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RESUMEN

El estudio de los factores que promueven la divergencia es fundamental para la
comprension de la evolucion biologica. Los sistemas en los que la especiacion se esta
dando de forma activa representan oportunidades importantes para el estudio de la
divergencia.

La planta Euphorbia tithymaloides es un sistema que ha divergido a traves de
dos frentes geogréficos que muestran diferencias morfolégicas y genéticas, y que al
reencontrarse parecen no exhibir flujo génico directo; es decir, es un sistema que se
ajusta al modelo de especie-anillo, en donde la especiacién parece estar ocurriendo
en tiempo real. La distribucion geografica de E. tithymaloides abarca México, Florida,
Centroamérica, el norte de Sudamérica y todo el Caribe, y los datos genéticos y
morfologicos concuerdan con una colonizacion desde México-Guatemala hacia el
Caribe por medio de dos frentes: uno que se expandié hacia el sur por Centroamérica
y luego al este por el norte de Sudamérica, para colonizar las Antillas Menores, y otro
que se expandié hacia el este por las Antillas Mayores.

Este trabajo busca evaluar la importancia de la fenologia y distintas lineas de
evidencia relacionadas con cambios en los sistemas de polinizacion como posibles
factores promotores de la divergencia en E. tithymaloides a lo largo de su area de
distribucion en el Caribe. Este es el primer estudio en abordar estos aspectos para
esta especie de planta.

La actividad fenolégica en E. tithymaloides en el Caribe se evalué con datos de
especimenes de herbario, bases de datos y observaciones propias. Como un proxy
para inferir cambios potenciales en los sistemas de polinizacion de E. tithymaloides se
analizaron datos de recompensa (néctar) en 10 poblaciones en campo y 6 poblaciones
en condiciones de jardin comun, asi como observaciones de visitacion floral en 10
poblaciones naturales representativas del area de distribucion de E. tithymaloides.

Los resultados revelan traslape (50 — 69%) en la actividad fenoldgica de los
distintos linajes de E. tithymaloides. La produccién y concentracion de azicares como
en la recompensa floral son también similares entre los linajes (para volumen 0.1-9.8
UL; para concentracion 20 —262.5 °Brix). Los datos de visitacion sugieren a los colibries
como principales polinizadores potenciales de esta planta (60 — 97% de visitacion) a
lo largo de su area de distribucion.

En conclusién, este estudio no identifica patrones que sugieran que la fenologia
o cambios de polinizadores estan jugando un papel en la divergencia observada entre
las poblaciones de E. tithymaloides en el Caribe.
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INTRODUCCION

El estudio de los factores que promueven la divergencia es fundamental para la
comprension de la evolucion y la diversidad biologica, pues en ultima instancia, la
mayoria de las especies se originan por medio de un proceso de divergencia que
culmina con la especiacion (Mayr, 1942; Landis et al., 2022).

Desde los tiempos de Darwin, la investigacion tedrica y empirica sobre la
formacién de nuevas especies ha sido uno de los focos principales de la biologia
evolutiva. Darwin (1859) formuld la teoria de la seleccion natural, y también establecio
que la diversidad biologica, presente y pasada, se ha originado por medio de
divergencia evolutiva a partir de un ancestro comun; este proceso es conocido como
especiacion (Coyne y Orr, 2004; Dieckmann et al., 2004; Nosil y Feder, 2012).

La especiacibn es el resultado de procesos espaciales, ecolégicos o
reproductivos que implican la aparicion de una o un conjunto de barreras que
interfieren en el flujo génico entre poblaciones de la especie ancestral haciendo posible
su divergencia. Estas poblaciones pueden estar o no aisladas geograficamente,
aunqgue por lo general, el aislamiento geografico es mucho mas eficiente en limitar el
flujo génico y, por lo tanto, en promover la divergencia (Schluter, 2000; Coyne y Oirr,
2004; Rundle y Nosil, 2005; Butlin et al., 2010).

El estudio de la especiacion implica el entendimiento de los factores y
mecanismos involucrados en el origen de nuevas especies. En este campo de estudio,
el concepto de especie mas utilizado es el concepto bioldgico de especie (Biological
Species Concept o BSC), popularizado por Dobzhansky y Mayr (1937; 1963). Este
concepto de especie establece que las especies bioldgicas son aquellos grupos de
individuos o poblaciones que “de hecho o potencialmente” se reproducen entre si y
estan reproductivamente aislados de otros grupos de individuos o poblaciones que
constituyen especies diferentes (Coyne y Orr, 2004). A diferencia de otros conceptos
de especie, este concepto proporciona un contexto concreto sobre el cual se puede
poner a prueba la hipdtesis de especiacién, usando un marco cuantitativo: el
aislamiento reproductivo.

Aislamiento reproductivo en plantas

El aislamiento reproductivo se refiere a afectaciones en la capacidad de los individuos
de dos 0 mas poblaciones para reproducirse debido a barreras o diferencias de indole
diversa, entre ellas geograficas, de comportamiento, fisiolégicas o0 genéticas. Son
varios los mecanismos que intervienen en mantener la separacion y la individualidad
de diferentes acervos genéticos que son incompatibles y/o que estan adaptados a
diferentes ambientes (Pascarella, 2007; Nosil y Feder, 2012). El aislamiento
reproductivo es un componente importante del proceso de especiacion y es critico para
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el mantenimiento de la diversidad, ya que la formacion de nuevas especies implica la
evolucion de barreras reproductivas. Se forman nuevas especies cuando los individuos
de poblaciones divergentes ya no se reconocen entre si como parejas potenciales, o
cuando las oportunidades de apareamiento o de supervivencia de la descendencia se
ven limitadas (Rabosky, 2016).

Diversos factores pueden contribuir al aislamiento reproductivo y promover la
divergencia que eventualmente puede llevar a la especiacion. En plantas, estos
factores incluyen al aislamiento espacio-temporal (cambios en fenologia, diferencias
en habitat), la falta de polinizadores en comun, la incompatibilidad genética y
morfologica, entre otros (Figura 1). Estudios que cuantifican las contribuciones
relativas de numerosas barreras al flujo génico, tanto pre-cigéticas como post-cigoticas
han revelado consistentemente que las barreras pre-cigéticas son los impedimentos
mas fuertes para el flujo de genes (Husband, 2003; Ramsey et al., 2003; Hurt et al.,
2005; Martin y Willis, 2007) y, por lo tanto, pueden tener mayor impacto que las post-
cigéticas. Si la divergencia entre organismos ocurre en presencia de flujo de genes, la
fuerza de las barreras pre-cigoticas puede ser fundamental para el establecimiento de
linajes evolutivos nuevos.
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Figura 1. Barreras que contribuyen al aislamiento reproductivo en plantas, las barreras se enlistan en
el orden que actian (Modificado de Coyne y Orr, 2004).
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La fenologia estudia las fases o actividades periddicas y repetitivas del ciclo de
vida de las plantas y su variacion temporal a lo largo del afio. El aislamiento fenolégico
actiua cuando los individuos de las poblaciones en cuestion presentan diferentes
momentos de floracion durante el dia o el afio, imposibilitando la reproduccion (Batalha
and Mantovani, n.d.; Coyne y Orr, 2004; Wiens, 2004). Dada la naturaleza secuencial
en la que las barreras reproductivas actian en el ciclo de vida de las especies, el
aislamiento fenoldgico puede actuar como una barrera muy importante para prevenir
la formacion de hibridos viables (Martin y Willis, 2007; Martin et al., 2007).

Por su importancia en la evolucién del aislamiento reproductivo, el aislamiento
fenologico puede estar bajo seleccion divergente, dando origen a diferencias notables
en el tiempo de floracidén de las poblaciones en proceso de especiacion (Chapurlat et
al., 2020). En diez poblaciones de dos especies estrechamente relacionadas de
orquideas del género Gymnadenia (seis de G. conopsea s.s. y cuatro de G. densiflora),
se demostré evidencia de seleccion divergente en el inicio de la floracién (con floracion
temprana en G. conopsea s.s. relativa a G. densiflora; Figura 2) pero no en la
morfologia floral (altura, nimero de flores, tamafio de corola y longitud del espolon).
Estos resultados son consistentes con la fenologia floral actuando como barrera
reproductiva de accion temprana que marca la pauta en la diferenciacion entre dos
especies de plantas (Chapurlat et al., 2020).
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Figura 2. Curvas de densidad fenoldgica que muestran el inicio de la floracién estimado para cada
poblacién estudiada de orquideas (Modificado de Chapurlat et al., 2020).
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Una gran diversidad de plantas con flores, correspondientes a distintas familias,
son polinizadas por animales, incluidos insectos, aves, murciélagos y otros
vertebrados. Se ha planteado que uno de los factores mas importantes en promover
la divergencia en angiospermas son los cambios en los sistemas de polinizacion, ya
gue el flujo de genes entre especies puede reducirse por interacciones diferenciales
con sus polinizadores (Coyne y Orr, 2004). Existe evidencia amplia de que las
preferencias de los polinizadores por diferentes caracteristicas florales pueden
conducir al aislamiento reproductivo en plantas (Gegear y Burns, 2007; Ollerton et al.,
2011). Cuando las interacciones son especializadas, las plantas tienden a presentar
conjuntos de caracteristicas florales que atraen y proporcionan recursos alimenticios
para un polinizador particular o un conjunto de estos, a lo que se denomina sindrome
de polinizacién (Proctor et al., 1947; Fenster et al., 2004; Martén-Rodriguez et al.,
2009). Los sistemas de polinizacion también son labiles y pueden cambiar en funcién
de varios factores, entre ellos la presencia o ausencia de visitantes florales; por
ejemplo, en leguminosas australianas se ha documentado que el sindrome de
polinizacidbn ancestral es por abejas, y las reconstrucciones indican posibles
reversiones de los sindromes de polinizacion de aves a abejas si estas se encuentran
disponibles (Toon et al., 2014;Figura 3).
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Figura 3. Seleccion sobre la variacién en el color y la forma de las estructuras florales mediada por
polinizadores (Modificado de Toon et al., 2014).
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La morfologia de las flores asociada con la ornitofilia incluye una corola tubular
larga y estrecha (generalmente de coloracién roja o rojiza) la cual no suele ser atractiva
para las abejas. Sin embargo, esta caracteristica puede ser eludida por el robo de
néctar (Lara y Ornelas, 2001) si la base del tubo de la corola no esta protegida por un
caliz robusto. El tubo de la corola puede curvarse hacia abajo (arqueado) de manera
similar a muchos picos de aves (Figuras 4 y 5) y que limita el acceso de los insectos a
la recompensa.

