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RESUMEN

La evolucion de las estrategias de defensa de las plantas esta condicionada tanto por la interaccion
con sus herbivoros como por la diversidad genética en las poblaciones, que depende en gran parte
de los sistemas de apareamiento. La reproduccion por autofecundacion aumenta considerablemente
la homocigosis y puede causar un efecto de depresion endogémica al facilitar la expresion de alelos
deletéreos recesivos. Por el contrario, el entrecruzamiento promueve la heterocigosis y, por ende, el
mantenimiento de la diversidad genética.

Con base en lo anterior, se ha postulado que los sistemas de apareamiento repercuten directamente
en la expresion fenotipica de caracteres defensivos en las plantas, y por lo tanto en su capacidad de
respuesta ante el ataque por herbivoros. Se espera que entre mayor sea la diversidad genética en las
plantas, mayor serd la expresion de defensas. Estudios previos desarrollados en condiciones
naturales demuestran que las progenies de plantas autdgamas son mas consumidas por herbivoros
que las ex6gamas. Sin embargo, alin se desconoce si la respuesta diferencial al ataque de herbivoros
entre plantas descendientes de diferentes sistemas de apareamiento puede ser causada por
diferencias en la expresion fenotipica de caracteres defensivos entre progenies autogamas y
exogamas.

El objetivo de este trabajo fue determinar cémo la endogamia afecta la expresion de defensas
Datura stramonium. Para ello medimos caracteres relacionados con la tolerancia (modificaciones en
el crecimiento, en el vigor de la planta, la tasa fotosintética y la adecuacion relativa), y la resistencia
(densidad de tricomas foliares, concentracion de tropano alcaloides), ademas de componentes de
adecuacion en progenies de plantas generadas por autofecundacion y entrecruzamiento. Asimismo
evaluamos las correlaciones entre estos caracteres, y sus gradientes de seleccion natural.

Encontramos que las progenies de plantas autdgamas tuvieron mas tolerancia que las exégamas, sin
embargo presentaron depresion endogamica en la adecuacion relativa, el area foliar promedio y la
densidad de tricomas foliares. Aunque no detectamos un efecto significativo del sistema de
apareamiento sobre la expresion de caracteres de resistencia en las progenies exogamas, si
encontramos depresion endogamica para la resistencia. Por otra parte, encontramos que las
correlaciones entre diferentes caracteres de defensa estan determinadas tanto por el sistema de
apareamiento por el cual se generan las plantas, como por la presencia o no de dafio. Ademas,
creemos que las diferencias en el desempefio en progenies de diferente sistema de apareamiento no
solo estan dadas por la expresion diferencial de las defensas y sus correlaciones, sino por factores
como la cantidad de dafio y el crecimiento.



ABSTRACT

Genetic diversity and plant-herbivore interaction drives the evolution of plant defence. Plant
responsiveness to environmental pressure imposed by herbivores depends on the genetic diversity
available for optimal phenotypic expression of defensive traits. Reproduction by selfing increases
homozygosity as well as the expression of recessive deleterious alleles, which, in turn, promotes
inbreeding depression. In contrast, outbreeding promotes heterozygosity and the maintenance of
genetic diversity.

Thus, it has been proposed that mating systems directly affect the phenotypic expression of
defensive traits on plants. It is expected that, the greater the genetic diversity, the greater the
phenotypic expression of defenses. Previous studies have shown that autogamous plant progenies
are more consumed by herbivores than the exogamous progenies. However, it remains unclear if the
differential response between progenies of different matting systems to herbivores attack is due to
differences on the expression of plant defensive traits.

The aim of this study was to determine how inbreeding affects the defence against herbivores in
Datura stramonium plants. Therefore, we measured several traits related to tolerance (changes in
growth and plant vigor, photosynthetic rate and relative fitness), and resistance (leaf trichomes
density, tropane alkaloids concentration), as well as fitness components on selfed and outcrossed
progenies. We assessed the correlations among these traits, and estimated gradients of natural
selection.

Although we found that selfed progenies were more tolerant than outbred ones, we detected
inbreeding depression on relative fitness, leaf area, and leaf trichome density. Contrary to
expectations, we did not find a greater expression of resistance traits on outbred progenies, but we
have detected inbreeding depression for those traits. Moreover, we found that the correlation
between defense traits not only depends on the mating system, but also on plant damage. We argue
that the differences between offspring produced by different mating systems are not only caused by
defence expression, but also by the amount of damage and the growth rate.



INTRODUCCION

La capacidad de respuesta de las plantas ante la presion selectiva que imponen los herbivoros esta
determinada por factores como el tipo de herbivoro, el tipo y la cantidad de dafio, y la
disponibilidad de recursos abidticos, asi como por la diversidad genética disponible para la
expresion fenotipica de rasgos defensivos (Nufiez-Farfan, Fornoni, & Valverde, 2007). Se espera
que la respuesta de las plantas ante el ataque sea mas efectiva entre mayor sea la variacion genética
disponible, y ésta depende en gran medida del sistema de apareamiento por el cual se originan.

La autofecundacion y el entrecruzamiento son los diferentes sistemas de apareamiento mediante los
cuales las plantas pueden reproducirse. Si bien son alternativos, ambos tipos de reproduccion
pueden ocurrir de manera simultanea en las plantas, lo que se conoce como estrategia reproductiva
mixta. La reproduccion por autofecundacion aumenta considerablemente la homocigosis en las
progenies, lo que favorece la expresion de alelos deletéreos recesivos y causa depresion
endogdmica, que es una disminucion en la adecuacion respecto a los organismos generados por
entrecruzamiento. Por el contrario, la reproduccion cruzada promueve la heterocigosis y, por ende,
el mantenimiento de la diversidad genética. Las diferencias en adecuacion entre progenies de ambos
sistemas de apareamiento pueden ser debidas a la ventaja de los heterocigotos (sobredominancia) o
a la recesividad (parcial) de alelos deletéreos (Charlesworth & Charlesworth, 1987).

