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RESUMEN

La interaccion entre plantas y herbivoros da lugar a procesos coevolutivos entre ambos, a los
cuales se atribuye el origen de gran parte de la biodiversidad que existe sobre la Tierra. En
esta carrera armamentista, los herbivoros actian como una presion de seleccion sobre los
caracteres de defensa de las plantas, favoreciendo que se seleccionen rasgos que disminuyan
el ataque de los enemigos. Estos caracteres, a su vez, imponen una presion selectiva sobre
los herbivoros, favoreciendo por seleccion natural aquellos caracteres que permitan sortear
la resistencia de las plantas. Datura stramonium es una planta ruderal nativa de México,
donde distintos insectos generalistas y especialistas consumen su tejido foliar. D.
stramonium, a su vez, presenta caracteres de defensa fisicos (tricomas foliares) y quimicos
(alcaloides) para impedir este dafio. Actualmente D. stramonium ha invadido nuevas
regiones en donde estan ausentes sus herbivoros especialistas. Se cree que su introducciéon
mas antigua fue en Espafia, de manera que las poblaciones alli presentes ofrecen el mayor
numero de generaciones para estudiar los cambios en la defensa de esta especie desde que
se liber6 de sus enemigos especialistas, poniendo a prueba los postulados propuestos por
Keane y Crawley (2002) en su Hipotesis de Liberaciéon de Enemigos. El objetivo de este
trabajo fue estudiar la expresion de los atributos defensivos, la seleccion sobre éstos y la
proporcion de dafio foliar en poblaciones espafiolas de D. stramonium donde sus herbivoros
especialistas estan ausentes, y analizar si esto difiere con los datos reportados para
poblaciones en su area nativa. Para ello, se analiz6 el dafio foliar, la densidad de tricomas y la
concentracion de atropina y escopolamina para catorce poblaciones del sur de Espafa, asi
como los gradientes de seleccion direccional sobre estos atributos. Los resultados obtenidos
se compararon con aquellos reportados para esta especie en su area nativa. Se encontré que
las poblaciones espafiolas tienen niveles significativamente mas bajos que las mexicanas en
dafio foliar, densidad de tricomas y concentracidon de alcaloides. No se encontr6 que estos
atributos estuvieran sujetos a seleccion direccional mas que en tres de las catorce
poblaciones. Sin embargo, la produccion de los atributos defensivos en ausencia de
enemigos no implica costos en adecuacidn para la mayoria de las poblaciones. El caso de D.
stramonium en Espafia resultd ser un buen modelo para estudiar los cambios adaptativos
que experimentan las plantas al liberarse de las presiones ejercidas por sus herbivoros. Los

resultados de este estudio son relevantes pues aportan evidencia acerca de la influencia de
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las interacciones planta-herbivoro en el proceso evolutivo y aportan al estudio sobre los

cambios evolutivos que acompafian la invasién a ambientes nuevos.
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ABSTRACT

Interactions between plants and herbivores give rise to coevolutionary processes between
them. It is believed that many of the biodiversity of the Earth is due to this process. In this
evolutionary arms race, herbivores act as selective pressures on plants’ defensive traits,
favouring the selection of those characters that help decrease herbivore attack. These traits,
then, act as a selective pressure over herbivores, selecting those whose characters allow
them to swerve plant’s resistance. Datura stramonium is a ruderal plant native from Mexico,
where different generalist and specialist insects consume its foliar tissue. D. stramonium
displays defence traits, both physical (foliar trichomes) and chemical (alkaloids) in order to
avoid herbivore damage. Nowadays D. stramonium has invaded new regions where its
specialist herbivores are absent. It is believed that its oldest introduction was in Spain, so
populations in this region have the largest generation number possible to study the changes
in this specie’s defence since it got freed from its specialist enemies, allowing the Enemy
Release Hypothesis (HLE, Keane and Crawley, 2002) to be tested. The purpose of this work
was to study the expression of defensive characters, selection acting upon them and foliar
damage proportion in Spanish populations of D. stramonium where its specialist herbivores
are absent, and to analyze if this is different to the reported data from populations in its
native range. To do so, foliar damage, foliar trichome density and atropine and scopolamine
concentration was analyzed for fourteen populations from southern Spain, as well as
directional selection gradients acting upon them. The results were compared to those
reported for this specie in its native range. Spanish populations have significantly less levels
of foliar damage, less trichome density and less alkaloid concentration. Selection upon these
attributes was not detected except in three populations. However, defensive traits
production when herbivores are absent does not imply fitness costs in most of them. The
situation of D. stramonium in Spain turned out to be an ideal model for studying adaptive
changes that take place in plants when they are freed from the pressures imposed by their
herbivores. The results found in this study are relevant because they bring evidence about
the influence of plant-herbivore interactions in the evolutionary process and because they
contribute to the study of the evolutionary changes that biological invasions to new

environments imply.
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INTRODUCCION

La dinamica de las comunidades vegetales y la evolucion de las especies de plantas estan
influenciadas por la accién de los herbivoros y los patégenos (Simms y Fritz, 1992).
Aproximadamente la mitad del mas de un millén de especies de insectos que existen son
herbivoros. Esta presion selectiva sobre las plantas ha dado origen a caracteres de

resistencia que les permiten escapar de sus enemigos naturales (Shaller, 2008).

La evolucion de la defensa en plantas se asume como un proceso adaptativo, el cual
necesariamente implica evolucion por seleccion natural (Thompson, 1994; Shonle y
Bergelson, 2000; Rausher, 2001; Nufez-Farfan et al, 2007; Castillo et al, 2014; entre otros).
En este proceso existe una interaccidn evolutiva reciproca entre las plantas y uno o mas de
sus enemigos naturales: los herbivoros actian como una presién de seleccidén sobre los
caracteres de defensa de las plantas, favoreciendo que se seleccionen caracteres que
disminuyan el ataque de los enemigos (Simms y Rausher, 1989; Mauricio y Rausher, 1997;
Shonle y Bergelson, 2000). Estos caracteres, a su vez, imponen una presion selectiva sobre
los herbivoros, favoreciendo aquellos caracteres que permitan sortear los atributos de
defensa de las plantas (Rausher, 2001). Se cree que gran parte de la extraordinaria
diversidad quimica y morfolégica entre especies de plantas, y de la biodiversidad de la
Tierra en general, es reflejo de este tipo de coevolucién (Rausher, 2001; Nufiez-Farfan et al.,

2007).

Un rasgo o caracter de las plantas se considera un componente de la defensa cuando
evita o disminuye el dafio por herbivoria, al afectar negativamente la preferencia o
desempefio de los insectos herbivoros (Strauss et al, 2002). Los caracteres defensivos en
plantas se asocian a dos estrategias: la resistencia, que impide o reduce el dafio por
herbivoros y asi sus costos, y la tolerancia, que reduce el efecto negativo de la herbivoria en
la adecuacion de las plantas una vez que el dafio ha ocurrido (Nufiez-Farfan et al., 2007;
Shaller, 2008). Los caracteres de defensa pueden ser fisicos (espinas, tricomas, ceras, dureza,
entre otros) o quimicos, como metabolitos secundarios, proteinas y enzimas que interfieren

con el sistema nervioso o la digestion de los animales que los consuman (Shaller, 2008).
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La produccion de los caracteres defensivos es metabdlicamente costosa, pues implica
destinar recursos a éstos en vez de a otras caracteristicas adaptativas (Simms y Fritz, 1992;
de Jong y van der Meijden, 2000; Rausher, 2001; Shonle y Bergelson, 2000). Se considera que
la resistencia es costosa cuando la adecuacion de las plantas mas resistentes es menor que la
adecuacion de plantas menos resistentes en un escenario ausente de enemigos (Strauss et

al, 2002).