Ademas de la morfologia, la recompensa en flores polinizadas por aves, en
particular el néctar, es importante. El néctar puede variar en cuanto a su volumen,
concentracion de azucares y viscosidad, asi como en los tipos de azUcares y la
composiciéon de otros elementos, como aminodcidos, minerales, lipidos y compuestos
volatiles. La cantidad, la composicion y el momento de produccion de néctar pueden
influir en los polinizadores que atrae una flor y su comportamiento de forrajeo o visita,
y todas estas son caracteristicas con respecto a las cuales puede actuar la seleccion
promoviendo divergencia (Baker y Baker, 1983; Bruneau, 2014). Si bien todas estas
caracteristicas son importantes en la atraccion de los visitantes y por lo tanto para el
éxito de las interacciones planta-polinizador (Proctor et al., 1947; Baker y Baker, 1983),
uno de los patrones mas establecidos es una correlacion positiva entre los
requerimientos energéticos de los polinizadores y el contenido energético global de la
recompensa (Heinrich y Raven, 1972; Smith et al., 2008). En un estudio de solanaceas
tropicales, se mostré que las plantas que producen una mayor recompensa (que
integra volimen y concentracion de nectar) tenian mayor probabilidad de ser
polinizadas por colibries que por himenépteros o dipteros, lo cual es consistente con
los altos requermientos energéticos de estas aves (Altshuler et al., 2004). También, en
especies mexicanas de Salvia (Lamiaceae), se observo que aquellas polinizadas por
colibries, producian néctares con mayor contenido de azlcares que las especies
polinizadas por abejas (Benitez-Vieyra et al., 2014).
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Figura 4. Formas florales polinizadas por aves. (A) St

relitzia reginae; (B) Erythrina suberosa; (C)

Babiana ringens con inflorescencias estériles para posarse (flecha); (D) Cadia purpurea, miembro de
los Genistioides con simetria radial con globos de néctar (flecha); (E) Ipomopsis aggregata; (F)
Phygelius capensis; (G) Psittacanthus sp.; (H) Fritillaria suberosa con nectarios globosos (flecha blanca)

(Modificado de Cronk y Ojeda 2008).
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Figura 5. Correlacion del largo y ancho de los tubos de la corola de una muestra de plantas polinizadas
por aves del oeste de América del Norte (Modificado de Cronk y Ojeda, 2008).
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Los néctares de plantas ornitéfilas y entomofilas tienden a diferir en
composicién (Cronk y Ojeda, 2008; de Arautjo et al.,, 2021) y concentracién de
azucares. Las concentraciones medias de azUcar en néctares de plantas polinizadas
por aves oscilan entre el 20% y el 26% (Pyke y Waser, 1981, Stiles y Freeman, 1993)
con extremos entre el 10% y el 34% (Baker, 1975), mientras que las flores polinizadas
por abejas presentan concentraciones medias de azUcar que oscilan entre el 20% y
65% (Nicolson, 2002) con extremos entre los 10% y 72% (Roubik y Buchmann, 1984).
El volumen del néctar producido a menudo guarda una correlacion inversa con la
concentracion de azlcares que contiene, y generalmente se correlaciona con el
tamafio de la flor. De manera consistente con los mayores requerimientos energéticos
por aves, las plantas polinizadas por aves tienden a secretar mayores cantidades de
néctar en relacion a las especies polinizadas por abejas (Baker et al., 1978).

Debido a que la recompensa ofrecida por las plantas a sus polinizadores
(principalmente néctar y polen) es un determinante importante de las interacciones
planta-polinizador, esta puede usarse para predecir los polinizadores mas comunes
de una planta (Baker y Baker, 1990; Fenster et al., 2004; Zhao et al., 2016). Si bien
muchos estudios han documentado correlaciones entre sindromes de polinizacion y
rasgos del néctar entre especies (Perret et al.,, 2001; Nicolson, 2002; Goldblatt y
Manning, 2006; Martén-Rodriguez et al., 2009; Bruneau, 2014; Tavares et al., 2016;
Tiedge y Lohaus, 2017), aun se sabe muy poco sobre la ecologia evolutiva del néctar
(Parachnowitsch et al., 2019).

Euphorbia tithymaloides

Euphorbia tithymaloides L. es una suculenta perenne y la especie mas variable
y de distribucién geografica mas amplia del clado Pedilanthus del género Euphorbia
(Euphorbiaceae). Su area de distribucion incluye a México, Florida, América Central,
el norte de América del Sur y la mayoria de las Islas del Caribe (Dressler, 1957; Cacho
et al., 2010; Figura 6). Existe amplia variacion morfol6gica y ecoldgica entre sus
poblaciones, tanto en aspectos vegetativos como reproductivos.

Esta especie es el Unico sistema en plantas respaldado por datos moleculares
como una especie-anillo, es decir, un sistema cuyas poblaciones se encuentran en un
proceso de divergencia activa y potencialmente de especiacién (Cacho et al., 2010,
2019). Las especie-anillo son complejos de especies con una distribucion circular
resultante de una expansion geografica historica a partir de una poblacién ancestral
que amplid su area de distribucion a lo largo de dos frentes geograficos cuyas
poblaciones terminales se comportan como especies distintas al reunirse (Mayr, 1942;
Irwin et al., 2001; Figura 7).
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@ E. tithymaloides

Figura 6. La distribucién de Euphorbia tithymaloides abarca desde Florida, Estados Unidos hasta Brasil
y Guyana, asi como la mayoria de las islas del Caribe (Mapa: Ivali Cacho).

Population A1 Population A2

Figura 7. De acuerdo con el modelo de especies en anillo, una poblacion ancestral ha divergido a lo
largo de dos frentes que rodean una barrera de habitat inadecuado de tal manera que, al reunirse, las

poblaciones en los extremos han desarrollado algunas barreras para el flujo génico (Modificado de
Cacho y Baum, 2012).
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La biogeografia historica de E. tithymaloides ha sido tema de interés desde la
investigacion de Dressler (1957) quien, con base en estudios morfologicos, propuso
que esta especie habia colonizado las Islas del Caribe desde poblaciones
continentales, posiblemente a través de dos frentes geogréaficos. Posteriormente,
estudios filogenéticos basados en dos genes nucleares respaldaron esta hipétesis, si
bien con algunas diferencias respecto a lo originalmente propuesto (Dressler, 1957).

La evidencia actual sugiere que la expansion geografica de E. tithymaloides
hacia el Caribe continental y sus islas sucedi6 desde el sureste de México y
Guatemala, a través de dos frentes geograficos: uno que se desplazo hacia el este a
través de la Peninsula de Yucatan y hacia las Antillas Mayores; y otro que se extendio
hacia el sureste, colonizando Centroamérica, el norte de América del Sury luego hacia
el norte a través de las Antillas Menores (Cacho et al., 2019; Jacobo-Arteaga et al.,
2022; Figura 8).

Las formas terminales de ambos frentes geograficos coexisten en areas
particulares de las Islas Virgenes y presentan diferencias tanto morfolégicas como
genéticas, asi como una falta de flujo génico directo (Cacho y Baum, 2012). En el
frente de las Antillas Mayores, la forma predominante es un arbusto de tallos delgados
y habito escandente, hojas lanceoladas y tomentosas, con ciatios pequefios y muy
cortos; estas caracteristicas corresponden a lo que Dressler reconocié como la
subespecie E. tithymaloides ssp. angustifolia. La forma caracteristica de las Antillas
Menores es un arbusto robusto o arbol pequefio que puede tener un fuste de hasta 7
cm de diametro, hojas obovadas, crasas y glabras, y ciatios de tamafio regular, aunque
también relativamente cortos, a la que Dressler reconocié como E. tithymaloides ssp.
padifolia. En el continente, las plantas de E. tithymaloides son arbustos suculentos que
ramifican desde la base y mantienen su hébito erecto, con hojas variables, pero
siempre elipticas; sus ciatios son marcadamente alargados, con espolones
redondeados y de mayor tamafio que los de las poblaciones de las Antillas. Dressler
la reconoci6 a estas poblaciones como E. tithymaloides ssp. tithymaloides (Figura 9).
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Figura 8. Biogeografia histérica de Euphorbia tithymaloides. A. Esta especie expandio su distribucion
geografica desde su area de origen en México-Guatemala-Belice hacia el Caribe a lo largo de dos
frentes, uno que se extendi6 a través de las Antillas Mayores y otro que viajé hacia el sur, luego al este
y al norte a través del Centro y América del Sur y las Antillas Menores (realizado con informacion de
Cacho et al. 2019). B. Representacion de un arbol filogenético de alelos del gen SGN-U342009 que
muestra la relacion histérica entre frentes geograficos y subespecies. Colores: magenta, Euphorbia
personata (especie hermana); verde, E. tithymaloides ssp. tithymaloides (en verde claro, las accesiones
de Venezuela); parpura, E. tithymaloides ssp. parasitica; azul marino, E. tithymaloides ssp. jamaicensis;
amarillo, E. tithymaloides ssp. bahamensis; rojo, E. tithymaloides ssp. angustifolia; cian, E. tithymaloides
ssp. padifolia (Tomado de Jacobo-Arteaga et al., 2022).
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(a) E. t. ssp. tithymaloides (b) E. t. ssp. angustifolia (c) E. t. ssp. padifolia

Figura 9. Comparacién de formas terminales y forma continental de Euphorbia tithymaloides, las cuales
son morfologica y ecologicamente distintas. (a) Euphorbia tithymaloides ssp. tithymaloides; (b)
Euphorbia tithymaloides ssp. angustifolia y (¢) Euphorbia tithymaloides ssp. padifolia. Ambas formas
terminales coexisten en las Islas Virgenes (Modificado de Cacho y Baum, 2012).

La implicacion evolutiva de los analisis biogeograficos y filogenéticos es que los
individuos de las Antillas Mayores (frente GA, asociados a Euphorbia tithymaloides
ssp. angustifolia) y de las Antillas Menores (frente LA, E. tithymaloides ssp. padifolia)
representan linajes evolutivos independientes que evolucionaron de ancestros que
podrian identificarse como pertenecientes a Euphorbia tithymaloides ssp.
tithymaloides, de distribucion continental (Figura 10). Los cambios que se han
acumulado independientemente en los dos frentes geograficos parecen haber
contribuido a una diferenciacién suficiente para que las formas terminales puedan
persistir en simpatria sin fusionarse, por lo que este sistema representa un modelo Util
para estudiar divergencia en tiempo real, entre otras cosas (Cacho y Baum, 2012). De
forma importante, los datos genéticos disponibles sugieren que no existe evidencia de
flujo génico directo sustancial entre estas dos formas divergentes (Cacho y Baum,
2012; Medina-Rodriguez et al., en prep.).

