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RESUMEN

La endogamia ocurre en poblaciones de plantas en las que el apareamiento cruzado
disminuye por la ausencia total o parcial de individuos conespecificos y/o de polinizadores.
El aumento en la endogamia dentro de una poblacion puede afectar negativamente la
adecuacion, disminuyendo la produccion de semillas, la germinacion, la sobrevivencia, el
desarrollo temprano, e incluso tener efectos en la disposicion de las estructuras reproductivas
y el tamarfio floral de la progenie enddégama. El analisis de la endogamia se ha realizado
principalmente en estadios de desarrollo temprano de las plantas y son pocos los estudios que
han analizado de manera sistematica el efecto de la endogamia a lo largo del ciclo de vida,
desde la produccion de semillas hasta la produccion de flores. En este estudio se analizo el
efecto de la endogamia en diferentes etapas de desarrollo de la especie Ipomoea hederifolia
(Convolvulaceae). Se comparé el peso de la semilla, la germinacion, la sobrevivencia, el
desarrollo de estructuras de la plantula (radicula, plumula, cotiledones y cinco primeras
hojas), el area foliar, y los rasgos florales entre las plantas de lineas endégamas y las de
polinizacién cruzada, en condiciones de invernadero durante dos generaciones. Nuestros
resultados indican que las semillas de lineas enddgamas tuvieron un menor peso Yy
germinaron en menor cantidad que las semillas de polinizacion cruzada, pero la probabilidad
de germinacion y sobrevivencia no difirieron en la descendencia enddégama y exocruzada. Al
analizar el desarrollo temprano, la primera generacion de plantas endégamas desarroll6
estructuras de sostén y fotosintéticas con menor rapidez que plantas de polinizacion cruzada;
en la segunda generacién se observo un patron opuesto. Los resultados obtenidos de la suma
del area foliar de los cotiledones y de las primeras cinco hojas verdaderas fue mayor en
plantas exocruzadas comparadas con plantas enddégamas. Por ultimo, no hubo diferencias
significativas en los rasgos florales, ni en la hercogamia de plantas endégamas y de
polinizaciéon cruzada. Los resultados mostraron una tendencia a la disminucién de la
probabilidad de germinacién y sobrevivencia y a la reduccion del tamafio de los rasgos
florales en plantas endégamas. Por lo tanto, estos resultados sugieren que los efectos de la
endogamia pueden expresarse en diferentes estadios de desarrollo de I. hederifolia. Estos
efectos favorecen la produccion de descendencia con menor adecuacion y un menor
desempefio en su desarrollo que pueden poner en riesgo la permanencia de poblaciones
endogamas de 1. hederifolia en condiciones naturales a largo plazo.



ABSTRACT

Inbreeding occurs in plant populations in which outcrossing is reduced by the total or partial
absence of conspecific individuals and/or pollinators. Increased inbreeding within a
population can negatively affect fitness, decreasing seed production, germination, survival,
early development, and even have effects on the arrangement of reproductive structures and
floral size of inbred progeny. The analysis of inbreeding has been done mainly at early
developmental stages of plants and few studies have systematically analyzed the effect of
inbreeding throughout the life cycle, from seed production to flower production. In this study,
the effect of inbreeding was analyzed at different developmental stages of the species
Ipomoea hederifolia (Convolvulaceae). Seed weight, germination, survival, development of
seedling structures (radicle, plumule, cotyledons, and first five leaves), leaf area, and floral
traits were compared between plants from inbred and cross-pollinated lines under greenhouse
conditions for two generations. Our results indicate that seeds from inbred lines had a lower
weight and germinated less than cross-pollinated seeds, but the probability of germination
and survival did not differ between inbred and outcrossed offspring. When analyzing early
development, the first generation of inbred plants developed support and photosynthetic
structures less rapidly than cross-pollinated plants; the opposite pattern was observed in the
second generation. The results obtained for the sum of the leaf area of the cotyledons and the
first five true leaves were greater in exocross-pollinated plants compared to inbred plants.
Finally, there were no significant differences in floral traits, nor in the hercogamy of inbred
and cross-pollinated plants. The results showed a tendency to decrease the probability of
germination and survival and to reduce the size of floral traits in inbred plants. Therefore,
these results suggest that inbreeding effects may be expressed at different developmental
stages of I. hederifolia. These effects favor the production of offspring with lower fitness and
developmental performance that may jeopardize the long-term survival of inbred populations
of 1. hederifolia under natural conditions.



INTRODUCCION

Se han descrito alrededor de 300,000 especies de angiospermas que poseen diferentes
sistemas reproductivos, de apareamiento y de polinizacion que les han permitido reproducirse
y evolucionar (Crane et al. 1995; Fenster & Martén-Rodriguez 2007, Soltis et al. 2019;
Aguilar et al. 2019). Los sistemas reproductivos en las angiospermas se han clasificado de
acuerdo con la sexualidad floral y con la distribucion entre individuos (Barrett 2002). Por
ejemplo, las especies monoicas se caracterizan por tener flores unisexuales masculinas y
femeninas en el mismo individuo; mientras que en las especies dioicas cada individuo
expresa flores de un solo sexo y en plantas hermafroditas los individuos expresan flores que
tienen ambas estructuras masculinas y femeninas (Bawa & Beach 1981; Charlesworth &
Charlesworth 1987; Pannell 2002; Collin & Shykoff 2003; Cuevas-Garcia & Abarca-Garcia
2006). Entre los sistemas reproductivos de plantas, el hermafroditismo es el sistema mas
frecuente y se encuentra en aproximadamente el 75-90% de las especies de angiospermas

(Bawa & Beach 1981; Richards 1986; Armbruster 2014).

Las plantas hermafroditas tienen la capacidad de reproducirse sexualmente mediante
autofecundacion y polinizacion cruzada (Barrett 1998, 2002; Goodwillie & Weber 2018). La
polinizacién cruzada (exogamia) ocurre principalmente mediante vectores animales, que
transportan el polen entre flores de individuos de la misma especie (Harder & Barrett 1996;
Armbruster 2017; Goodwillie & Weber, 2018). Por otro lado, la autofecundacion ocurre
cuando el polen propio se deposita en el estigma dentro de la flor (autogamia) y puede ocurrir
de forma pasiva durante la senescencia floral o facilitada por actividad de los visitantes
florales (Lloyd 1992; Lloyd & Schoen 1992; Goodwillie & Weber 2018). La polinizacion

con polen propio también puede ocurrir cuando los visitantes florales transportan polen entre



flores de un mismo individuo, fendmeno conocido como geitonogamia (Harder & Barrett

1995; Falconer et al. 1996; Griffin & Eckert 2003).

La autofecundacion tiene ventajas como la transmision genética y la fijacion de alelos
adaptados a habitats donde las plantas se desarrollan, la colonizacion de nuevos habitats y el
aseguramiento reproductivo cuando hay una disminucién total o parcial de individuos de la
misma especie y/o de los polinizadores (Darwin 1876; Stebbins 1957; Jain 1976; Lande &
Schemske 1985; Lloyd 1980; Fenster & Martén-Rodriguez 2007; Busch & Delph 2012;
Spigler & Kalisk 2017; Delgado-Davila & Martén-Rodriguez 2021). Ademas, la
autofecundacion puede disminuir los costos asociados a la polinizacion cruzada, por ejemplo,
una menor inversion de recursos en la produccién de atrayentes de polinizadores como el

néctar, el polen o fragancias (Solbrig 1976).

Algunos estudios sugieren que existen desventajas asociadas a la autofecundacion, la
fecundacién entre plantas relacionadas genéticamente y el apareamiento entre plantas
parentales y su descendencia, trayendo como consecuencia el fenémeno conocido como
endogamia (Falconer et al. 1996; Ralls et al. 2001; Griffin & Eckert 2003). El incremento en
los niveles de endogamia dentro de una poblacion de plantas favorece la disminucion de la
diversidad genética de las poblaciones, aumenta la homocigosis, aumentando la probabilidad
de expresion de alelos recesivos y mutaciones perjudiciales (Charlesworth & Charlesworth
1987; Husband & Schemske 1996; Goodwillie & Weber 2018; Aguilar et al. 2019). Por lo
tanto, cuando existen niveles altos de endogamia dentro de las poblaciones de plantas se
espera que disminuya la probabilidad de reproduccion, desarrollo y sobrevivencia (Falconer
et al. 1996; Charlesworth & Wright 2001; Porcher & Lande 2005; Charlesworth & Willis

2009; Duncan & Rausher 2013).



