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RESUMEN

Los herbivoros consumen parte de la biomasa de las plantas afectando la asignacién de su
presupuesto energético a otros componentes como el crecimiento, la reproduccién o la defensa v,
en consecuencia, a su éxito reproductivo o fitness. La defensa de las plantas contra sus herbivoros y
patdgenos se agrupa en dos estrategias: resistencia y tolerancia. La primera limita o impide el dafio,
mientras que la tolerancia reduce los costos una vez que el dafio se ha producido. Si las estrategias
de defensa son costosas y las plantas asignan en ambas, la seleccion deberia favorecer solo una. Las
alteraciones en las interacciones bidticas son determinantes en el éxito de las plantas que invaden
o colonizan ambientes nuevos. Dentro de estas interacciones, la herbivoro-planta es una de las mas
estudiadas. La teoria predice que la seleccion natural reduciria la asignacion de recursos a los
caracteres de resistencia a herbivoros y aumentaria el crecimiento y reproducciéon, mecanismos
asociados con la tolerancia (hipdtesis de liberacion de enemigos, HLE). También es posible que la
seleccion natural favorezca un incremento en la habilidad competitiva de las plantas en el ambiente
nuevo, redistribuyendo los recursos de la defensa hacia otros procesos (hipdtesis de la evolucion de
la mejora de la habilidad competitiva, EMHC), si existen pocos herbivoros. Ambas hipotesis
podrian ser dos resultados de un mismo fendmeno. El objetivo de este estudio fue determinar si
existe mayor tolerancia al dafio foliar en poblaciones de plantas introducidas a un ambiente nuevo,
donde la diversidad de herbivoros es menor, en comparaciéon con las poblaciones nativas. El
modelo de estudio es la planta anual mexicana Datura stramonium L. (Solanaceae), conocida
popularmente como “toloache”. Para ello, se realiz6 un experimento en invernadero, con semillas
de dos poblaciones del ambiente nativo (Ticumdn y Teotihuacan, México), y dos del nuevo
(Valdeflores y Zubia, Espaia) producidas por auto-fertilizacion en un jardin comun dentro del sitio
nativo. De cada poblacién, se germinaron en el invernadero 10 semillas de entre 13 y 15 plantas
(familias). Una vez que las plantas produjeron la primera flor, ésta se cortd y se midié en cada
planta la estatura, diametro del tallo y drea foliar. Las plantas de cada familia se asignaron
aleatoriamente a dos tratamientos de dafio foliar: grupo testigo (sin dafio) y grupo experimental
(50% de dafio en cada hoja). Dos meses después se tomaron las mismas medidas y se obtuvo el
numero de semillas por planta. La tolerancia se estimo como la diferencia en fitness entre las plantas
de cada familia con y sin dafio foliar. Los resultados indican que, bajo condiciones controladas, no
existen diferencias en la tolerancia al dafio foliar entre plantas de D. stramonium del sitio nativo y
el sitio nuevo. A pesar de esto, las plantas de Espafia tuvieron valores mds altos en fitness, diametro
y area foliar, que las plantas nativas. El dafio aplicado afect la produccion de hojas. No se detectod
varianza genética en los caracteres vegetativos iniciales, pero si en la produccion de semillas en la
poblacién Ticuman y Zubia. En Ticuman se detecté ademds una interaccion Familia x Tratamiento
(dano) significativa, indicando diferencias en la respuesta de los genotipos al dafo. El presente
trabajo sugiere que no existen cambios en la tolerancia a dafio foliar entre D. stramonium del
ambiente nativo y plantas introducidas a un sitio con pocos herbivoros, aunque las plantas del
ambiente nuevo presentan algunos cambios (e. gr., mayor fitness, mayor 4rea foliar y tallos mas
grandes) asociados a la tolerancia al dafio foliar. Hacen falta mas pruebas para poder respaldar del
todo la hipotesis de liberacion de enemigos.



ABSTRACT

Herbivores consume a part of the plant biomass affecting plant’s growing, reproduction or defense,
and so the reproductive success and plant fitness. Plants defence against herbivores and pathogens
are grouped in two strategies: resistance and tolerance. Resistance limit or avoid damage, while
tolerance reduce costs when damage has been done. If defense strategies are costly and plants assign
for both, natural selection would improve just one of them. Alterations in biotic interactions are
determinant for the success of plant that invade or colonize new environments. Within these
interactions, herbivore-plant interactions are one of the most studied. The theory predicts that
natural selection would reduce resources assignation to herbivore resistance characters and would
increase growing and reproduction, associated mechanism with tolerance (Enemy release
hypothesis, ERH). Also, is possible that natural selection would favorize the plant competitivity
ability in the new environment and with this, it would reassign the resources from the defense
characters to other plant process (Evolution of increased competitive ability hypothesis, EICAH) if
there are few herbivores. Both, the ER hypothesis and the EICA hypothesis seem to be the result
of the same phenom. The aim of this study was to determinate if the introduced plant populations
that coexist with a less herbivores, have more herbivore tolerance than the native populations. The
study model is the Mexican annual plant Datura stramonium L. (Solanaceae), commonly called
“toloache”. A greenhouse experiment was carried out with seeds from two populations from the
native environment (Ticuman and Teotihuacin, México), and two populations from the
introduced range (Valdeflores and Zubia, Espana). The seeds were produced by autocross in a
common garden within the native range. From each population it has been used 10 seeds from 13-
15 plants (genetic families) for a total of 130-150 seeds per population. When the plants produce
the first flower, it was removed, and, in each plant, it was measured height, shoot diameter and
foliar area. Plant from every genetic family were randomly assigned to one of the treatment: control
group (with no damage) or the experimental group (50% artificial damage for each leaf). Two
months later the second measurements were performed and the seeds per plant were counted.
Tolerance was estimated as the difference in fitness between the plants from every family with and
without foliar damage. The results indicate that within controlled conditions, there is not
difference in tolerance between D. stramonium plants from the native and the introduced range.
However, plants from Spain had higher values in fitness, shoot diameter and foliar area than the
native plants. The applied damage affected leaf production showing more leaves after damage in
the Spanish plants. There is any genetic variation detected in the initial vegetative characters but
there is a variation in seed production within Ticuman and Zubia populations. In Ticuman
population there is a significant Family X Treatment (damage) interaction which means the
existence of differences between the genotypes responses. This experiment suggests that there are
no changes in foliar damage tolerance between D. stramonium from the native and the introduced
site (with less herbivory) although plant from the new environment show some new changes (more
fitness, more foliar area and biggest shoots) associates with foliar damage tolerance. There is a need

for further work to provide more support for the Enemies release hypothesis.



L INTRODUCCION

Los herbivoros pueden consumir una gran proporcion de la biomasa de las plantas afectando
la asignacion de su presupuesto energético a otros componentes como el crecimiento, la
reproduccion o la defensa, y en consecuencia al fitness (Strauss et al., 2002). Este efecto negativo
de los herbivoros puede ser aun mas dafiino si existe una limitacién de recursos para las plantas
(Fornoni et al., 2004).

La defensa de las plantas contra sus herbivoros (y patdgenos) reduce las pérdidas
potenciales del fitness relativo e incluye diversas caracteristicas que pueden agruparse, en
general, en dos estrategias: (i) la resistencia y (ii) la tolerancia (Stamp, 2003; Agrawal et al.,
2004; Nunez-Farfan et al., 2007). La primera limita o impide el dafio causado por herbivoros;
puede ser constitutiva (e.gr. tricomas o espinas) o inducida ante la presencia de dafio (e. gr. latex,
taninos) (Rosenthal y Kotanen, 1994). La tolerancia, por otro lado, reduce los costos del dafio
por herbivoros (e. gr. mayor produccion de hojas, raices o biomasa para el tallo) (Strauss y
Agrawal, 1999; Nunez-Farfan et al., 2007). Se ha propuesto que el efecto neto de la seleccion
natural sobre cada estrategia dependera de los costos y beneficios que cada una involucra
(Pilson, 2000; Tiffin, 2000; Fornoni et al., 2004).

Cuando las estrategias de defensa son costosas y el beneficio derivado de cada una es
redundante, la seleccion deberia favorecer solo una (Simms y Triplett, 1994). Si esto es
correcto, la asignaciéon a las estrategias se ajusta a un tradeoff (compromiso), y se espera
encontrar una correlacién genética negativa entre ambas (van der Meijden et al., 1988;
Fineblum y Rausher, 1995).