24



E. t. ssp. tithymaloides

Frente GA

/

E. t. ssp. angustifolia E. t. ssp. padifolia

Figura 10. Divergencia morfoldgica de Euphorbia tithymaloides en poblaciones del continente hacia los
dos frentes de distribucion, dando origen a las subespecies E. tithymaloides spp. angustifolia en las
Antillas Mayores (frente GA) y E. tithymaloides spp. padifolia en las Antillas Menores (frente LA) (Figura:
Itzel Pifia de la Rosa).
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En Euphorbia, las inflorescencias altamente modificadas (llamadas ciatios) se
asemejan y funcionan como flores individuales que estdn compuestas por una flor
femenina central reducida a un solo gineceo, rodeada por flores estaminadas
reducidas a estambres individuales (Figura 11). En el clado Pedilanthus de Euphorbia,
los ciatios son marcadamente bilaterales, generalmente rojizos y tienen un involucro
con una camara posterior que contiene las flores y las glandulas de néctar; la
estructura en su conjunto asemeja a una "zapatilla", de ahi que su nombre comuin sea
“zapatito”. El sistema sexual de E. tithymaloides es monoico, con unidades florales
(ciatios) hermafroditas, cominmente protdginas, es decir, donde la flor pistilada de la
inflorescencia se desarrolla antes que las flores estaminadas (Dressler, 1957; Prenner
and Rudall, 2007). Este ciato bilateral y espolonado asemeja a las flores individuales
tipicas de los grupos polinizados por colibries, y la polinizacion en este clado es
principalmente efectuada por estas aves (Figura 12), aunque existen excepciones
(Dressler, 1957; Sahagun-Godinez y Lomeli-Sencion, 1997; Cacho et al., 2010).
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Figura 11. Representacion grafica del ciatio de Euphorbia tithymaloides. Se observan bracteas que
conforman al involucro (a) espolonado, formado por la camara (b) que contiene las glandulas de néctar
(c); se muestran también las flores masculinas reducidas (d) y la Unica flor femenina central, con su
Unico ovario (e) y estilo (f) (Tomado de Cacho y Baum, 2012).

Figura 12. Los colibries son los polinizadores principales de Euphorbia tithymaloides (Dressler 1957;
Veiga-Blanco et al 2013). Al buscar el néctar almacenado en los ciatios, la barbilla del colibri hace
contacto con los estambres y estigma del mismo (Foto: Rafy Rodriguez).
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En Euphorbia diazlunana (Lomeli y Sahagun) Steinmann, un pariente cercano
de E. tithymaloides, se ha registrado y observado un cambio en el sistema de
polinizacién de aves a insectos, especificamente de colibries a himenopteros. Se cree
gue estos cambios de polinizadores en E. diazlunana comenzaron con un escenario
en el que los insectos eran visitantes oportunistas de los ciatios utilizando el néctar
para su alimentacion, pero no sirviendo como polinizadores efectivos debido al gran
tamafio de los involucros en relacién con el tamafio de los himendpteros. Se sugiere
gue una reduccion paedomorfica en el tamafio de los ciatios pudo haber facilitado el
cambio en los polinizadores de E. diazlunana (Sahagun-Godinez y Lomeli-Sencion,
1997), cuyos ciatios hoy dia son cortos y chatos (no tubulares) y de coloracion verde-
amarillenta (Figura 13).

Figura 13. Ciatio de Euphorbia diazlunana (izquierda; foto: Pablo Carrillo-Reyes); se aprecia una
reduccioén en el tamafio del ciatio y cambios en la coloracion de este en comparacién con el ciatio de E.
tithymaloides (derecha; foto: lvali Cacho).

En el Unico estudio de polinizacion que existe en E. tithymaloides, se analizaron
la regulacion y reabsorcién de néctar en las fases sexuales en una poblacion de esta
especie, encontrando que las inflorescencias en fase hermafrodita presentan valores
mas altos de concentracion de néctar, volumen y masa de azlUcar que las
inflorescencias en fase femenina, concluyendo que estos cambios en la composicion
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pueden ser detectados por los colibries al momento de extraer la recompensa (Veiga
Blanco et al., 2013). No hay estudios de polinizacion en E. tithymaloides que abarquen
su area de distribucion en el Caribe, y en particular comparando poblaciones de ambos
frentes de expansion geografica.

La inversibn en polen en relacion con la produccion de o6vulos en E.
tithymaloides a lo largo de su area de distribucion es consistente con que esta especie
depende de polinizadores para su reproduccion en toda su area de distribucién en el
Caribe (Cacho y José-Zacatula, 2020). Observaciones en campo revelan que existe
una amplia diversidad de visitantes de E. tithymaloides (Figura 14; Pifia de la Rosa et
al., en prep.) pero hasta ahora no se han evaluado de manera sistematica las visitas
florales, la recompensa y la polinizacion a lo largo de la distribucion geografica de la
especie.

Figura 14. Observaciones en campo revelan una gran diversidad de visitantes florales en Euphorbia
tithymaloides a lo largo de su distribucion en el Caribe. Se observan aves pertenecientes a diferentes
familias (B, Thraupidae; G, Trochilidae), fasmidos (A), himendpteros (C, D, E, H) y lepidépteros (F e 1)
(Fotos: Ivalu Cacho).
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JUSTIFICACION

Los aspectos de la biologia reproductiva de E. tithymaloides han sido poco estudiados
de manera detallada; en particular se desconocen los patrones de variacion fenolégica
y de polinizadores potenciales a lo largo de su distribucion continental y en el Caribe.
Esto es importante porque tanto la separacion fenoldgica como los cambios en los
sistemas de polinizacion pueden promover la divergencia y evolucion del aislamiento
reproductivo; es decir, contribuir a la especiacién en este sistema y por lo tanto al
entendimiento del origen de diversidad biolégica.

Este trabajo busca realizar una evaluacion de posibles factores promotores de
divergencia en la especie-anillo Euphorbia tithymaloides (Euphorbiaceae),
comparando poblaciones de las regiones geogréficas focales, con la finalidad de
evaluar factores ecolégicos como promotores de la divergencia filogenética que se ha
documentado entre las poblaciones de las Antillas Mayores y las Antillas Menores. En
particular, se pretende evaluar posibles diferencias fenoldgicas y cambios en sistemas
de polinizacién, a partir de trabajo de campo y observaciones en poblaciones
naturales, colecciones vivas ex situ y especimenes de herbario.

29



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la variacion en la fenologia floral y los polinizadores potenciales como posibles
promotores de la divergencia de Euphorbia tithymaloides a través del Caribe.

Objetivos particulares

1. Documentar y evaluar diferencias en la fenologia de poblaciones de E.
tithymaloides a través de su area de distribucion geografica, con énfasis en las
regiones del continente, Antillas Menores y Antillas Mayores.

2. Caracterizar y comparar la produccion y concentracion de azucares en el néctar
en poblaciones de E. tithymaloides representativas de las areas continental y
de las Antillas Mayores y Menores.

3. Sistematizar informacion de campo sobre la diversidad de visitantes florales en
poblaciones de E. tithymaloides del continente y de las Antillas Mayores y
Menores y evaluar si existen diferencias que sugieran cambios en los sistemas
de polinizacion en estas tres areas.
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION E HIPOTESIS
Se plantean las siguientes preguntas de investigacion:

1. ¢Existen diferencias fenoldgicas entre poblaciones de Euphorbia
tithymaloides, o a nivel de las principales regiones geogréficas (continente,
Antillas Mayores y Antillas Menores)?

Si la fenologia juega un papel determinante en la divergencia entre poblaciones de E.
tithymaloides (es decir, en mantener las poblaciones separadas), entonces se espera
encontrar diferencias fenoldgicas entre poblaciones de E. tithymaloides con
diferencias morfolégicas, o al menos entre las poblaciones mas distintas; es decir, al
comparar las poblaciones de las Antillas Menores y de las Antillas Mayores.

Con base en lo anterior, se proponen tres escenarios posibles. El escenario A
contempla un traslape fenoldgico alto entre poblaciones y, por tanto, una menor
importancia de la fenologia como factor promotor de divergencia. El escenario B
contempla la posibilidad de que exista un traslape fenologico intermedio entre las
poblaciones y, por tanto, una posible importancia intermedia de la fenologia como
factor promotor de divergencia. Por ultimo, el escenario C contempla la posibilidad de
gue el traslape fenolégico sea nulo entre las poblaciones o areas geogréficas y, por
tanto, la posibilidad de que la fenologia juegue un papel preponderante como factor
promotor de divergencia (Figura 15).

Escenario A Escenario B Escenario C
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Figura 15. Escenarios hipotéticos de la fenologia como un posible factor promotor de la divergencia en
Euphorbia tithymaloides del continente (ML), Antillas Menores (LA) y Antillas Mayores (GA). (A) El
traslape fenoldgico notable sugiere poca importancia de la fenologia como factor promotor de la
divergencia. (B) El traslape intermedio puede indicar un posible papel intermedio de la fenologia en
promover la divergencia en este sistema. (C) La falta de traslape fenoldgico entre poblaciones de las
tres areas sugiere que la fenologia puede estar jugando un papel importante en promover la divergencia
en Euphorbia tithymaloides.
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2. ¢Existen diferencias en la produccién y composicion del néctar y en los
visitantes florales que puedan sugerir cambios en los polinizadores o sistemas
de reproduccién en distintas poblaciones de Euphorbia tithymaloides?