La depresion por endogamia en plantas puede favorecer la disminucion de la
adecuacion femenina mediante la reduccion en la produccion de évulos, de frutos y de
semillas (Rausher & Chang 1999; Barrett et al. 2004); en la adecuacion masculina se presenta
como la disminucion de la produccion y la viabilidad del polen (Harder et al. 2007). Algunos
estudios sugieren que en poblaciones de plantas con niveles altos de endogamia, las semillas
tienen menor peso y menor probabilidad de germinacion que las semillas que provienen de
poblaciones con mayores tasas de cruzamiento (Charlesworth & Charlesworth 1987;
Husband & Schemske 1996). Asi mismo, en poblaciones enddgamas, las plantulas tienen un
menor desarrollo, sobrevivencia y éxito en el establecimiento, comparadas con plantulas de
poblaciones con mayores tasas de polinizacion cruzada (Husband & Schemske 1996; Keller
& Waller 2002; Charlesworth & Willis 2009). Otros estudios han sugerido que los altos
niveles de endogamia no tienen efectos negativos en las poblaciones de plantas; debido a que
se puede favorecer la purga de genotipos con baja adecuacién, que al ser expuestos a
seleccion natural pueden ser eliminados, manteniendo una baja frecuencia de alelos o
mutaciones nocivas sin afectar el éxito reproductivo de las plantas (Husband & Schemske

1996; Porcher & Lande 2005; Hull-Sanders et al. 2005).

El género Ipomoea esta conformado por plantas con diversas formas de crecimiento,
tamafios florales, colores, sindromes de polinizacion, sistemas reproductivos y de
apareamiento (Mcdonald 1991; Chemés-Jaramillo & Bullock 2002, Carranza 2008, Delgado-
Davila et al. 2016; de Santiago-Hernandez et al. 2019). En el caso particular de la evolucion
de las flores, estd ha sido relacionada con la interaccion con sus polinizadores, con el
ambiente, pero también son resultado de la composicion genética y por la forma en la que se

desarrollan las plantas, estas caracteristicas también se relacionan con el sistema de



apareamiento y la disposicién de las estructuras reproductivas (androceo y gineceo), por
ejemplo, una reduccion el tamafio de las flores y en la hercogamia estan relacionadas con la
autofecundacion (Armbruster et al. 2000; Herrera et al. 2002; Delgado-Davila et al. 2016;
de Santiago-Hernandez et al. 2019). En poblaciones de plantas hermafroditas
autocompatibles el incremento de la endogamia promueve la reduccion de la produccion de
flores y la reduccién de rasgos como el tamafio floral, la proporcién polen-évulo, la distancia
antera-estigma y favorece la frecuencia de colores florales palidos, que en conjunto se ha
denominado como “Sindrome de autofecundacion” (Brunet 1992; Chang & Rausher 1998;
Duncan & Rausher 2013; Vallejo-Marin et al. 2014; Rifkin et al. 2019). En la mayoria de
estos estudios, el efecto de la endogamia se ha evaluado directamente en los rasgos florales
sin incluir los efectos de la endogamia en el desarrollo temprano de las plantas. Por lo tanto,
hace falta analizar de manera integral, el efecto de la endogamia en un grupo de plantas
siguiendo su ciclo de vida, desde la germinacion hasta la etapa reproductiva en sucesivas

generaciones filiales.

En este estudio se analizaron los efectos de la endogamia en el peso de la semilla, en
el desarrollo temprano de la progenie y en la morfologia floral de la especie Ipomoea
hederifolia (Convolvulaceae). Esta especie es una planta hermafrodita autocompatible, que
se desarrolla y crece rapidamente, produce semillas en poco tiempo (Chemaés-Jaramillo &
Bullock 2002, Wolfe & Sowell 2006, Carranza 2008, de Santiago-Hernandez et al. 2019).
Ademas, |. hederifolia posee un sistema de apareamiento mixto que produce descendencia
por autofecundacion y polinizacion cruzada (McDonald et al. 2011). Estas caracteristicas
hacen que 1. hederifolia sea una especie modelo para poner a prueba experimentalmente los

efectos de la endogamia en diferentes estadios de desarrollo y entre diferentes generaciones.



En particular, se espera que las semillas producto de polinizacion cruzada tengan mayor peso,
porcentaje de germinacion y germinen mas rapido que las semillas que vienen de lineas
enddgamas. Ademas, se espera que las plantulas de origen endégamo tengan un desarrollo
mas lento, menor probabilidad de sobrevivencia y menor area foliar en comparacion con
plantulas de polinizacion cruzada. Asi mismo, se espera que los rasgos florales de plantas de
polinizacién cruzada tengan mayor tamafio y una mayor hercogamia que plantas de lineas

enddgamas.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos de la endogamia en el desarrollo temprano y en los caracteres florales de

la especie Ipomoea hederifolia (Convolvulaceae).

Objetivos particulares:

1. Comparar el efecto de la autofecundacion y de la polinizacion cruzada en el peso de
la semilla, el tiempo en el que emerge la radicula, la plumula, los cotiledones, las
cinco primeras hojas verdaderas, el area foliar y sobrevivencia a través de tres

generaciones (F0, F1, F2) en plantas de I. hederifolia.

2. Comparar el efecto de la autofecundacion y polinizacion cruzada en el tamafio de
estructuras reproductivas (androceo y gineceo) y de atraccion de polinizadores en

flores de tres generaciones (FO, F1, F2) de plantas de I. hederifolia.



ANTECEDENTES

Darwin fue el primero en sugerir que la endogamia tiene efectos perjudiciales en la
descendencia de las plantas. Realizando numerosos experimentos donde compard la progenie
producto de tratamientos de autofecundacion y polinizacion cruzada, por ejemplo, en uno de
sus experimentos con la especie Ipomoea purpurea, durante ocho generaciones de
apareamientos controlados, demostrd que la progenie producto de polinizacién cruzada
producen semillas viables, con un desarrollo y sobrevivencia mayor comparadas con la
descendencia autofecundada (Darwin 1876; Lloyd 1979; Lande & Schemske 1985; Barrett

2003; Delgado-Déavila & Martén-Rodriguez 2021).

Niveles altos de endogamia traen consecuencias negativas en la adecuacion de las
especies de plantas (Darwin 1876; Ralls et al. 2001; Griffin & Eckert 2003). Algunos de
estos efectos negativos pueden expresarse durante la formacion de las semillas, en particular
puede disminuir el nimero, peso y tamafio (Ashworth & Marti 2011). En Ipomoea purpurea
(Chang y Rausher 1999) e Ipomopsis aggregata (Heschel & Paige 1995) se ha descrito que
el peso y la germinacion de las semillas es mayor en plantas de polinizacion cruzada que en
plantas de lineas end6gamas. En especies comestibles como Cucurbita pepo se ha descrito
que altos niveles de endogamia favorecen una menor produccion de frutos y semillas, al
mismo tiempo se reduce el peso de las semillas (Hayes et al. 2005). La disminucién en el
peso de las semillas puede tener consecuencias en el desarrollo temprano de las plantas, en
el tiempo de germinacién de las semillas y en el desarrollo de la plantula. Por ejemplo, en un
estudio realizado con la especie Ipomoea hederacea se determind que las semillas y plantas
resultado de cruzas enddégamas tuvieron un peso significativamente menor que semillas y

plantas de polinizacion cruzada (Delgado-Dévila & Martén-Rodriguez 2021). Otro aspecto



que debemos considerar al evaluar la endogamia en las plantas es determinar como los rasgos
florales (p. €j. el tamafio de la corola y la hercogamia) influyen en el apareamiento y en la
reproduccion de las plantas. En plantas con flores grandes y con una mayor hercogamia se
promueve la polinizacion cruzada; mientras que en plantas con flores con una menor
distancia entre las anteras y el estigma se favorece la autofecundacion (Delgado-Davila et al.
2016; de Santiago-Hernandez et al. 2019). En la literatura se ha relacionado a la endogamia
con la reduccion del tamafio de las corolas, asi como una menor hercogamia, la pérdida de
pigmentacion de la corola y la disminucién de la produccién de recompensas florales como
el néctar y el polen (Webb & Lloyd 1986; Goodwillie & Ness 2005; Armbruster et al. 2009;
Barrett et al. 2009; Busch & Delph 2012; Delgado-Davila et al. 2016; Roldan & Ashworth
2018; Rifkin et al. 2019; Delgado-Davila & Martén-Rodriguez 2021). Estas caracteristicas
en conjunto se han descrito como el “sindrome de autofecundacion” (Brunet 1992; Chang &

Rausher 1998; Duncan & Rausher 2013; Vallejo-Marin et al. 2014; Rifkin et al. 2019).