Pero jcual estrategia sera favorecida en una poblacion de plantas! La respuesta no es
simple pues depende de varios factores entre los cuales, uno de los més criticos es la abundancia
y tipo de herbivoros, asi como su especializacion trofica; es decir, si son especialistas o
generalistas (Carmona y Fornoni, 2012; Castillo et al., 2014). Segun la teoria general de la
defensa (Rhoades y Cates 1979; Rhoades, 1979) las defensas cualitativas (e.gr., alcaloides)
pueden funcionar contra herbivoros generalistas mientras que las defensas cuantitativas (e.gr.,
taninos) funcionan contra los especialistas, que han desarrollado mecanismos contra las
defensas cualitativas (Mauricio y Rausher, 1997; Ali y Agrawal, 2012). Por ello, de acuerdo con
el tipo de herbivoro y su interaccion (Del Val y Crawley, 2005), se espera que cambie la media
poblacional de las estrategias y los caracteres defensivos asociados, promoviendo la
diferenciacion poblacional y originando un mosaico selectivo (Castillo et al., 2014).

La tolerancia es la capacidad de un genotipo para compensar la disminucion en fitness
debido al dafo, y puede estimarse como la pendiente de la relacion entre el fitness de un
genotipo en un gradiente de dafio (Strauss & Agrawal 1999; Simms 2000; Fornoni et al.,
2003b). Si se detecta variacion genotipica significaria la presencia de distintos niveles de

tolerancia entre las plantas dafnadas y no dafnadas de una poblacion. Esta diferencia en el fitness



promedio de los genotipos indica variacion en el vigor general (Fornoni et al., 2003a). Aunque
se ha demostrado que la tolerancia es una estrategia efectiva para mitigar los efectos negativos
del dafio, ha sido menos estudiada que la resistencia (Garrido y Fornoni, 2006; Fornoni, 2011).
Ademass, los estudios sobre la tolerancia se han enfocado en los atributos asociados al dafo y
no a los mecanismos detras de la respuesta tolerante (Stowe et al. 2000; Tiffin 2000a; Valverde
et al.; 2003; Fornoni, 2011). Algunos estudios mencionan que los caracteres putativamente
relacionados con la tolerancia son fisioldgicos o arquitectonicos (Strauss y Agrawal, 1999;
Stowe et al., 2000; Fornoni et al., 2003; Garrido et al., 2015). La pérdida de 4rea foliar debido
a los herbivoros puede compensarse fisiologicamente mediante la redistribucion de recursos
para incrementar la tasa de crecimiento o de la fotosintesis (Fornoni, 2011; Coley et al., 1985;
van der Meijden et al., 1988). No obstante, la disponibilidad de recursos en el ambiente y el
tipo de tejido afectado por los herbivoros son dos factores importantes para definir la respuesta
tolerante (Fornoni, 2011). Si la herbivoria reduce la adquisicion de un recurso limitante, la
tolerancia no seria favorecida (Wise y Abrahamson 2005, 2007). Por ejemplo, si existe
limitacién de radiacion fotosintéticamente activa, y los herbivoros consumen hojas, que son el
organo de captacion, la tolerancia sera muy baja (Cisneros et al. 2017). Ademds, de otros
factores ambientales, los costos reproductivos, las restricciones genéticas, la ontogenia y la
filogenia de las plantas, son piezas clave en la evolucion de esta estrategia (Fornoni y Nuisiez-
Farfan 2003; Boege et al., 2007; NufnezFarfan et al., 2007; Agrawal y Fishbein, 2008).

Se ha sefalado (Stowe et al., 2000; NufezFarfan et al, 2007) que los caracteres
asociados con la tolerancia a herbivoros también participan en la tolerancia a otros factores
estresantes, como el fuego, desecacion, patdgenos, heladas, etcétera (Belsky et al., 1993;
Fornoni et al., 2003; Fornoni, 2011), sugiriendo que la tolerancia podria ser una respuesta
generalizada al dafno y/o pérdida de tejido.

La modificacion de la interaccion de las plantas con sus enemigos naturales es una de
las hipotesis mas aceptadas para el éxito en la invasion o colonizacion de ambientes nuevos por
las plantas (Fornoni, 2011). La tolerancia al ser una respuesta mas generalizada a cualquier tipo
de dano y no solo al ocasionado por herbivoros, puede jugar un papel muy importante en la
colonizacién de nuevos sitios (Ashton y Lerdau, 2008). Se han propuesto dos hipotesis para
explicar el éxito en la colonizacion: La hipotesis de liberacion de enemigos (HLE) (Crawley,
1987; Keane y Crawley, 2002) y la hipotesis de la evolucion de la mejora de la habilidad
competitiva (EMHC) (Blossey y Notzold, 1995). La primera (HLE) establece que las
poblaciones de plantas, fuera de su sitio nativo, experimentan un aumento en su desempenio
y abundancia debido a la ausencia de sus enemigos naturales (Keane y Crawley, 2002;
Blumenthal, 2006). Sin embargo, existen estudios como el de Daheler y Strong (1997) y Leger
y Forister (2005) que indican lo contrario. En el primero se encontré que las poblaciones de
Spartina alterniflora introducidas a un nuevo ambiente, sin sus enemigos naturales, tienen

menos resistencia, pero también menos tolerancia al exponerlas a su herbivoro especialista.
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En casos de plantas que interactian con herbivoros especialistas, como es el caso de
Datura stramonium, una prediccion de la HLE es que al colonizar un ambiente nuevo, donde
sus enemigos naturales estdn ausentes, la seleccion natural reduciria la asignacion de recursos
a los caracteres de resistencia dejando mas recursos disponibles para asignarlos al crecimiento
y reproduccion (mecanismos asociados con la tolerancia) (Blossey y Notzold, 1995; Maron et
al., 2004; Ashton y Lerdau, 2008), por lo que podria esperarse mayor tolerancia en
comparacion con las plantas de los ambientes nativos. De los estudios recientes que pretenden
encontrar evidencia de lo anterior, el trabajo de Valverde et al., 2015 se realizo con el mismo
modelo de estudio empleado en el presente experimento. La investigacién de Valverde y
colaboradores (2015) se llevo a cabo con poblaciones del ambiente nativo (México) y de un
ambiente nuevo (Espafa). Encontraron menor dafo por herbivoros, menor pubescencia
(cardcter de resistencia) y mayor tamafo en las poblaciones espafiolas que en las del sitio nativo,
mientras estas ultimas fueron las que presentaron seleccién positiva en la resistencia relativa.
Los autores sugieren que sus resultados apoyan la Hipotesis de liberacion de enemigos.

La segunda hipétesis (EMHC) propone que, si una poblacion se encuentra en un sitio
sin sus enemigos naturales, la seleccion natural favorecera el incremento de su habilidad
competitiva, como consecuencia de los cambios en la asignacion de recursos, originalmente
asignados la defensa hacia otros procesos como el crecimiento o reproduccion (Blossey y
Notzold, 1995). La conjuncion de ambas hipotesis puede interpretarse como dos pasos del
mismo fendmeno, ya que, si en un ambiente nuevo el desempeno de los individuos de una
poblacion aumenta, puede desencadenarse un cambio evolutivo rdpido (Valverde et al., 2015)
que culmine en una elevada habilidad competitiva.

Los caracteres asociados a la tolerancia a herbivoros también pueden estar involucrados
en la capacidad de competencia de las plantas (Zou et al., 2007), lo que dificultaria identificar
el componente relacionado a la competencia en presencia de herbivoros. Los estudios
realizados sobre este tema indican que la tolerancia en los ambientes introducidos podria estar
ligada no sélo a la disminucion o cambio en la diversidad de herbivoros sino al aumento en la
habilidad competitiva (Zou et al., 2007).

Los experimentos de jardin comun donde poblaciones nativas e introducidas se
exponen a los herbivoros naturales permiten identificar diferencias en los caracteres asociados
a la interaccion de las plantas con sus enemigos naturales (Joshi y Vrieling, 2005). Por lo
anterior, el objetivo de esta investigacién fue determinar si las poblaciones de Datura
stramonium introducidas a un ambiente nuevo sin sus herbivoros naturales, son mas tolerantes
al daiio que las poblaciones nativas, si existen diferencias en la reproduccién, y qué ocurre con
la tolerancia de las poblaciones de ambos ambientes. Las preguntas de investigacion: 1) ;Las
poblaciones de D. stramonium del sitio no nativo (Espafia) poseen mayor tolerancia al dafo y
mayor fitness relativa que las poblaciones del sitio nativo (México)?, 2) ;Existe varianza genética
en la respuesta a la herbivoria en poblaciones nativas e introducidas’ y 3) ;Las plantas del

ambiente nuevo presentan mayores tamafos y tasas de crecimiento que las del sitio nativo!
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IL ANTECEDENTES

Datura stramonium L. (Solanaceae) es una planta ampliamente usada como modelo de estudio
de la defensa contra herbivoros y otros enemigos naturales. La mayoria de los estudios estan
enfocados en los mecanismos que subyacen a la resistencia o en la correlacion que existe entre
esta estrategia y la tolerancia (Kariftho-Betancourt & Nunez-Farfan, 2015). Fornoni y Nufez-
Farfan (2000) analizaron la existencia de variacion genética de la tolerancia a herbivorismo, y
los costos en el fitness para las plantas. Para ello usaron familias genéticas de una poblacion de
D. stramonium del centro de México (Pedregal de San Angel), y evaluaron cuales caracteres
(crecimiento, produccién de flores, frutos y semillas) se relacionan con la tolerancia.
Sometieron a las plantas a cuatro niveles de defoliacion (0%, 10%, 30% y 70%) en un ambiente
controlado. Encontraron variacion genética significativa entre los niveles de dafio, siendo 30%
y 70% de dafo, los niveles donde se redujo el fitness. Este resultado sugiere que la tolerancia
puede ser seleccionada, ya que los genotipos presentan distinta capacidad para amortiguar las
pérdidas en fitness producidas por el daio. Con este estudio se puede respaldar el potencial de
seleccion de las normas de reaccion bajo un gradiente de dafo foliar.