Si la variacion en los sistemas de polinizacion esta jugando un papel importante en la
divergencia en E. tithymaloides (y la recompensa —néctar— refleja los sistemas de
polinizacion), se espera observar patrones geograficos en el volumen y concentracion
de azlcares del néctar en poblaciones de E. tithymaloides al comparar poblaciones de
las tres regiones geograficas focales. Asimismo, diferencias en la composicion de los
visitantes florales en las tres areas geograficas focales sugeririan posibles cambios en
los polinizadores potenciales. Con base en esta hipotesis, se proponen tres posibles
escenarios en cuanto a los patrones esperados con datos sobre produccién de
recompensa y polinizadores potenciales (Figuras 16y 17).
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Figura 16. Escenarios hipotéticos de la variacion de azUlcares totales (concentracion o masa total) en
el néctar de Euphorbia tithymaloides en relacién a su &rea de distribucion; continente (ML), Antillas
Menores (LA) y Antillas Mayores (GA). (A) Concentraciones de azlcares totales iguales entre las
poblaciones sugieren que no existe divergencia con respecto a los polinizadores potenciales que se
traduzca en variacion en la recompensa. (B) Concentraciones de azUcares totales similares para dos
areas geograficas (ML y LA) pero diferente para una tercera (GA) sugiere que la recompensa puede
indicar posibles cambios de polinizadores potenciales en este sistema. (C) Concentraciones de
azucares totales diferentes en néctares de poblaciones filogenéticamente mas distantes sugieren un
posible papel importante de cambios en los polinizadores como factor promotor de la divergencia en
Euphorbia tithymaloides.
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Figura 17. Algunos escenarios hipotéticos sobre la importancia de polinizadores como posibles factores
promotores de la divergencia en Euphorbia tithymaloides a lo largo de su area de distribucién, que
abarca &reas continentales (ML), las Antillas Menores (LA) y las Antillas Mayores (GA). (A) lgual
frecuencia de visitacion del mismo grupo funcional de polinizadores en las tres areas geograficas
sugiere poca importancia del cambio en los sistemas de polinizacion como factor promotor de la
divergencia. (B) Una misma frecuencia de visitaciéon para un grupo funcional de polinizadores
potenciales en dos areas geogréficas (por ejemplo, ML y LA) pero diferente para la tercera (GA) sugiere
que un cambio en los polinizadores potenciales puede estar jugando un papel como un posible factor
promotor de la divergencia. (C) Diferencias en la frecuencia de visitacion de diferentes grupos
funcionales de polinizadores potenciales en poblaciones de distintas areas geograficas sugieren que
cambios en los polinizadores potenciales pueden estar promoviendo la divergencia en poblaciones
caribefias de Euphorbia tithymaloides.
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MATERIALES Y METODOS

Datos de fenologia

Floracion y fases fenolégicas en Euphorbia tithymaloides

Con base en observaciones de campo y en una coleccion viva donde estan
representadas varias poblaciones de E. tithymaloides (ver mas adelante) se
determinaron las siguientes fases florales con la finalidad de documentar su fenologia
y organizar la toma de datos: botdn (estilo no visible), femenina F1 (estigma visible
pero no totalmente expuesto), femenina F2 (estigma totalmente elongado), femenina
F3 (ovario visible, estigma con I6bulos extendidos, anteras no visibles), femenina F4
(ovario fecundado, anteras no visibles), hermafrodita (estigma con I6bulos extendidos,
anteras visibles y dehiscentes), y marchita sin fecundar (Figura 18).

Botones florales Femenina F1

Femenina F2 Femenina F3 Hermafrodita

Figura 18. Fases florales de E. tithymaloides. A) botones florales, B) femenina F1, C) femenina F2, D)
femenina F3, y E) hermafrodita (Fotos: Itzel Pifia).
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Actividad fenologica en jardin comun

Se estudiaron 63 individuos pertenecientes a 13 localidades de la distribucion en anillo
de Euphorbia tithymaloides (Figura 19): Bacalar (Quintana Roo), Balamku (Quintana
Roo0), Las Carmelas (Quintana Roo), Playa Daiboo (Curacao), Playa Santa Cruz
(Curacao), Gota de Sal (Quintana Roo0), Jalapa de Marquez (Oaxaca), Mahahual
(Quintana Roo0), Puerto Morelos (Quintana Roo), El Secreto (Quintana Roo), Santa
Teresa (Quintana Roo), Venus Bay (St. Eustatius) y Tulum (Quintana Roo).
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Figura 19. Mapa de distribucion de los individuos que conforman la coleccion viva de Euphorbia
tithymaloides, estas poblaciones representan en su mayoria al Continente (Mapa por: Itzel Pifia).

Cuando habia indicios de floracion, se marcaron las inflorescencias por rama
(clusters) usando hilos de colores para facilitar el seguimiento fenoldgico de cada ciatio
en cada individuo y poder determinar la duracion de cada una de las fases florales
(Figura 20). Esta colecta de datos se realizé cada dos dias, en un periodo de tiempo
del 25 de octubre de 2019 a agosto de 2021. Las observaciones obtenidas se vaciaron
en una base de datos cuya estructura se muestra en el Anexo 1.
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Actividad fenolégica en jardin comun
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Figura 20. Diagrama de flujo para la obtencion de datos de fenologia de Euphorbia tithymaloides a lo
largo de su distribucién geogréfica, con base en individuos en un jardin comun.

Datos de herbario y bases de datos

Con la intencion de tener una vision lo mas amplia y detallada posible de la distribucion
geografica de E. tithymaloides, se consultaron especimenes de los siguientes
herbarios y bases de datos digitales publicos:

Herbario Nacional de México,MEXU
http://www.ib.unam.mx/botanica/herbario/; consultado el 28 de Agosto 2017.

New York Botanical Garden, NYBG
https://www.nybg.org/; consultado el 20 de Mayo 2020.

Herbario Nacional Colombiano, COL
http://www.biovirtual.unal.edu.co/es/colecciones/search/plants/; consultado el

16 de Octubre 2018.
Universidad Nacional de Antioquia, HUA
http://www.udea.edu.co/wps/portal/udea/web/inicio/unidades-

academicas/ciencias-exactas-naturales/herbario; 17 de Octubre 2018.

Integrated Digitized Biocollections, iDigbio
https://www.idigbio.org/; consultado el 10 de Septiembre 2020.

Harvard University Herbaria & Libraries, HUH

https://huh.harvard.edu/; consultado el 6 de Mayo 2021.

University of South Florida, USF

https://florida.plantatlas.usf.edu/; consultado el 9 de Mayo 2021.

Herbier Museum Paris, P

https://www.mnhn.fr/fr; consultado el 6 de Mayo 2021.

iNaturalist, iNat; https://www.inaturalist.org/; consultado el 13 de Mayo 2021.
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Para cada espécimen, se obtuvieron los siguientes datos: dia, mes y afio de
colecta, si el espécimen era fértil o estéril, y se contabilizaron las unidades florales en
las fases definidas previamente (ver figura 18): boton, femenina F1, femenina F2,
femenina F3, femenina F4, hermafrodita, fruto visible, fruto maduro y fruto dehiscente
(Figura 21).

‘ Actividad fenolégica en ejemplares de herbario ‘
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Figura 21. Diagrama de flujo para obtencién de datos de fenologia de Euphorbia tithymaloides a lo largo
de su distribucion geogréafica, con base en especimenes de herbario.

Visualizacion de datos de fenologia

Para estimar la variacién geogréafica de la fenologia floral, se analizaron por separado
los datos de los frentes de colonizacion (frentes GA y LA) y el continente. La
cuantificacion de la actividad fenologica de E. tithymaloides a lo largo del tiempo se
realiz6 traduciendo las fechas de colecta al nimero de dias transcurridos en un afio
(el cual denominaremos ‘dianio’). Para ello, a cada dia se le asign6é el valor
correspondiente al nimero del dia en cuestion (de 1 a 365 para afios normales, y de
1 a 366 para afnos bisiestos).

Para los datos obtenidos de los especimenes de herbario y reservorios digitales,
se realizaron dos graficas para la fenologia de E. tithymaloides; en la primera se
incluyen todos los datos y en la segunda los datos se visualizan por area geografica
(Continente, Antillas Menores, Antillas Mayores), con la finalidad de comparar los picos
de floracion y la variacion fenologica en las mismas.

Los datos fenoldgicos de las poblaciones en jardin comun se visualizaron en
una grafica por separado. Para este caso, los datos se analizaron por poblacién, con
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la finalidad de observar si hay diferencias en la fenologia y los picos de floracion a nivel
poblacional.

Datos de recompensa floral (néctar)

Datos de néctar provenientes de la literatura

Para generar un contexto amplio sobre lo que se sabe de recompensa (néctar) en
plantas ornitéfilas, se realizd una revision bibliografica de la cual se obtuvieron datos
de néctar, en particular de concentracion total de azucares y volumen (cuando fue
posible). Se revisaron los siguientes 19 estudios: Hainsworth y Wolf, 1976; Bolten y
Feinsinger, 1978; Southwick et al., 1981; Lammers y Freeman, 1986; Stiles y Freeman,
1993; Bernardello et al., 1994, 1999, 2000; Forcone et al., 1997; Galetto et al., 1998;
Giurfa et al., 1999; Perret et al., 2001; Nicolson, 2002; Galetto y Bernardello, 2003;
Wolff, 2006; Chalcoff et al., 2006; Ornelas et al., 2007; Almeida et al., 2013; Rodriguez-
Pefa et al., 2016.

Néctar en jardin comuan

Se cuantificd la concentracion de azucares totales y el volumen del néctar (ver méas
abajo) en individuos pertenecientes a 9 poblaciones en jardin comdn de E.
tithymaloides provenientes de 13 localidades (colecciones vivas) utilizando ciatios en
fase femenina (fases F2 y F3) o hermafrodita, y procurando realizar mediciones
alrededor de las 1400 h para que fueran comparables con las mediciones en campo.
El néctar se extrajo del ciatio con ayuda de una micropipeta; la colecta implicaba
apretar ligeramente el ciatio con los dedos para introducir la punta de la micropipeta a
la zona donde se ubican las glandulas de néctar y de esta manera extraerlo con éxito.
El néctar se coloc6 en un portaobjetos y con ayuda de un capilar y una regla se midio
el volumen extraido en milimetros (mm) para cada ciatio; la conversién a microlitros
(uI) se realiz6 posteriormente. En los casos en los que el néctar era demasiado espeso,
antes de medir el volumen, éste se diluyé con 5ul de agua destilada, mismos que se
restaron antes de hacer la cuantificacién con el capilar.

Para medir la concentracion de azlcares totales del néctar (no se identificaron
constituyentes individuales), éste se coloc6 en un portaobjetos y se mezclé con 10-
15ul de agua destilada hasta obtener una muestra homogénea. Las mediciones de
concentracion de azUcares en grados Brix (°Bx) se realizaron con un refractometro
manual (VEE GEE Scientific BTX-1, con escala de Brix 0-32%, +/- 0.2%). Este proceso
se ilustra en la Figura 22. Las observaciones se registraron en una base de datos cuyo
formato se ilustra en el Anexo 1.

38



Caracterizacion de néctar en jardin comun

Cuantificacion de

’ Seleccion de ciatios I | Extraccion ‘ ‘ Medicidn l ‘ Néctar + 15uL agua ‘ azticar (*Brix

oAy A

w D)) e

Figura 22. Diagrama de flujo que ilustra la obtencién de datos de volumen y concentracién de néctar
en individuos de Euphorbia tithymaloides en jardin comun.