En la literatura, pocos estudios han analizado el efecto de la endogamia en la
expresion de los fenotipos florales. Sin embargo, se ha documentado que en poblaciones con
altos niveles de endogamia puede observarse una reduccion del tamafio floral y de la distancia
antera-estigma (Kelly & Arathi 2003; Andersson 1997, 2012; Kennedy & Elle 2008). Estos
efectos se han descrito mayormente en especies de plantas polinizadas por abejas como
Ipomoea purpurea (Chang & Rausher 1999), Ipomoea cordatotriloba (Duncan & Rausher
2013), Ipomoea lacunosa (Duncan & Rausher 2013; Rifkin et al. 2019), Ipomoea hederacea
e |. purpurea (Delgado-Davila et al. 2016; Delgado-Davila & Martén-Rodriguez 2021). No
obstante, el efecto de la endogamia en plantas polinizadas por otros tipos de polinizadores

como colibries, murcielagos, polillas, escarabajos 0 mariposas ha sido poco estudiado. Por
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ejemplo, en Ipomopsis aggregata polinizada por colibries (Campbell 1991) y Datura
stramonium polinizada por especies de polillas (Jiménez-Lobato et al. 2018) se ha descrito
que en poblaciones con niveles altos de endogamia se presentan una reduccion en el tamarfio
de los rasgos florales como la longitud de la corola, el diametro de la corola, entre otras

caracteristicas.
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METODOLOGIA
Area de estudio

El estudio se llevd a cabo en la Reserva de la Biosfera Chamela-Cuixmala, localizada
en la costa del Pacifico en el estado de Jalisco, México (aproximadamente 19°22°-19°35°N,
104°56’W). La reserva tiene vegetacion de bosque tropical caducifolio caracterizado por una
marcada estacionalidad; donde la temporada seca, ocurre de noviembre a mayo y la
temporada de lluvias ocurre de junio a octubre (Bullock 1986; Trejo & Dirzo 2000; Garcia-
Oliva et al. 2002). En este sitio se realiz6 la busqueda de individuos, para obtener semillas y
datos morfoldgicos florales in situ. Para realizar los experimentos de cruzas controladas y
analizar el efecto de la endogamia en diferentes etapas del ciclo de vida, las semillas fueron
sembradas en condiciones de invernadero dentro de las instalaciones de la Escuela Nacional

de Estudios Superiores UNAM, en la Ciudad de Morelia, Michoacan, México.

Especie de estudio

La especie Ipomoea hederifolia es una enredadera herbacea, anual, con flores
hermafroditas, autocompatibles, con cinco estambres de diferente tamarfio y estilo exerto,
corola de color rojo tenue a muy intenso, y hojas ovadas o trilobadas (Mcdonald 1991,
Carranza 2007). Las flores de esta especie abren solo un dia, la antesis ocurre a temprana
hora por la mafiana y permanecen abiertas hasta la tarde y producen cuatro semillas por fruto,
estd ampliamente distribuida en México principalmente en zonas célidas, cerca de la costa,
en el bosque tropical seco y en sitios con vegetacion secundaria (Carranza 2007, 2008). Las
flores de I. hederifolia son polinizadas principalmente por colibries y de forma secundaria

por especies de mariposas (de Santiago-Hernandez et al. 2019).
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Produccidén de semillas de lineas endégamas y polinizacion cruzada

Para analizar el efecto de la endogamia en el desarrollo temprano y en los rasgos
florales de plantas, se produjeron individuos de linajes endégamos y de polinizacion cruzada.
Para obtener lineas endégamas y de polinizacion cruzada, se recolectaron semillas de una
poblacién de I. hederifolia ubicada en la Reserva de la Biosfera Chamela-Cuixmala, en donde
se seleccionaron 26 individuos de I. hederifolia (generacion FQ) separados entre si por al
menos 50 m. Para cada individuo se embolsaron 20 botones florales y se aplicaron dos
tratamientos: 1) Flores emasculadas, seleccionamos 10 flores que fueron embolsadas un dia
antes y emasculadas previo a la antesis floral (aprox. 07:00 h). Cuando las flores se abrieron
completamente, se retird la bolsa para exponer cada flor a una visita de algun polinizador, 1.
hederifolia es visitada por colibries (Amazilia rutila, Archilochus colubris, Amazilia
violiceps, Cynanthus latirostris y Heliomaster constantii) y mariposas (Zopyrion sandace).
Posterior a la visita de un solo polinizador, las flores fueron embolsadas nuevamente para
permitir la maduracién de los frutos y asi cuantificar la contribucion de cada polinizador. 2)
10 flores completas fueron embolsadas con bolsas de malla para excluir a los visitantes
florales y favorecer la autofecundacion y posteriormente recolectar las semillas. Estos
tratamientos se realizaron de septiembre del 2014 a mayo del 2015 durante el maximo de
produccién de flores de I. hederifolia. Debido a que en el sitio de estudio las especies de
colibries y mariposas han sido descritas como los polinizadores legitimos de I. hederifolia y
que estas especies de polinizadores tienen rasgos fenotipicos particulares que permiten
distinguir entre especies a través de grabaciones de video, se hicieron videograbaciones
utilizando cdmaras de video (Sony Digital Handycam DCR-SR46; Sony, San Diego, Ca.,

U.S.A)). Las grabaciones se efectuaron durante 5 horas, que es el tiempo promedio de antesis
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floral de I. hederifolia para finalmente obtener un tiempo total de 120 horas de grabacion.
Los videos fueron revisados empleando el software de computo Kinovea 0.8.15 (Kinovea
open source project; https://www.kino vea.org/). Para cada video se obtuvieron capturas de
pantalla con las especies de polinizadores y se utilizaron junto con claves de identificacion
taxondmica para identificar a las especies de colibries y mariposas (D’Abrera 1986;
Arizmendi 1990; Edwards 1998; Arizmendi y Berlanga, 2016; de Santiago-Hernandez et al.

2019).

Con el objetivo de analizar experimentalmente el efecto de la endogamia en diferentes
generaciones filiales, se cultivaron plantas en condiciones controladas de invernadero. Para
producir plantas de la generacion F1, se utilizaron las semillas obtenidas de los tratamientos
de polinizacion cruzada y autofecundacion aplicados a la generacion FO en condiciones
naturales. Estas semillas fueron hidratadas en agua a temperatura ambiente durante 24 horas
para favorecer la germinacion. La siembra fue directa en un sustrato compuesto por una
mezcla de 30% de peat moss (Comercial Premier) y 70% de arena, a una temperatura
promedio de 30 °C y un régimen de riego cada tercer dia por 15 minutos. Una vez que las
plantas de la generacion F1 produjeron flores, a cada individuo se le aplicaron los siguientes
tratamientos de polinizacion: 1) polinizacion cruzada, para lo cual se seleccionaron 10
botones florales que fueron emasculados para evitar la autofecundacion y se coloco sobre el
estigma una mezcla de polen de 5 donadores diferentes no emparentados y 2)
autofecundacion, se embolsaron 10 flores completas de cada individuo para favorecer la
autofecundacion. En ambos tratamientos los frutos se dejaron desarrollar para la obtencién
de semillas. Para producir plantas de la generacion F2 se germinaron las semillas que fueron

obtenidas a partir de los tratamientos de polinizacion aplicados en las plantas de la generacién
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F1. Una vez que se desarrollaron plantas de la generacion F2 se hicieron los mismos

tratamientos de polinizacion aplicados a plantas de la generacion F1.