Para evaluar la existencia de varianza genética en tolerancia y resistencia a herbivoros y
el tradeoff entre ambas, Fornoni et al. (2003, 2004) llevaron a cabo trasplantes reciprocos con
dos poblaciones de D. stramonium. Las poblaciones estaban genéticamente diferenciadas para
ambas estrategias. Encontraron varianza genética aditiva en la resistencia y en la tolerancia.
También detectaron diferenciacion genética en ambas estrategias entre las poblaciones, asi
como interaccion genotipo-ambiente. Mediante analisis de seleccion, los autores encontraron
que la tolerancia era favorecida en el sitio donde previamente se habia detectado el nivel mas
alto de tolerancia; mientras que la seleccion favorecia a la resistencia en la poblacion con los
niveles mds altos anteriormente. Esto apoya la hipotesis de una correlacion negativa entre la
resistencia y la tolerancia a la herbivoria y que esta correlacion podria limitar la evolucién de
ambas estrategias de forma simultanea. A su vez, esto respalda la hipotesis de diferencia
adaptativa, es decir, que la seleccion favorece a una u otra estrategia dependiendo de la
poblacion, promoviendo un mosaico adaptativo de la defensa.

Otro estudio (Valverde et al., 2003), enfocado en analizar el efecto de la seleccion
natural en las dos estrategias de defensa encontro resultados distintos. Evaluaron el efecto de
la seleccion en el crecimiento (asociado con la tolerancia) y la resistencia de D. stramonium, en
tres poblaciones, en presencia y ausencia de herbivoros. Los resultados mostraron varianza
genética en crecimiento y resistencia con diferencias poblacionales para la resistencia y ninguna
correlacion entre crecimiento y resistencia ni diferencias en fitness entre estrategias entre las
poblaciones. La manipulacién de herbivoros mostré que no influyen en el patrén de selecciéon
sobre el crecimiento. Esto sugiere que la resistencia y la tolerancia pueden evolucionar en la

misma poblacion.
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Bustos-Segura et al. (2014) realizaron un experimento de jardin comun para evaluar los
cambios evolutivos en las dos estrategias de defensas contra herbivoros (resistencia y tolerancia)
en D. stramonium, usando semillas de la misma poblacion, pero colectadas con 20 afos de
diferencia. Usando genotipos recientes del herbivoro especialista (Lema daturaphila), el estudio
no mostrd una respuesta significativa en los caracteres medidos para evaluar la resistencia
(consumo, tricomas y alcaloides) ni evidencia de disyuntiva entre ambas estrategias. Por el
contrario, si encontraron diferencias en la tolerancia entre las plantas de ambas colectas. En
otro experimento hallaron que la supervivencia de los herbivoros dependia del genotipo de la
planta, indicando la existencia de varianza genética en resistencia. Los autores concluyeron que
la tolerancia a herbivoros evolucioné durante los 20 afos que separaban a las plantas
estudiadas, y que su estudio respaldaba la idea de que, si la resistencia a herbivoros no es
efectiva, la seleccion favoreceria a la tolerancia.

Existen estudios en distintas especies de plantas (Crawley, 1997; Willis y Blossey, 1999;
Keane y Crawley, 2002) en donde se compara talla, tasa de crecimiento y reproduccién en su
ambiente nativo y en las regiones donde se introdujeron. La tendencia general encontrada
indica que, en las nuevas regiones, las plantas son mas grandes, se reproducen mas y viven por
mas tiempo. Liu y Stiling (2006) realizaron un meta-analisis para probar las predicciones de la
hipotesis de liberacion de enemigos. El analisis se realizd con especies silvestres que fueron
introducidas en nuevos ambientes por lo menos 100 afios atris. Los resultados indican que: 1)
las especies tienen mayor numero de especies fitéfagas en su ambiente nativo que en las areas
introducidas; 2) que en las dreas nativas existe mayor numero de herbivoros especialistas y de
especies que se alimentan de las partes reproductivas. Sin embargo, no encontraron resultados
concluyentes al analizar la herbivoria entre congéneres introducidos y nativos en una misma
region. Los autores de este estudio concluyen que su andlisis respalda la hipotesis de liberacion
de enemigos.

Otros trabajos respaldan dicha hipotesis desde afios atrds. Schierenbeck et al. (1994)
estudiaron dos especies hermanas, una nativa (Lonicera sempervirens) y una invasora, (L.
japénica). La especie nativa tiene mayores tasas de crecimiento relativo y drea foliar en niveles
bajos de herbivoria. L. japonica (invasora) compensa mejor el dafio por herbivoros mediante
un aumento en la asignacion de recursos hacia las hojas. Los autores mencionan que la
fenologia foliar y la asignacion flexible de recursos, en respuesta a la herbivoria, pueden ser
factores clave para la dispersion y persistencia de especies exoticas. Agrawal et al. (2005)
realizaron un estudio con 15 pares de especies emparentadas (una nativa y una introducida).
Las especies introducidas recibieron 22% menos dafio (promedio) y encontraron un efecto
filogenético en el grado de herbivoria. Por otro lado, Ashton y Lerdau (2008) encontraron en
un estudio con 12 especies de enredaderas invasivas, que éstas eran mas tolerantes al dafio
artificial que sus parientes nativos y que esto podria contribuir al éxito en colonizar nuevos
sitios. En un meta-analisis realizado con 79 estudios, Daehler (2003) encontré que las especies

exoticas tienden a superar a las especies nativas en sitios con alta disponibilidad de recursos,
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pero no en sitios con baja disponibilidad de los mismos. En conclusién, a pesar de que existe
suficiente evidencia que sugiere que en los sitios introducidos las especies de plantas tienen un
mejor desempeno, las condiciones bajo las que ocurre esto son muy variables. Por ello, es
importante poner a prueba una hipotesis en condiciones controladas, es decir, manteniendo

constantes las variables ambientales.

La tendencia general encontrada en estudios con otras especies de plantas es respalda
por el estudio de Valverde et al. (2015) con D. stramonium. En la investigacion, compararon el
dafio foliar, talla de las plantas, resistencia relativa y la magnitud de seleccién sobre sobre estos
dos caracteres en poblaciones introducidas a un nuevo ambiente (Espafia) y del sitio nativo de
D. stramonium (México). Los resultados del estudio indicaron que no se encuentran presentes
los herbivoros especialistas en el area nueva y que las poblaciones de Espafiia presentan menos

dano por herbivoros, menor densidad de tricomas y mayores tallas que las plantas de México.
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II. HIPOTESIS
Suponiendo que la resistencia y la tolerancia a herbivoria son estrategias redundantes debido
a costos similares en su expresion; que durante la colonizacion de nuevos ambientes la
tolerancia ofrece mayores beneficios debido a que permite compensar el dafio no solo por
herbivoros sino por otros factores de las nuevas areas, y que en éstas la seleccion natural
actuaria en contra de los genotipos que inviertan mds en resistencia y favoreceria a aquellos
con mayores habilidades competitivas como la reproduccion y el crecimiento asociados con la
tolerancia, se espera que las plantas de D. stramonium del ambiente nuevo (Espafa) sean mas

tolerantes al dafio que las plantas del sitio nativo (México).

IV.  OBJETIVO
Determinar experimentalmente y en condiciones controladas si existen diferencias en
tolerancia al dafio entre poblaciones de Datura stramonium nativas (mexicanas) e introducidas

(espafolas).
Objetivos particulares:
Determinar las diferencias en vigor, reproduccién y crecimiento entre plantas de Datura

stramonium de sus sitios nativos e introducidos.