€

Néctar en poblaciones naturales

Para garantizar que las mediciones fueran comparables, los ciatios fueron
seleccionados al azar. Los ciatios (F2, F3 o hermafroditas) disponibles se embolsaron
durante 24 h previo a la medicion del néctar para excluir visitantes que, al extraer
néctar, pudieran interferir con las mediciones; y se procuro realizar las mediciones a
la misma hora del dia, entre 1400 y 1600 h, por ser un horario en el que el acceso a
las plantas era logisticamente posible. La exclusion de posibles visitantes se realizé
con bolsas de celofan microperforado, el cual garantiza que la exposicion a luz natural
y temperatura son equivalentes a las condiciones ambientales naturales (Figura 23).
La cuantificacién de volumen y concentracion de azucares (° Brix) se realizé como se
describio anteriormente. Se realizaron mediciones de néctar en 10 localidades de E.
tithymaloides (Figura 24).

Caracterizacion de néctar en campo

Cuantificacion de

Extraccion azucar (°Brix)

Seleccién de
ciatios al azar

o

Fotos: Ivali Cacho

Embolsamiento
de estructuras
florales (24hrs
antes)

Figura 23. Diagrama de flujo que muestra el proceso de obtencion de datos de concentraciéon y volumen
de néctar de Euphorbia tithymaloides en campo.
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Figura 24. El muestreo fenoldgico de Euphorbia tithymaloides en el Caribe estd representado por
rombos, circulos y triangulos completos, codificados por colores en funcién de su area de distribucion:
verde para el continente, rojo para las Antillas Mayores y azul para las Antillas Menores (n = 693). Las
10 poblaciones naturales incluidas en este estudio con observaciones de recompensa y visitas se
encuentran marcadas con estrellas amarillas (Mapa: Itzel Pifia).

Datos de ocurrencia

Se georreferenciaron 693 especimenes con base en informacion de la localidad, datos
de las etiquetas de herbario y trabajo de campo, para poder realizar andlisis de
fenologia en funcion de la geografia del sistema en el Caribe. Para ello se utilizaron
herramientas de Google Earth (https:/earth.google.com) y Google Maps
(https://maps.google.com), y los datos se curaron mapeando las localidades en QGIS
(QGIS 3.16).

Datos de visitantes florales

Se realizaron observaciones de visitacién floral en campo en diez poblaciones,
estando representadas las tres areas geograficas focales: Antillas Mayores, Antillas
Menores y area continental (Figura 24).

Para la toma de datos, al llegar a la localidad seleccionada por la mafiana (o al
medio dia) se realizaba un reconocimiento del area y bosquejaba un mapa de esta.
Posteriormente se identificaban plantas focales y los puntos para los observadores en
funcion del numero de personas. Los periodos de observacion fueron de duracion
minima de 1 h cada uno, y se realizaron de forma escalonada en dos horarios
generales: de 1300 — 1900 h (primer dia), y de 0600 a 1300 h (segundo dia).
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La toma de datos de visitacidon consistié en hora de inicio y final del periodo de
observacion, y para cada visita registrada: hora de inicio, nimero de visitas, si estas
fueron cortas (evaluacion) o largas (toma de néctar o polen), visitador floral, sexo del
visitador floral (si aplicaba) y otras notas.

Analisis estadisticos

Fenologia jardin comun

Los datos de fenologia de poblaciones de Euphorbia tithymaloides en jardin comun se
procesaron y analizaron en conjunto, es decir, para cada mes del afio se generd una
base de datos y estas se combinaron para afiadirles una columna que se titul6 “dianio”.
Dicha columna contiene el célculo de los dias transcurridos en el afio para cada
observacion. Este calculo permitié graficar el nimero de estructuras reproductivas
presentes en los individuos de E. tithymaloides en funcién del dia del afio transcurrido
y realizar comparaciones entre los picos de floracion de cada una de las poblaciones,
pertenecientes a las areas geogréficas focales.

Fenologia con base en ejemplares de herbario

Los datos de fenologia tomados a partir de ejemplares de herbario de E. tithymaloides
se procesaron y analizaron en conjunto. Para cada reservorio digital se generé una
base de datos las cuales se combinaron para afadirles la columna de dianio y eliminar
aguellos registros que no contaran con datos de dia/mes/afio.

Posteriormente, los datos de actividad fenolégica fueron combinados con los
datos de geografia para realizar comparaciones en funcién de las areas geograficas
focales. A partir de estos datos se calculo el traslape fenolégico entre cada uno de los
picos de floracidén en funcion de la geografia de E. tithymaloides. El calculo del traslape
fenoldgico se hizo con funciones de la libreria de R overlapping (Pastore, 2018) y las
gréficas con la libreria de ggplot2 (Wickham, 2016).

Néctar

Los datos de azucares totales (mg) en el néctar de E. tithymaloides se pusieron en
contexto con los datos obtenidos de la literatura para especies de plantas con
polinizacién ornitofila utilizando un histograma.

De los datos obtenidos (volumen de néctar y ° Brix), se calcul6 la cantidad de
azucares totales en el néctar, siguiendo a Ochoa-L6pez et al. (2018):

azucares totales (mg) = (° Brix * uL) /100.

Se evalud que los datos se comportaran bajo los supuestos de normalidad y
homocedasticidad (varianzas iguales) utilizando pruebas de Shapiro y Levene
respectivamente (Anexo 2). Se aplicaron transformaciones a los datos segun fue el
caso: logaritmos para la concentracion de azucares (°Brix) y raiz cuadrada para el
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volumen y azucares totales de néctar (UL y mg). Se identificaron posibles valores
atipicos (outliers) a partir del examen visual de modelos lineales y su representacion
grafica y se evaluaron formalmente mediante la prueba de Rosner, no encontrando
valores atipicamente significativos al usar los datos transformados.

Las posibles diferencias en concentracion, volumen y azlcares totales de néctar
en poblaciones de E. tithymaloides con respecto a su geografia se evaluaron con
pruebas de varianza (ANOVA; Booth, 2003) y modelos lineales.

Debido a que las condiciones ambientales pueden incidir en los patrones de
produccion de recompensa, se realizé una ANOVA para evaluar si habia diferencias
significativas entre los datos de néctar obtenidos de plantas en jardin comun y en
poblaciones naturales, o si podian analizarse en conjunto. Los resultados sugieren que
si bien existe traslape entre los datos de campo y de jardin comudn, también existen
diferencias significativas con respecto a fuente (poblaciones silvestres vs. jardin
comun) para las tres métricas evaluadas (concentracién azucares P= 1.064e-11***;
volumen néctar P = 8.667e-07***; azlicares totales P = 2.2e-16***; Anexo 3).

Debido a lo anterior, se decidio excluir la variacion debida a fuente (poblacién
silvestre / jardin comuan) al momento de evaluar la variacion en néctar con respecto a
la geografia. Para ello, se utiliz6 como variable de respuesta los residuales de modelos
lineales con fuente como variable dependiente (y ~ fuente).

Visitacion floral en campo

A partir de datos de numero de visitas y de la identidad de los visitantes, se estimo la
importancia relativa de visitacion floral por cada grupo funcional, para las areas de
continente, Antillas Menores y Antillas Mayores. Los datos se procesaron con
funciones base de R y se visualizaron con ggplot2.

Todos los analisis y representaciones graficas se realizaron en la versién 3.6.3
de R (R Core team, 2020), utilizando las paqueterias base, ggplot2 (Pastore y
Calcagni, 2016), grid (R Core Team, 2020) y gridExtra (Baptiste, 2017).
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RESULTADOS
Fenologia

Fenologia en jardin comuan

Existe variacidn en la actividad fenoldgica entre poblaciones. Las plantas de todas las
poblaciones estudiadas exhibieron un periodo de floracion general de febrero a junio
(dia 50 al 180), y algunas hasta el dia 360 (Figura 25). La poblacion de St. Eustatius
(ST) presenta una floracibn mas constante con respecto a las demas. Al visualizar los
datos por area geografica, no existe evidencia que sugiera diferencias fenoldgicas
entre el continente y las Antillas Menores; no hay datos disponibles en jardin comun
para las Antillas Mayores (Figura 26).
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Figura 25. Densidad fenoldgica en poblaciones de Euphorbia tithymaloides de jardin comun, donde se

observa el inicio de la floracion estimado para cada poblacion, y una floracion constante en los individuos
correspondientes a la poblacién de St. Eustatius (ST).
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Figura 26. Las plantas en cultivacion del continente (verde) y las Antillas Menores (azul) presentan un
traslape en su actividad fenoldgica de 61.2%; para suavizar la gréfica se utilizé un bandwidth=20.

Fenologia con datos de herbario

Se obtuvieron 693 registros de Euphorbia tithymaloides en el Caribe para los cuales
se contaba con estructuras reproductivas y datos completos de fecha y geografia; 81
registros no contaban con latitud/longitud ni suficiente informacién en la etiqueta para
georreferenciarlos, por lo que sélo fueron contemplados en analisis temporales, pero
no geograficos.

Los datos de fenologia a partir de especimenes de herbario sugieren la
presencia de un periodo de floracion general de diciembre a marzo (entre los dias 300
y 100 del afio siguiente) y en las Antillas Menores puede haber dos picos de floracion
(uno anterior al dia 300, y otro alrededor del dia 100 del afio siguiente). Si bien la
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mayor actividad fenologica esta concentrada en la época de dias cortos del afio, existe
mayor variacion fenoldgica en el continente (Figuras 27 y 28).
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Figura 27. Los datos de herbario (estructuras reproductivas) revelan traslape de la actividad fenolégica
en Euphorbia tithymaloides en las tres areas focales analizadas: continente (verde), Antillas Menores
(azul) y Antillas Mayores (rojo); para suavizar la grafica se utilizé un bandwidth=20.

45



0.0075 - traslape = 0.553

0.0050 -

0.0025 -

0.0000 -
' |l |l '
o] 100 200 300

traslape = 0.535
0.006 -

0.004 -

0.002 -

0.000 - ! l . ,
0 100 200 300

Densidad@e@structurasieproductivas?

0.0075 - traslape = 0.692

0.0050 -

0.0025 -

0.0000 -
1 ] '
0 100 200 300

Dianiol?