La heterogeneidad en la disponibilidad de recursos en las poblaciones de plantas da
lugar a que los costos asociados a la produccion de la defensa varien intrapoblacionalmente
y con ello también su valor adaptativo (Fornoni et al, 2004). Unicamente en ambientes
libres de herbivoros se pueden medir adecuadamente los costos de la produccion de las
defensas, pues en estos ambientes los beneficios de la resistencia no estaran expresados
(Elle et al, 1999). Se han reportado costos entre el destino del nitrégeno para
almacenamiento y para defensas constituidas a partir de éste (Futuyma, 1983; Bazzaz et al,
1987; Simms y Rausher, 1987; Chapin et al, 1990; Volenec et al, 1996; Kakes, 1989; de Jong
y van der Meijden, 2000; Purrington, 2000; Strauss et al, 2002). En el caso de los
alcaloides, su produccion requiere de nitrégeno
que podria ser destinado al crecimiento, lo cual puede repercutir en la talla y en la

produccion de semillas en las plantas (Rausher, 2001).

Debido a esto, se espera que la produccion de estos metabolitos secundarios esté
fuertemente regulada y correlacionada con las presiones impuestas por los depredadores
(Bazzaz et al,, 1987; Purrington, 2000; Ehlrich y Raven, 1964; Shonle y Bergelson, 2000). Los
alcaloides pueden mantenerse evolutivamente a través de la seleccién impuesta por los
diferentes herbivoros presentes en las poblaciones de plantas (Simms y Fritz, 1990; Marquis
1992; Shonle y Bergelson, 2000; Juenger y Bergelson, 1998). Sin embargo, cuando los
herbivoros son escasos o estan ausentes, se espera que la seleccion natural reduzca la
asignacion de recursos a la defensa para destinarlos a otros caracteres que incrementen las
habilidades competitivas (Blossey y Notzold, 1995; de Jong y van der Meijden, 2000;
Purrington, 2000; Koricheva, 2002; Strauss et al, 2002; Wolfe et al,, 2004).

Datura stramonium, conocida comunmente como “toloache” en México, es una planta

anual de la familia de las Solanaceas nativa de Norteameérica. En México tiene herbivoros que
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consumen su tejido foliar, causando importantes dafios que repercuten negativamente en su
adecuacion (Nufiez-Farfan y Dirzo, 1994; Fornoni et al, 2003; Valverde et al, 2003). La
defensa contra la herbivoria en esta especie se compone de un conjunto de caracteres
(Castillo et al, 2013): defensas fisicas (tricomas) y quimicas (tropano alcaloides), cuya
ventaja adaptativa se ha demostrado en estudios previos, asi como la seleccion a favor de la
resistencia (medida como 1 - porcentaje foliar dafiado) (Shonle y Bergelson, 2000; Valverde
et al, 2001; Valverde et al, 2003; Castillo et al, 2013, Castillo et al, 2014; Karinho-

Betancourt y Nufiez-Farfan, 2015).

Datura stramonium ha sido introducida en varias regiones del mundo (van Kleunen et
al, 2007), entre ellos Espafia, donde experimenta la ausencia de herbivoros naturales. Esta
especie fue introducida a Espafia, posiblemente desde México, entre 1540 y 1577 (Sanz-
Elorza et al., 2004), lo cual podria suponer el evento de introduccién mas antiguo de esta
especie fuera de su rango nativo (Geeta y Gharaibeh, 2007). Actualmente es considerada
invasora en ambientes naturales y cultivos, habitando zonas riberefias y humedales en
regiones calidas con moderada influencia humana (Dana-Sanchez et al., 2004; Sanz- Elorza

etal., 2004).

Dos hipdtesis explican conjuntamente las condiciones a las que se enfrentan las
plantas al ser introducidas a una nueva area y los cambios que éstas conllevan: la Hipotesis
de Liberacion de Enemigos (HLE, Keane y Crawley, 2002) y la Evolucion del Incremento en
la Habilidad Competitiva (EIHC, Bossley y Notzold, 1995). En conjunto, estas hipotesis
sostienen que cuando una especie se introduce a un ambiente nuevo, experimenta una
reduccion en la regulacion poblacional por enemigos naturales. Debido a esto, las plantas
experimentaran menor dafio por herbivoros en comparacién con lo experimentado en sus
areas de distribucion de origen (v.gr., Fenner y Lee, 2001; DeWalt et al,, 2004). Aunque los
caracteres de defensa tienen un valor adaptativo en presencia de herbivoros, en un ambiente
libre de éstos resultarian ser costosos (Purrington, 2000; Koricheva, 2002; Strauss et al,
2002; Wolfe et al, 2004) y se espera que se favorezcan por selecciéon natural aquellos
fenotipos competitivamente superiores pero relativamente menos defendidos, por ejemplo,
aquellos que asignen mas recursos al crecimiento y a la reproduccién (v.gr., Blossey y
Notzold, 1995; Jakobs et al., 2004) (pero véase Genton et al, 2005). Esto permite que estas

plantas alcancen mayores tallas en comparacion con aquellas que habitan las areas de

15



distribucién nativa, y que sean mas habiles para competir por los recursos en comparacion
con las especies locales (Moles et al., 2008). Numerosos estudios han reportado que las
plantas invasoras son mas abundantes, mas vigorosas y alcanzan tallas mayores que las de
su misma especie en su rango de distribucion nativo (Crawley, 1987; Daehler y Strong, 1996;
Willis et al., 1999; Fenner & Lee, 2001; De Walt et al,, 2004; Jakobs et al., 2004; Vila et al.,
2005; Jakobs et al, 2004; Genton et al., 2005; Moles et al.,, 2008; entre otros)

El caso de Datura stramonium en Espafa, al tratarse probablemente de la
introduccién mas antigua de esta especie, supone el mayor nimero de generaciones posible
para poner a prueba las predicciones de la HLE una vez “liberada de la carrera
armamentista” con sus herbivoros especialistas y preguntarse: 1) ;Cuales son los niveles de
dafio por herbivoros en Espafia?, 2) ;Difieren las poblaciones nativas e invasoras de D.
stramonium en sus caracteres defensivos morfolégicos y quimicos? ;Se asocia la variacion en
éstos con la resistencia general (dafio por herbivoros) en Espafia?, y 3) ;Hay seleccion
natural sobre la variacidén en resistencia y sus componentes (tricomas y alcaloides) en

poblaciones invasoras?
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HIPOTESIS

[) Ya que en el area de introducciéon no se encuentran los herbivoros especialistas de D.
stamonium, se espera que el dafio relativo por insectos herbivoros sea menor en el area de

introduccion (Espafia) que en su habitat nativo (México).

II) Si existe un compromiso (trade-off) entre la asignacion de recursos al crecimiento y a la
defensa, las poblaciones no nativas (Espafa) de D. stramonium presentaran menores valores
fenotipicos en defensa fisica y/o quimica contra enemigos naturales que las nativas

(México).