Determinar si existe variacion genética en plantas con y sin dafio, entre poblaciones nativas e

introducidas de Datura stramonium.
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V. METODO

Sistema de estudio

Datura stramonium, conocida con el nombre vulgar de “toloache”, es una planta anual de
distribucién cosmopolita, nativa de México, que crece en zonas perturbadas de todo el pais
(Weaver y Warwick, 1984; Nunez-Farfan y Dirzo, 1994). Es una hierba ruderal de raiz
superficial y ramificada, con tallos macizos y rectos de hasta dos metros de altura. Sus hojas son
pecioladas, alternas, simples, y consumidas principalmente por insectos herbivoros
especialistas como Epitrix parvula y Lema trilineata (Chrysomeliadae: Coleoptera) y generalistas
como Sphenarium purpurascens (Pyrgomorphidae; Orthoptera). Tiene flores actinomorfas sobre
pedunculos cortos, y los frutos son cépsulas ovoides, de hasta 7 cm de largo y 5 cm de ancho,
dehiscentes, con cuatro valvas y cubiertos por espinas (Weaver y Warwick, 1984). Las semillas
son consumidas por Trichobaris soror (Curculionidae: Coleoptera), un herbivoro especialista.

Los polinizadores de esta especie son abejas, abejorros y esfingidos.

Poblaciones y condiciones de germinacion

Se utilizaron semillas (f1) producidas por auto-fertilizacion de plantas que crecieron en un
jardin comun en Atlixco, Puebla con la finalidad de que los efectos maternos fueran los mismos
para todas las plantas en las que se analizaria la tolerancia a herbivoria, junto con otros
caracteres asociados a ésta Los progenitores son originarios de cuatro poblaciones: dos del
ambiente nativo (Ticuman y Teotihuacin, México) y de dos del ambiente nuevo (Zubia y
Valdeflores, Espafa). A las semillas f1 usadas en este experimento se les realizd un corte en la
testa y se hidrataron en un recipiente con agua y circulacién constante de oxigeno. Cuando
aparecieron las radiculas (aproximadamente 30% del total de semillas por genotipo), se
sembraron en vasos de plastico de 200 ml usando como sustrato 50% de turba y 50% de suelo.
Cuando las plantulas desarrollaron ambos cotiledones y dos hojas, se trasplantaron a macetas
de plastico de 1L con sustrato 50% arena, 25% vermiculita y 25% agrolita. Al ser trasplantadas
se les fertilizd con 200 ml de fertilizante Peters ® 20:20:20 (NPK) en una concentracién de 50

ml por litro. A las cuatro semanas se les aplicé una segunda dosis de fertilizante.

Trabajo en invernadero

El experimento se realizo en el invernadero del Instituto de Ecologia (UNAM, Ciudad de
México). con poblaciones usadas en estudios anteriores. Las poblaciones mexicanas se
seleccionaron porque mostraron seleccién positiva para la resistencia, mientras que en las
espanolas se detectd una mayor seleccion positiva para el crecimiento y la produccién de frutos
(Valverde et al., 2015). En el invernadero se germinaron 10 individuos seleccionados al azar
de cada poblacién, y se determiné el area foliar de entre tres y cuatro hojas por individuo con
un medidor de area foliar (Licor). Posteriormente, con el drea medida y el largo y ancho de

cada hoja se obtuvo una ecuacion por cada ambiente, para determinar el area foliar por hoja
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(Ecuacion la y 1b) y con esto poder calcular cudnta drea por hoja debia defoliarse para el

tratamiento del 50% de dafio:

Ecuacion la. Espana: Area foliarese. = 0.391028 + 0.004(L x A). (R*= 0.898, p= < 0.0001)
Ecuacién 1b. México: Area foliarma = 0.077393 + 0.00553(L x A). (R?= 0.947, p= < 0.0001)
donde L x A = largo por ancho de la hoja.

Se germinaron 13 familias de Teotihuacan, 15 de Ticuman, 15 de Zubia y 13 de
Valdeflores. Sin embargo, durante el invierno se perdieron varios genotipos de cada poblacion.
Debido a la mortandad, al final del experimento quedaron cuatro genotipos de Teotihuacan,
nueve de Ticuman, 11 de Zubia y nueve de Valdeflores. Se asignaron las plantas de cada familia
aleatoriamente a dos tratamientos de dafo artificial, 0% y 50%; en cada tratamiento hubo de
2 a 5 réplicas por genotipo. Los porcentajes de dafo se seleccionaron de acuerdo con Fornoni
y Nufez-Farfin (2000), quienes encontraron que a partir del 30% de drea foliar perdida, se
reduce el fitness de las plantas. Las poblaciones de D. stramonium en el ambiente nativo, pueden
alcanzar porcentajes de herbivoria de hasta el 100%

Las plantas se mantuvieron en condiciones de jardin comun durante 16 semanas, ocho
de las cuales fueron posteriores a la primera floracién. Para aplicar los tratamientos en el mismo
fenoestado, se midieron los caracteres vegetativos asociados putativamente con la tolerancia a
dafio (area foliar, largo y didmetro de tallo) al momento de la floracion (t;) de cada individuo
y a cada uno se les retir6 la primera flor. A las plantas asignadas para el tratamiento de 50% de
dafio, se les hicieron orificios equivalentes al 50% del 4rea de cada hoja, con un horadador de
drea conocida. Empleando las regresiones lay 1b, se determiné el nimero de orificios a realizar
por hoja, toda vez que se conocia el area del horadador. Seis semanas después de la primera
toma de medidas, se colectaron las hojas de cada planta y se tomaron las mismas medidas por
segunda ocasion (t;). Dos semanas después de la colecta de hojas, se colectaron los frutos.
Ambas colectas se hicieron de acuerdo con los tiempos de desarrollo de cada planta, para tomar

las medidas en los mismos estadios.

Estimacion de fitness relativo

Se calculé el fitness relativo para cada planta del experimento siguiendo la formula propuesta

por Lande y Arnold (1983):

S| 3

Ecuacion 2. w =

donde w; es el numero total de semillas producidas por planta y Wes el promedio de semillas por planta en la

poblacion.

Estimacién de tolerancia a dafio foliar
La tolerancia se estimé como la norma de reaccion del fitness relativo bajo un gradiente de

herbivorismo (Fornoni et al., 2003, 2004). Se tomé como base la ecuacion de Strauss y Agrawal
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(1999) que se construye con el fitness relativo de plantas dafiadas y de las plantas sin dafo, de
cada familia:

Ecuacién 3. W,Daio — W,Control

W ,Control

donde W, es fitness relativo de réplicas de la familia a.

Medicion de caracteres vegetativos asociados a la tolerancia

Durante el experimento se realizaron medidas en dos momentos: cuando las plantas
produjeron la primera flor (t1) y a las seis semanas de la primera toma de datos (t2), ya una vez
aplicado el dafio. Los caracteres medidos fueron el didmetro y altura de los tallos, y el largo y
ancho de las hojas para calcular el area foliar. Con estas medidas se calcularon las tasas de
crecimiento relativo para: diametro del tallo, altura de la planta y drea foliar. Las tasas de

crecimiento se calcularon de acuerdo con la siguiente formula:

Ecuacién 4. TCR = t,_t4
%]

donde ¢ son las medidas tomadas en el tiempo 1y £ son las tomadas en el tiempo 2.

Analisis estadistico

Los caracteres analizados fueron el drea foliar, altura y didmetro de tallo, antes y después de
aplicar el dano foliar a cada grupo experimental de plantas, y la tolerancia y fitness de cada
familia. Los factores considerados como fuentes de variacion fueron: el pais de origen, la
poblacion y el nivel de dafio. Las variables asociadas con la tolerancia fueron transformadas a
su logaritmo para asegurar normalidad. Con las mediciones iniciales que mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre sitios de distribucion se realizaron analisis de covarianza
(ANCOVA).

Para evaluar el vigor de las plantas se hicieron analisis de varianza (ANOVA) con los
valores genotipicos y fenotipicos iniciales entre los sitios nativo e introducido (i.e., México y
Espafia) y entre poblaciones. Para analizar el efecto del dafo, se realizaron ANOVAs de un
factor (pais-dafio y poblacién-dafo) con los valores fenotipicos ya que, no fue posible realizar
ANOVAs anidados (pais-poblacion-genotipo) ni ANOVAs con los valores genotipicos debido
al bajo numero de familias con suficientes réplicas en algunas poblaciones al final del
experimento. También, se realizo una regresién lineal simple de una de las variables
significativas (drea foliar) con el fitness relativo. Por ultimo, se hicieron pruebas para analizar la

fuerza de los analisis estadisticos. Todos los andlisis se hicieron en el programa JMP versién 10.
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VL.  RESULTADOS

1) Vigor de las plantas

A nivel fenotipico la altura inicial no mostrd diferencias significativas entre los sitios de

distribucion (Fis= 2.9542, p= 0.0872; Tabla 1), pero si se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre las dos poblaciones del ambiente nuevo (Fi,130= 9.0562, p=

0.0031; Figura 1). Las plantas de Valdeflores tuvieron una altura promedio de 13.26 cm vy las

de Zubia 11.06 cm, es decir que las plantas de Valdeflores fueron 16.59% mas altas. Un anilisis

de varianza entre las cuatro poblaciones mostré que las plantas que provienen de Zubia, Espaia

presentan las alturas mas bajas (F3,20s= 4.92, p= 0.0026; Tabla 2). Los analisis de varianza de la

altura inicial realizados con los promedios familiares no detectaron diferencias entre los sitios

de distribucion (Fi3= 1.4149, p= 0.2433; Tabla 1) ni a nivel poblacional (F53= 1.8202, p=

0.1655; Tabla 2).
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Figura 1. Altura inicial de Datura stramonium de cuatro poblaciones (dos del ambiente nativo y dos del ambiente

nuevo) creciendo en un ambiente controlado.