Figura 28. La variacion presente en los especimenes de herbario correspondientes al continente (color
verde), las Antillas Menores (color azul) y las Antillas Mayores (color rojo) no respalda la hipotesis de
divergencia en la fenologia entre las poblaciones de Euphorbia tithymaloides a través de su area de
distribucion en el Caribe; para suavizar la gréafica se utiliz6 un bandwidth=20.
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Recompensa floral (néctar)

En un contexto amplio

De la literatura se obtuvieron 507 datos de concentracion de azucares totales y 228
datos de volumen de néctar correspondientes a plantas ornitofilas. La concentracion
de azucares totales en el néctar de Euphorbia tithymaloides tiende a ser alta respecto
a lo reportado para plantas ornitofilas, mientras que el volumen de néctar tiende a ser
bajo respecto a lo deportado para este tipo de plantas (Figura 29, Tabla 1).
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Figura 29. (A) La concentraciéon (de azucares en néctar de Euphorbia tithymaloides (n=343) coincide
con lo reportado en la literatura (n=507) para plantas ornit6filas (gris), y se encuentra hacia el extremo

de concentraciones altas (rojo). (B) El volumen del néctar de E. tithymaloides es menor a lo reportado
en la literatura para plantas ornitéfilas.
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Tabla 1. La concentracion de néctar (A) y el volumen de néctar (B) de Euphorbia tithymaloides donde
se observan los minimos y maximos para cada fuente de variacién (datos reportados en la literatura 'y
nuestros datos). Q1= primer cuartil, Q3= tercer cuartil.

A. Concentracion de azucares (° Brix)

Fuente de variacion minimo Q1 mediana media Q3 maximo
Nuestros datos 2426 3.566 3.882 3.913 4.251 5.570
Datos literatura 0.7419 2.8332  3.2328 3.1950 2.452 4.337

B. Volumen de néctar (uL)

Fuente de variacibn minimo Q1 mediana media Q3 maximo
Nuestros datos 0.329 1.398 1.865 1.809 2.236 3.162
Datos literatura 1.000 5.385 7.874 7.591 10.05 11.57

Patrones geograficos en la recompensa (néctar) en poblaciones naturales

Se realizaron 343 mediciones de néctar que incluyeron datos de jardin comun (n= 159)
y de campo (n=184). Los datos muestran que las plantas de Euphorbia tithymaloides
en condiciones de jardin comun producen entre 0.6 y 10 microlitros de néctar con
concentraciones de azucares entre 20.0 y 262.5 °Brix que equivalen a 0.3 — 6.8 mg de
azucares totales. En las poblaciones de campo, la produccién de néctar varia entre
0.1 y 9.8 microlitros, con concentraciones entre 11.31 y 203.5 °Brix, que equivalen a
0.05-5.42 mg (Tabla 2).

Tabla 2. Concentracion (grados Brix), volumen (uL) y azlcares totales (mg) de néctar de
Euphorbia tithymaloides donde observamos los minimos y maximos para cada sistema (jardin
comun y campo). Q1= primer cuartil, Q3= tercer cuartil.

Concentracion de néctar (Brix)

Fuente de variacion minimo Q1 mediana media Q3 maximo
Jardin comun 20.48 45.56 59.40 67.33 78.70 262.5
Campo 11.31 31.64 38.85 48.31 57.61 2035

Volumen de néctar (uL)

Fuente de variacion minimo Q1 mediana media Q3 maximo
Jardin coman 0.652 2.714 3.913 4205 5.652 10.00
Campo 0.108 1.385 2.826 3.142 4402 9.782

Azlcares totales en néctar (mg)

Fuente de variacion minimo Q1 mediana media Q3 maximo
Jardin comun 0.298 1.476 2.193 2.628 3.430 6.804
Campo 0.054 0.652 1.210 1.349 1.900 5.427
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Si bien los analisis de varianza (ANOVA,; con base en residuales de modelos
para eliminar la variacion debida a fuente— campo vs. jardin comun) detectan
diferencias significativas en el volumen y azlcares totales del néctar de E.
tithymaloides del continente, Antillas Mayores y Antillas Menores (Tabla 3), la
inspeccidén visual de los datos no refleja dichas diferencias (Figura 30, Anexo 4). Las
diferencias observadas pueden ser un artefacto de un elevado tamafo de muestra
(n=343).

Tabla 3. Resumen de resultados de andlisis de varianza comparando la concentracion (A),
volumen (B) y cantidad de azlcares totales (C) del néctar de poblaciones de Euphorbia
tithymaloides del continente, Antillas Mayores y Antillas Menores. GL= grados de libertad, SS=
suma de cuadrados, MC= media cuadrada, *= significancia.

A. Concentracion de azucares (° Brix)

Fuente de variacion GL SS MC F Pr(>F)
Frente geografico 2 0.913 0.45645 2.0724 0.1275
Residual 340 74.885 0.22025
B. Volumen de néctar, sqr(uL)
Fuente de variacion GL SS MC F Pr(>F)
Frente geogréafico 2 3.698 1.84903 10.237 4.819e-05***
Residual 340 61.413 0.18063
C. Cantidad de azucares totales en néctar, sqr(mg)
Fuente de variacion GL SS MC F Pr(>F)
Frente geogréafico 2 3.326 1.66294 5.01 0.0071**
Residual 340 112.855 0.33193
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Figura 30. La concentracion, el volumen y la cantidad de azucares totales presentes en néctar de
poblaciones de Euphorbia tithymaloides en funcién de su distribuciéon geografica. Los analisis no
respaldan la divergencia en la recompensa de néctar entre las poblaciones. Los cédigos de color son:
rojo, Antillas Mayores (GA); azul, Antillas Menores (LA); y, verde, continente (ML).

Visitacion floral en campo

Se analizaron datos de visitacién en campo obtenidos de 10 poblaciones naturales
representativas de la distribucion geografica de Euphorbia tithymaloides (Figura 24).
En total, se registraron 3525 visitas y 128 avistamientos. Se registraron los siguientes
visitantes florales, por grupo funcional:
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e Colibries: Mellisuga minima,
holosericeus, Chlorostilbon maugaeus, Chlorostilbon gibsoni, Orthorhyncus

cristatus, Trochilus polytmus, Chlorostilbon mellisugus.
e Otras aves: Coereba flaveola, Todus todus, Melopyrrha violacea.

Antrhacothorax

¢ Insectos: abejas, avispas, lepidopteros, hormigas.

dominicus,

Eulampis

Los datos sugieren que los colibries son los principales visitantes florales (60
— 97% de la visitacion) de E. tithymaloides en poblaciones naturales representativas
de su area de distribucion, tanto a nivel global como en las tres areas geograficas
analizadas (Tabla 4, Figura 31), a pesar de que los insectos son comunes en las zonas
donde crece E. tithymaloides y sobrevuelan estas plantas sin posarse en los ciatios
(Figura 32). En las poblaciones de las Antillas, especialmente en las Antillas, otras
aves visitan los ciatios (37% de la visitacion registrada en las Antillas Mayores y 10%

en las Menores), pero su eficacia como polinizadores efectivos sigue sin probarse.

Tabla 4. Resumen de visitacion floral en 10 poblaciones naturales Euphorbia

tithymaloides a lo largo de su area de distribucion.

3 (i funcional visitas avistamientos
area geografica grupo funciona o % n %
colibri 130 97% 5 20%
Continente insecto 4 3% 20 80%
otras aves 0 - 0 -
subtotal 134 25
colibri 1145 90% 5 14%
Antillas Menores insecto 4 0% 1 3%
otras aves 130 10% 30 83%
subtotal 1279 36
colibri 1267 60% 19 28%
Antillas Mayores insecto 55 3% 23 34%
otras aves 790 37% 25 37%
subtotal 2112 67
TOTAL GLOBAL 3525 128
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Figura 31. Observaciones de importancia relativa de visitantes florales en 10 poblaciones naturales
Euphorbia tithymaloides a través de su area de distribucidon son consistentes con los colibries como
principales polinizadores potenciales.
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Figura 32. Los insectos son comunes en las areas que ocupan 10 poblaciones naturales Euphorbia
tithymaloides y responsables de la mayoria de los avistamientos realizados en campo.
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DISCUSION

Este estudio es el primero en evaluar factores promotores de la divergencia en
Euphorbia tithymaloides, una especie de alta relevancia en biologia evolutiva dada la
evidencia morfoldgica, ecoldgica y genética que sugiere que esta en proceso activo de
divergencia, e incluso, de posible especiacion. En particular, este trabajo evalGa
evidencia relacionada a la fenologia o cambios en los sistemas de polinizacion como
posibles barreras al flujo génico entre poblaciones de este sistema.

Este trabajo documenta variacion de actividad fenologica y en los picos de
floracion entre poblaciones de E. tithymaloides, lo cual es consistente con lo observado
en otras especies de amplia distribucidén y con estructura poblacional marcada (Stiles,
1975; Nuismer y Cunningham, 2005; Chapurlat et al., 2020). La variacion fenologica a
nivel de poblacion puede ser atribuible a adaptacion, diferencias climéaticas (Badeck et
al., 2004; Anderson et al., 2012) y a la disponibilidad de recursos y a los polinizadores
(Santandreu y Lloret, 1999; McDade y Weeks, 2004). En E. tithymaloides no hay
evidencia de diferencias climéaticas marcadas entre sitios ocupados por esta especie
en las Antillas Mayores, Antillas Menores y Continente (Jacobo-Arteaga et al., 2022).

Al examinar la fenologia en el contexto de la biogeografia histérica de E.
tithymaloides, no se encuentran diferencias que sugieran que la fenologia pueda estar
fungiendo como una barrera al flujo génico entre poblaciones representativas de las
Antillas Mayores y las Antillas Menores, que son los principales linajes evolutivos
documentados para esta especie (Cacho y Baum, 2012, 2019; Medina-Rodriguez et
al, en prep.). De hecho, el traslape fenolégico en E. tithymaloides en las tres areas
focales analizadas en este trabajo es sustancial (de 0.53 a 0.69). Esto corresponde al
escenario hipotético A planteado en la seccion de Hipotesis de este trabajo (Figura
15). Es decir, la fenologia no parece estar jugando un papel en promover la divergencia
observada entre los linajes de las Antillas Mayores y Menores. Si bien es un factor
complejo, es comun que las poblaciones de plantas de una especie tiendan a
mantener ventanas fenoldgicas comunes (Bosch et al., 1997; Arceo- et al., 2022).