Peso y germinacion de las semillas

Todas las semillas producidas se pesaron con una balanza analitica (OHAUS
Explorer, precision 0.1 mg), se almacenaron y etiquetaron en sobres individuales para su
siembra en invernadero, en todos los casos se registro el peso de la semilla, la identidad de
la madre, el tratamiento de polinizacion y la identidad del fruto. Con el fin de analizar si la
endogamia tiene un efecto en el peso de la semilla, realizamos un modelo lineal generalizado
para cada generacion mediante el procedimiento Glimmix implementado en el software
estadistico SAS 9.4 (SAS Institute Inc 2014). Se utilizo el valor del peso de la semilla como
variable de respuesta y el tratamiento e identidad de la madre como variables explicativas,

empleamos una distribucion normal y una funcién de vinculo log.

Con la finalidad de evaluar el efecto de la endogamia en la probabilidad de
germinacion y de sobrevivencia de las plantulas, se registré la germinacion de la semilla
(si/no), y la sobrevivencia temprana de las plantulas (si/no) hasta la quinta hoja verdadera.
La germinacion de las semillas fue considerada cuando se observd la emergencia de la
radicula mediante observaciones matutinas diarias. Para cada generacion se analizo si la
probabilidad de germinacion de semillas y la probabilidad de sobrevivencia de plantulas
difiere entre plantas de lineas enddgamas y plantas de polinizacion cruzada mediante un
modelo lineal generalizado (Proc Glimmix). El éxito en la germinacion y en la sobrevivencia
se usaron como variables de respuesta y como factores de variacion, se consideraron el
tratamiento (autofecundacion/polinizacion cruzada), la identidad de la madre y el peso de la

semilla como covariables. En cada analisis se utilizé una distribucién binomial, una variable
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de vinculo logit y la funcién Ilink para obtener las medias minimas cuadradas en la escala
original. También, se analizd el tiempo de germinacion y sobrevivencia de plantulas
mediante el procedimiento LIFEREG. Este analisis muestra a partir de una regresion
paramétrica la modelacion de la distribucion de los datos de cada evento de germinacion y
sobrevivencia en funcién del tiempo y se representa mediante curvas de germinacion y
sobrevivencia sobre el tiempo de observacion. Se utilizaron los dias como variable respuesta
y como factores de variacion el tratamiento (autofecundacion/polinizacion cruzada), la
identidad de la madre, como covariable se utilizd el peso de la semilla y una distribucion
exponencial. Todos los andlisis se realizaron en el software estadistico SAS 9.4 (SAS

Institute Inc 2014).

Desarrollo temprano de la progenie

Con el objetivo de analizar el efecto de la endogamia en el desarrollo temprano de la
progenie, se registraron mediante observaciones matutinas diarias el nimero de dias
transcurridos desde la siembra hasta la germinacion de las semillas, asi mismo, se registro la
emergencia de la plimula y de los cotiledones. Ademas, se registré el numero de dias
transcurridos para la emergencia de cada una de las 5 primeras hojas verdaderas para todas
las generaciones de estudio. Cuando la expansion de cotiledones y hojas verdaderas fue
registrada, también se obtuvo el area foliar de los cotiledones fotosintéticos y de las 5
primeras hojas verdaderas mediante fotografias que incluyeron una escala milimétrica. Para
calcular el area foliar de los cotiledones fotosintéticos y de las 5 primeras hojas verdaderas
se utilizé el software ImageJ (Java 1.8.0_172) calibrando cada medicion con la escala

milimétrica disponible en la fotografia.

16



Para determinar si la endogamia tiene un efecto en el desarrollo temprano de la
progenie, se implementaron modelos lineales generalizados (Proc Glimmix) en el software
estadistico SAS 9.4 (SAS Institute Inc 2014). Las variables de respuesta fueron el tiempo de
germinacion, el tiempo necesario para la emergencia de la plimula, de los cotiledones y de
cada una de las 5 primeras hojas. Ademas, se analizo el area foliar de los cotiledones y de
cada una de las 5 primeras hojas como variables de respuesta. Como fuentes de variacion se
consideraron el tratamiento de polinizacion (autofecundacion o polinizacién cruzada), la
identidad de la madre y el peso de la semilla como covariables. Para las variables: dias de
germinacion, dias de emergencia de la plumula, dias de emergencia de cotiledones y dias de
emergencia de las 5 primeras hojas verdaderas, se us6 una distribucién de Poisson y una
variable de vinculo logit y para las variables area foliar de cotiledones y area foliar de las 5
primeras hojas verdaderas y utilizamos una distribucion normal. En todos los analisis se

empled una funcién Ilink para obtener las medias minimas cuadradas en la escala original.

Medidas morfométricas de las flores en campo y en invernadero

Para analizar el efecto de la endogamia en el tamafio de los rasgos florales en cada
generacion filial (FO, F1y F2), se seleccionaron 10 flores de cada individuo y se obtuvieron
las siguientes mediciones florales: longitud de la corola (LC), didmetro de la corola (DC),
longitud del tubo floral (LT), diametro del tubo floral (DT), la longitud de los estambres
ordenados de menor a mayor tamafio (S1-S5), y la longitud del estilo (LE). Ademas, se
calculd la distancia antera-estigma mediante la sustraccion de la longitud del estilo a la
longitud promedio de los 5 estambres. Todas las mediciones se obtuvieron con un vernier
digital en milimetros (Mitutoyo, precision + 0.001 mm). Todos los rasgos florales fueron

analizados por separado mediante un modelo lineal generalizado de efectos mixtos (Proc
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Glimmix). Cada rasgo floral y el tratamiento de polinizacién (autofecundacion/polinizacion
cruzada) se utilizaron como factores fijos y la identidad de la madre como factor aleatorio.
Todos los andlisis se realizaron empleando una distribucién normal y la funcién llink para
obtener los valores en la escala original. Los analisis fueron hechos con el paquete estadistico

SAS v. 9.4 (SAS Institute Inc 2014).

RESULTADOS

Semillas producidas por autofecundacion y polinizacion cruzada

En condiciones naturales (generacién F0) se obtuvieron 1950 semillas de 26 plantas
maternas, de las cuales 1077 semillas resultaron de autofecundacion y 873 semillas de
polinizacion cruzada. Las semillas de polinizacion cruzada fueron resultado de visitas de las
especies de colibries Amazilia rutila (465 semillas), Archilochus colubris (27 semillas),
Amazilia violiceps (95 semillas), Cynanthus latirostris (44 semillas) y Heliomaster constantii
(60 semillas), y de visitas realizadas por mariposas de la especie Zopyrion sandace (182
semillas). Del total de semillas producidas en condiciones naturales, se seleccionaron y
sembraron 440 semillas del tratamiento de autofecundacion y 440 semillas del tratamiento
de polinizacion cruzada. Estas semillas dieron origen a 92 plantas para la generacién F1, de
las cuales 44 plantas de autofecundacion y 48 de polinizacién cruzada llegaron a etapa adulta.
Las 92 plantas parentales de la generacion F1 produjeron un total de 3387 semillas, de las
cuales 1469 fueron de autofecundacion y 1918 de polinizacion cruzada. De las semillas
producidas en la generacion F1 se sembraron 421 de autofecundacion y 390 de polinizacion
cruzada que dieron origen a 74 plantas de la generacion F2. En la generacion F2 se obtuvieron

28 plantas adultas de autofecundacion y 46 plantas adultas de polinizacion cruzada.
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Finalmente, de las plantas de la generacion F2 se obtuvo un total de 3166 semillas, 1895 del

tratamiento de autofecundacion y 1271 de polinizacion cruzada.
Peso de semillas

Los resultados mostraron diferencias significativas en el peso de la semilla entre los
tratamientos de polinizacion en todas las generaciones, donde las semillas que provienen de
polinizacion cruzada tuvieron mayor peso que las semillas producto de autofecundacion
(Figura 1, Apéndice 1, Tabla 1). En todos los casos la identidad de la madre tuvo un efecto
significativo (Apendice 1, Tabla 1). El peso de las semillas fue significativamente mayor
(F,5751y=403.96, p<0.0001, Figura 1) en las generaciones obtenidas en invernadero (F1y F2)

con respecto a las semillas obtenidas en campo (FO0).

de semillas (mg)

Peso

Generacion por tratamiento de polinizacion

Figura 1. Promedio del peso de las semillas de los tratamientos de polinizacién: autofecundacién (A) y
polinizacién cruzada (C), de la generacion parental (FO), de la primera (F1) y segunda (F2) generaciones. Las
lineas sobre las barras representan el error estandar.