Varios estudios sefialan que la autofecundacion puede ser ventajosa en plantas colonizadoras, ya
que asegura la reproduccion en ambientes poco predecibles donde los individuos conspecificos son
escasos (Campbell & Kessler, 2013; Nufiez-Farfan et al., 1996). Sin embargo la autofecundacion
trae costos como la depresion endogamica y el descuento de gametos, 1o que ha puesto en duda el
alcance de la garantia reproductiva en plantas con dicho sistema de apareamiento. Por lo anterior,
se ha cuestionado si la autofecundacion puede ser una alternativa adaptativa en plantas con sistema
de apareamiento mixto, o si por el contrario es maladaptativa (Barrett, 2003).

La accion de la seleccion natural sobre las estrategias de aparecamiento puede afectar la expresion
de defensas contra herbivoros porque determina la magnitud de la depresion endogamica, y la
diversidad genética (Bello-Bedoy & Nufiez-Farfan, 2010, 2011; Campbell et al., 2013; Nunez-
Farfan et al., 1996, 2007). Asi mismo, el herbivorismo puede tener un efecto sobre el sistema de
apareamiento porque afecta el vigor de la planta, la disponibilidad de flores para el de
entrecruzamiento, y la asignacion de recursos a componentes de adecuacion como flores y
gametos; por ello el dafio por herbivoros puede incidir también en la atraccion de polinizadores
(Campbell, 2015; Steets et al, 2006; Steets et al, 2007; Strauss, 1997).

La resistencia y la tolerancia son los dos tipos de defensas que las plantas presentan para
contrarrestar los efectos negativos del herbivorismo. Los caracteres de resistencia evitan o reducen
el dafio ocasionado por herbivoros, y pueden expresarse de forma constitutiva desde antes de que el
dafio ocurra, y/o como respuestas fenotipicamente plasticas después del dafio (Agrawal & Karban,
1999). Entre los caracteres de resistencia mas comunes se incluyen compuestos quimicos (i.e.,
metabolitos secundarios) como los alcaloides, flavonoides, terpenos y glucosinolatos, y caracteres
fisicos como los tricomas foliares, las espinas, y engrosamiento de tejidos entre otros (Agrawal,
2011; Karifiho-Betancourt, et al., 2015).
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En muchas familias de plantas, los tejidos tienen propiedades disuasivas gracias a la produccion de
metabolitos secundarios toxicos para los herbivoros, cuya produccion puede ser inducida luego de
que los insectos consuman las hojas (Miiller, 2006). Estos compuestos son liberados por la
activacion de multiples vias metabdlicas gracias a la interaccidon con elicitores, lo que genera
repulsiéon o intoxicacion a la mayoria de insectos herbivoros evitando que el ataque se repita
(Kessler & Baldwin, 2002). Sin embargo, algunos metabolitos secundarios pueden atraer a algunos
insectos, e incluso pueden ser secuestrados por los herbivoros para defenderse de sus depredadores,
lo que genera costos para la planta e incrementa la adecuacion del insecto (Simmonds, 2001, 2003).
Varios estudios sefialan que el potencial defensivo de los metabolitos secundarios de las plantas esta
dado por su diversidad cualitativa y cuantitativa, y que su efecto depende del tipo de herbivoro
(Bennett & Wallsgrove, 1994; Treutter, 2005).

Por otra parte, la tolerancia se define como la capacidad de las plantas para reducir los efectos
negativos del dafio por herbivoros en la adecuacion una vez que éste ha ocurrido (Fornoni, 2010;
Stowe et al, 2000; Strauss & Agrawal, 1999). La tolerancia es una propiedad del genotipo para
disminuir o amortiguar la pérdida de adecuacion generada por un factor ambiental o extrinseco a la
planta (Fornoni, Valverde, & Nufiez-Farfdn, 2003), por ello, en ausencia de dicho factor la
tolerancia no se expresa. La tolerancia implica la expresion de respuestas fenotipicas plasticas
después del dafio como la reasignacion de recursos, el crecimiento compensatorio para reemplazar
tejido (Stowe et al., 2000), el aumento en la tasa fotosintética en las hojas, o en la absorcion de
nutrientes del suelo (Del Val, 2012); y depende de la disponibilidad de recursos y la expresion de
otros rasgos antes de que ocurra el dafio (Fornoni, 2010).

Tanto la tolerancia como la resistencia se consideran rasgos defensivos adaptativos, por ello se
asume que involucran costos en adecuacion que determinan su mantenimiento o eliminacion de
manera independiente o incluso el mantenimiento simultaneo de las dos estrategias en poblaciones
naturales (Fornoni, Nufiez-Farfan, Valverde, & Rausher, 2004; Nuifiez-Farfan et al., 2007).

Se ha postulado que la produccion de caracteres constitutivos de resistencia cuando €stos no son
requeridos implica un alto costo para la planta porque requiere de la inversion continua de recursos
limitantes (Kessler & Baldwin, 2002). Por otra parte, la tolerancia implica costos por la capacidad
del mantenimiento de la induccion de la respuesta (Moore et al., 2013); también por la reasignacion
de recursos que dejan de invertirse en procesos como la supervivencia y el crecimiento, y por las
modificaciones que esto tiene sobre las interacciones con otros organismos (Fornoni et al., 2003).