Tabla 1. Analisis de varianza de la altura inicial de Datura stramonium provenientes de dos ambientes.

Andlisis fenotipico

Anilisis genotipico

Fuente de variacion gl SC F )2, gl SC F J2,
Sitio de distribucion 1 0.1028 | 2.9542 | 0.0872 1 0.0199 | 1.4149 | 0.2433
Error 206 7.1743 31 | 0.4555
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Tabla 2. Anélisis de varianza de la altura inicial de cuatro poblaciones de Datura stramonium. Los valores en

negritas y marcados con asterisco fueron estadisticamente significativos.

Anailisis fenotipico

Andlisis genotipico

Fuente de variacion gl SC F D gl. SC F D
Poblacid 3 1048 3 10.0722
S 4879 | 48871 | 0.0027" 22} 1 8202 | 0.1655
Error 204 | 6.7893 29 | 0.3834

El didmetro inicial fue significativamente distinto entre los ambientes nativo y nuevo

indicando que las plantas procedentes de Espafia presentan los tallos 5% mas anchos (Fi15=

5.80, p= 0.0168; Figura 2; Tabla 3), aunque solo a nivel fenotipico (Espana: 3.22 mm; México:

3.07 mm), ya que con los valores genotipicos no se detectaron diferencias (F; 3= 1.80, p=

0.1891; Tabla 3). El analisis de varianza para detectar diferencias entre las poblaciones de cada

sitio no fue significativo para ninguno de los paises (Espafia: F1143= 0.04, p= 0.8470; México:

F1,71= 034, b= 05626)
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Figura. 2. Didmetro inicial de plantas de Datura stramonium provenientes de su sitio nativo (México) y de un

ambiente nuevo (Espafia).

Tabla 3. Analisis de varianza del didmetro inicial de Datura stramonium provenientes de dos ambientes. Los

valores en negritas y marcados con asterisco fueron estadisticamente significativos.

Andlisis fenotipico Analisis genotipico

F d

uente de ol sC F p gl sC F p
variacién

Sitio d 5.8026 0.0168* 1.8032 0.1891
Srode 1 0.0574 1 0.0055

distribucion
Error 214 2.1198 32 0.0992
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Tabla 4. Analisis de varianza del diametro inicial de cuatro poblaciones de Datura stramonium. Los valores en

negritas y marcados con asterisco fueron estadisticamente significativos.

Analisis fenotipico Anailisis genotipico
Fuente d
Hente ge gl sC F p gl sC F P
variacion
Poblacion 3 0.0624 2.0862 0.1031 3 0.0056 0.5787 0.6337
Error 212 2.1148 32 0.0992

Los analisis mostraron que los valores fenotipicos y genotipicos del area foliar inicial
fueron distintos entre ambientes (Fenotipo: Fi21s= 732.14, p <0.0001; Genotipo: Fi3= 3.90,
p<0.0001 Figura 3; Tabla 5) y entre las poblaciones del ambiente nuevo (Fi14= 10.84, p=
0.0013). Las plantas de origen espafiol (3336.03 cm®) presentaron 80% mas drea foliar que las
mexicanas (647.6522 cm?). Dentro del ambiente no nativo, las plantas provenientes de la
poblaciéon Zubia, tuvieron 18.12% menos 4rea foliar que Valdeflores (Fig. 4). No se

encontraron diferencias entre las poblaciones mexicanas (F; 2= 0.39, p= 0.5363).

w RS
wu IS w

w

N

z . a o 2
Log (Area foliar inicial, cm™)
tn tn

Espana Meéxico
Sitios de distribucion

Figura 3. Area foliar inicial de plantas de Datura stramonium provenientes de su sitio nativo (México) y de un

ambiente nuevo (Espafia).
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Figura 4. Area foliar inicial de Datura stramonium de cuatro poblaciones (dos del sitio de distribucion nativo y

dos del sitio nuevo) creciendo en un ambiente controlado.

Tabla 5. Analisis de varianza del area foliar inicial de Datura stramonium provenientes de dos ambientes. Los

valores en negritas y marcados con asterisco fueron estadisticamente significativos.

Anilisis fenotipico Andlisis genotipico
Fuente d
vemede gl e F » gl sC F ?
variacion
Sitio d
diode 1| 245225 1 3.8977
distribucion 732.1392 | <0.0001* 267.2656 | <0.0001*
Error 218 7.3017 32 4.3298

Tabla 6. Analisis de varianza del area foliar de cuatro poblaciones de Datura stramonium. Los valores en negritas

y marcados con asterisco fueron estadisticamente significativos.

Anilisis fenotipico Analisis genotipico
Fuente de
L a.l. SC F D gl SC F J2)
variacion
Poblacion 3 24.8890 | 258.3928 | <0.0001* 3 39516 | 95.9193 | <0.0001*
Error 216 6.9352 32 4.3498

Debido a que se presentaron diferencias iniciales en los caracteres antes mencionados,
se realiz6 un ANCOVA tomando como covariables a la altura inicial y el 4rea foliar inicial, y
al nimero de semillas como variable de respuesta (Tablas 7 y 8). El andlisis indicé un efecto

significativo del area foliar inicial (F;20s= 5.61, p= 0.0010).
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Tabla 7. Anilisis de covarianza del numero de semillas entre el sitio de distribucién de plantas de Datura
stramonium; altura inicial y el area foliar inicial fueron empleadas como covariables. Los valores en negritas y

marcados con asterisco fueron estadisticamente significativos.

Caracter Fuente de variacion gl Suma de cuadrados F
Sitio de distribucion 1 117.993 0.9784™
2 5 [Alwrainicil 1 143.727 1.1918™
g E Area foliar inicial 1 777.855 6.4498*
2 % | Emor 205 24723.211
R? 0.1*

Tabla 8. Anilisis de covarianza del numero de semillas de plantas de Datura stramonium entre poblaciones, la

altura inicial y el area foliar inicial fueron empleadas como covariables. Los valores en negritas y marcados con

asterisco fueron estadisticamente significativos.

Caracter Fuente de variacion gl Suma de cuadrados F
Poblaciéon 3 334.219 0.9228™
= g | Altura inicial 1 94.843 0.7856™
E Té Area foliar inicial 1 818.044 6.7761*
2 % | Emor 203 24506.985
R? 0.1*

2) Fitness relativo
Los andlisis para detectar diferencias en fitness relativo entre los ambientes de distribucion y las
poblaciones, dentro de cada uno, indicaron que el fitness en las plantas espanolas fue
significativamente mayor (26.9%) que en las plantas del sitio nativo. Las plantas espafiolas
tuvieron un fitness de 1.07, mientras que en las plantas de México fue de 0.78 (F5220= 5.03, p=
0.0022; Figura 5; Tabla 9). Estas diferencias se deben al lugar de origen (p= 0.0038) y no al
dafo artificial aplicado a las plantas (p= 0.5731). Sin embargo, el efecto del ambiente tiene una
interaccion significativa con el nivel de dafo (p= 0.0113). Las plantas mexicanas con dano del
50% son las que presentaron el menor fitness (w= 0.63). Las plantas danadas de Teotihuacan

mostraron el fitness relativo mas baja (w= 0.68 Figuras 6; Figura 7).
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Figura 5. Fitness relativo promediode plantas de Datura stramonium provenientes de su sitio nativo (México) y de

un ambiente nuevo (Espafa).
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Figura 6. Fitness relativo promedio de Datura stramonium de cuatro poblaciones (dos del sitio de distribucion

nativo y dos del ambiente nuevo) creciendo en un ambiente controlado.

24



Fitness relativo

0.5
0 L
-0.5
-1
“ “ o
& & $
N & W
< () ~
RS R S
& & &
S & &
& &
&
Espana

& 3 & bl 7
v S & S S
&L ) ~ o &
& S o O O
£ 3 al &
"~ ~
& © & s
§ Q
C
.
Mexico

Figura 7. Fitness relativo promedio de plantas de Datura stramonium bajo dos niveles de dafio (Control= 0% y

Dafio= 50%) provenientes de cuatro poblaciones (dos del sitio de distribucién nativo y dos del sitio nuevo)

creciendo en un ambiente controlado.