Porcentaje de germinacion de semillas
Los resultados muestran que las semillas de polinizacion cruzada germinan mas que

las semillas de autofecundacion. Para la generacién FO se registrd una germinacion del

16.25% de las semillas de autofecundacion y 19.20% de las semillas de polinizacion cruzada.
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En la generacion F1 germino el 5.46% de las semillas de autofecundacion y el 7.94% de las

semillas de polinizacion cruzada (Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje de germinacion de semillas de los tratamientos de polinizacion: autofecundacion (A) y
polinizacién cruzada (C), de la generacion parental (FO), y de la primera (F1) generacién.

Probabilidad de germinacion y sobrevivencia

Los resultados indican que no hubo diferencias significativas en la probabilidad de
germinacion y en la probabilidad de sobrevivencia en las semillas de autofecundacion y de
polinizacion cruzada en la primera (F1) y segunda (F2) generaciones (Figura 3). Ademas, el
peso de las semillas tuvo un efecto significativo en la probabilidad de germinacion
(Fss2)=25.05, p<0.0001) y sobrevivencia (F(ss2=21.43, p<0.0001) de las semillas en la
generacion F1 (Apéndice B, Tabla 2). En la generacion F1 las semillas de mayor peso fueron
las del tratamiento de polinizacién cruzada y germinaron mas rapido que las semillas de
autofecundacion. Asi mismo, en la generacion F1, las plantulas del tratamiento de
polinizacion cruzada fueron las que sobrevivieron mas que las plantulas de semillas de

autofecundacion.
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Figura 3. Probabilidad de germinacién (G) y sobrevivencia (S) de los tratamientos de polinizacion:
autofecundacién (A) y polinizacion cruzada (C), de la primera (F1) y segunda (F2) generacién. Las lineas
sobre las barras representan el error estandar.

Al analizar la probabilidad de germinacion y sobrevivencia a través de los dias no se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas relacionadas con el tratamiento de
polinizacion del que se produjo la descendencia en la primera (F1) y segunda (F2) generacion
en condiciones de invernadero (Figura 4 ay b). Por su parte, la identidad de la planta materna
tuvo un efecto significativo en la probabilidad de germinacion y sobrevivencia en la segunda

generacion (F2) (Apéndice C, Tabla 3).
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Figura 4. a) Probabilidad de germinacion de las semillas y b) probabilidad de sobrevivencia de los
tratamientos de polinizacion: de autofecundacion (A) y polinizacion cruzada (C), de la primera (F1) y de la
segunda (F2) generacion.
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Desarrollo temprano

Los resultados indican diferencias significativas en el desarrollo temprano de las
plantulas de la generacion F1 entre los tratamientos de autofecundacién y de polinizacion
cruzada (Figura 5). Las plantulas provenientes de semillas de polinizacién cruzada tuvieron
un desarrollo més réapido en la emergencia de la radicula (F,288y=12.32, p<0. 001), de la
segunda (F(1,216=6.92, p<0.01), de la tercera (F(1,211=6.28, p<0.02), cuarta (F,203=5.89,
p<0.02) y de la quinta (F,196=11.84, p<0.001) hojas verdaderas (Figura 5, Apéndice D y
Tabla 4). En la generacion F2 también hubo diferencias significativas en el desarrollo
temprano de las plantulas entre los tratamientos de polinizacion. Donde la emergencia de la
radicula (F(1,23=11.24, p<0.01), plimula (F1,20=20.45, p<0.001), cotiledones (F(,19)=19.18,
p<0.001), segunda (F(1,17)=10.02, p<0.01) y tercera hoja (F15=13.44, p<0.01) se
desarrollaron mas rapido en plantulas de autofecundacion que en plantulas de polinizacion
cruzada (F2, Figura 5, Apéndice D y Tabla 4). Para ambas generaciones F1y F2 el peso de
la semilla tuvo un efecto significativo en los dias de emergencia de cotiledones y solo en la
generacion F2 tuvo un efecto significativo en los dias de emergencia de la plimula.
Finalmente, la identidad de la madre tuvo un efecto significativo en todas las variables de

desarrollo temprano para las dos generaciones F1y F2 (Apéndice D y Tabla 4).
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Figura 5. Promedio de dias de emergencia de radicula (RAD), plumula (PLUM), cotiledones (COT), y las 5
primeras hojas verdaderas (H1, H2, H3, H4 y H5), de los tratamientos de polinizacion: autofecundacion (A) y
polinizacién cruzada (C), de la primera (F1) y segunda (F2) generacion. Las lineas sobre las barras
representan el error estdndar. El asterisco (*) indica diferencias significativas (p<0.05). Las lineas sobre las
barras representan el error estandar.

Area foliar de los cotiledones y de las hojas de las generaciones F1y F2

Para el andlisis del area foliar se registraron los datos de los cotiledones y de las 5
primeras hojas verdaderas, de 110 plantulas de autofecundacion y 136 de polinizacion
cruzada de la generacién F1. En la generacion F2 se obtuvo el area foliar de los cotiledones
y de las 5 hojas de 46 plantulas de autofecundacion y 64 plantulas de polinizacion cruzada.
Al comparar el area de los cotiledones y de las primeras 5 hojas de plantulas de
autofecundacion y de polinizaciéon cruzada no obtuvimos diferencias significativas entre
tratamientos. Al analizar la suma del area foliar de los cotiledones y de las 5 hojas de los
tratamientos se encontraron diferencias significativas, en particular, las plantulas

provenientes del tratamiento de polinizacién cruzada tuvieron una area promedio mayor

23



comparada con las plantulas de autofecundacion en la generacion F1 (F(1,220=4.49, p<0.05);
y en la generacion F2 se observaron diferencias en el area de la segunda hoja (F(1,72=4.74,
p<0.05), de la tercera hoja (F67=4.38, p<0.05), asi como en la suma del &area foliar
(F,73=15.24, p<0.001) siendo mayor el area de las plantas de polinizacion cruzada (Figura
6, Apéndice E, Tabla 5). El peso de semillas y la identidad de la madre tuvieron efectos
significativos en algunas de las estructuras (primera, segunda y cuarta hojas y la suma del

area foliar) donde se midio el area foliar en ambas generaciones (Apéndice E, Tabla 5).

Area promedio (cm?)

CcoT H1 H2 H3 H4 H5 SUMAF* COT H1 H2* H3* H4 HS5 SUMAF*

Estructura foliar

Figura 6. Area promedio (cm?) de cotiledones (COT), primera hoja (H1), segunda hoja (H2), tercera hoja
(H3), cuarta hoja (H4), la quinta hoja (H5) y la suma de cotiledones y de las 5 hojas (SUMAF), de los
tratamientos de polinizacion: autofecundacion (A) y polinizacion cruzada (C), de la primera (F1) y segunda
(F2) generacion. El asterisco (*) indica diferencias significativas. Las lineas sobre las barras representan el
error estandar.