Entre los factores selectivos mas importantes en angiospermas y que se ha
documentado que promueven su diversificacién, se encuentran los polinizadores
(Smith et al., 2008; Lagomarsino et al., 2017). Las plantas responden a los regimenes
selectivos impuestos por polinizadores con una serie de atributos florales, entre ellos,
la coloracion (Rebelo y Siegfried, 1985; Picker y Midgley, 1996; Miller et al., 2011), el
tamafo y la simetria florales (Giurfa et al., 1999; Knapp, 2010), la fenologia (Elzinga
et al., 2007; Chapurlat et al., 2020) y las recompensas florales (Neff y Simpson, 1990;
Masierowska, 2012). Aqui, se evaluaron dos lineas de evidencia indirecta sobre los
polinizadores como agentes promotores de la divergencia en E. tithymaloides. Por un
lado, se analiz6 la produccion de recompensa floral (néctar) tanto en poblaciones
naturales como en condiciones de jardin comun; por otro, se analizaron datos de
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visitacion floral en poblaciones naturales de E. tithymaloides. En ambos casos, se
contempl6 un muestreo lo mas representativo posible del area de distribucion de esta
especie a lo largo del Caribe.

Este trabajo documenta que el néctar de E. tithymaloides tiene un contenido
alto en azulcares, incluso con respecto a lo reportado en la literatura para plantas
ornitofilas (de 3 a 6 °Brix para E. tithymaloides y 0.3 a 3°Brix para plantas reportadas
en la literatura). Debido a los altos requerimientos energéticos de los colibries (Heinrich
y Raven, 1972; Smith et al., 2008), estos resultados son compatibles con la hipotesis
de que los colibries son los principales polinizadores de E. tithymaloides (Dressler,
1957; Cacho et al., 2010). Sin embargo, no es posible descartar una participacion
potencial de himendpteros como polinizadores a lo largo de la distribucion de la E.
tithymaloides, sobre todo tomando en cuenta que los volimenes de néctar producidos
por esta especie tienden a ser menores que aquellos producidos por plantas ornitéfilas
en general (aunque estos resultados no fueron ajustados por el tamafio de la unidad
floral). Se han documentado casos de transicion a polinizacion por himenopteros han
sido documentados en parientes cercanos a esta especie (Sahagun-Godinez y Lomeli-
Sencion, 1997). Por otro lado, las caracteristicas florales de E. tithymaloides son
consistentes con aquellas tradicionalmente relacionadas con polinizacién por colibries:
unidades florales macroscopicas (en casos de flores individuales pequefias,
inflorescencias macroscépicas), generalmente con coloracion roja o rojiza y simetria
bilateral que producen néctar en grandes cantidades y en donde se requiere fuerza
por parte del polinizador o una estructura alargada para acceder a la recompensa
(Dressler, 1957; Veiga Blanco et al., 2013). Existe variacion floral en E. tithymaloides
en cuanto a las dimensiones y forma del ciatio (Cacho et al., 2019) pero no se han
reportado casos de pérdida de coloraciébn o de simetria bilateral a través de su
distribucion que puedan sugerir transiciones a otros polinizadores. Adicionalmente,
datos de produccién de polen en E. tithymaloides son consistentes con reproduccién
de xenogamia facultativa a lo largo de su area de distribucion, y no existe evidencia de
transiciones hacia autogamia o autofecundaciéon (Cacho y José-Zacatula, 2020).

En E. tithymaloides no encontramos diferencias significativas en el volumen o
concentracion de azucares en el néctar que producen las plantas de E. tithymaloides
de las Antillas Menores y las Antillas Mayores. Es decir, no hay evidencia que sugiera
gue estos dos linajes difieren en cuanto al grupo funcional de polinizadores y que
pudiera explicar la ausencia de flujo génico reportado entre plantas de las Antillas
Mayores y Menores (pero ver Medina-Rodriguez, en prep.). Esto corresponde al
escenario hipotético A (Figura 16).

El Unico estudio que existe sobre la polinizacién en E. tithymaloides se enfoca
en una unica poblacién, para la cual se reportan datos de recompensa floral
(produccion y concentracion de néctar) y tasas de visitacion que indican polinizacion
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por colibries (Veiga Blanco et al., 2013). Los datos de visitacion floral en poblaciones
naturales analizados en esta tesis reflejan que los colibries son los principales
visitantes florales de E. tithymaloides en toda su area de distribucion (escenario A en
la figura 17). En las poblaciones de las Antillas, especialmente en las Antillas Mayores,
se ha observado que otras aves (principalmente Coereba flaveola) visitan los ciatios
de E. tithymaloides, pero su eficacia como polinizadores efectivos sigue sin probarse.

De forma global, esta tesis no encuentra evidencia de que cambios en la
fenologia o cambios en los polinizadores estan actuando como posibles barreras al
flujo génico directo entre los linajes principales de E. tithymaloides, y por lo tanto
actuando como factores promotores de la divergencia en este sistema. Es decir, este
estudio sugiere que la divergencia morfoldgica, ecolédgica y genética observada entre
poblaciones de las Antillas Mayores y Antillas Menores no esta siendo determinada
por cambios en fenologia o polinizadores. Otras posibles explicaciones o factores que
podrian estar moldeando la divergencia en este sistema incluyen respuestas a
condiciones microclimaticas (p. ej., temperatura local, cantidad de radiacion disponible
y tipo de suelo) que puedan estar conduciendo a genotipos adaptados localmente
(Fournier-Level et al., 2011); o cambios en atributos de los polinizadores principales a
lo largo de la distribucion geogréfica de E. tithymaloides.

Son varias las limitaciones de este estudio. En cuanto a la documentacion de la
fenologia con base en datos de herbario, existen huecos geograficos en el muestreo:
son pocos o nulos los datos para poblaciones de Centroamérica y Cuba. Una posible
explicacion es que no existen colectas en época reproductiva para estas areas. Otra
posibilidad es que si existan esas colectas pero que no hayamos tenido acceso a ellas.
Una opcién para subsanar esta deficiencia es consultar directamente las colecciones
de herbarios locales, que puedan no estar digitalizadas y disponibles en bases de
datos. Esto muestra el valor de realizar colectas botanicas a lo largo del tiempo e
incluso en los mismos sitios para documentar constancia en comportamiento
fenologico. Por otro lado, seria importante ampliar el nimero de poblaciones
representadas en colecciones vivas a partir de las cuales se puedan derivar datos de
fenologia. Sin embargo, aun ampliando la coleccion, los datos de fenologia obtenidos
a partir de plantas en cultivo no necesariamente reflejan el comportamiento de las
plantas en condiciones naturales. En algunos casos, esta documentado un control
genético estricto de la floracion (Mitchell-Olds y Schmitt, 2006; Rosas et al., 2014),
pero se desconoce si esto es asi para E. tithymaloides. Otros autores han mostrado
gue las interacciones bidticas pueden modular la seleccién en la fenologia (Elzinga et
al., 2007), cuyo estudio requiere observacion directa, manipulacion experimental en
campo, o ambas.
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Los andlisis de recompensa floral pueden expandirse de varias formas. Primero,
seria importante verificar si el polen de E. tithymaloides presenta una recompensa,
incluso secundaria o temporal, para himenopteros (principalmente abejas). Es
conocido que las abejas ademas de colectar néctar, colectan polen y que este
comportamiento fluctia segun las necesidades de la colonia (Roulston y Cane, 2000;
Nicholls y Hempel de Ibarra, 2017). Por otro lado, es conocido que la composicion del
néctar (incluyendo distintos tipos de azlcares, asi como aminoacidos y otros
nutrientes) puede jugar un papel importante en el forrajeo y comportamiento de los
visitantes florales (Brandenburg et al., 2009; Tiedge y Lohaus, 2017) vy seria
importante realizar comparaciones de composicion de néctar (p. ej., cuantificar los
distintos tipos de azlcares y contenidos de aminoacidos y otros elementos). En
estudios futuros resultaria importante también recabar informacion de un mayor
ndamero de poblaciones tanto insulares como continentales; un mayor muestreo
geografico tanto en cuanto a fenologia como a documentacién de recompensa podria
llevar a encontrar diferencias en donde este estudio no ha las ha encontrado.

Las observaciones de visitacion floral analizadas en este estudio son
contundentes en cuanto a establecer que los colibries son los principales visitantes de
E. tithymaloides. Sin embargo, es necesario evaluar su eficacia como polinizadores
efectivos, y si ésta varia en funcién de la geografia. Asimismo, este estudio es el
primero en documentar que C. flaveola puede estar jugando un papel importante como
polinizador potencial en las Antillas, y es importante evaluar su eficacia como tal, pues
esta ave también es un conocido robador de néctar (Stiles y Freeman, 1993; Lasso y
Naranjo, 2003; Mata y Bosque, 2004).

Por otro lado, seria importante determinar cuantitativamente la contribucién de
la fenologia y el cambio en los sistemas de polinizacion como barreras al aislamiento
reproductivo en un contexto mas amplio. Para ello seria necesario evaluar otras
posibles barreras al flujo génico, entre ellas una diversidad de fenbmenos pre- y post-
cigoticos que puedan estar operando en promover y mantener la divergencia en este
sistema (existen dos linajes con flujo génico limitado). Para ello, seria ideal poder
realizar cruzas experimentales, cuantificando la compatibilidad de individuos de
distintas areas a distintos niveles (p. €j., polen-estigma; polen-6vulo), la frecuencia de
fecundacion exitosa y la viabilidad de los cigotos producidos (Coyne y Orr, 2004). El
conocimiento detallado de la fuerza y naturaleza de estas barreras proporciona
informacion sobre los factores ecoldgicos y genéticos que influyen directa o
indirectamente en la divergencia, y puede ayudar a predecir si los linajes que han
evolucionado en E. tithymaloides se mantendran incluso habiendo introgresion o si
colapsaran (Martin et al., 2007).

A pesar de las limitaciones discutidas, este trabajo es el primero en proporcionar
informacion detallada acerca de la biologia reproductiva de E. tithymaloides a través
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de su distribucion geografica. Asi, este trabajo contribuye a nuestro entendimiento de
los procesos que pudieran estar promoviendo la divergencia en esta especie-anillo y
al entendimiento del origen de la diversidad biolégica en este sistema.
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CONCLUSIONES

Este proyecto es el primero en aportar datos sobre fenologia, produccion de
recompensa (néctar) y visitacion floral en Euphorbia tithymaloides a lo largo de su area
de distribucion en el Caribe.

La actividad fenolégica de E. tithymaloides en todas las poblaciones estudiadas
abarca un periodo de floracion general de febrero a junio (dia 50 al 180), y algunas
hasta el dia 360. Existe traslape sustancial (53 — 69%) en la actividad fenologica (floral)
entre las plantas del Continente, Antillas Mayores y Antillas Menores.