Ha sido de especial interés el mantenimiento simultaneo de la tolerancia y la resistencia porque se
consideran alternativas defensivas redundantes, ya que ambas evitan la pérdida de adecuacion
causada por el ataque de herbivoros, y podrian implicar costos similares en adecuacion. Dado que
los individuos con alta tolerancia no se verian beneficiados por tener también altos niveles de
resistencia y viceversa, se ha encontrado que aunque ambas estrategias se mantengan de forma
simultanea en las poblaciones, la seleccion tendera a favorecer altos niveles de una pero no de
ambas; por lo tanto se espera que exista una correlacion negativa entre ambas estrategias (Fornoni
et al., 2004; Mauricio, et al 1997; Nufiez-Farfan et al., 2007; Simms & Triplett, 1994).
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Varios estudios recientes han demostrado que la reproduccion por autofecundacion es desfavorable
respecto a la reproduccion por entrecruzamiento ya que las progenies autogamas presentan una
reduccion en la expresion de caracteres de adecuacion y crecimiento, y sugieren que esto mismo
ocurre con las defensas contra herbivoros (Campbell et al, 2014; Campbell et al., 2013; Campbell &
Kessler, 2013), ya que se han observado mayores niveles de dafio por herbivoros en progenies de
plantas originadas por autofecundacion (Bello-Bedoy & Nuifiez-Farfan, 2010, 2011). Algunos
trabajos en los que se ha abordado el dafio artificial, sugieren que la depresion endogdmica podria
reflejarse tanto en los componentes constitutivos como inducidos de la defensa (Schlichting &
Levin, 1986). Sin embargo otros estudios no detectan diferencias entre ambos sistemas de
apareamiento (Nufiez-Farfan et al.,, 1996) o incluso reportan un aumento en el crecimiento
compensatorio en plantas generadas por autogamia (Hull-sanders & Eubanks, 2008). Se ha
planteado que la endogamia en las plantas, ademas de afectar los niveles de tolerancia y resistencia,
puede afectar sus interacciones con insectos consumidores porque podria repercutir
simultaneamente en la calidad del tejido vegetal y su aceptacion por parte de los herbivoros (Carr &
Eubanks, 2014; Delphia, 2009).

A pesar de los avances realizados en el tema, atin no es claro si las diferencias en las respuestas al
herbivorismo de las progenies de plantas descendientes de autofecundacion y entrecruzamiento se
deben a diferencias en la expresion fenotipica de caracteres de defensa contra herbivoros dadas por
el sistema de apareamiento. Por eso, este proyecto pone a prueba la hipdtesis de que la
autofecundacion genera menor adecuacion y expresion fenotipica de rasgos defensivos que el
entrecruzamiento. Nuestro objetivo fue determinar como la endogamia afecta la expresion de la
resistencia y la tolerancia en comparacion con progenies derivadas de entrecruzamiento, tomando
plantas de Datura stramonium L. (Solanaceae) como sistema de estudio.
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ANTECEDENTES

Algunos estudios que se han llevado a cabo en D. stramonium demuestran que su tasa de
entrecruzamiento en poblaciones naturales puede ser muy variable, (de menos de 10% (Motten &
Antonovics, 1992) a 17% (Cuevas Garcia, 1996)), y que presenta depresion endogémica para la
produccion de semillas (Bello-Bedoy & Nufiez-Farfan, 2010; Nufiez-Farfan et al., 1996).

Varios experimentos realizados en condiciones naturales han mostrado que para D. stramonium el
dafio por herbivoros disminuye la adecuacion de las plantas (Nufiez-Farfan & Dirzo, 1994).
Ademés, las progenies de plantas generadas por autofecundacion son mas dafiadas por herbivoros y
patogenos, y presentan mas infestacion de frutos por depredadores especialistas de semillas que las
progenies generadas por entrecruzamiento. Lo anterior sugiere que la autogamia podria causar la
disminucion de la expresion de resistencia y/o tolerancia; y aunado a la depresion endogamica en la
produccion de semillas, podria implicar que la autofecundacién es costosa en presencia de
herbivoros, ya que el dafio podria exacerbar la depresion endogamica. Esto podria ademas evitar el
mantenimiento de la autofecundacién como tnica estrategia reproductiva para la especie (Bello-
Bedoy & Nuiez-Farfan, 2010, 2011).

Con respecto a la resistencia, varios autores han demostrado que los tricomas foliares, asi como los
tropano alcaloides son rasgos adaptativos que disminuyen el dafio por herbivoros en D.
satramonium. Dichos caracteres pueden estar correlacionados, y su correlacion puede variar
espacial y temporalmente, y estar ademas determinada por factores bidticos como los herbivoros, y
por factores abidticos como el clima, la humedad y la temperatura (Castillo et al., 2013, 2014;
Karifiho-Betancourt & Nufiez-Farfan, 2015; Nufiez-Farfan & Dirzo, 1994; Shonle & Bergelson,
2000; Valverde et al., 2001).

A pesar de estos hallazgos, no es claro qué ocasiona las respuestas diferenciales observadas entre
plantas provenientes de distintos sistemas de apareamiento, ni el impacto que éstos tienen sobre la
expresion fenotipica de rasgos de defensa. Por lo anterior, este proyecto aborda la expresion de
caracteres de resistencia y tolerancia en plantas de ambos sistemas de apareamiento.

13



HIPOTESIS Y OBJETIVOS
HIPOTESIS

La endogamia ocasiona la reduccion en la expresion fenotipica de caracteres defensivos de
tolerancia y resistencia (i.e., tricomas foliares, tropano alcaloides) en Datura stramonium.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar como la endogamia afecta la expresion de las estrategias de defensa, resistencia y
tolerancia, en comparacion con progenies derivadas de entrecruzamiento, empleando como sistema
a la especie D. stramonium.

OBIJETIVOS PARTICULARES

Determinar los caracteres defensivos fisicos (densidad de tricomas foliares) y quimicos
(concentracion de atropina y escopolamina) en progenies con distinto nivel de endogamia,
derivadas de autofecundacion (f = 0.5 aproximadamente) y de entrecruzamiento (f = 0
aproximadamente).