[II) Una menor carga de herbivoros y dafio en poblaciones no nativas implicara un menor
costo en adecuacion. Por lo tanto, se predice que los gradientes de seleccion natural en
caracteres de resistencia diferirdn entre poblaciones nativas y no-nativas. Especificamente,
se predice que la seleccion de la resistencia sera mayor en las poblaciones nativas debido a
las presiones de ese ambiente. En poblaciones no-nativas se predice que no existira
seleccidon a favor de la defensa o que la seleccion sera menor que en el ambiente nativo

debido a la ausencia de herbivoros especialistas y, por ende, menores niveles de dafo.
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OBJETIVOS

Objetivo general:
Evaluar los niveles de dafio foliar, la expresion de los atributos defensivos y su valor
adaptativo en poblaciones de D. stramonium en un ambiente nuevo y compararlos con lo

reportado en su area nativa.

Objetivos particulares:
[) Evaluar el dafio por herbivoros en poblaciones de D. stramonium en Espaia.
[I) Evaluar la expresion de los atributos defensivos (tricomas y alcaloides) en
poblaciones de D. stramonium en Espafia.
[II) Estimar la direccién y magnitud de los gradientes de seleccion sobre la defensa en
poblaciones espafiolas de D. stramonium.
[V) Comparar los resultados obtenidos en esta investigacion con los datos disponibles de

estudios previos sobre la evolucidn de la defensa de D. stramonium en México.
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ANTECEDENTES

Dentro del reino vegetal existe una gran diversidad de metabolitos secundarios. Una posible
explicacion es que se originan por una carrera armamentista en la cual las plantas producen
nuevos compuestos secundarios, y en insectos la seleccion favorece aquellos que desarrollen
mecanismos para metabolizarlos. Estos compuestos se encuentran en nueve familias de
angiospermas, destacando la familia de Solanaceae que incluye el género Datura, donde

todas las especies son ricas en ellos (Evans, 1979; Shonle y Bergelson, 2000).

La variacion genética que subyace la produccion de alcaloides (Shonle y Bergelson,
2000; Fornoni et al., 2004), los distintos patrones en la distribucion de los tropano alcaloides
en este género (que van de 0.65 a 22.6 mg/g de peso seco entre especies; Parr et al., 1990),
asi como la tendencia a encontrar alcaloides mas toxicos en plantas evolutivamente mas
derivadas (Levin y York, 1978; Gottlieb y Meyers, 1990), sugieren que éstos estan sometidos
a seleccion natural (Shonle y Bergelson, 2000) y que se mantienen evolutivamente gracias a

ella (Ehlrich y Raven, 1964; Shonle y Bergelson, 2000; Purrington, 2000).

Los tropano alcaloides son metabolitos secundarios (es decir, compuestos que no
tienen funcion conocida en procesos metabdlicos primarios) producidos por las plantas. Son
compuestos heterociclicos formados por nitrégeno y un anillo de pirrolidina con un puente
de tres atomos entre el segundo y el quinto carbono. Al ser ingeridos por herbivoros,
inhiben la actividad del neurotransmisor acetilcolina (Roddick, 1991) y se ha demostrado
que tienen un impacto negativo en muchos insectos (Nufiez-Farfan y Dirzo, 1994; Shonle y

Bergelson, 2000).

Shonle y Bergelson (2000), en un estudio con poblaciones de D. stramonium
norteamericanas, encontraron variacion ambiental en la produccion de hiosciamina y
escopolamina. También detectaron seleccion en contra de la escopolamina y selecciéon
estabilizadora para la hiosciamina, posiblemente relacionada con el costo de su produccion.
No encontraron sinergismo (interaccion positiva entre ambos alcaloides). Los patrones de
seleccidn variaban en presencia y ausencia de insectos, indicando que éstos estan actuando
como agentes selectivos. Esto contrasta con un estudio donde manipularon genéticamente
los niveles de escopolamina en otra especie de la familia de las solanaceas, Atropa belladona,

19



alcanzando niveles tres veces mayores a los que encontraron en D. stramonium, y
encontraron una relacidon negativa de ésta con el dafio por herbivoria. Castillo et al. (2013)
encuentran que aquellas poblaciones con niveles mas altos de atropina reciben mas dafio en

poblaciones del centro de México.

El grado de especializacion de los herbivoros presentes en las poblaciones de D.
stramonium da lugar a una variedad de mosaicos geograficos de seleccién natural, pues se
espera que ejerzan presiones selectivas contrastantes sobre los caracteres defensivos de las
plantas (Ali y Agrawal, 2012). Estudios con poblaciones en el area nativa (México) (Valverde
et al, 2001; Castillo et al, 2013; Castillo et al, 2014) demuestran que existe variacion
geografica en el valor adaptativo de los caracteres de defensa. El estudio de Castillo et al.
(2014) encuentra que los patrones de seleccion varian cuando las plantas estan en presencia
de herbivoros especialistas (Epitrix parvula (Coleoptera: Chrisomelidae) y L. trilineata
(Coleoptera: Chrisomelidae)), donde existe selecciéon en contra de la concentracion de
escopolamina, mientras que en presencia del saltamontes generalista Sphenarium
purpurascens (Orthoptera: Pyrgomorphidae) se selecciona a favor. La atropina, alcaloide
menos derivado, es seleccionado en contra, tanto en poblaciones con especialistas como en

poblaciones con generalistas.

Los tricomas foliares son proyecciones epidérmicas (Evert, 2006) que constituyen
otro componente de la defensa, pues evitan también el dafio por herbivoros (Levin, 1973;
Johnson 1975; Rodriguez et al. 1984; Marquis 1992; Mauricio 1997; Valverde et al. 2001;
Handley et al, 2005; Holeski, 2007; Karifiho-Betancourt y Nufiez-Farfan, 2015). Se trata de
caracteres constitutivos (Elle et al. 1999) determinados por un solo gen dominante (van
Dam et al. 1999). Se ha reportado que en poblaciones de D. stramonium en México existe
una correlacion negativa entre densidad de tricomas y proporcion de dafio foliar (Valverde
et al, 2001; Karifiho-Betancourt y Nufiez-Farfan, 2015). Esta relacién varia entre
poblaciones y a través del tiempo, dando lugar a un escenario selectivo dinamico (Castillo et
al., 2013). La densidad de tricomas foliares también repercute en la adecuacion de los
individuos, pero sélo en algunos casos. Castillo et al. (2014) encontraron seleccion a favor de
la densidad de tricomas en dos de ocho poblaciones estudiadas, y seleccion en contra en una
poblacién donde estaba E. parvula, mientras que Valverde et al. (2001) reportan una

correlaciéon negativa entre densidad de tricomas y proporcion de dafo foliar en seis
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poblaciones también del centro de México. Kariftho-Betancourt y Nufiez-Farfan (2015)
encuentran seleccion direccional a favor de la densidad de tricomas ain en ausencia de
herbivoros. Esto podria sugerir que los tricomas cumplen con otra funcién, como podria ser
la retenciéon de humedad (Ehleringer et al, 1976; Karifiho-Betancourt y Nufez-Farfan,
2015), y no supondrian un costo en ausencia de depredadores. También reportan
heredabilidad alta (h?=0.641) y variacidén genética para este rasgo (Valverde et al., 2001;
Karinho-Betancourt y Nufiez-Farfan, 2015), lo cual apoya la idea de que puede evolucionar

sin restricciones por seleccion natural.

