensidad que los indirectos. En conjunto, los resultados indican que bajo condiciones
naturales, con un promedio de dafio de 18 % durante el estadio juvenil aquellas plantas que
experimentaron niveles relativamente altos de dafio foliar tuvieron un beneficio directo e
indirecto en términos de adecuacion al adelantar el inicio de la floracion.

En general los estudios que han estudiado la seleccidn natural sobre el dafio y la
defensa, se han concentrado en los efectos directos utilizando el método de regresion
multiple (Agrawal, 2005; Berenbaum et al., 1986; Fornoni et al., 2004; Juenger &
Bergelson, 2000; Mauricio et al., 1997; Nufiez-Farfan & Dirzo, 1994; Pilson, 2000; Simms
& Rausher, 1989; Stinchcombe & Rausher, 2001; Tiffin & Rausher, 1999; Valverde et al.,
2003; Weinig et al., 2003). Sin embargo, los pocos casos que han seguido la aproximacién
del analisis de rutas han podido distinguir entre los efectos directos e indirectos que el dafio

puede tener sobre la adecuacion (Cariveau et al., 2004; Rey et al., 2006; Schemske &
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Horvitz, 1988; este estudio). Por ejemplo, en la hierba tropical, Calathea ovadensis, los
efectos directos e indirectos contribuyeron en igual medida sobre el efecto negativo total
del dano floral causado por las larvas del herbivoro Eurybia elvina (Riodinidae) (Schemske
& Horvitz, 1988). En la hierba perenne Helleborus foetidus, el efecto negativo directo del
consumo por afidos y larvas de lepiddpteros sobre las flores y frutos se debio
principalmente a los efectos directo (Rey et al., 2006).

La asociacion positiva entre el dafio temprano y la adecuacion de las plantas es
consistente con lo encontrado en un estudio previo en el mismo sistema (NUfiez-Farfan &
Dirzo 1994). El beneficio para las plantas de ser dafiadas durante el estadio juvenil sugiere
que el costo de la pérdida de area foliar fue menor que el beneficio de adelantar la
floracion. En D. stramonium se ha observado que las plantas presentan la capacidad de
amortiguar completamente en términos de adecuacion una reduccion de aproximadamente
10 % del &rea foliar de una planta (Fornoni & Nufiez-Farfan 2000). Estudios previos que
estimaron el dafio causado por Epitrix sp. en otras poblaciones encontraron que la media
del dafio podria variar entre 1 % en el norte de Estados Unidos a 23 % e el Centro de
México (Fornoni et al., 2003; Shonle & Bergelson, 2000). En otro estudio en el Centro de
México se determind que en promedio un 54% de las hojas de las plantas presentaron dafio
por Epitrix sp. (Nufiez-Farfan & Dirzo, 1994). Dado este rango de variacion, los niveles de
dafio observados en la parcela experimental podrian considerarse como ligeramente bajos.
En este sentido, la tolerancia de las plantas en las condiciones de la parcela experimental
pudo haber sido suficiente para amortiguar la pérdida de area foliar. Dado que el
crecimiento fue favorecido con mayor intensidad en presencia del herbivoro es posible que

la seleccion favorezca la activacion de mecanismos compensatorios (incremento en la tasa
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de crecimiento) frente al dafio temprano. En Ipomopsis aggregata también se observo que
el patrén de seleccion sobre el total de ramas producidas y el inicio de la floracion fueron
alterados como resultado de la manipulacion de la presencia del herbivoro (Juenger &
Bergelson, 2000). Al igual que el presente estudio la intensidad de la seleccion sobre ambos
caracteres fue mayor en el tratamiento con mayor intensidad de dafio y también se observo
un patron de seleccion correlativo favoreciendo la floracion temprana y un incremento en el
crecimiento. EI mismo estudio demostr6 que ambos caracteres funcionaron como
componentes de la tolerancia al dafio (Juenger & Bergelson, 2000). Los resultados para I.
aggregata y D. stramonium apoyan fuertemente la hipotesis de que los herbivoros pueden
ejercer un papel importante en la evolucién de la historia de vida de las plantas.