Determinar la adecuacion promedio de las plantas generadas por autofecundacion y
entrecruzamiento con y sin dafio foliar, para cuantificar los cambios en la expresion de la tolerancia.
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MATERIALES Y METODOS

SISTEMA DE ESTUDIO

Datura stramonium L. (Solanaceae), también conocida como "toloache”, es una hierba anual nativa
de México y de distribucion cosmopolita que crece frecuentemente en ambientes perturbados
(Motten & Antonovics, 1992; Nunez-Farfan & Dirzo, 1994; Weaver & Warwick, 1984). Sus flores
son hermafroditas y es autocompatible, por lo que puede reproducirse tanto por autofecundacion
como por entrecruzamiento.

Si bien la tasa de entrecruzamiento varia en las poblaciones naturales, su valor promedio es de 18%
(Motten & Antonovics, 1992; Nunez-Farfan et al., 1996; Nuiez-Farfan & Dirzo, 1994), lo que
puede explicarse por varias caracteristicas florales que facilitan la autopolinizacion como la
cercania de las anteras y el estigma, y la maduracion del polen antes de la apertura de la corola. Sin
embargo otras caracteristicas estdn asociadas al entrecruzamiento como el olor fragante de las
flores, y la produccion de néctar (Nufiez-Farfan & Dirzo, 1994). Ademas, las flores pueden o no
presentar hercogamia; se ha visto que la variacion en la distancia entre anteras y estigma es muy
variable y también repercute en la tasa de entrecruzamiento poblaciones (Motten & Antonovics,
1992; Motten & Stone, 2000).

Entre los polinizadores de D. stramonium se encuentran esfingidos, abejas y abejorros (Nuifiez-
Farfan & Dirzo, 1994). Sus frutos son capsulas dehiscentes con un nimero muy variable de semillas
(Weaver & Warwick, 1984). Las hojas del toloache son consumidas por herbivoros especialistas
como Lema trilineata y Epitrix parvula (Coleoptera: Chrysomelidae), y generalistas como
Sphenarium purpurascens (Orthoptera: Pyrgomorphydae).

DISENO EXPERIMENTAL:

Llevamos a cabo el experimento en un invernadero con plantas provenientes de 21 familias
genéticas para detectar posibles efectos genéticos sobre la expresion de rasgos defensivos. De cada
familia, cuatro plantas generadas por autofecundacion y cuatro por entrecruzamiento, fueron
asignadas a un tratamiento de dafio mecanico (n = 2) y a un grupo control (n = 2) (Figura 1). En
cada planta medimos varios caracteres relacionados con el crecimiento, el vigor y el metabolismo
(tasa relativa de crecimiento, area foliar, tasa fotosintética, eficiencia en el uso del agua), asi como
con la adecuacion (nimero de frutos, semillas, y peso de semillas). Adicionalmente medimos la
expresion de caracteres asociados a la resistencia (densidad de tricomas foliares y tropano
alcaloides), y a la tolerancia (produccion promedio de semillas por fruto y compensacion en
caracteres de crecimiento y metabolismo). Para el desarrollo del experimento y el analisis
estadistico consideramos tres principales fuentes de variacion que influyen en la expresion de
caracteres defensivos de las plantas: los genotipos o familias, el sistema de apareamiento, y el dafio
foliar.
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Figura 1. Esquema de asignacion de tratamiento a unidades experimentales a progenies de D.stramonium generadas por
diferente sistema de apareamiento.

ASPECTOS GENERALES DEL TRABAJO EN INVERNADERO

Las plantas crecieron en un invernadero por 17 semanas (entre mayo y octubre del 2014), durante
ese tiempo las reorganizamos tres veces (una cada 4 semanas aproximadamente) para aleatorizar su
distribucion.

Germinacién:

Las semillas que usamos para este trabajo son producto de cruzas controladas que se llevaron a cabo
en plantas provenientes de Teotihuacan (2010) en condiciones de invernadero. La mitad de las
flores de cada planta fue emasculada (antes de la maduracion del polen) y se polinizé con polen de
5 flores de diferentes plantas, mientras que la mitad restante se polinizé con su propio polen. De esa
forma se obtuvieron frutos generados por entrecruzamiento y por autofecundacion de la misma
planta madre, es decir, de la misma familia genética.

Escogimos y empacamos en bolsas de tul 50 semillas por familia y sistema de apareamiento, e
hicimos previamente un pequefio corte en la testa para facilitar la imbibicién a la mitad de dichas
semillas. Las dejamos en remojo en una cubeta durante 7 dias dentro de una camara de
germinacion, a una temperatura de 25° C en el dia y 20° C en la noche, con 14 horas de luz y 10 de
obscuridad. Mantuvimos el agua constantemente oxigenada con una bomba para acuario y la
cambiamos varias veces al dia.

Siembra, transplante vy riego:

Con el fin de exacerbar los posibles efectos de la depresion endogamica sobre las plantas
procuramos que estuvieran sometidas a un ambiente estresante (Bello-Bedoy & Nufiez-Farfan,
2011), por esta razén sembramos nuestras plantas en un sustrato con recursos limitados. Sembramos
las semillas en macetas de 1L en una mezcla de sustrato con 50% arena, 25% perlita (Agrolita ®)
para aumentar la aireacion y la retencion de agua, y 25% vermiculita para favorecer la retencion de
nutrientes en el suelo. Programamos cinco riegos diarios por micro-aspersion entre las 07:00 y las
17:00 hrs separados cada dos horas, siendo el primero y el tltimo de 3 min, y los intermedios de 1
min. Tras dos semanas de desarrollo, transplantamos cada plantula en una maceta y mantuvimos las
condiciones de riego.
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Fertilizacion e insecticida:

Fertilizamos tres veces el sustrato con 200 mL de solucidon de fertilizante Peters ® 20:20:20 (N,P,
K) 100mg/L (un nivel bajo de nutrientes reportado en la tabla 1 de McConnaughay & Coleman,
1999). Hicimos la primera fertilizacion justo después del transplante, y las dos siguientes cada 15
dias. Tras este periodo redujimos a la mitad la concentracion del fertilizante y realizamos una ultima
aplicacion 5 semanas después. Rociamos las plantas con insecticida en aerosol (Raid ®) dos veces
después de detectar moscas blancas (Bemisia tabaci) dentro del invernadero.