El valor adaptativo de la resistencia en ésta y otras especies ha sido demostrado por
numerosos estudios. Por ejemplo, en Arabidopsis thaliana se encuentra una relacion
significativa negativa entre dafio y adecuacion (Mauricio y Rausher, 1997). En D.
stramonium, Valverde et al. (2001) estimaron seleccion positiva sobre la resistencia en tres
de seis poblaciones mexicanas, y en un estudio posterior (Valverde et al, 2003) reportan
seleccion a favor de la resistencia en una de tres poblaciones estudiadas. Fornoni et al.
(2004) detectaron que en la poblacién con mayores niveles de resistencia en el centro de
México, Ticuman, ésta esta siendo favorecida por seleccion natural, lo cual a su vez esta
relacionado con una mayor cantidad de herbivoros especialistas que generalistas en esa

region.
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METODO

Sistema de estudio

Datura stramonium L. (Solanaceae) es una planta anual nativa de México (Jiao et al, 2002),
actualmente tiene una amplia distribucion en el mundo (van Kleunen et al, 2007). Crece en
ambientes ricos en nitréogeno, como cultivos y ambientes perturbados (Shonle y Bergelson,
2000). Alcanza en promedio un metro de altura (Nufez-Farfan, 1991) aunque puede
alcanzar los dos metros (Castillo et al, 2013). Presenta ramificacién dicotémica falsa. Las

hojas presentan bordes dentados y son color verde oscuro.

Figura 1. Ejemplar de Datura stramonium.
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Las flores son tubulares y existen dos fenotipos: violetas o blancas. El fruto es una
capsula espinosa dehiscente, dividido en cuatro valvas donde estdn contenidas una gran
cantidad de semillas (Nufiez-Farfan, 1991). Se reproduce principalmente por auto-
fertilizacion (Motten y Antonovics, 1992), aunque sus flores son visitadas por abejas y

mariposas nocturnas (van Kleunen et al, 2007).

Figura 2. Flores y frutos de D. stramonium. a) flores siendo polinizadas por Apis mellifera. b) fruto con corte

mostrando semillas. c) fruto infestado con larva de Helicoverpa armigera.

En su area de distribucion nativa, su tejido foliar es consumido principalmente por
dos herbivoros especialistas: Epitrix parvula (Coleoptera: Chrysomelidae) (Nufiez Farfan y
Dirzo, 1994) y Lema trilineata (Coleoptera: Chrysomelidae) (Nufiez-Farfan, 2005), asi como
los generalistas Sphenarium purpurascens (Orthoptera: Pyrgomorphidae) (Nufiez-Farfan y
Dirzo, 1994; Valverde et al,, 2003) y Trichobaris sp. (Coleoptera: Curculionidae) (Karifiho-
Betancourt y Nufiez-Farfan, 2015).
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Presenta compuestos quimicos (tropano-alcaloides) y estructuras fisicas (tricomas)
que pueden prevenir el dafo por herbivoria (Shonle y Bergelson, 2000; Valverde et al,
2001; Valverde et al, 2003; Castillo et al, 2013, Castillo et al, 2014; Karifiho-Betancourt y
Nufiez-Farfan, 2015). La concentracidn de alcaloides en el tejido foliar cambia a lo largo de la
ontogenia de los individuos, alcanzando los maximos niveles al momento de la floraciéon
(Conklin, 1976, Karifiho-Betancourt & Nufiez-Farfan, 2015) independientemente de los
niveles de dafio foliar a los que sean sometidas las plantas (Karifiho-Betancourt & Nufiez-

Farfan, 2015).

Poblaciones muestreadas

Catorce poblaciones de D. stramonium en el sur de Espafia fueron muestreadas de
Septiembre a Noviembre en el 2010 y en el 2011, periodo que comprende la etapa
reproductiva de la esta especie. El area de estudio presenta un clima tipo mediterraneo, pero
las poblaciones diferian en habitat y condiciones ambientales (Tabla 1), cubriendo asi un
amplio espectro climatico desde regiones secas del este (con aproximadamente 200mm de
precipitaciéon anual) hasta regiones mas himedas en el oeste (con mas de 800mm de
precipitaciéon anual). Las poblaciones muestreadas se encontraban en las regiones de

Andalucia, Extremadura y Murcia (Figura 3).

Figura 3. Poblaciones muestreadas en Espafia y su tipo de clima.
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En cada poblacion se colecté una muestra de plantas maduras (media tamafio

muestral * error estandar: 26.2 + 1.6 individuos). En cada individuo se tomd una muestra

aleatoria de 8 a 40 hojas (dependiendo del tamafio del individuo) y se colectaron todos los

frutos. La distancia linear entre pares de poblaciones fue de 5 a 468 kms.

Tabla 1. Nombres de las poblaciones, provincia, ubicacién geografica y condiciones ambientales de las 14

poblaciones de Datura stramonium muestreadas en Espafia. n = tamafio de muestra.

Precipitacién Temperatura

Poblaciones . Coordenadas 1 Altitud . .
. ! n Fecha de Colecta Herbvivoros ¢ o Habitat tu Anual Media Anual Media
(Provincia)(n) Geograficas (msnm) o
(mm)!? (01
1. Hinojos 1 . 37°18'0.39"N .
(Huelva)(18) Septiembre 2010 6°22'41.72"W ribera 67 503.3 18
2. Hinojos 2 . 37°19'28.36"N .
(Huelva)(22) Septiembre 2010 6°25'32 45"W ribera 88 515.8 18
3. Bolonia . 36°5'9.99"N arroyo en
(C4diz)(30) Septiembre 2010 5°46'7 57"W costa 3 693.3 18
4. Gerena 37°31'28.86"N .
(Sevilla)(30) Octubre 2010 6°11'24.76"W ribera 55 501.6 18
5. Zubia . 37°7'47.28"N  orillade
(Granada)(28) Noviembre 2010 3°35'57.06"W  cultivo 692 3375 15
orilla de
6. Castafiuelos . 37°56'19.83"N
(Huelva)(9) Noviembre 2010 6°35'2.97"W bosque de 437 825.8 16
roble
7. El Higueral . 37°23'12.61"N ribera
(Almeria)(30) Septiembre 2011 2°29'56.48"W  estacional 880 255 14
8. Pinilla de San . 37°41'3.10"N
José (Murcia)(30) Septiembre 2011 1°17'0.62"W basurero 240 236.6 17
9. Puebla de Don op "
Fadrique Septiembre 2011 37°57'39.75"N  huerto 1161 4225 13
2°26'8.75"W abandonado

(Granada)(25)
10. Lora del Rio 37°39'33.28"N .
(Sevilla)(28) Octubre 2011 5°32'5 93"W ribera 36 483.3 18
11. El Pedroso 37°50'12.81"N orilla
(Sevilla)(30) Octubre 2011 5°45'58.67"W  carretera 383 5016 17
12. Cardefa 38°14'56.63"N .
(Cérdoba)(28) Octubre 2011 4912'58.45"W ribera seca 351 645.8 17
13. Valdeflores 37°43'2.23"N .
(Sevilla)(30) Octubre 2011 6°18'50.44"W ribera 287 598.2 17
14. Cabeza La

. 38°6'48.00"N .
Vaca Noviembre 2011 6°24'23.36"W ribera 548 625 16

(Badajoz)(29)

1 Datos tomados de Ninyerola et al. (2005)
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Estimacion del daiio

En cada una de las muestras de hojas colectadas se estimé la proporcion de dafio por
herbivoros por planta (P;). Utilizando el software de analisis de imagenes Image | (NIH) se
midi6é el area foliar remanente de cada hoja (AFRi) y el area total de la hoja (AFT;). La

proporcidn de dafio foliar (Pi) se estim6 dividiendo el AFR; sobre el AFT:.

Estimacion de la densidad de tricomas (resistencia fisica)

Se seleccionaron al azar 10 hojas por cada una de las plantas para obtener la densidad de
tricomas foliares en la superficie adaxial. En cada hoja se selecciond un campo de 2.5mm?
para contar el nimero de tricomas usando un microscopio estereoscdpico (Valverde et al.,

2001).