La importancia del crecimiento y el inicio de la reproduccion en la respuesta de la
planta frente a su herbivoro sugiere que otros agentes de seleccion podrian retringuir la
respuesta a la seleccion impuesta por los herbivoros. Por ejemplo, tanto el crecimiento
como el inicio de la floracion son caracteres sensibles a responder a la presion impuesta por
otros agentes de seleccion como las interacciones competitivas (Aarssen 1995). Por lo
tanto, si la intensidad de la competencia cambia, la respuesta de la planta frente a su
herbivoro podria verse afectada. Por otro lado, estudios previos indican que la abundancia
de herbivoros puede generar fluctuaciones en la seleccion sobre la defensa y otros
caracteres relacionados (Juenguer & Bergelson, 1998; Stinchcombe & Rausher, 2002). De
esta manera si la evolucion del crecimiento y el inicio de la floracion dependen de la
cantidad de dafio, cualquier cambio en la abundancia del herbivoro podria producir

fluctuaciones en la seleccion sobre estos caracteres.
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Los resultados del presente estudio contrastan con la evidencia existente para otras
especies sobre los posibles efectos positivos del dafio sobre la reproducciéon de las plantas.
Todos los casos reportados de efectos positivos del dafio sobre la reproduccion de las
plantas indican que en ausencia de dafio el exito reproductivo de las plantas disminuye con
respecto a las plantas en presencia de dafio (Maschinski & Whitham, 1989; Bergelson &
Crawley, 1992). En este caso se considera que las plantas presentan la capacidad de
sobrecompensar el dafio. En el presente estudio, las plantas en presencia de dafio
produjeron menor cantidad de frutos aunque bajo estas condiciones las plantas mas
consumidas produjeron mas frutos. Es decir, aunque el dafio redujo el éxito reproductivo,
resistirse al dafio durante el estadio juvenil no parece ser la estrategia Optima para las
plantas. Este patron contrasta con los Unicos dos estudios que han examinado el valor
selectivo del dafio temprano en las plantas. El estudio de Tiffin (2002) con Ipomoea
purpureay el de Stinchcombe (2002) con Ipomoea hederacea, indican que el valor
selectivo del dafio fue negativo sugiriendo que convendria resistir el ataque de los
herbivoros. Es posible también que el efecto directo positivo del dafio sobre la adecuacion
puediera ser explicado por otras variables que no se incluyeron en el analisis de rutas. Por
ejemplo, se ha observado en algunas especies que la interaccion planta-herbivoro puede
afectar la interaccion planta-polinizador reduciendo la atraccion de los individuos méas
resistentes (Strauss 1997). Este efecto podria suceder cuando la herbivoria reduce la
cantidad o calidad de las recompensas (Adler 2000). Para el caso particular de D.
stramonium se ha propuesto que los polinizadores podrian no ser un factor limitante en la

produccidn de semillas (Nufiez-Farfan et al., 1996). Sin embargo, no existe evidencia
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empirica sobre la relacion entre la cantidad de dafio y los atributos relacionados con las
preferencias de los polinizadores.

La presencia de seleccion sobre la resistencia contra herbivoros durante la etapa
adulta de las plantas en la zona de estudio (Valverde et al., 2001), y los resultados del
presente estudio sugieren que el valor selectivo de la resistencia probablemente cambie
durante la ontogenia en D. stramonium (Boege & Marquis 2005). Aungue algunos estudios
han propuesto que los cambios en la expresion de la resistencia durante la ontogenia serian
frecuentes, ningun estudio ha examinado las causas de esta variacion. Por ltimo, dado que
el 30% de las plantas en condiciones de dafio natural por Epitrix sp. tuvieron una
produccion de frutos superior al promedio de las plantas cuando se redujo la cantidad de
dafo, es posible suponer que las condiciones de dafio registradas en el tratamiento sin
insecticida reflejen el escenario mas comun experimentado por D. stramonium en el sitio de
estudio. En este sentido, la respuesta de la planta frente al herbivoro podria reflejar un

proceso de adaptacion expresado a través del crecimiento y el incio de la floracion.
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Tabla 1. Para cada atributo de las plantas de Datura stramonium se presenta su media 'y

desviacion estandar registrados en dos tratamientos: con insecticida (CI) y sin insecticida

(SI). La adecuacién corresponde al numero total de frutos por planta. La columna de

diferencias esperadas indica la prediccion propuesta sobre el efecto de los tratamientos en

los caracteres medidos. Para facilitar la comparacion entre tratamientos para cada caracter,

la diferencia observada entre las medias de cada atributo fue estandarizada utilizando la

desviacion estandar de ambos tratamientos simultaneamente. Las probabilidades fueron

tomadas de un analisis de varianza para cada caracter. Los nimeros entre paréntesis

denotan la N. Los datos fueron obtenidos entre el 4 de julio y el 22 de septiembre del 2006.