Rasgos florales en las generaciones FO, F1y F2

En la generacidon FO en condiciones naturales se tomaron mediciones de 260 flores,
10 flores de cada uno de los 26 individuos seleccionados; en la generacion F1 en condiciones
de invernadero se midieron 1700 flores de 94 individuos, y en la generacion F2 se tomaron
mediciones de 879 flores de 74 individuos. La comparacion de rasgos florales de los

24



tratamientos de polinizacién (autofecundacion y polinizacion cruzada) para las generaciones
F1 y F2 no mostraron diferencias significativas (Figura 7, Apéndice F y Tabla 6). Sin
embargo, si hubo diferencias significativas entre las generaciones FO, F1 y F2 para las
variables: longitud de la corola (F,2645=8.2, p<0.01), longitud del tubo (F(1,2645=18.44,
p<0.0001), diametro del tubo (F(1,2645=3.95, p<0.05), del segundo (F(1,2645=9.98, p<0.01),
tercer (F(12645=9.14, p<0.01), cuarto (F(12645=10.09, p<0.01), y quinto (F(12645=11.27,
p<0.001) estambres, asi como la distancia antera-estigma (F,2645=5.63, p<0.02). Las flores
de la generacion FO fueron de mayor tamafio, comparadas con las generaciones F1 y F2
(Figura 7, Apéndice F, Tabla 6). No hubo diferencias significativas en el diametro de la
corola, en el primer estambre, ni en la longitud del estilo. Sin embargo, la madre tuvo un
efecto significativo (p<0.05) en la mayoria de los rasgos florales, excepto en el diametro de
la corola (DC) en la F1, la longitud de la corola (LC) y el diametro (DC) de la corola en la
F2. En todas las comparaciones, la identidad de la madre tuvo un efecto significativo en el
tamanio de los rasgos florales evaluados, mientras que el peso de las semillas no tuvo ningdn

efecto significativo sobre los rasgos florales analizados (Apéndice F y Tabla 6).
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Figura 7. Promedio de las medidas de los rasgos florales: longitud de la corola (LC), longitud del tubo (LT),
didmetro de la corola (DC), didmetro del tubo (DT), la longitud de los cinco estambres S1-S5, longitud del
estilo (LE) y de la distancia antera-estigma (A-E), de los individuos parentales (P) y de los tratamientos de
polinizacion: autofecundacion (A) y polinizacion cruzada (C), de la primera (F1) y segunda (F2) generacion.
Las lineas sobre las barras representan el error estandar.
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DISCUSION

En este estudio analizamos el efecto de la endogamia en dos generaciones filiales de
plantas de Ipomoea hederifolia a lo largo de su ciclo de vida. Se evalud el desarrollo de las
plantas producidas por los tratamientos de autofecundacion y polinizacion cruzada en
condiciones de invernadero. Nuestros resultados indican que la endogamia resulta en la
produccién de semillas con menor peso que germinan en menor ndmero y tienen un
desarrollo més lento de raices y hojas con un area foliar reducida comparada con plantas de
polinizacién cruzada. Estos resultados sugieren que la endogamia puede afectar diferentes
estadios de desarrollo en plantas de I. hederifolia, reduciendo la adecuacion y la capacidad
competitiva de la descendencia; por lo tanto, altos niveles de endogamia pueden favorecer la
reduccion de las poblaciones naturales y poner en riesgo su persistencia a largo plazo. Estos
resultados coinciden con lo propuesto en la literatura donde se considera que la polinizacion
cruzada en angiospermas es la mejor alternativa para mantener la diversidad genética y
favorecer la produccion de descendencia con mayor adecuacion (Darwin 1876; Lloyd 1979;
Lande & Schemske 1985; Barrett 2003; Frankham et al. 2003). Asimismo, la endogamia
reduce la adecuacion de las plantas, favoreciendo la disminucion de la probabilidad de
germinacién y sobrevivencia (Charlesworth & Charlesworth, 1987; Barret & Kohn 1991;
Ellstrand & Elam 1993; Keller & Waller 2002; Frankham et al. 2003; Fenster & Martén-

Rodriguez 2007).

Algunos estudios sugieren que la endogamia causa una disminucion en el peso de las
semillas y como consecuencia se reduce la probabilidad de germinacion y la sobrevivencia
de las plantulas (Darwin 1876; Husband & Schemske 1996; Frankham, et al. 2003; Falconer

& Mackay 1996; Charlesworth & Wright 2001; Porcher & Lande 2005; Charlesworth &
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Willis 2009; Duncan & Rausher 2013). Los resultados de este estudio coinciden con este
patrén, donde las semillas de autofecundacion tuvieron un menor peso y un porcentaje menor
de germinacion en las generaciones F1 y F2, comparadas con las semillas obtenidas de
polinizacién cruzada (Figura 1 y 2). Las plantas de la generacion F2 son resultado de dos
generaciones de autofecundacion estricta, donde la endogamia posiblemente permitio la
expresion de alelos deletéreos y la limitacion de la probabilidad de germinacion de las
semillas. Se considera que las especies de plantas priorizan la asignacion de recursos en
semillas de polinizacion cruzada para favorecer una mayor probabilidad de germinacion que
en semillas de autofecundacion donde reducen la asignacion de recursos (Harder et al. 2012).
Por otro lado, los resultados indican que no hubo diferencias significativas en la probabilidad
de germinacion de las semillas, ni en la sobrevivencia de las plantas entre tratamientos de
autofecundacion y polinizacion cruzada en ninguna generacion filial. Aunque si, hubo una
tendencia donde la probabilidad de germinacion y sobrevivencia se reducen en semillas y
plantas del tratamiento de autofecundacion a través de las generaciones (Figura 3 y 4). Con
base en estos resultados, es posible que, al continuar los experimentos de autofecundacion y
polinizaciéon cruzada en subsecuentes generaciones, la probabilidad de germinacién y
sobrevivencia podrian mostrar diferencias significativas entre plantas de lineas endégamas y

de polinizacion cruzada.

El desarrollo de estructuras como la radicula, los cotiledones y hojas verdaderas
favorece que las plantas tengan los medios para obtener recursos del ambiente y continuar
con su desarrollo, llegar a la etapa adulta y reproducirse (Waser & Price 1989; Husband &
Schemske 1996). Algunos estudios han sugerido que la endogamia ocasiona que las plantas

tengan un desarrollo mas lento, limitando sus capacidades competitivas para obtener recursos
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y sobrevivir (Darwin 1876; Lloyd 1979; Lande & Schemske 1985; Barrett 2003; Anis et al.
2011; Waser & Price 1983; Husband & Schemske 1996). Esta evidencia es parcialmente
apoyada por los resultados de este estudio en la primera generacion, ya que las plantas de
autofecundacion requirieron de mas tiempo para desarrollar la radicula, plimula, cotiledones
y las 5 primeras hojas verdaderas, comparadas con el tiempo de desarrollo de las plantas del
tratamiento de polinizacion cruzada. Contrario a lo esperado, en la segunda generacion, las
plantas de autofecundacion se desarrollaron con mayor rapidez que las plantas de
polinizacién cruzada (Figura 5). Es posible que el incremento de la endogamia durante
sucesivas generaciones de autofecundacion promueva la purga de genes que limitan la
velocidad de desarrollo de las plantas, por lo que las plantas de autofecundacion en la segunda
generacion se desarrollaron con mayor rapidez que las plantas de polinizacién cruzada

(Husband & Schemske 1996; Angeloni et al. 2011).

El desarrollo de los cotiledones fotosintéticos y de las primeras hojas es determinante
para la sobrevivencia y la permanencia de las plantulas en las poblaciones, estas estructuras
permiten la produccion de azucares mediante la fotosintesis, lo que favorece el crecimiento,
su mantenimiento y desarrollo (Stinchcombe 2002; Bar & Ori 2014). Tener una mayor area
foliar favorece una mayor produccién de nutrientes al haber una mayor area fotosintética
disponible favoreciendo el crecimiento de las plantas (Korner 1991). En este estudio los
resultados muestran que cuando se compara el area foliar acumulada (cotiledones y las
primeras 5 hojas verdaderas), las plantas de autofecundacion tuvieron menor area foliar
acumulada que las plantas de polinizacion cruzada y este efecto fue mayor en la segunda
generacion (Figura 6). La disminucion del area foliar en plantas del tratamiento de

autofecundacion puede favorecer una menor capacidad fotosintética que se traduce en una
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menor productividad, afectando el crecimiento y desarrollo de las plantas endégamas

(Lawlor 1995; Weraduwage et al. 2015; Uretsky & Loy 2017).