MEDICION DE CARACTERES VEGETATIVOS

TASA RELATIVA DE CRECIMIENTO

Durante el experimento medimos las hojas y tallos de cada planta, justo antes de aplicar el dafio
foliar (tras 4 semanas del transplante), y al final del experimento (a las 14 semanas del transplante).
Medimos la longitud del tallo desde la base hasta la Ultima ramificacién, y obtuvimos la tasa
relativa de crecimiento con la Ecuacion 1:

Ecuacion 1
Longitud 2 — Longitud 1

Tasa Relativa de creciemiento: - -
Tiempo 2 — Tiempo 1

También contamos el nimero total de hojas y medimos su longitud para calcular el area foliar.

AREA FOLIAR:

En 8 plantas elegidas al azar, siendo cada una de diferente familia, siendo la mitad de cada sistema
de pareamiento, medimos la longitud de todas las hojas y su area con un medidor de area foliar (LI-
COR, LI 3100C); con esta informacion hicimos una regresion lineal y obtuvimos la Ecuacion 2:

Ecuacién 2

A =0.53151 — 0.33425L + 0.43555 L2
donde 4 es el area de la hoja, y L es su longitud. (R*=0.972)

Empleamos esta ecuacion para calcular el area de las hojas de todas las plantas a partir de su
longitud (Nufiez-Farfan & Dirzo, 1994; Valverde et al., 2001).

FOTOSINTESIS Y VARIABLES FISIOLOGICAS ASOCIADAS:

Medimos la tasa fotosintética (umol de CO, m™ s™), la conductancia estomética (mol de CO, m™ s”
", y la transpiracion (mmol de CO, m™ s™) en todas las plantas antes (a las 4 semanas del
transplante) y después del tratamiento de dafio (a las 9 semanas del transplante) con un equipo
IRGA LI-6400 XT. Realizamos las medidas con luz roja y azul (1200 RFA) entre las 09:00 y las
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16:00 hrs. Hicimos una medida por hoja por planta, en hojas de la misma edad. Adicionalmente
calculamos la eficiencia en el uso del agua (EUA) para cada planta con la Ecuacion 3:

Ecuacién 3
Fotosintesis

Eficienci lUsodel A =
ficiencia en el Uso del Agua Transpiracion

DANO FOLIAR:

Antes de iniciar la floracion de las plantas, dafiamos mecanicamente sustrayendo el 50% del area de
cada hoja. Para ello utilizamos sacabocados metalicos e hicimos hoyos circulares de area conocida,
simulando el dafio que realizan algunos herbivoros. Previamente medimos el largo de cada hoja y
empleamos la Ecuacion 2 para calcular el area a dafiar y el numero de hoyos por hoja segun el
diametro del sacabocados. Antes de dafiar las plantas retiramos manualmente el primer botén floral
a las plantas que empezaban a desarrollarlo, asegurando que la floracion de todas ocurriera después
del dafio.

COMPONENTES DE ADECUACION

Polinizamos todas las flores con su propio polen para asegurar la produccion de frutos. Contamos el
numero de ramas y frutos por planta, asi como el nimero de semillas por fruto; adicionalmente
escogimos y pesamos aleatoriamente 15 semillas de un sélo fruto por planta. Tras la colecta de los
frutos, empacamos las semillas en bolsas de papel glassine para asegurar su preservacion, y
aireacion.

ADECUACION RELATIVA

Calculamos la adecuacion relativa por planta con la Ecuacion 4:

Ecuacién 4

w =

SI|E

donde w; es el nimero de semillas totales por planta, y W es el promedio de semillas por planta en
la poblacion (Lande & Arnold, 1983).
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COMPONENTES DE DEFENSA

TOLERANCIA

El célculo de la tolerancia se hizo con base en la adecuacion relativa de las plantas dafiadas y
control de cada familia con la Ecuacion 5: (Modificada de Strauss & Agrawal, 1999):

Ecuacioén 5

T _ VT/a Daio _VT’a Control

Wa control

donde w, es la adecuacion relativa de las plantas de la familia a. ValoresT < 0 indican
subcompensacion, T = 0 indican tolerancia completa, y > 0 indican sobrecompensacion.

RESISTENCIA

Densidad de tricomas foliares:

Colectamos y prensamos todas las hojas de cada planta y las secamos en una estufa a 35 °C.
Hicimos el conteo de tricomas con un esteromicroscopio en un campo visual de 4,15mm’ en la
superficie adaxial de cada hoja, en la zona basal derecha, entre la primera y segunda vena (Valverde
et al., 2001). Medimos la longitud de cada hoja para calcular la densidad de tricomas con base en el
area foliar usando la Ecuacion 6: para evitar sesgos debidos al tamafio de la hoja.

Ecuacion 6

P : . a;Xt;
Densidad de tricomas por hoja = ‘C 5,

donde q; es el area de la hoja i, ¢; es el nimero de tricomas de la hoja i en un campo, y ¢ es el area de
dicho campo. Luego calculamos la densidad promedio de tricomas foliares por planta con la
Ecuacion 7:

Ecuacion 7

Y. Densidad de tricomas por hoja
# Hojas

Densidad promedio de tricomas foliares por planta =

donde n es el niimero total de hojas.