Diferencias Diferencias
Atributo SI Cl esperadas observadas
(Zsi- Za)lop
Dafio 0.17 +0.08 0.09 +0.07 Cl >SSl 1.02*
(% area removida) (275) (324)
Crecimiento 0.93+0.22 0.99+0.21 Cl>SlI -1.01*
(No. Hojas/dia) (317) (363)
Inicio floracion 56.6 + 8.69 53.2+8.20 Cl<SlI 3.99*
(dias) (317) (363)
Adecuacion 1.94+£271 2.92 +3.48 Cl>Ssl -0.31*
(No. frutos/planta) (317) (363)

* P < 0.0001.
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Tabla 2. Correlaciones fenotipicas entre el dafio foliar causado por Epitrix sp., el
crecimiento, el inicio de la floracion y el nimero de frutos. Los valores de las correlaciones
para el tratamiento sin insecticida (SI) se presentan por encima de la diagonal, y aquellas
correspondientes al tratamiento con insecticida (CI) se presentan por debajo de la diagonal.

El asterisco indica que la correlacion fue significativamente diferente de 0. *P < 0.05, **P

< 0.005.

Cl /Sl Daiio Crecimiento  Inicio floracion No. de frutos
Dafo -0.0530 -0.1672** 0.1306*
Crecimiento -0.1062 -0.0565 0.4120**
Inicio floracion 0.0061 -0.0478 -0.4003**

No. de frutos 0.0182 0.3173** -0.4012**
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Tabla 3. Resultados de los analisis de regresion multiple para estimar los gradientes de

seleccidn direccional, cuadratica (estabilizadora/disruptiva) y correlativa sobre el dafio,

crecimiento y el inicio a la floracion en los tratamientos sin insecticida (SI) y con

insecticida (Cl). Los valores en paréntesis corresponden a los errores estandar de los

coeficientes de regresion parcial. Los valores de F se obtuvieron de los analisis de varianza

presentados en la Tabla Al y A2. Para el modelo de efectos lineales se obtuvo

respectivamente una R? = 0.34, F4270= 36.78, P < 0.0001 y R? = 0.28, F4 310 = 32.89, P <

0.0001 para el tratamiento S1 y CI. Para el modelo de efectos no lineales se obtuvo

respectivamente una R? = 0.39, F19264 = 19.23, P < 0.0001 y R?* = 0.30, F10313= 15.11, P <

0.0001 para el tratamiento Sl y CI.

Atributo SI Cl Valores de F

Gradientes de seleccion direccional Ji; Ji;

Dafio 0.05 0.01 0.00
(0.12) (0.07)

Crecimiento 0.71*** 0.42*** 5.04*
(0.10) (0.08)

Inicio floracion -0.82*** -0.65*** 1.24
(0.10) (0.07)

Gradientes de seleccion cuadratica %ii %ii

Dafio 0.15 0.00 2.14
(0.09) (0.04)

Crecimiento® 0.06 -0.02 0.35
(0.08) (0.06)

Inicio floracion? 0.11 0.10 0.01
(0.07) (0.06)

Gradientes de seleccion correlativa %i %i

Dafio x Crecimiento 0.16 -0.06 1.89
(0.14) (0.08)

Dafio x Inicio floracién 0.02 -0.11 0.39
(0.12) (0.07)

Crecimiento x Inicio floracién -0.49*** -0.23** 6.39**
(0.12) (0.08)

*P <0.05; #* P <0.01*%x P <0.0001.
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Tabla 4. Efectos directos (ED), indirectos (El) y totales (ET) a partir del antlisis de

rutas para el tratamiento con insecticida (CI).

Efecto en
Crecimiento Inicio floraci—n Adecuaci—n
Variable ED El ET ED EIl ET ED El ET
Da-o0 -0.11 - -0.11 0.00 001 001 0.05 -0.03 0.02
Crecimiento -0.05 - -0.05 030 0.02 0.32
Inicio floraci—n - ememem e e e -040  ------ -0.40

“Los efectos directos son los coeficientes de ruta.

Tabla 5. Efectos directos (ED), indirectos (El) y totales (ET) a partir del anilisis de

rutas para el tratamiento sin insecticida (SI).