La transicion evolutiva de los sistemas de apareamiento predominante ex6gamos a
sistemas autonomos ha ocurrido en repetidas ocasiones dentro de las angiospermas (Barrett
2002). Esta transicion evolutiva estd acompafiada de la reduccion en los rasgos florales, por
ejemplo, la reduccion de la corola, disminucion de la proporcion polen-6vulo, colores
palidos, entre otras caracteristicas (Brunet 1992; Chang & Rausher 1998; Duncan & Rausher
2013; Vallejo-Marin et al. 2014; Rifkin et al. 2019). La endogamia puede estar relacionada
con la reduccion en el tamafio de las flores y en la disposicion de las estructuras reproductivas
(Kelly & Arathi 2003; Andersson 1997, 2012; Kennedy & Elle 2008). En especies
autocompatibles, de rapido crecimiento como I. hederifolia podemos observar rasgos
asociados al sindrome de autofecundacion, donde un tamafio floral pequefio y una
hercogamia reducida, aumenta la probabilidad de autofecundacion y por lo tanto incrementan
los niveles de endogamia (de Santiago-Hernandez 2021; Brunet 1992; Chang & Rausher
1998; Duncan & Rausher 2013; Vallejo-Marin et al. 2014; Rifkin et al. 2019). Contrario a lo
esperado, en este estudio no encontramos diferencias significativas en la longitud de la
corola, la longitud del tubo, el didmetro de la corola, el didmetro del tubo, la longitud de los
cinco estambres, la longitud del estilo y ni en la distancia antera-estigma, en las flores de
plantas de los tratamientos de autofecundacion y de polinizacion cruzada en todas las
generaciones de estudio. No obstante, es importante sefialar que hay una tendencia a la
reduccion del tamafio de los rasgos florales en plantas enddgamas respecto a plantas de
polinizacion cruzada (Fig. 7). Por lo tanto, de continuar con el analisis de los rasgos florales

en generaciones subsecuentes, posiblemente la reduccién del tamafio de los rasgos florales
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sea evidente en plantas de lineas endégamas (véase Duncan & Rausher 2013; Chang &

Rausher 1998; Vallejo-Marin et al. 2014; Rifkin et al. 2019).

Actualmente, la reduccién de las poblaciones naturales de plantas es cada vez mas
dréstica debido a la modificacién del paisaje por actividades antropogenicas (Wright 1930;
Agren 1996; Frankham 1996; Quesada et al. 2011; Aguilar et al. 2019). El cambio de uso de
suelo, la pérdida de plantas nativas, la agricultura intensiva y el uso de pesticidas favorecen
la pérdida de habitat para los polinizadores, disminuyendo su diversidad y disponibilidad
(Kremen et al. 2002; Ashworth et al. 2009; Harrison & Winfree 2015; Aizen et al. 2019; de
Santiago-Hernandez et al. 2019; ENCUSP-SADER-SEMARNAT 2021). En particular, la
pérdida de habitat afecta la presencia de los polinizadores principales (colibries) y
secundarios (mariposas) de I. hederifolia (Lara & Ornelas 2001; Arizmendi 2009; de
Santiago-Hernandez et al. 2019). La ausencia total o parcial de estos polinizadores aumenta
la probabilidad de autofecundacion y de la endogamia en las poblaciones naturales (Aguilar
et al. 2008, 2019; Cristobal-Pérez et al. 2021). El incremento de la endogamia puede
favorecer descendencia donde se reduce el peso de las semillas y el porcentaje de
germinacion de las plantas autofecundadas; amenazando la permanencia de las poblaciones
naturales. Sin embargo, la autofecundacion también es una estrategia de aseguramiento
reproductivo que permite mantener la continuidad de las poblaciones naturales de plantas
cuando los polinizadores son escasos (Moeller 2006; Martén-Rodriguez & Fenster 2010;
Busch & Delph 2012; Delgado-Davila & Martén-Rodriguez 2021). Por lo tanto, la
combinacion de autofecundacion y polinizacion cruzada en la reproduccion de I. hederifolia
favorece el aseguramiento reproductivo y limita los efectos negativos de la endogamia

asegurando la permanencia de las poblaciones naturales a largo plazo.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio indican que la endogamia en Ipomoea hederifolia trae
como consecuencia la reduccion significativa en el peso y el porcentaje de germinacion de
las semillas. Esto favorece que, en la primera generacion filial, las plantulas de lineas
enddgamas desarrollen mas lento la expansion de la radicula y de las cinco primeras hojas
verdaderas que las plantulas de polinizacion cruzada. En la segunda generacion sucedio lo
contrario al desarrollarse mas rapido de algunas estructuras (radicula, plumula, cotiledones,
segunda y tercera hoja) de plantulas de autofecundacion. Ademas, al sumar las mediciones
obtenidas de los cotiledones y de las cinco primeras hojas de las plantulas de polinizacién

cruzada tuvieron una mayor area foliar.

El tamafio de los rasgos florales de plantas del tratamiento de autofecundacion y de
polinizacién cruzada no tuvieron diferencias significativas. Sin embargo, estas variables
tuvieron una tendencia a reducir sus valores en plantas de autofecundacion. Por lo tanto, se
espera que en generaciones posteriores, el tamafio de los rasgos florales sea

significativamente menor en plantas endégamas que en plantas de polinizacién cruzada.

Los resultados indican que los efectos de la endogamia pueden expresarse en
diferentes etapas del desarrollo de las plantas, principalmente en la germinacion y el
desarrollo temprano. Por lo tanto, es fundamental analizar los efectos de la endogamia en
diferentes etapas del desarrollo de las plantas, para entender los posibles efectos que la
endogamia puede traer sobre especies de plantas que se encuentran amenzadas por la pérdida

del habitat.
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APENDICES

Apéndice A. Analisis GLIMMIX (SAS 9.4) del peso de las semillas de los tratamientos de polinizacién
(autofecundacién y polinizacion cruzada) en las generaciones (FO, F1y F2).

Tabla 1. Peso de semillas de los tratamientos de polinizacion (autofecundacion y polinizacion cruzada) en la
generacion parental (FO), primera (F1) y segunda (F2) generacién. Usando el tratamiento y la interaccion del
tratamiento y el individuo materno como variables de respuesta. Los valores de p en negritas indican que existen
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

TRATAMIENTO ID MATERNO TRATAMIENTO*ID MATERNO
F ndfiddf  p F ndfiddf  p F ndf/ddf p

FO | 21.91 1/1892 <0001 20.16 1/1892 <.0001 5.4 1/1892 <.0001

F1|21.37 /2894 <0001 3001 /2894 <0001 335 12894 <.0001

F2 | 533 1725 00212 1209 1/725 <0001 2.2 1/725 <.0001

Apéndice B. Andlisis GLIMMIX (SAS 9.4) de probabilidad de germinacién y sobrevivencia de semillas de los
tratamientos de polinizacion (autofecundacion y polinizacién cruzada) en la primera (F1) y segunda (F2)
generacion.

Tabla 2. Probabilidad de germinacién y sobrevivencia de la descendencia de los tratamientos de polinizacién
(autofecundacion y polinizacion cruzada) en la primera (F1) y segunda (F2) generacién, usando el individuo
materno como factores de variacion y el peso de la semilla como covariable. Los valores en negritas indican
que existen diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

GENERACI TRATAMIENTO ID MATERNO PESO
ON

F ndf/d p F ndf/d p F ndf/d p

df df df
F1 GERMINACIO 00 1/852 0835 16 2585 0.019 250 1/852 <.000
N 4 9 9 2 3 5 1

SOBREVIVEN 0.0 1/852 0.767 12 25/85 0.160 214 1/852 <.000

CIA 9 5 8 2 1 3 1
F2 GERMINACIO 17 1/766 0.188 0.4 42/76 0999 005 1/766 0.830
N 3 6 3 6 5 4

SOBREVIVEN 0.1 1/766 0716 0.2 42/76 1 0.01 1/766  0.932
CIA 3 6 6 5
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Apéndice C. Andlisis LIFEREG (SAS 9.4) de probabilidad de germinacion y sobrevivencia de semillas de los
tratamientos de polinizacion (autofecundacion y polinizacion cruzada) primera (F1) y segunda (F2) generacion.