Determinacion de concentraciones de tropano alcaloides (resistencia quimica)

Para cada uno de los individuos de cada poblacidn se colectd el tejido foliar (de 8 a 40 hojas
completamente expandidas, dependiendo del tamafio del individuo), manteniéndolo en hielo
para después ser congelado y posteriormente secado a temperatura ambiente (Agrawal y
Fishbein, 2006). Se cuantificé la concentracion de alcaloides (atropina y escopolamina) para
cada individuo de cada poblacidon. Para ello se midi6 la concentracién de ambos alcaloides en
10 hojas maduras por individuo. Los alcaloides fueron extraidos del material vegetal
mediante una reaccién acido-base (Bruneton, 2001). Los extractos fueron analizados en un
HPLC (HP/Agilent 1100), utilizando una columna Discovery C-18 (Supelco Analytical) de
fase reversa. La fase movil consistio en una solucién de acetonitrilo, metanol 30 mM y un
amortiguador de fosfatos a pH 6. Los cromatrogramas que se obtuvieron de cada muestra
fueron comparados con los de dos soluciones estandar de concentracién de escopolamina y

atropina conocida (Sigma-Aldrich SA de CV) (Castillo et al.,, 2013).
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Analisis Estadisticos

Se utilizaron analisis de varianza (ANOVA) para determinar la existencia de diferencias entre
poblaciones respecto al dafio foliar relativo, la densidad de tricomas foliares y la
concentracion de atropina y escopolamina. Para comparar las diferencias entre el area
nativa (Castillo et al., 2013) y el area de introduccion se realizaron pruebas de t de Student
con las medias de las poblaciones de cada lugar de origen para cada uno de los caracteres
medidos. Los valores de frutos, semillas, densidad de tricomas y concentracion de alcaloides
fueron previamente transformados a logaritmo base 10, mientras que el dafio y la

resistencia se transformaron a arcoseno (Sokal y Rohlf, 1994).

Para calcular los gradientes de seleccion direccional en cada poblacion se utilizaron
analisis de regresion multiple siguiendo el procedimiento de Lande y Arnold (1983). Los
gradientes de seleccion lineal fueron estimados a partir de los coeficientes de regresion
parcial estandarizados (f). Los valores de resistencia relativa (calculada como 1 -
porcentaje de dafio foliar), densidad de tricomas, concentracidn de atropina y concentracion
de escopolamina fueron estandarizados previo a los analisis y las medidas de adecuacion,
numero de frutos y semillas, relativizados por poblacion utilizando la férmula: dafio relativo
= (Numero total de semillas o frutos - Media de la poblacién para este rasgo) / Desviacion

Estandar (Lande y Arnold, 1983).

Debido al tamafio muestral de cada poblacion (n < 30 individuos), Unicamente se
estimaron los gradientes de seleccion direccional. Los gradientes estandarizados de
seleccidn lineal (f) se obtuvieron ajustando una regresion linear, donde la adecuacion se
consider6 como la variable de respuesta y los tres caracteres que componen a la defensa

como las variables predictivas (Castillo et al., 2014).
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Como estimadores de la adecuacion, se utilizé tanto el nimero de frutos como el
numero de semillas con el fin de que los resultados fueran comparables con estudios previos
realizados en el area nativa de la especie. El nimero de semillas fue estimado a partir del
volumen del fruto utilizando la ecuacion correspondiente al volumen de un esferoide prolato

y multiplicando éste por una constante calculada previamente.

Volumen del fruto (V) = %nazb donde a= radio del fruto

b= largo del fruto

Numero de semillas por fruto =V * 0.026
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RESULTADOS

Variacion entre Poblaciones

Se encontraron diferencias significativas en el dafio relativo por herbivoros entre
poblaciones espafiolas (F13360= 19.79, P < 0.0001). Los niveles de dafio fueron bajos (x + DE:
0.02 + 0.0312, alcanzando un maximo de 0.2) (Figura 4). Al momento de la colecta, fue
posible identificar a seis especies de invertebrados fitéfagos alimentandose sobre las plantas
(Tabla 1). En todas las poblaciones el dafio fue causado principalmente por la larva de
mariposa nocturna generalista Helicoverpa armigera Hiibner (Noctuidae: Lepidoptera), que

consume tanto el tejido foliar como las semillas (P. L. Valverde, comunicacién personal).

Tabla 2. Insectos reportados en las 14 poblaciones de Datura stramonium muestreadas en Espaiia.

Nombre Clase Autoridad Orden
Helicoverpa
1. armigera Hubner, 1808 Lepidoptera
Linnaeus,
2. Nezara viridula 1758 Hemiptera
Insecta Linnaeus,
3. Pyrrhocoris apterus 1758 Hemiptera
4. Coniatus repandus Germar, 1817 Coleoptera
5. Phaneroptera sp. Serville, 1831  Orthoptera
6. Theba pisana Gastropoda Miiller, 1774  Pulmonata

La densidad de tricomas por 2.5mm? (x + DE) fue de 15.07 + 9.2, el valor minimo fue
de 1.06 tricomas x 2.5mm? y el maximo fue de 77.83 tricomas x 2.5mm?. El andlisis de
varianza detecto diferencias entre poblaciones para este caracter (Fi3360=11.13, P < 0.0001)
(Figura 4). La concentraciéon promedio de atropina por gramo de peso seco de tejido foliar (x
+ DE) fue de 43.39 £ 73.03 pg/g, en un rango entre el 0 y un maximo de 621.91 pg/g (Figura
4). Se encontraron diferencias significativas en la concentracion de atropina entre
poblaciones (Fi2352=8.85, P < 0.0001). La concentracion promedio de escopolamina por
gramo de peso seco de tejido foliar (x + DE) fue de 51.58 + 77.27 pg/g en un rango desde el 0
al 772.19 ng/g (Figura 4). Se encontraron diferencias significativas en la concentracién de

escopolamina entre poblaciones (Fi2352 =5.99, P < 0.0001).

Las pruebas de de t de Student probaron que no existen diferencias significativas

entre poblaciones respecto al afio de colecta.
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Figura 4. Media y desviacidn estandar para el porcentaje de dafio foliar y los componentes de la defensa de las
14 poblaciones espafiolas estudiadas de Datura stramonium ordenadas de manera ascendente segtin sus

niveles de dafio foliar promedio.
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Relacion de los caracteres de defensa con las variables climaticas
No se encontré que ninguno de los caracteres de defensa estuviera correlacionado con
ninguna de las variables climaticas medidas (precipitacion anual promedio y temperatura

anual promedio) (P> 0.05)

Diferencias entre México y Espafia

Las pruebas de t revelaron diferencias significativas entre los niveles de dafio y los atributos
defensivos entre poblaciones espafiolas y los valores reportados por Castillo et al. (2013)
para poblaciones mexicanas de D. stramonium. Se encontraron diferencias en dafio (t = 1.73,
P < 0.0001), siendo éste menor en plantas espafiolas que en mexicanas, para las cuales se
reportan (X * DE) porcentajes de 0.5 * 0.056. También se encontraron diferencias
significativas entre los componentes de la defensa en ambos continentes: densidad de
tricomas (¢t = 1.74, P = 0.00075), concentracion de atropina (¢t = 1.73, P < 0.0001) y
concentracion de escopolamina (t = 1.74, P < 0.0001). Para todos ellos, los valores medios

fueron menores en poblaciones espafiolas (véase Castillo et al., 2013).
Las pruebas de t de Student mostraron que no existen diferencias significativas entre

las condiciones climaticas reportadas para las poblaciones mexicanas y aquellas reportadas

para las espafiolas.
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Figura 5. Diferencias entre las 14 poblaciones espafiolas muestreadas y los valores reportados por Castillo et
al. (2013) para poblaciones mexicanas respecto a proporcién de dafio foliar, densidad de tricomas,

concentracion de atropina y concentracién de escopolamina
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Efecto de los caracteres defensivos sobre el daio relativo

Se encontro una relacidn significativa negativa entre densidad de tricomas y proporcién de
dafio foliar en Castafuelos (F1,7 = 14.13, P = 0.0071), y marginalmente negativa para Gerena
(F1,28=3.86, P = 0.0594). Sd6lo se detectd una relacidn positiva y marginalmente significativa
entre atropina y dafio en El Pedroso (Fi28= 3.78, P = 0.062) e Hinojos 1 (F1,16= 3.78, P =
0.067). Entre dafio y escopolamina no se encontr6 ninguna relacion significativa en ninguna

de las poblaciones.