Concentracion de tropano alcaloides:

Extraccion:

Realizamos una extraccion por particion acido basica de tropano alcaloides a partir de hojas secas
previamente pesadas. Tras hacer el conteo de tricomas, molimos todas las hojas de la planta, y
dejamos agitando en un matraz con 10 mL de MeOH (99% - grado HPLC) durante 12 horas,
evitando la exposicion a la luz de la mezcla. Filtramos los residuos vegetales y evaporamos el
MeOH en un multivapor (Multivapor™ P-6 / P-12, Biichi) a 50 °C con una presion de 235 mbar.
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Posteriormente afiadimos 10 mL de HCL 0,1N y realizamos dos lavados sucesivos con 10 mL de
CHCI; (grado HPLC) en un embudo de decantacion (conservando siempre la fase menos densa).
Neutralizamos esta mezcla con 0,082 g de NaHCO; y anadimos 20 mL de CHCI; para solubilizar
los alcaloides (conservando esta vez la fase mas densa). Evaporamos el CHCl; en el multivapor a 40
°C con una presion de 306 mbar, y transvasamos el extracto a viales de vidrio diluyendo en MeOH
(Castillo et al., 2013). Posteriormente permitimos la evaporacion del MeOH y almacenamos las
muestras en seco. Las extracciones, al igual que la cuantificacion de alcaloides se hicieron en un
orden totalmente aleatorio de las plantas de las distintas familias y tratamientos.

Cuantificacion:

Resuspendimos en MeOH e inyectamos cada muestra en un cromatografo de liquidos de alta
resolucion (HPLC, Agilent 1100 Series), empleando una columna de fase reversa (Discovery C-18,
Supelco Analytical) para la separacion de los componentes de la muestra. La fase mévil que usamos
fue una solucion de CH;CN, MeOH y un buffer de fosfatos 30mM (11:6:83 v/v/v) a un pH de 6.0.
Mantuvimos el detector DAD a una longitud de onda de 210 nm. Dada la poca cantidad de extracto
de las muestras, el volumen de resuspension en MeOH fue de 100 pL por muestra, y el volumen de
inyeccion fue de 20 pL. Hicimos las corridas con un flujo de ImL/min durante los primeros 5 min y
aumentamos a 1,5mL/min hasta el final de la corrida, que duré en total 20 min por muestra. Como
referencia usamos soluciones de estandares de atropina y escopolamina a concentraciones de 0.01 y
0.005 mg/mL, que inyectamos cada fecha en que corrimos muestras (Modificado de Castillo et al.,
2013). Cabe aclarar que, debido a la limitada cantidad de extracto obtenido para las muestras, solo
fue posible realizar una inyeccidon por muestra, por lo que no obtuvimos replicas a nivel individual.

Calculo de la concentracion:

Para calcular la concentracion de alcaloides, tomamos como referencia los picos de los estandares
para cada fecha. De acuerdo al tiempo de retencion de dichos estandares, integramos manualmente
los picos correspondientes a la atropina y la escopolamina obtenidos en las muestras. Para empezar,
partimos de los estandares con concentracion conocida y calculamos el peso (mg) de cada alcaloide
(X;) presente en el volumen inyectado (uL) de estandar de acuerdo a la Ecuacion §8:

Ecuacioén 8

_ mg alcaloide en solucién de estandar X uL inyectados
r uL de solucion

A partir de X; y la altura del pico del estandar y la muestra, calculamos el peso de alcaloides en la
muestra (X;) con la Ecuacion 9:

Ecuacién 9

X, X altura de pico del estandar
2 =

altura de pico muestra
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Luego, con base en X, calculamos el peso (mg) de cada alcaloide en el volumen de muestra
inyectado partiendo del volumen de solvente usado para la resuspension de la muestra (X;) con la
Ecuacion 10Ecuacion 10:

Ecuacién 10

X, X uL de solvente de resuspension de muestra
3 —

ulL de muestra inyectado

Por ultimo, usamos X; para calcular el peso de alcaloide (mg) por gramo de hoja molida de la
muestra (X,) con la Ecuacion 11

Ecuacion 11

_ X3 X 1g de hoja
~ g de hojamolida de la muestra

Xy

De esta forma calculamos la concentracion de escopolamina y atropina en las muestras; ademas,
calculamos los alcaloides totales sumando la concentracion de ambos alcaloides.

ANALISIS ESTADISTICO

Para todos nuestros analisis estadisticos empleamos el programa JMP® 10, y para graficar usamos
GraphPad Prism® 6.

EFECTOS DEL SISTEMA DE APAREAMIENTO, LA VARIANZA GENETICA Y EL TRATAMIENTO

Hicimos analisis multivariado de varianza (MANOVA) tomando la familia como efecto aleatorio, y
el tratamiento de dafio, el sistema de apareamiento como fijos, incluimos ademas la interaccion
entre estos dos ultimos factores como fuentes de variacion. Incluimos en el modelo varios
caracteres vegetativos y fisiologicos (area foliar, tasa relativa de crecimiento, tasa fotosintética y
variables asociadas) los componentes de adecuacion (adecuacion relativa, peso promedio de las
semillas), y caracteres de defensa (concentracion de escopolamina y atropina, alcaloides totales, y
densidad de tricomas foliares). Posteriormente hicimos analisis de varianza univariados para dichas
variables.

Usando el método de EMS (Expected Mean Squares) realizamos analisis de varianza (ANOVA)
con los promedios familiares (valores genéticos) de todos los rasgos para evaluar si los caracteres
de resistencia, tolerancia y adecuacion fueron determinados por tres principales fuentes de
variacion: el tratamiento de dafio (plasticidad fenotipica entre controles y plantas dafadas), el
sistema de apareamiento y la familia (efectos de la varianza genética sobre expresion de rasgos
defensivos). Tomamos el tratamiento y el sistema de apareamiento como efectos fijos, y la familia
como aleatorio. Cuando son significativas, las interacciones sistema de apareamiento x tratamiento,
y familia x tratamiento, indican una interaccion entre el genotipo y el ambiente. La ausencia de
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diferencias significativas en un atributo entre plantas control y plantas dafnadas indica que las
ultimas estan compensando.

Empleamos la transformacion logaritmica (base 10) para normalizar las siguientes
variables: tasa relativa de crecimiento, fotosintesis, conductancia estomatica, transpiracion, la
eficiencia en el uso del agua, concentracion de atropina y escopolamina y los alcaloides totales.