Tabla 3. Probabilidad de germinacion y sobrevivencia de la descendencia al paso del tiempo (dias), usando los
tratamientos de polinizacion (autofecundacion y polinizacién cruzada), y el individuo materno como factores
de variacién, en la primera (F1) y segunda (F2) generacion. Los valores en negritas indican que existen

diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

VARIABLES GERMINACION-  GERMINACION-  SOBREVIVENCIA-  SOBREVIVENCIA-
F1 F2 F1 F2
X2 ddf  p X2 ddf  p X2 ddf X2 ddf  p

TRATAMIENTO | 160 1 02056 127 1 02589 01284 1 07201 133 1 0.2492

IDMATERNO | 2715 25 03485 4634 28 00161 - - - 4681 28 00143

TRAT*ID 951 20 09762 750 10 06774 - - - 750 10 06772
MATERNO

PESO 016 1 06925 000 1 0954 - - - 002 1 08919
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Apéndice D. Analisis GLIMMIX (SAS 9.4) de los dias necesarios para que se desarrollen las estructuras de la
plantula provenientes de los tratamientos de polinizacién (autofecundacion y polinizacién cruzada).

Tabla 4. Promedio de dias de desarrollo de las estructuras de la plantula: radicula (RAD), plimula (PLUM),
cotiledones (COT) y las cinco hojas (H1-H5), por tratamiento de polinizacion (autofecundacion y polinizacion
cruzada) de la primera (F1) y segunda (F2) generacion, incluyendo el efecto de la planta materna y el peso de
la semilla como factores de variacion. Los valores de negritas indican que existen diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05).

GENERACION  ESTRUCTURA TRATAMIENTO ID MATERNO PESO
F1 F ndf/ddf P F ndf/ddf p F ndffddf P
RAD 1232 1/288  00005* 104  25/288 <.0001* 10.07 1/288  0.0017*
PLUM 3 1/260 00846 1119 23/260 <.0001* 3.36  1/260  0.0681
cot 198  1/221 01608 7.98 23221 <0001* 141 17221  0.2362
H1 171 1/218 01927 446  23/218 <0001* 007 1218  0.79
H2 691  1/216  0.0092* 4.66  23/216 <.0001* 002  1/216  0.8924
H3 628  1/211  0013* 243 23211 00005* 29  1/211  0.0898
H4 589  1/203  00161* 212  23/203 00032* 498  1/203  0.0268*
H5 11.84 1196 00007* 377 23/196 <.0001* 759  1/196  0.0064*
F2 RAD 11.24 123 00028* 1604 28/23 <0001* 007  1/23  0.7936
PLUM 2045  1/20  00002* 151 28720 <0001* 003  1/20  0.8758
cot 1918 119  00003* 1497 2719 <0001* 01  1/19  0.7612
H1 006  1/17 08089 1673 27/17 <0001* 362 117  0.0743
H2 1002 117  00056* 995  26/17 <0001* 036  1/17  0.5551
H3 1344 115  00023* 785 24/15 <0001* 001  1/15  0.9382
H4 316 111 01031 623 22711 00016* 144 111 02548
H5 403 19 00755 512  21/9  00079* 266  1/9 0137
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Apéndice E. Analisis GLIMMIX de la comparacion del area foliar de los tratamientos de polinizacion

(autofecundacién y polinizacion cruzada), de la primera (F1) y segunda (F2) generacion.

Tabla 5. Promedio del area de los cotiledones (AFCOT), de la primera a la quinta hoja (AFH1-AFH5) y de la
suma de las areas de los cotiledones hasta la quinta hoja (SUMAF), por tratamiento de polinizacion
(autofecundacion y polinizacion cruzada) de la primera (F1) y segunda (F2) generacion, incluyendo el efecto
del individuo materno y el peso de la semilla como factores de variacidn. Los valores en negritas indican que

existen diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

GENERA  AREA TRATAMIENTO ID MATERNO PESO
CION FOLIAR
F ndf/ddf P F ndf/ddf p F ndf/ddf p
F1 AFCOT 0 1/210 0.9998 1.38 23/210 0.1221 10.62 1/210 0.0013*
AFH1 1.04 1/220 0.3085 1.82 23/220 0.0149* 8.82 1/220 0.0033*
AFH2 1.07 1/219 0.3028 2.41 23/219 0.0005* 5.74 1/219 0.0174*
AFH3 3.67 1/215 0.0568 8.52 23/215 <.0001* 3.72 1/215 0.0551
AFH4 2.16 1/214 0.1432 13.28 23/214 <.0001* 5.1 1/214 0.0249*
AFH5 0.22 1/213 0.6377 13.52 23/213 <.0001* 0.01 1/213 0.9035
SUMAF 4.49 1/220 0.0352* 27.95 23/220 <.0001* 31.62 1/220 <.0001*
F2 AFCOT 1.33 1/70 0.2519 0.69 33/70 0.8779 0.87 1/70 0.3534
AFH1 3.01 173 0.0868 0.63 34/73 0.9328 0.16 1/73 0.6921
AFH2* 474 172 0.0328* 16 34/72 0.049* 5.83 172 0.0183*
AFH3* 4.38 1/67 0.04* 1.22 34/67 0.2397 0.89 1/67 0.3497
AFH4 25 1/65 0.1188 2.09 34/65 0.0054* 0.9 1/65 0.3467
AFH5 0.26 1/61 0.6151 158 34/61 0.0587 1.43 1/61 0.2357
SUMAF 1524 173 0.0002* 5.46 34/73 <.0001* 6.02 173 0.0165*
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Apéndice F. Tabla de resultados del analisis GLIMMIX de la comparacion de los rasgos florales entre
tratamientos de polinizacion (autofecundacion y polinizacién cruzada), de la primera (F1) y segunda (F2)
generacion. Comparacion de rasgos florales entre generaciones (FO, F1y F2).

Tabla 6. Promedio de las variables longitud de la corola (LC), longitud del tubo (LT), didmetro de la corola
(DC), diametro del tubo (DT), la longitud de los cinco estambres S1-S5 y longitud del estilo (LE), por
tratamiento de polinizacién (autofecundacion y polinizacién cruzada) de la primera (F1) y segunda (F2)
generacion, con la planta materna y el peso de la semilla como factores de variacién. Los valores en negritas
indican que existen diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

GENERACION  VARIABLES TRATAMIENTO ID MATERNO PESO
F ndf/ddf p F ndf/ddf p F ndf/ddf P
LC 0 1/66 09713 271 22/1582 <.0001* 057 1/1582 0.4496
LT 013 1/66 0.717 3.39 22/1582 <.0001* 0.99 1/1582 0.3192
DC 0.18 1/66 0.6728 1.35 22/1582 0.1299 0.06 1/1582 0.8035
DT 0.04 1/66 0.8506 1.63 22/1582 0.0334* 0.01 1/1582 0.9054
s1 051 1/66 0.4767 2.19 22/1582 0.0012* 0.73 1/1582 0.392
F1 ) 0.28 1/66 0.5976 2.35 22/1582 0.0004* 1.33 1/1582 0.2489
s3 0.32 1/66 05751 2.29 22/1582 0.0006* 16 1/1582 0.206
sS4 0.28 1/66 0.5986 2.35 22/1582 0.0004* 1.78 1/1582 0.1824
S5 015 1/66 0.6982 2.39 22/1576 0.0003* 2.09 1/1576 0.1488
LE 0.02 1/66 0.8842 2.09 22/1582 0.0023* 0.6 1/1582 0.4388
AE 19 1/66 0.1729 1.58 22/1582 0.0433* 021 1/1582 0.6508
LC 0.29 1/44 05952 141 28/804 0.0788 0.25 1/804 0.6144
LT 0.62 1/44 0.435 153 28/804 0.0387* 0.47 1/804 0.4929
DC 0.25 1/44 0.6165 14 28/804 0.0842 0.25 1/804 0.6153
DT 0 1/44 0.9563 1.66 28/804 0.0176* 0.35 1/804 0.5562
s1 0.99 1/44 0.3255 191 28/804 0.0033* 0 1/804 0.9679
F2 ) 1.05 1/44 0.3122 2 28/804 0.0017* 0 1/804 0.9649
s3 0.88 1/44 0.3539 191 28/804 0.0033* 0.01 1/804 0.941
S4 0.65 1/44 0.4251 1.87 28/804 0.0044* 0 1/804 0.9859
S5 051 1/44 0.4793 185 28/804 0.005* 0 1/804 0.955
LE 0.57 1/44 0.456 1.99 28/804 0.0019* 0.18 1/804 0.6755
AE 2.33 1/44 0.1342 16 28/804 0.0264* 1.54 1/804 0.2145
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