Respecto al efecto de los atributos defensivos sobre la proporciéon de dafio, no se
encontro que la interaccidon entre poblacion y los caracteres fuera significativa para ninguno
de ellos, lo cual significa que el efecto de la concentracion de atropina, de escopolamina y la

densidad de tricomas foliares sobre el dafio es igual en todas las poblaciones.

Relacion entre componentes de la defensa

Se encontro una relacidn positiva entre densidad de tricomas y concentracion de atropina en
Puebla de Don Fadrique (r = 0.507, F123= 7.97, P = 0.0069), Lora del Rio (r = 0.39, F127=
14.32, P=0.0008) y en Higueral (r=0.402, F128=5.41, P = 0.0275). Se encontré una relacion
negativa significativa entre densidad de tricomas y concentracién de escopolamina en Pinilla
(r=0.374, F128=4.56, P = 0.0416). A excepcion de Valdeflores y Castafiuelos, se detect6 una
relacidn positiva altamente significativa entre concentracidon de atropina y concentracion de

escopolamina (0.517 > r> 0.84, P = 0.0048).

Seleccion sobre la resistencia

Al utilizar la cantidad de frutos por individuo como estimador de la adecuacion, se encontrd
una relacion significativa a favor de la resistencia en Hinojos 2 (F120=9.99, P=0.0049) y en

La Zubia (Fi128 = 7.45, P = 0.011). Al utilizar la cantidad de semillas como estimador de
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adecuacidn, se detectd seleccion positiva sobre la resistencia en La Zubia (Fi28= 5.44, P =
0.0271). En Valdeflores esta relacion fue positiva pero marginalmente significativa (Fi,2s =
3.66, P = 0.066). No se encontré que existiera variacion interpoblacional en la seleccion

sobre la resistencia para ninguno de los dos estimadores de adecuacion.
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Gradientes de seleccion direccional

Los analisis de regresion multiple mostraron que existe seleccion direccional significativa
sobre, por lo menos, uno de los componentes de la defensa en dos de catorce poblaciones al
usar frutos como estimador de adecuacion, y en dos de catorce poblaciones al usar las
semillas (Tabla 3). Estimando la adecuacién como frutos, se encontré que en Hinojos 1 la
concentracion de atropina se esta seleccionando en contra y la concentraciéon de
escopolamina a favor (Tabla 3), mientras que en La Zubia, se seleccionan en contra la
concentracion de atropina y la densidad de tricomas (Tabla 3). Al estimar la adecuacion
como numero de semillas se encontré seleccion en contra de la concentracion de atropina y
de la densidad de tricomas en La Zubia, y seleccidon positiva marginalmente significativa
sobre la concentracion de escopolamina en Hinojos 2 (P = 0.0599) y sobre la densidad de
tricomas en Bolonia (P = 0.058). Al corregir por Bonferroni (Sokal y Rohlf, 1994), la
significancia de los gradientes de seleccion reportados utilizando frutos como estimadores
de la adecuacién se mantiene (o = 0.016 para Hinojos 1y a = 0.0112 para La Zubia), pero
para los analisis donde se us6 el nimero de semillas como estimador de la adecuacién se

pierde la significancia en La Zubia (a = 0.016).

Los analisis de seleccion correlativa revelaron seleccidn a favor de la interaccion de la
concentracion de atropina con la concentracion de escopolamina en La Zubia, para ambos
estimadores de adecuacion (yij= 0.399, EE = 0.187, t = 2.14 y P = 0.0441 para semillas, y y;j =
0.362, EE=0.157,t=2.31y P=0.0305 para frutos).
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Tabla 3. Gradientes de seleccién direccional sobre los componentes de la defensa en 14 poblaciones espafiolas

de D. stramonium.
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Costos de la defensa

Se encontrd una relacion marginalmente negativa entre la densidad de tricomas y el nimero
de frutos en Castafiuelos (F1,7=4.31, P = 0.077) y Don Fadrique (F1,23= 3.43, P = 0.077). Se
encontro relacion negativa con el nimero de semillas en Cabeza La Vaca (Fi28= 4.36, P =
0.046), marginal negativa en Don Fadrique (F123= 3.51, P = 0.074), El Pedroso (F128= 3.205,
P =0.0843) e Higueral (F1,28=3.59, P = 0.068).

Figura 6. Relacion entre densidad de tricomas foliares y nimero de semillas en la poblacién Cabeza La Vaca.
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3.5

2.5

Densidad de tricomas

1.5
6 7 8 9 10 11

Numero de semillas

Se encontré una relacién significativa negativa entre concentracién de atropina y
numero de frutos en Castafiuelos (Fi17= 11.49, P = 0.0116), El Pedroso (Fi28= 11.66, P =
0.0020), Higueral (F128= 5.33, P = 0.0286), Hinojos 1 (F1,16= 5.658, P = 0.0302) y La Zubia
(F1,364=8.98, P = 0.0355). Midiendo adecuaciéon como nimero de semillas, se encontré una
relacidn significativa negativa en Castafiuelos (F17= 7.43, P = 0.0295), El Pedroso (Fi28=

9.96, P = 0.0038), Higueral (F12s= 14.3, P = 0.0008) y La Zubia (F127 = 7.59, P = 0.0104).

37



Figura 7. Costos en niimero de semillas de la concentraciéon de atropina.
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Figura 8. Costos en niimero de frutos de la concentracion de atropina.
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Diferencias en Seleccion

Posteriormente, se examinaron los gradientes de seleccion sobre los caracteres que
componen la defensa entre ambos continentes, inicamente para aquellas poblaciones donde
se hubiese detectado seleccion. Para la concentracion de atropina se encontraron diferencias
significativas entre poblaciones mexicanas (Acolman, Patria Nueva, Santo Domingo y
Valsequillo) y Espafiolas (Hinojos 1 y La Zubia), siendo mayor la intensidad de seleccion
negativa en las poblaciones de Espafia (t = 2.24, P = 0.044). No se encontraron diferencias en
la seleccion sobre la concentracidon de escopolamina (t = -0.81, P = 0.717) ni en la selecciéon

sobre la densidad de tricomas (t = -0.403, P >0.5).
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DISCUSION

Las poblaciones espafiolas de D. stramonium difieren entre si en la magnitud de los
caracteres medidos, situacion que se reporta también para las poblaciones mexicanas
(Castillo et al, 2013). Esto puede deberse a las diferencias en las especies de herbivoros
presentes en cada poblacidn, a que se han originado por distintos eventos de colonizacién o
a otro tipo de presiones ambientales. Las diferencias en la disponibilidad de recursos en
cada poblacion da lugar a la variacion en los costos y beneficios de la produccion de la
defensa, lo cual a su vez repercute en la magnitud y direccion de la seleccién sobre ésta

(Fornoni et al., 2004).