El volumen y la concentracion de azucar en el néctar de E. tithymaloides varia
entre poblaciones naturales y en cultivacion (aunque la magnitud de la variacion es
poca). En condiciones de jardin comun se producen entre 0.6 y 10 microlitros de néctar
con concentraciones de azucares entre 20.0 y 262.5 ° Brix que equivalen a 0.3 — 6.8
mg de azUcares. En las poblaciones de campo, la produccién de néctar varia entre 0.1
y 9.8 microlitros, con concentraciones entre 11.31 y 203.5 ° Brix, que equivalen a 0.05
—5.42 mg de azucares.

Los principales visitantes florales de E. tithymaloides son colibries, y en las
Antillas Mayores existe la presencia de Coereba flaveola, cuya importancia y eficacia
como polinizador debe investigarse.

Los datos de fenologia, recompensa y visitacion floral no aportan evidencia de
que cambios en la fenologia o los polinizadores puedan estar actuando como factores
promotores o de mantenimiento de la divergencia observada en E. tithymaloides a lo
largo de su distribucion en el Caribe.

Es de gran importancia el estudio de la cuantificacion de estas y otras barreras
al flujo génico como posibles agentes del aislamiento reproductivo en sublinajes de
este sistema, para evaluar sus posibilidades de persistir como tal, divergir en especies
distintas, o colapsarse en una especie ampliamente variable en la que los patrones de
estructura poblacional y de diversidad morfol6gica desaparezcan.
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ANEXOS

Anexo 1. Formatos toma de datos

Para organizar y recabar la informacion de las observaciones de fenologia y néctar
se utilizaron los siguientes formatos para la toma de datos (Figuras S1, S2).

8 c ] E F [ H J K L N o P Q R
clave_ cluster cluster clave ciatio_ estilo_ estilo_ anteras_ polen_ fruto_ fruto_ fruto_ polinizada
n anio | mes | dia planta _clave _nflor _flor boton chiquito visible | completo | visibles | expuesto | inmaduro | maduro | dehiscente _si_no

4

s

6

)

10

1

12

Figura S1. Formato utilizado para la toma de datos de actividad fenol6gica en poblaciones de
Euphorbia tithymaloides.

B c D £ F [ H I J K L M N
clave inflorescencia ciatios/ estadio pL H20 mm pL H20 lectura
n_ord poblacion planta o cluster cluster ciatio fecha hora floral antes nectar después refractometro notas_campo notas_captura
2
4
5
6

9
10
1

Figura S2. Formato utilizado para la toma de datos de mediciones de néctar en poblaciones de
Euphorbia tithymaloides.
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Anexo 2. Evaluacién de normalidad y homocedasticidad.

Se realizaron pruebas de Shapiro y Levene para evaluar la normalidad y la
homocedasticidad (respectivamente) en los datos de concentracion, volumen y
azucares totales de néctar en jardin comun y campo (Tablas Sla, Slb). Se
implementaron transformaciones de logaritmo natural (log) para los datos de
concentracion de néctar y de raiz cuadrada (sqrt) para los de volumen y azucares
totales de néctar (Figuras S3 'y S4).

Tabla Sla. Valores obtenidos de la prueba de Shapiro para evaluar la normalidad de los datos; las
transformaciones seleccionada se encuentra en negritas.

Fuente Variable Unidad w P value
°B 0.82884 2.32E-12
Concentracién log(°B) 0.98941 0.2782
sqrt(°B) 0.93357 9.49E-07
uL 0.96827 0.001022
Jardin Volumen log(uL) 0.94978 1.83E-05
comin sqrt(uL) 0.98439 0.07072
mg 0.92961 4.90E-07
Azlcares totales log(mg) 0.97741 0.01042
sqrt(mg) 0.97872 0.01479
°B 0.79272 7.02E-15
Concentracion log(°B) 0.98404 0.0343
sqrt(°B) 0.91462 7.40E-09
uL 0.94702 2.43E-06
Campo Volumen log(uL) 0.93169 1.28E-07
sqrt(ul) 0.98744 0.1016
mg 0.93283 1.57E-07
Azlcares totales log(mg) 0.93026 9.95E-08
sqgrt(mg) 0.9904 0.2553
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Tabla S1b. Valores obtenidos de la prueba de Levene para evaluar la homocedasticidad en los datos.

Fuente Variable Unidad DF F value P value
Concentracién log(°B) 7/151  0.7583 0.6231
Jardin
, Volumen sqrt(uL) 7/151  1.8509 0.0815
comun
Azucares totales sqrt(mg) 7/151 22721 0.0316
Concentracion log(°B) 13/170 3.1654 0.0003
Campo Volumen sqrt(uL) 13/170 1.6467 0.0769
Azucares totales sqrt(mg) 13/270 1.0253 0.4293
Concentracion de néctar jardin comun
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= 2 e 2
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o L - e -
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11 1 1 T T T T T 1 T 1T 1T T 1
50 100 150 200 250 3.0 35 40 45 50 55 & & 10 12 14 16
Concentracion néctar Concentracian log Concentracion sqgrt
Volumen de néctar jardin comun
2 2 2
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g § 5
2 7 § =4 g =4
g . . =,
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2 4 i} 8 10 =0.5 0.5 1.5 25 10 15 20 25 30
Volumen néctar Volumen log Volumen sqrt
Azucares totales en néctar jardin comin
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Azlicares totales Azlcares totales log Azucares totales sqrt

Figura S2. Conjunto de histogramas para concentracion, volumen y az(icares totales en néctar de
poblaciones de Euphorbia tithymaloides en jardin comin. Observamos una distribucién normal para
los datos de concentracion con la funcion log (), mientras que para el volumen de néctar y los

azulcares totales se utilizé la funcién sqrt().
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Concentracion de néctar campo
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Figura S3. Distribucidon de los datos de concentracién, volumen y azUcares totales en néctar de
poblaciones de Euphorbia tithymaloides en campo. Observamos una distribucién normal para los datos
de concentracion con la funcion log (), mientras que para el volumen de néctar y los azlcares totales
se utilizé la funcién sqrt().

69



Anexo 3. Pruebas de ANOVA y modelos lineales para evaluar diferencias en datos
segun su fuente (campo vs. jardin comun).

Se realizaron pruebas de ANOVA e implementaron modelos lineales para evaluar si
los datos de concentracion, volumen y azucares totales de néctar obtenidos de plantas
de jardin comdn y poblaciones naturales de E. tithymaloides eran significativamente
diferentes (Tablas S2 y S3). Para la visualizacién de los datos se realizaron gréficas
de cajas y bigote (Figura S4).

Tabla S2. Los resultados sugieren que si bien existe traslape entre los datos de campo y de jardin
comun, también existen diferencias significativas para las tres métricas evaluadas. GL= grados de
libertad, SS= suma de cuadrados, MC= media cuadrada, F= valor de F estadistica.

ANOVA fuente concentracién néctar log(Brix)

Coeficientes GL SS MC F Pr(>F)
Fuente 1 11.016 11.0161 46.59 1.064e-11***
Residuales 341 75.797 0.2223
ANOVA fuente volumen néctar sqrt(ul)
Coeficientes GL SS MC F Pr(>F)
Fuente 1 8.559 8.5589 25.12 8.667e-07***
Residuales 341 116.181 0.3407
ANOVA fuente azlcares totales sqrt(mg)

Coeficientes GL SS MC F Pr(>F)
Fuente 1 18.732 18.7315 98.10 <2.2e-16***
Residuales 341 65.111 0.1909

Tabla S3. La cantidad de variacion explicada por el modelo es menor para la concentracion y volimen
que para los azucares totales. SE= error estandar, t=valor de t, Signif.= significancia, R2=raiz cuadrada
ajustada, F= valor de F estadistico y GL= grados de libertad.

Modelo lineal fuente concentracion néctar log(°Brix)

Coeficientes  Estimado  SE t Pr(>[t]) R2 F GL1 GL2
Intercepto 3.746 0.034 107.8 2.00e-16 ** 0.124 49.56 1 341
FuenteJardin 0.359 0.051 7.04 1.06e-11 ***
Modelo lineal fuente volumen néctar sqrt(ul)
Coeficientes  Estimado SE t Pr(>|t)) R2 F GL1 GL2
Intercepto 1.662 0.043 38.644 2e-16 *** 0.065 25.12 1 341
FuenteJardin 0.316 0.063 5.012 8.67E-07 ***
Modelo lineal fuente azlcares totales sqrt(mg)
Coeficientes Estimado SE t Pr(>t]) R2 F GL1 GL2
Intercepto 1.084 0.032 33.656 <2e-16 ** 0.221 98.1 1 341
FuenteJardin 0.468 0.047 9.905 <2e-16 ***
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ANOVA p= 1.064e-11***
¥ ANOVA p= 8.667e-07***

Concentracion@zicaresiog(°Brix)a
VolumenBhéctarBqrt(uL)a

Campon JardinRBomun@ i
Fuentel2 CampoB i v
p Fuentet. Jardin@Romun@

ANOVA p= <2.2e-16%**

Azucaresiotales@éctar@qrt(mg)@

Camposa JardinRomun@
P Fuenten

Figura S4 Existen diferencias significativas en la concentracion, volimen y azulcares totales del néctar
de Euphorbia tithymaloides en condiciones de campo y en jardin coman.
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Anexo 4. Datos de concentracion, produccion y cantidad de azucares totales en
néctar de Euphorbia tithymaloides en las tres areas geograficas focales abordadas
en este estudio.

Tabla S4. Datos de concentracion, produccion y cantidad de azlcares totales en néctar de Euphorbia
tithymaloides para el continente, Antillas Mayores y Antillas Menores. Q1= primer cuartil, Q3= tercer
cuartil, SD= desviacion estandar.

Concentracion de néctar (°Brix)

Fuente de variacion minimo Q1 mediana media Q3 maximo SD
Continente 20.48 41.79 50.75 62.25 75.38 190.67 34.822
Antillas Mayores 11.31 28.60 39.46 51.32 63.33 203.52 34.018
Antillas Menores 22.87 37.41 58.47 58.47 68.83 262.50 32.083

Produccion de néctar (uL)
Fuente de variacion minimo Q1 mediana media Q3 maximo SD
Continente 0.652 2.608 3.587 3.722 4619 8.695 1.725
Antillas Mayores 0.107 1.087 3.043 2.957 4347 7.065 1.855
Antillas Menores 0.217 1.956 3.750 4171 6.358 10.000 2.558
Azlcares totales de néctar (mg)
Fuente de variacion minimo Q1 mediana media Q3 maximo SD
Continente 0.298 1.337 1.868 2.141 2.703 6.003 1.160
Antillas Mayores 0.054 0.572 1.254 1.329 1900 5.427 0.970
Antillas Menores 0.092 0.929 1.894 2320 3.144 6.804 1.667
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