Tabla 9. Anilisis de varianza del fitness relativo de Datura stramonium provenientes del ambiente nativo y el

nuevo, bajo dos niveles de dafio foliar artificial. Los valores en negritas y marcados con asterisco fueron

estadisticamente significativos.

Anilisis fenotipico
F d
entede o sc F p
variacion
Modelo 3 7.126 5.0330 | 0.0022*
Sitio de 1 4030 | 85407 | 0.0038*
distribucién
Dano foliar 1 0.150 0.3184 0.5731
Sitio x 1 3081 | 65295 | 0.0113*
Dano

El namero de semillas producidas por familias fue significativamente distinto (Figura
8; Tabla 10) dentro de una poblacion mexicana (Ticuman: Fi75= 2.61, p= 0.0084) y una

espanola (Zubia: F154= 3.28, p= 0.0001). En Ticumdn, México se detectaron diferencias entre

familias (p= 0.0362) asi como entre niveles de daiio (p= 0.0067). Sin embargo, la interaccion

entre ambos efectos no fue significativa (Tabla 10). Para Zubia, Espafia se encontraron

diferencias entre familias (p= 0.0002) pero no entre niveles de dafio (Tabla 10). No obstante,

la interaccion de ambos factores si resulto significativa (p= 0.0456).
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Figura 8. Numero de semillas promedio por familia de cada una de cuatro poblaciones de Datura stramonium

provenientes de su ambiente nativo y de un ambiente nuevo.
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Tabla 10. Analisis de varianza del namero de semillas en funcion de la familia (genotipo), nivel de dafio e
interacciéon en cuatro poblaciones Datura stramonium. Los valores en negritas y marcados con asterisco fueron

estadisticamente significativos.

Sitio d F d
. 1t’10 .e, Poblacién ue.nt?, N gl SC F D
distribucion variacion
Modelo 7 569.238 | 0.9182 | 0.5230
Genotipo | 3 268334 | 1.0099 | 0.4197
Teotihuacan Dano 1 69.2308 0.7817 0.3927
oo
Distribucién enotipe |31 958725 | 09738 | 0.4349
) X Dafo
nativa
, Modelo 17 | 127.624 | 2.6111 | 0.0084*
(México)
Genotipo | 8 | 936.849 | 2.3959 | 0.0362*
Ticuman Dano 1 408.204 8.3516 | 0.0067*
Genotipo | o 1 246273 | 1.9085 | 0.0909
X Dano
Modelo 17 | 2593.165 | 1.2120 | 0.2953
Genotipo | 8 | 1630.275 | 1.6191 | 0.1469
Valdeflores Dano 1 11.668 0.0927 0.7622
oo
Distribucion enotipe | o 1 763383 | 0.7582 | 0.6407
X Dano
nueva
(Espana) Modelo | 21 | 6900.264 | 3.2789 | 0.0001*
Spana
P Genotipo | 10 | 4079.061 | 4.0704 | 0.0002*
Zubia Dano 1 337.099 | 3.3638 | 0.0714
Genotipo |11 2025389 | 2.0211 | 0.0456"
X Dafio

3) Tolerancia al dano foliar
El andlisis de varianza para detectar diferencias en la tolerancia entre ambientes no fue
significativo (F; 3= 2.50, p=0.1244). El ANOVA para la tolerancia dentro de cada ambiente
tampoco mostrod diferencias estadisticas entre las poblaciones (Espana: Fi 5= 1.06, p=0.3169;
México: Fi12= 0.3394, p=0.5719). Sin embargo, se encontrd que las poblaciones de Espaia
tuvieron valores positivos (T> 0), sugiriendo sobretolerancia al dafo. Las poblaciones
mexicanas mostraron valores de tolerancia negativos (T< 0) sugiriendo que no existe tolerancia.
Se encontro que el poder estadistico de la prueba fue bajo (Tabla 15). Por tanto, carecemos de
poder para rechazar la hipotesis nula. Tampoco fue posible realizar un anilisis a nivel

genotipico dentro de cada poblacion debido al bajo numero de familias.
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Figura 9. Tolerancia a daio foliar promedio de cuatro poblaciones de Datura stramonium. Dos de las
poblaciones pertenecen al sitio de distribucion nativo (Teotihuacan y Ticumén) y las otras dos son del sitio no
nativo (Valdeflores y Zubia).

Tabla 11. Analisis de la tolerancia a herbivoria en poblaciones de D. stramonium de su ambiente nativo y un

ambiente no nativo. Los valores en negritas y marcados con asterisco fueron estadisticamente significativos.

Sitio de distribucion el SC F D
Nativo (México) 1 0.0639 0.3394 0.5719
Nueva (Espaa) 1 1.01937 1.0633 0.3169

4) Caracteres vegetativos asociados con la tolerancia
Dos de los siete caracteres medidos (altura, didmetro, area foliar, tasa de crecimiento relativa
de altura, diametro y 4rea foliar), dos mostraron diferencias significativas entre paises: el area
foliar producida después del dafio (Fs104= 41.84, p=<0.0001; Figura 10) y el 4area foliar total
(F3,105= 59.31, p = <0.0001; Figura 12). Para los dos caracteres, las diferencias se debieron al
sitio de origen de las plantas (Tabla 12). En ambos casos, fueron las plantas del sitio de

distribucidon nuevo las que presentaron mayor 4rea foliar.
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Figura 10. Area foliar producida después del dafio en plantas de Datura stramonium originarias de dos ambientes

distintos.
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Figura 11. Area foliar producida después del dafio en plantas de Datura stramonium provenientes de dos

poblaciones mexicanas y dos poblaciones espafolas.

29



2

Log (Area foliar total, cm)

et
N wn w

-

e
wn

Espana México
Sitios de distribucion
Figura 12. Area foliar total (hojas producidas antes y después del dafio) de plantas de Datura stramonium

originarias de dos ambientes distintos.
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Figura 13. Area foliar total (hojas producidas antes y después del dafio) de plantas de Datura stramonium

provenientes de dos poblaciones mexicanas y dos poblaciones espafiolas.

El efecto de los dos niveles de dafio foliar fue analizado para ambos ambientes de origen y
dentro de cada uno. Los andlisis no mostraron valores significativos en la interaccion ambiente
X dafo ni en la interaccion poblacion X dafo. Unicamente se encontraron diferencias
originadas por los paises o las poblaciones de origen (Tablas 12, 13 y 14).
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Tabla 12. Analisis del efecto de dos niveles de dafio foliar y el sitio de distribucién sobre siete caracteres
vegetativos asociados con la tolerancia en Datura stramonium. Los valores en negritas y marcados con asterisco

fueron estadisticamente significativos.

Analisis fenotipico
Fuente de
Caricter L el SC F D
variacién
Modelo 3 0.0619 1.4578 0.2305
Sitio de | 00373 | 26331 | 0.1077
Altura distribucion
Dao foliar 1 0.0139 0.9853 0.3232
itio X Dan
Sitio X Dafo 1 00007 | 00472 | 0.8284
foliar
Modelo 3 0.0773 2.0537 0.1102
Sitio de 1 0.072 573712 | 0.0182*
. distribucion
Didmetro
Dano foliar 1 0.0051 0.4063 0.5251
Sitio X Dafio 1 0.0013 | 0.1013 0.7508
foliar
Modelo 3 12.4377 41.8395 <0.0001*
Sitio de
. 1 11.731 118. <0. 1*
Area foliar distribucion 310 8.3863 0.000
nueva Dano foliar 1 0.0744 0.7512 0.3881
Sitio X Dan
o A Pane 1 0.0506 | 0.5106 04765
foliar
Modelo 3 14.8113 59.3095 <0.0001*
Sitio de
. 1 14.4306 173.3541 <0.0001*
Area foliar distribucion 44 7 4
total Dao foliar 1 0.0521 0.6255 0.4308
Sitio X Dafio | 00021 | 00252 | 08742
foliar
Modelo 3 0.0900 00.0774 0.9721
Sitio de
1 0.08 0.2178 0.641
TCR distribucion 44 7 411
Altura Daiio foliar 1 0.0122 0.0316 0.8593
Sitio X Dano 1 00137 | 00354 | 08511
foliar
Modelo 3 0.7905 0.2635 0.6328
Sitio de
1 2 K 422
TCR distribucion 0.2693 0.6468 04229
Diametro Dano foliar 1 0.0399 0.0958 0.7574
Sitio X Dan
o A Dane 1 04998 | 1.2004 0.2755
foliar
Modelo 3 2.7936 1.1752 0.3230
Sitio de | 25854 | 33890 | 0.0685
distribucion
TCR AFN
Dano foliar 1 0.147 0.1855 0.6676
Sitio X Daio 1 0017 | 00214 0.884
foliar
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Tabla 13. Analisis del efecto de dos niveles de dafio foliar sobre siete caracteres vegetativos asociados con la
tolerancia en plantas de Datura stramonium provenientes de su sitio nuevo de distribucion (Espafia). Los valores

en negritas y marcados con asterisco fueron estadisticamente significativos.