De acuerdo con lo esperado, los valores de los componentes de la defensa (alcaloides
y tricomas) fueron significativamente menores a los reportados en el area nativa de D.
stramonium (Castillo et al, 2013). Esto concuerda con lo predicho por la HLE, pues parece
indicar que, una vez relajada la presion selectiva ejercida por los herbivoros especialistas en
el area de introduccion, se han favorecido por seleccion natural aquellos genotipos que

asignan menos recursos energéticos a la produccion de estos rasgos.

A pesar de estar menos defendidas, el porcentaje de dafio foliar en las poblaciones
espafiolas fue aproximadamente veinte veces menores que aquel reportado para su area
nativa. Esto podria sugerir que estos bajos valores de defensa son suficientes para afectar
negativamente la herbivoria por enemigos no especializados, como es el caso de aquellos
encontrados en las poblaciones estudiadas en Espafia. Sin embargo, a grandes rasgos, no se
encontro que la resistencia ni los caracteres defensivos supongan una ventaja adaptativa en

estas poblaciones.

Sélo en una de catorce poblaciones, Castafiuelos, se encontro6 relacion entre densidad
de tricomas y proporcion de dafio, lo cual sugiere que, de manera general, en Espafia los
tricomas han perdido su papel en la defensa. En Castafiuelos, los analisis detectaron una
correlacion negativa, siendo ésta una de las poblaciones con mayor proporciéon de dafio
foliar (Media * EE = 0.054 * 0.032). Sin embargo, no se detecto6 selecciéon sobre la densidad
de tricomas en esta poblacion. Entonces, en Castafiuelos los tricomas afectan negativamente

la proporcién de dafio foliar pero no estan sujetos a seleccion. En el resto de las poblaciones
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espafiolas, los tricomas han perdido su papel defensivo. Este resultado contrasta con lo
reportado anteriormente por Valverde et al. (2001) y Karifiho-Betancourt y Nufiez-Farfan
(2015), quienes encontraron en poblaciones nativas de D. stramonium del centro de México
una relacion negativa entre densidad de tricomas y proporcion de dafio, indicando que éstos
cumplian un rol en la defensa. Castillo et al. (2013), por su parte, encontraron en un estudio
de mosaicos geograficos que aquellas poblaciones que presentaban mayor densidad de

tricomas eran también las mas danadas.

No se encontrd relacién de la concentracion de atropina con el porcentaje de dafio
foliar. Esto contrasta con los resultados de estudios en areas nativas, donde se habia
reportado relacion positiva entre concentracién de atropina y porcentaje de dafio foliar
(Castillo et al., 2013), al funcionar este alcaloide como fagoestimulante para sus herbivoros
especialistas (Lema trilineata y Epitrix parvula), asi como refugio contra sus depredadores
(Agrawal y Heil, 2012). Esta relacién no se encontr6 en este estudio. Esto no concuerda con
la hipotesis planteada para su area de introduccion: al ser un alcaloide menos derivado, se
esperaria que la atropina tuviera efecto negativo contra los herbivoros generalistas (que son
los que se encuentran en su area de introduccidn), resultando efectiva para prevenir el dafio
(Berenbaum, 1983; Levin y York, 1987; Shonle y Bergelson, 2000). Tampoco se encontrd
ninguna relacion entre dafio y escopolamina, lo que sugiere que este alcaloide no tiene papel
en la defensa de D. stramonium en las poblaciones espafnolas estudiadas. Es de esperarse
que, siendo un alcaloide mas derivado y mas toxico que la atropina, los herbivoros
generalistas de las poblaciones espafiolas no estén adaptados para consumir el tejido foliar.
El hecho de que tampoco se haya encontrado una relacidon negativa entre estos alcaloides y
los niveles de dafio posiblemente se deba a los bajos niveles de este ultimo. Una vez mas,
esto concuerda con lo esperado segun la HLE: las plantas espafiolas se han liberado de sus
enemigos naturales y tienen valores de dafio tan bajos que los componentes de la defensa no

influyen en ellos.

Se encontrd que la concentracion de atropina esta relacionada positivamente con la
densidad de tricomas en tres de catorce poblaciones: Puebla de Don Fadrique, Lora del Rio e
Higueral. En ninguna de estas poblaciones se encontré que estos caracteres defensivos
estuvieran relacionados con los niveles de dafio foliar. Una de las funciones de los tricomas,

ademas de evitar la herbivoria, es el mantenimiento de la humedad, de modo que las
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condiciones ambientales de las poblaciones podrian dar cuenta de sus niveles de densidad
(Tabla 1). Sin embargo, se esperaria que en ese caso la correlaciéon con la concentracion
atropina fuera negativa, puesto que la produccién de alcaloides en poblaciones con poca
disponibilidad de agua deberia disminuir (Castillo et al, 2013; Elle et al, 1998). No se
encontro relacidn para estos dos componentes de la defensa en el resto de las poblaciones.
No se detecté ningun tipo de relacion entre concentracion de escopolamina y densidad de
tricomas a excepcion de una poblacién, Pinilla, donde se encontré una relaciéon negativa

entre estos dos atributos.

Se encontr6 que las concentraciones de atropina y de escopolamina estan
fuertemente correlacionadas positivamente. Esto tiene sentido, debido a que la atropina es
precursora de la escopolamina, de manera que la biosintesis de esta ultima depende de la
primera, y un aumento en el nivel de este precursor implicaria un aumento también en los
niveles de escopolamina (Berembaum et al, 1986; Agrawal et al,, 2009a; Kariftho-Betancourt

y Nufnez-Farfan, 2015).

Al analizar la seleccion actuando sobre la resistencia, Uinicamente se encontroé
selecciébn a favor en La Zubia para ambos estimadores, mientras que en Hinojos 2
encontramos una relacion positiva significativa al usar el nimero de frutos como estimacion

de la adecuacion y Valdeflores marginalmente al usar las semillas.

Se detecto seleccion direccional negativa en contra de la atropina en dos de catorce
poblaciones. Esto pareceria apoyar lo encontrado por Castillo et al. (2013), quienes reportan
que la atropina podria estar funcionando como fagoestimulante y encontraron seleccién en
su contra en tres de ocho poblaciones estudiadas (y a favor en una de ellas). Sin embargo, el
que so6lo se haya encontrado relacion positiva marginalmente significativa entre la
concentracion de atropina y el dafio en dos poblaciones parece contradecir esta explicacion.
Una de estas dos poblaciones es Hinojos 1, donde la concentracion de atropina se selecciona
negativamente y la relacién de ésta es con los niveles de dafo fue positiva pero
marginalmente significativa. No parece ser que en Hinojos 1 la atropina esté cumpliendo
este papel fagoestimulante ya que los niveles de dafio alli son de los mas bajos reportados
entre las poblaciones estudiadas en Espafia. En esta poblacién también se encontré seleccion

a favor de la concentracion de escopolamina, siendo la Unica poblacién de las catorce
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estudiadas donde se detectd algun tipo de seleccion sobre la concentracion de este alcaloide.
Estudios previos habian ya reportado seleccidon de uno de los alcaloides independiente de la
seleccion sobre el otro (Shonle y Bergelson, 2000; Castillo et al, 2014). Respecto a la
densidad de tricomas foliares, no se encontro seleccion con excepcion de una poblacidn, La
Zubia, donde son seleccionados en contra. La densidad de tricomas foliares puede estar
explicada por aspectos no analizados en este estudio, como humedad (Ehleringer et al,
1976; Karinho-Betancourt y Nufez-Farfan, 2015) y vigor de la planta (estimado como
numero de ramificaciones): en su estudio con poblaciones mexicanas, Castillo et al. (2013)
encuentran que aquellas poblaciones con mayor productividad (estimada a partir del el
vigor de las plantas) presentaban mayor densidad de tricomas, ademas de mayor proporcion

de dafio foliar.