DEPRESION ENDOGAMICA

Calculamos la depresion endogamica (J) de 20 familias de D. stramonium para el area foliar
promedio, la tasa relativa de crecimiento, la densidad promedio de tricomas foliares, la adecuacion
relativa, y el peso promedio de las semillas, de acuerdo a la Ecuacion 12: (Lande & Schemske,
1985):

Ecuacién 12

6- =1- Wautofecundacién

— i s
Wentrecruzamiento

Donde Waytofecundacion Y Wentrecruzamiento SON los valores promedio para cada caracter en las

progenies de plantas endogamicas y exogamicas, respectivamente. También calculamos Ia
depresion endogamica para la tolerancia con la Ecuacion 13: para hacer mas intuitiva su
interpretacion, ya que esta variable puede tomar valores negativos.

Ecuacion 13

5 = Kvautofecundacién) —1.
Wentrecruzamiento

Valores positivos indican depresion endogamica, mientras que valores negativos indican depresion
exogamica, y el cero indica igualdad estadistica en la respuesta de ambos tipos de progenie.
Realizamos un re-muestreo mediante Jackknife con el fin de estimar el error y la media de la
depresion endogamica; para ello calculamos los valores promedio de cada caracter y sistema de
apareamiento, removiendo una familia i diferente cada vez del conjunto de » familias. A partir de
estos nuevos datos recalculamos la depresion endogamica como J.; (tomando como base la
Ecuacion 13:), y posteriormente obtuvimos los pseudovalores de nuestro estadistico con la
Ecuacion 14: (Modificada de Nunez-Farfan, 1991)

Ecuacién 14

Si =nd — (n - 1)6—i

A partir de dichos pseudovalores estimamos la media del estadistico (&) y su error estdndar (S3) con
la Ecuacion 15y Ecuacion 16, respectivamente (Modificadas de Nunez-Farfan, 1991)
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Ecuacion 15

l

S Z i

Ecuacién 16

Con las estimaciones obtenidas hicimos una prueba ¢ de Student de dos colas (a/2=0.025) para
evaluar si la depresion endogamica estimada es significativamente diferente de cero (Hy:u,; H,: u).
Calculamos los valores de ¢ para cada caracter con la Ecuacion 17 (siendo u=0):

Ecuacion 17

RELACION ENTRE ESTRATEGIAS DE DEFENSA

Con el fin de evaluar la existencia de una correlacion genética entre la tolerancia y la resistencia,
realizamos un analisis de correlacion de los valores familiares promedio de tolerancia y densidad de
tricomas foliares y concentracion de tropano alcaloides. También realizamos analisis de correlacion
entre todos los caracteres de resistencia.

ANALISIS DE SELECCION NATURAL Y COSTOS ADAPTATIVOS

Evaluamos la existencia de costos de la expresion de caracteres defensivos mediante la regresion de
los valores genéticos de la adecuacion y los caracteres de defensa en plantas control. En ausencia de
daio, las defensas no representan un beneficio para el organismo, sino un costo (Simms & Rausher,
1987). Hicimos ademas un analisis de seleccion natural sobre los caracteres de defensa segun el
tratamiento y el sistema de apareamiento, empleando para ello los valores los valores fenotipicos, y
también los genéticos (promedios familiares) para evitar sesgos debidos a la covarianza entre los
rasgos y el ambiente (Nufiez-Farfan, 1991, Nufiez-Farfan & Dirzo, 1994; Rausher, 1992). Dado que
la varianza genética indica potencial evolutivo, solo realizamos los andlisis de seleccion tras la
deteccion de varianza genética para los caracteres. Para estimar la seleccion direccional realizamos
una regresion multiple lineal de la adecuacion relativa (w) como funcidon de cada uno de los rasgos
defensivos (densidad de tricomas foliares y concentracion de tropano alcaloides), siendo el
coeficiente f5; el gradiente de seleccion direccional del caracter x;. Valores negativos de f3; indican
seleccion direccional negativa, y valores positivos indican seleccion direccional positiva. Por otro
lado, para establecer si hubo seleccion disruptiva o balanceadora realizamos una regresion multiple
de la adecuacion en funcion de los valores cuadraticos de los caracteres defensivos; en este caso el
coeficiente y; es el gradiente de seleccion curvilinea en el cardcter x;. .Si y; es positiva, indica
seleccion disruptiva, mientras que si es negativa, indica seleccion balanceadora (Nuiez Farfan,
1991; Lande & Arnold, 1983; Falconer, 1997).

23



RESULTADOS

Un analisis multivariado de varianza (MANOVA) (Tabla 1) o que la familia, el dafio y la
interaccion del dafio con el sistema de apareamiento tienen un efecto significativo sobre las
variables que medimos en éste estudio, por lo que en adelante se muestran analisis de varianza
(ANOVA) para cada una incluyendo dichos factores.

Tabla 1. MANOVA de los caracteres vegetativos y fisiologicos (area foliar promedio, tasa relativa de crecimiento, tasa de
fotosintesis), componentes de la adecuacion (adecuacion relativa, peso promedio de las semillas), y caracteres de defensa
(densidad promedio de tricomas foliares, concentracion de tropano alcaloides) en D. stramonium. Se resaltan los valores
significativos (P < 0.05).