Sitio nuevo (Espaia) Analisis fenotipico
Caracter Fue.nte. ,de gl SC F D
variacion
Modelo 3 0.1134 3.0839 0.0317*
Poblacion 1 0.1012 8.2634 0.0051*
Altura Daiio foliar 1 0.0117 0.9562 0.3310
Poblacién X
oblacion 1 | 000007 | 0.0054 | 0.9413
Dano foliar
Modelo 3 0.03703 | 0.9671 0.4121
Poblacion 1 0.0219 1.7185 0.1934
Didmetro Daiio foliar 1 0.00001 0.0004 0.9851
Poblacion X 1 | 00142 | L1164 | 02937
Daiio foliar
Modelo 3 0.4184 1.3239 0.2723
, Poblacion 1 0.0265 0.2522 0.6169
Area foliar
Dafio foliar 1 0.3808 3.6154 0.0608
nHeva Poblacion X
opradion 1 | 00534 | 05065 | 0.4787
Dano foliar
Modelo 3 0.0639 | 0.2441 0.8653
] Poblacion 1 0.0126 0.1448 0.7045
Area foliar
wotal Dano foliar 1 0.0508 0.5822 0.4476
ota
Poblacion X111 10051 | 0.0586 | 0.8004
Daiio foliar
Modelo 3 0.8581 0.7086 0.5496
TCR Poblacién 1 0.8362 2.0714 0.1539
Dafio foliar 1 0.0036 0.0089 0.9249
Altura P ohhoonX
opacion 1 | 00411 | 0.1018 | 0.7505
Daio foliar
Modelo 3 2.7553 1.8270 0.1484
TCR Poblacion 1 1.5351 3.0537 0.0842
B Dafio foliar 1 0.6243 1.2419 0.2682
Didmetro Poblacion X
opacion 1 | 1.0463 | 2.0813 | 0.1528
Dano foliar
Modelo 3 1.9604 0.7080 0.5499
Poblacién 1 1.3220 1.4324 0.2348
TCR AFN Daiio foliar 1 0.0126 0.0137 0.9072
Poblacion X1y | 4831 | 05235 | 0.4714
Daio foliar
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Tabla 14. Analisis del efecto de dos niveles de dafio foliar sobre siete caracteres vegetativos asociados con la
tolerancia en plantas de Datura stramonium provenientes de su sitio nativo de distribucion (México). Los valores

en negritas y marcados con asterisco fueron estadisticamente significativos.

Sitio nativo (México) Analisis fenotipico
Caracter Fue.nte. ,de gl SC F D
variacion
Modelo 3 0.0353 0.6037 0.6221
Poblacion 1 0.0040 0.2076 0.6547
Altura Daiio foliar 1 0.0004 0.0184 0.8938
Poblacién X
oblacion 1 0.026 1.3350 | 0.2649
Dano foliar
Modelo 3 0.0199 0.5621 0.6449
Poblacion 1 0.0147 1.2471 0.2743
Diametro Daiio foliar 1 0.0001 0.0104 0.9197
Poblacion X | 0.0031 | 0.2661 | 0.6103
Daiio foliar
Modelo 3 0.2712 1.2884 0.3124
. Poblacion 1 0.2153 3.0674 0.0990
Area foliar
Dafio foliar 1 0.0573 0.8172 0.3794
nHeva Poblacion X
N . i 1 0.06864 0.9781 0.3374
Dano foliar
Modelo 3 0.435 2.5730 0.0903
] Poblacion 1 0.3086 5.4774 | 0.0325*
Area foliar
coral Daiio foliar 1 0.0219 0.3880 0.5421
ota
Poblacion X | 0.1250 | 22189 | 0.1558
Daiio foliar
Modelo 3 0.3546 0.3607 0.7822
TCR Poblacién 1 0.3375 1.0300 0.3253
Dano foliar 1 0.0525 0.1603 0.6942
Altura P ohhoonX
oracion 1 | 0000001 | 0.0000 | 0.9999
Daio foliar
Modelo 3 0.4392 1.5275 0.2309
TCR Poblacion 1 0.0438 0.5049 0.4837
. Daiio foliar 1 0.0622 0.6497 0.4275
Didametro Poblacion X
opacion 1 0.1382 | 1.4415 | 0.2407
Dano foliar
Modelo 3 0.6048 1.1749 0.3503
Poblacién 1 0.4816 2.8064 0.1133
TCR AFN Daiio foliar 1 0.0002 0.0012 0.9733
Poblacion X

1 0.0609 0.3549 0.5597

Daio foliar
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Tabla 15. Resultados de la prueba de poder del anlisis y nimero minimo significativo para tolerancia al dafio
foliar, caracteres vegetativos iniciales y después del dafio artificial. Significativo muestra los caracteres y factores

que fueron estadisticamente significativos en los ANOVAS.

Caracter Factor | Poder del analisis | N | N minimo significativo
Sitio 0.3340 32 52
Tolerancia
Poblacion 0.3244 32 64
Sitio 0.4017 208 273
2 g Altura
o = Poblacion Significativo
5 -8
é’ ; Didmetro Sitio Significativo
Poblacion 0.5288 216 273
Sitio 0.3625 107 159
Altura Poblacion Significativo
Dano 0.166 107 420
Sitio 0.6611 120 83
= Diametro Poblacion 0.6797 120 111
& Daiio 0.0969 120 1137
3 Sitio Significativo
= Area foliar
§ nueva Poblacion Significativo
3 Dafio 0.1378 | 105] 539
‘§ i Sitio Significativo
%‘ Area foliar Poblacia Siomificatt
3 total oblacion ignificativo
e Dano 1227 106 653
g Sitio 0.0748 105 1854
=1]
? TCR Altura | Poblaciéon 0.2823 105 259
5 Dafo 0.0536 105 12780
g Sitio 0.1254 119 709
© TCR Poblacion 0.3993 119 203
Diametro
Dafo 0.0609 119 4772
Sitio 0.4458 106 123
TCR AFN | Poblacion 0.4721 106 151
Daiio 0.0711 106 2198
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VIL. DISCUSION

Los resultados de este estudio sugieren que la tolerancia al dafio entre sitios no es
significativamente distinta. A pesar de esto, los valores de tolerancia en las plantas espafiolas
fueron superiores a 1, indicando sobretolerancia, a diferencia de lo hallado en las poblaciones
del sitio nativo (subtolerancia, <1). Por otro lado, si se detectaron diferencias en el fitness
relativo, originadas por el sitio de distribucion de las plantas. En un trabajo previo para analizar
la resistencia y el crecimiento en poblaciones de D. stramonium en el sitio nativo y el no nativo
(Valverde et al., 2015) se detectd seleccion positiva sobre el tamano (diametro) en ambos
ambientes. Sin embargo, no encontraron un patrén de seleccion positiva sobre los caracteres
de resistencia en el sitio nuevo. Esto podria indicar que no es necesaria una estrategia de
resistencia en el ambiente no nativo, debido a que no existen diversidad e incidencia tan altas
de herbivoros. A esto se suma que no estin presentes los enemigos naturales, ni generalistas ni
especialistas, de la planta D. stramonium (Valverde et al., 2015), sino otras especies. Muchas
especies de plantas que son introducidas en nuevos ambientes experimentan menor
proporcion de herbivoria ya que en el sitio nuevo no coexisten con sus enemigos naturales
(Wolfe, 2002; Wolfe et al., 2004; Agrawal et al., 2005). Esto podria estar ocurriendo con D.
stramonium en Espafia, reforzando la idea propuesta por la hipétesis de liberacion de enemigos.
A pesar de que en esta investigacién no se detectaron diferencias en la tolerancia, si
encontramos diferencias en algunos de los caracteres vegetativos medidos asociados con ésta.
Esto sugiere la existencia de fenotipos distintos entre ambos sitios de distribucion.

En un estudio anterior con D. stramonium Fornoni et al. (2004) encontraron una
disyuntiva entre la tolerancia y la resistencia a los herbivoros en la poblacion de Ticuman. Para
esta poblacion, se encontrd una relacion positiva entre la resistencia y el fitness relativo. Lo
opuesto ocurrié con la relacion tolerancia-fitness. Los autores hallaron evidencia de seleccién
direccional contra los genotipos tolerantes y diferencias en cuanto a la magnitud de Ila
resistencia, indicando que se puede promover la divergencia adaptativa entre las poblaciones.
Los niveles bajos de tolerancia a herbivoria encontrados en el presente estudio para la misma
poblacion pueden deberse a que presenta costos altos de asignacion de recursos (Fornoni et al.,
2004). Por lo tanto, no conocemos en qué medida la asignacién a la resistencia obscurece los
patrones de tolerancia observados en las poblaciones de ambos ambientes. Por otro lado, para
una de las poblaciones espafolas (Zubia) existe evidencia de seleccion negativa sobre los
componentes de defensa (tricomas y alcaloides) sugiriendo posibles costos en produccion de
semillas (Calahorra, 2016; Valverde et al., 2015).