Asi, en la mayoria de las poblaciones espafiolas la resistencia y la defensa no suponen
ninguna ventaja adaptativa. Aparentemente, el dafio impuesto por los herbivoros
generalistas en poblaciones espafioles no es suficientemente alto como para resultar una
presion selectiva. Estudios previos han demostrado que bajos niveles de dafio tienen el
mismo efecto en la adecuaciéon que no tener dafio en absoluto, es decir, las plantas los
toleran en su totalidad (Marquis, 1984; Fornoni y Nufez-Farfan, 2000; Fornoni et al,
2003b). Sin embargo, a pesar de los bajos niveles hallados en los componentes de la defensa
y de su ausencia de correlacion con el dafio, estas caracteristicas no han desaparecido del
todo en estas poblaciones. Como ya se menciond anteriormente, el género Datura, y la
solanaceas en general, comprenden especies particularmente ricas en alcaloides. El
componente genético detras de la produccion de éstos podria dar cuenta de su
mantenimiento en poblaciones donde no son adaptativos. Los tricomas, por su parte,
podrian estarse seleccionando debido a otras funciones que no son la defensa, como el
mantenimiento de la humedad, aunque en poblaciones espafolas estudiadas en las que se
encontro relacion positiva entre tricomas y adecuacion tienen los registros mas altos de

precipitacion anual media (Tabla 1),

Una poblacion que llama la atencion es La Zubia, donde se detect6 seleccion natural a
favor de la resistencia pero en contra de la densidad de tricomas y la concentracion atropina.
La proporcion de dafio foliar en esta poblacion no es particularmente alta. Es posible que

esta poblacion se trate de una introduccién mas reciente, siento asi una poblacién que lleve
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un menor nimero de generaciones en ausencia de herbivoros especialistas y por ello no
haya experimentado los mismos cambios evolutivos en su defensa como el resto de las

poblaciones espafiolas.

Se ha demostrado que los costos que supone la resistencia son dependientes del
ambiente y que la seleccion sobre ésta dependera de estos costos (Fornoni et al., 2004). Se
llevo a cabo un analisis de la correlacion entre componentes de la defensa y adecuacion para
estimar los costos de la produccién de las defensas. De acuerdo con Mauricio y Rausher
(1997), una vez que se eliminan los herbivoros se eliminan también las ventajas de la
defensa, de manera que una diferencia en adecuacién estaria reflejando inicamente un costo
asociado a la produccion de los caracteres defensivos. De manera general, se encontré que la
concentracion de atropina tiene un costo tanto respecto a frutos (en cinco poblaciones)
como a semillas (hallados en tres poblaciones). No se encontraron costos asociados a la
produccion de escopolamina. Respecto a la densidad de tricomas, encontramos relaciones
negativas con numero de semillas Unicamente en una poblacion. En el resto de las

poblaciones no los hay.

Esta ausencia de relacion entre caracteres de defensa y cantidad de frutos y semillas
indican que no existe un compromiso en adecuacion al producirlos en este ambiente sin
enemigos. Daehler y Strong (1997) reportan en un estudio con Spartina alterniflora que
aquellas poblaciones menos defendidas (con una historia evolutiva en la cual fueron
liberadas de enemigos) tenian mas nitrégeno. La riqueza de este nutriente podria dar cuenta
del aumento en la producciéon de frutos y semillas (Rausher, 2001): al no utilizar el
nitrégeno disponible para la formacion de defensas construidas con nitrégeno éste se puede
destinar al almacenamiento, crecimiento y reproduccién (Futuyma, 1983; Bazzaz et al,
1987; Simms y Rausher, 1987; Chapin et al, 1990; Volenec et al, 1996; Kakes 1989; de Jong
y van der Meijden 2000; Purrington, 2000; Strauss et al., 2002).

La fauna antagonista local puede condicionar el valor adaptativo de las distintas
estrategias de defensa (de Jong y van der Meijden, 2000; Fornoni et al, 2004; Castillo et al.,
2014). Los resultados de este estudio demuestran que las plantas estudiadas en Espafia son
mucho menos dafiadas por herbivoros y presentan una densidad significativamente menor

de tricomas, asi como concentraciones mas bajas de atropina y escopolamina. Esto
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concuerda con lo que se esperaba segun la Hipotesis de Liberacion de Enemigos e indica que
las generaciones que han transcurrido desde la introduccion de D. stramonium a esta nueva
area, y consecuente liberacion de sus herbivoros especialistas, han sido suficientes para
apreciar cambios evolutivos relacionados con su defensa. Estos resultados son relevantes ya
que arrojan informacion acerca de los cambios evolutivos de una especie al liberarse de las

presiones selectivas ejercidas por sus enemigos naturales.
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CONCLUSIONES

1. Los caracteres de defensa no son adaptativos en las poblaciones espafiolas

estudiadas.

2. Las poblaciones espafiolas estudiadas difieren entre ellas respecto a los caracteres
medidos en este estudio. Estas diferencias pueden deberse a provienen de distintos
eventos de introduccidn, a que cada poblacion estd especiando sin que exista flujo
génico entre ellas debido a la distancia, y/o a factores ambientales y ecologicos no

medidos en este estudio.

3. Las poblaciones espafiolas estudiadas son menos dafiadas por los herbivoros, estan
menos defendidas y no experimentan seleccion sobre estos rasgos, a diferencia de las

mexicanas. Han escapado a la presion selectiva impuesta por la herbivoria.

4. No se encontraron costos asociados a la produccién de la defensa en las poblaciones
espafiolas estudiadas. Esto parece indicar que, de manera general, estos caracteres

tienen un valor adaptativo neutro.

5. Las generaciones que lleva D. stramonium en el sur de Espafia han sido suficientes
para que experimenten cambios evolutivos en su defensa respecto a sus

conespecificos de areas nativas.

6. Los resultados obtenidos en este estudio son relevantes ya que ponen a prueba la
evolucion adaptativa en poblaciones que se han liberado de los herbivoros con los
que su especie habia co-evolucionado. Apoyan las predicciones de la Hipotesis de
Liberacion de Enemigos (Keane y Crawley, 2002) y suponen evidencia de un evento

evolutivo contemporaneo.
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PERSPECTIVAS A FUTURO

Estudios con otras poblaciones de esta especie de introduccion mas recientes a
nuevas areas podrian resultar utiles para aportar al estudio sobre los patrones

evolutivos de su defensa.

Estudios sobre la genética de las poblaciones espafiolas podrian aportar informacion
valiosa acerca de la diversidad genética de éstas, asi como del tamafio y nimero de
introducciones en esta region. También podrian explicar la base filogenética detras

del mantenimiento de los caracteres de defensa.
Experimentos de transplantes reciprocos y de jardin comtn con individuos de ambos

continentes arrojarian informaciéon acerca de como la preferencia de los herbivoros

funciona como presion selectiva sobre cuales caracteres.
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