Efecto en
Crecimiento Inicio floraci—n Adecuaci—n
Variable ED El ET ED EI ET ED" El ET
Da-o0 -0.05 - -0.05 -0.17 0.00 -0.00 0.09 0.04 0.13
Crecimiento -0.06  ------ -0.06 039 0.02 042
Inicio floraci—n -0.36  ------ -0.36

“Los efectos directos son los coeficientes de ruta.
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LEYENDAS DE LAS FIGURAS

Figura 1. Modelo de rutas que propone las relaciones causales entre las variables: dafio,
crecimiento, inicio de la floracién y adecuacién. La variable dafio es considerada como

variable exdgena.

Figura 2. Relacidn entre el crecimiento (estandarizado) y la adecuacion de las plantas
(relativizada) en los tratamientos (A) Cl y (B) SI. Ambos ajustes son significativos y

difieren entre si (ver Tabla 3y Al).

Figura 3. Superficie adaptativa para el crecimiento y el inicio de la floracién en el
tratamiento con y sin insecticida. Los simbolos + y — indican las zonas de maximay
minima adecuacion. El circulo con la cruz indica el valor promedio de la poblacién
experimental en cada tratamiento. Ambas superficies difieren significativamente (ver Tabla

3y A2).

Figura 4. Digrama de rutas para el tratamiento con y sin insecticida. El grosor de las lineas

indica la intensidad de las rutas.
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Figura 4A. Cl: R*=0.33, N = 324
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APENDICE

Tabla Al. Resultados del analisis de varianza para la adecuacion relativizada (estimada a

partir del nimero de frutos totales) por tratamiento para comparar las pendientes de la

relacion entre los caracteres y la adecuacion entre tratamientos. El ajuste corresponde al

modelo de efectos lineales. R? = 0.32, Fgsg0 = 32.58, P < 0.0001, N = 680. El término

significativo correspondiente al contraste de las pendientes se indica en negritas.
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Fuente de variacién g.l.  Suma de Cuadrados F P
Bloque 1 3.1805 1.78 0.1816
Dia de transplante 1 57.3500 32.26 <0.0001
Tratamiento 1 30.38 17.09 <0.0001
Dafio 1 0.1686 0.09 0.7582
Crecimiento 1 120.6146  67.85 <0.0001
Inicio floracion 1 243.2273 136.82 <0.0001
Trat. x Dafio 1 0.4525 0.25 0.6140
Trat. x Crecimiento 1 9.5836 539 0.0206
Trat. x Inicio floracion 1 2.8950 1.62 0.2024
error 672 1047.0313
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Tabla A2. Resultados del analisis de varianza para la adecuacion relativizada estimada a
partir del nimero de frutos totales. El ajuste corresponde al modelo de efectos cuadraticos.
R?=0.36, Fo0578 = 18.17, P < 0.0001, N = 680. El término significativo correspondiente al

contraste de las pendientes se indica en negritas.

Fuente de variacion g.l. Suma de F P

Cuadrados

3.18 1.91 0.1670
52.6904 31.62 <0.0001
11.1628 6.70 0.0099

0.2226 0.13 0.7148
121.7979 73.11  <0.0001
243.1570 145.96  <0.0001

0.8205 0.49 0.4831

12.5625 7.54 0.0062
6.3761 3.82 0.0509

4.4909 2.69 0.1012
0.2355 0.14 0.7070
8.2804 4.97 0.0262
0.6857 0.41 0.5214

0.7745 0.46 0.4956
47.0926 28.26  <0.0001

3.7974 2.27 0.1316

1.1255 0.67 0.4114

0.0415 0.02 0.8746

3.6916 2.21 0.1371

1.5190 0.91 0.3400
Trat. x Crecimiento x Inicio floracion 6.4200 3.85 0.0501
error 666 605.5408

Bloque

Dia de transplante
Tratamiento

Dafo

Crecimiento

Inicio floracién

Trat. x Dafio

Trat. x Crecimiento

Trat. x Inicio floracion
Dafio?

Crecimiento?

Inicio floracion?

Dafo x Crecimiento

Dafio x Inicio floracion
Crecimiento x Inicio floracion
Trat. x Dafio?

Trat. x Crecimiento?

Trat. x Inicio floracion?
Trat. x Daflo x Crecimiento

Trat. x Dafo x Inicio floracion

L = S N T T = T T =T = S o e S e S S N N T T
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