Otro factor que puede ocultar el efecto del dafio foliar es la cantidad de nutrientes
(Mole, 1994) del sustrato en donde crecen las plantas. El experimento se realizo con la cantidad
minima de nutrientes para evitar un incremento en la produccion de semillas y un posible
aumento en la tolerancia al dafio. Sin embargo, pudo haber ocurrido un sesgo hacia el lado
opuesto, ya que se tuvo que suministrar una segunda dosis de fertilizante a las plantas debido

a que con tamanos muy reducidos comenzaron a reproducirse (observacion personal). Estas
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plantas fueron reemplazadas en el experimento para evitar alterar la informacion. A pesar de
esto, las plantas presentaron en su mayoria un solo fruto y tamafios en promedio menores a
los obtenidos en experimentos anteriores bajo las mismas condiciones.

Los caracteres vegetativos iniciales que presentaron diferencias fueron la altura entre
las poblaciones del sitio nuevo; el didmetro del tallo entre los sitios de distribucion, y el 4drea
foliar entre sitios y entre poblaciones dentro de cada ambiente. El andlisis de covarianza indicé
que las diferencias detectadas se deben al drea foliar inicial. La poblaciéon con mayor area foliar
inicial (Valdeflores, Espafia) presentd también el fitness relativo mas alta. Para confirmar la
existencia de una relacién positiva significativa, se realizd una regresion lineal simple usando
como variable predictiva el logaritmo del area foliar y como variable de respuesta se usaron los
valores del fitness. La regresién fue significativa (Fi210= 14.39, p=0.0002) indicando la siguiente
relacion: w = (:0.525283) + [0.460624 * Log (drea foliar inicial)]. Sin embargo, la proporcion de
variacion explicada por este modelo, aunque significativa, es muy baja (r*= 0.06) sugiriendo
que las diferencias se deben a otros factores. Entre estos podrian encontrarse algunos cambios
asociados a la cantidad de radiacion solar que puede usarse para la fotosintesis, el tipo de
sustrato o la cantidad de agua disponible. La poblacién de Valdeflores se encuentra a orillas de
un rio, con precipitacion y temperaturas anuales promedio de 598.2 mm y 17 °C,
respectivamente, a diferencia del resto de las poblaciones: Zubia, Espafia es una zona de cultivo
con 337.5 mm de precipitacion media anual y 15°C de temperatura promedio; la poblacion
de Teotihuacan, México se encuentra en matorral xerofilo con 559.8 mm de lluvias y 14.8 °C,
mientras que Ticuman, México es un bosque tropical con precipitacion de 802.1 mm y 23 °C
(Valverde et al., 2001, 2003). Estas variaciones ambientales también podrian explicar las
diferencias en la altura entre las poblaciones espafiolas, y en el area foliar nueva entre y dentro
de los sitios, y en el 4rea foliar total iinicamente entre ambientes, que detectaron los anlisis
de varianza.

En un estudio previo en poblaciones de D. stramonium del sitio nativo (México) y el no
nativo (Espafia) se encontré que el dafo foliar por herbivoros, el didmetro del tallo y la
densidad de tricomas (caracter asociado con resistencia) difieren entre sitios de distribucion y
dentro de ellos (Valverde et al., 2015). Para las poblaciones del sitio no nativo, se encontrd que
la defoliacién y la densidad de tricomas son menores que en las poblaciones mexicanas.
Valverde y colaboradores (2015) también encontraron que las plantas espanolas tienen un
diametro mayor que las plantas mexicanas. Este ultimo resultado es consistente con el actual
estudio.

Otros estudios realizados con D. stramonium (Valverde etal., 2003; Carmona y Fornoni,
2012) han arrojado evidencia de que las estrategias de defensa no son redundantes. El trabajo
de Valverde et al., (2003) encontrd que ambas estrategias confieren mayor fitness en distintos
casos, y ambas tienen el material sobre el cual la seleccién natural trabaja (variacion genética).
Aunado a esto, no detectaron correlacion negativa entre el crecimiento y la resistencia,

sugiriendo que estas estrategias podrian estar limitadas por recursos distintos. Los autores
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sugieren que los alcaloides (usados como defensa quimica) podrian estar compitiendo con el
crecimiento ya que ambos requieren del mismo precursor (nitrogeno). Esto plantea la
posibilidad de analizar las potenciales disyuntivas en defensa desde el punto de vista fisioldgico,
para entender lo que ocurre una vez que sucede la interaccion con los enemigos naturales.
Ademss, existe evidencia de que, dependiendo de la fase de la planta, algunos procesos
metabolicos demandan mayor cantidad de recursos energéticos dependiendo del estadio de la
planta (Boege et al., 2007).

Por otra parte, de acuerdo con la prueba del poder del analisis estadistico y nimero de
réplicas minimo significativo (JMP; Tabla 15), seria necesario un ntimero mayor para poder
detectar diferencias estadisticas en la tolerancia. Lo mismo parece ocurrir con los caracteres
vegetativos medidos después de aplicado el dafio (Tabla 15). Al hacer estas pruebas se encontro
que todos los caracteres que no mostraron diferencias estadisticas entre sitios de distribucion
tuvieron un poder de an4lisis bajo y un nimero de réplicas muy pequefio.

A pesar de que los resultados de este trabajo no son concluyentes, muestran la
tendencia de que las plantas del ambiente nuevo presentan valores mds altos en ciertos
caracteres asociados con tolerancia. La hipdtesis de liberacion de enemigos respalda la idea de
que las plantas introducidas en un nuevo sitio presentan mas vigor que sus conespecificos del
ambiente nativo debido a la ausencia de enemigos naturales que limiten su desarrollo (Crawley
1987; Valverde et al., 2015). Si bien existe evidencia de ésto (Maron and Vild 2001; Keane y
Crawley 2002) y de que el resultado inmediato es una mayor asignacion de recursos al
crecimiento de las plantas en el ambiente no nativo (Keane and Crawley, 2002; Vila et al.,
2005), es importante considerar otros factores que pueden influir como la limitacion de
recursos, la capacidad de absorcién de nutrientes, entre otros.

Si las plantas del ambiente nuevo asignan menos recursos a la resistencia a herbivoria
puede esperarse que asignen estos recursos a otras funciones vitales como el crecimiento, lo
que posibilitaria un incremento en su habilidad competitiva (Blossey y Notzold, 1995) y, por
lo tanto, su fitness relativo (Blossey y Notzold, 1995; Cahill et al., 2008). En el estudio de
Valverde et al. (2015) se encontrd que en las poblaciones de D. stramonium de ambos sitios hay
seleccion positiva del tamano de las plantas, pero son las poblaciones del ambiente nuevo, las
que presentan una media superior. Los resultados del presente estudios respaldan parcialmente
lo anterior ya que se encontré mayor didmetro del tallo, mas area foliar, mayor produccion de
hojas después del dafo y fitness relativa mas alta en las plantas provenientes del sitio de
distribuciéon no nativo. En contraste, fueron las plantas mexicanas las que mostraron medias
superiores en cuanto a la altura y no se detectaron diferencias significativamente estadisticas

en la tolerancia a dafno foliar.
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VIII. CONCLUSIONES

La especie Datura stramonium presenta caracteristicas que la hacen un buen modelo para evaluar
la evolucion de la defensa en la colonizacion de nuevos ambientes y especificamente para poner
a prueba tres hipotesis: la hipotesis de tolerancia y resistencia como estrategias redundantes, la
hipotesis de liberacion de enemigos (HLE) y la hipotesis de la evoluciéon de la mejora de la
habilidad competitiva (EMHC). Por ello, este estudio se centré en detectar cambios en la
tolerancia a dafo foliar entre el ambiente nativo y nuevo y en buscar evidencia que respalde
estas tres premisas. Los presentes resultados no permiten respaldar por completo las anteriores
hipotesis, ya que indicaron que no hay diferencias significativas en la tolerancia entre el sitio
de distribucion nativo (México) y el sitio no nativo (Espafia). A pesar de esto, se encontré que
las plantas del ambiente nuevo presentaron valores mas altos en fitness y en algunos de los
caracteres medidos antes y después del dafio: diametro del tallo y area foliar lo que sugiere que
las plantas del ambiente nuevo presentan algunos cambios (e. gr., mayor fitness, mayor area
foliar) asociados con la tolerancia a dafio foliar. La limitacién en la adquisicién de recursos
durante el experimento y el poder estadistico de los anélisis para detectar efectos significativos
de los tratamientos fue bajo, lo que dificulta nuestra capacidad para rechazar la hipotesis nula.
Por lo tanto, se recomienda realizar otros experimentos encaminados a resolver estas

interrogantes.
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