- o F 1 1
Fuente de variacion Wilk's A Numgera dor Denor%lina dor P
Modelo 0.0381 2.3584 207 1029 <0.0001
Familia 0.0550 2.3599 180 1008.2 <0.0001
Sistema de apareamiento 0.0116 1.5473 9 120 0.1391
Tratamiento 0.2794 3.7264 9 120 0.0004
Sistema de apareamiento 0.1569 2.0916 9 120 0.0353

x Tratamiento

CARACTERES VEGETATIVOS

Los andlisis de varianza mostraron que, tanto para la tasa relativa de crecimiento como para el area
foliar promedio, hubo un efecto familiar significativo (Tabla 2,Figura 2); asimismo, las plantas de
entrecruzamiento tuvieron en promedio valores mas altos que las de autofecundacion (7% mayores
para la tasa de crecimiento, y 6% mayores para el area foliar promedio). No encontramos evidencias
de crecimiento compensatorio de tallos, ya que después de un tiempo de recuperacion de
aproximadamente siete semanas tras el dafio foliar artificial, las plantas dafiadas presentaron valores
menores (11%) en la tasa relativa de crecimiento que las plantas control (Figura 3). Por otra parte,
la interaccion tratamiento x sistema de apareamiento no fue significativa para esta variable. Aunque
nuestras plantas sufrieron de una enfermedad viral al final del experimento, ésta no tuvo efectos
significativos sobre los caracteres medidos.

Las plantas control derivadas de exogamia presentaron un area foliar 12% mayor que las dafiadas y
tuvieron valores superiores a las plantas derivadas de autogamia. No se encontraron diferencias
significativas entre progenies de plantas autdgamas con y sin dafio foliar (Figura 4), lo que indica
compensacion en area foliar (interaccion tratamiento x sistema de apareamiento significativa).

No hubo diferencias significativas en fotosintesis y variables fisiologicas asociadas entre niveles de
dafio foliar o sistema de apareamiento, antes o después del dafio (Figura 5).
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Tabla 2. Analisis de varianza de caracteres vegetativos de D. stramonium. En negrita se resaltan los valores significativos
(P <0.05). La R? corresponde a la varianza explicada ajustada del modelo. Los caracteres marcados con el superindice ™
no tuvieron un valor P significativo de ajuste al modelo de analisis de varianza.

Caracter Fuente de variacion R? gl F P
Sistema de apareamiento 1 4.567  0.0367
Log Tasa relativa de crecimiento Tratamiento 0.38 1 14.123  0.0004
Familia 20 2.6339  0.0020
Sistema de apareamiento 1 4.3937  0.0404
Tratamiento 1 13.931 0.0004
Area foliar promedio SistemaT (:thlslifrizﬂemo < 0.42 | 154 00362
Familia 20 2.9348  0.0007
Sistema 1 1.1869 0.2777
Log Fotosintesis ™° Tratamiento 0.03 1 2.6237 0.1074
Familia 21 1.202  0.2576
Sistema 1 0.4267 0.5146
Log Conductancia estomatica ™ Tratamiento 0.09 1 0.6077  0.4369
Familia 21 1.9359 0.0124
Sistema 1 0.2093  0.6480
Log Transpiracion ™ Tratamiento 0.07 1 0.411  0.5225
Familia 21 1.7003  0.0365
Sistema 1 0.016  0.8996
Log Eficiencia del uso del agua ™ Tratamiento 0.00 1 0.0514  0.8209
Familia 21 1.0883  0.3667
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Figura 2. Valores familiares promedio (£DS) de Area foliar (A) y Tasa relativa de crecimiento (B) de D. stramonium.
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Figura 4. Valores promedio (+EE) de Area foliar para la interaccion Sistema de apareamiento x Tratamiento en D.
stramonium.
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Figura 5. Tasa fotosintética promedio (£EE) en plantas de D. stramonium sometidas a diferente nivel de dafio segtin su
sistema de apareamiento.

COMPONENTES DE LA ADECUACION

Encontramos que el dafio foliar afectd significativamente la adecuacion relativa de las plantas.
También, hubo diferencias significativas entre plantas de las distintas familias, asi como una
interaccion sistema de apareamiento x dafio para la adecuacion relativa (Tabla 3). Las plantas
derivadas de entrecruzamiento sin dafio tuvieron mayor adecuacion relativa que las plantas con
dafio (20% mayor), y que las plantas derivadas de autogamia.

En contraste las plantas derivadas de autogamia con o sin dafio no difirieron en adecuacion (Figura
6). Tanto la adecuacion relativa como la masa promedio de las de las semillas producidas por
ambos tipos de progenie poseen varianza genética (Figura 7). Por otra parte, la masa promedio de
las semillas no fue afectada por el sistema de apareamiento que genero estas semillas o por el dafio
foliar a la planta madre (Tabla 3), esta variable presentd ademas una correlacion positiva con la
adecuacion relativa en plantas de ambos sistemas de apareamiento (Autofecundacion: R° = 0.10, P
= 0.0557; Entrecruzamiento: R* = 0.11, P = 0.0194) y en plantas de diferente tratamiento (Control:
R’ =0.11, P = 0.0166, Dafio: R* = 0.10, P = 0.0402). No hubo diferencias significativas en el
numero de ramas y frutos debidas al tratamiento de dafio, el sistema de apareamiento, la familia o la
interaccion.
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Tabla 3. Analisis de varianza de la adecuacion relativa y de la masa promedio de las semillas en progenies de Datura
stramonium derivadas de entre- e intra-cruzamiento, con y sin dafio foliar. En negrita se resaltan los valores significativos
(P <0.05). La R? corresponde a la varianza explicada ajustada del modelo.

Caracter Fuente de variacion R* GL. F P
Sistema de apareamiento 1 0.7588 0.3872
Tratamiento 1 8.1727 0.0059
Adecuacion relativa (w) 0.29
Sistema de apareamiento x Tratamiento 1 8.1575 0.0059
Familia 20 19181 0.0279
Sistema de apareamiento 1 0.0078 0.9300
Peso promedio semillas Tratamiento 023 1 0.0717 0.7898
Familia 20  2.3241 0.0063
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Figura 6. Valores promedio (£EE) de adecuacion relativa (w) para la interaccion Sistema de apareamiento x Tratamiento

de dafio en D. stramonium.
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Figura 7. Valores familiares promedio (+DS) de adecuacion relativa (A) y peso promedio de las semillas (B) de D.
stramonium.
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CARACTERES DE DEFENSA

Encontramos que, en promedio, la tolerancia al dafio fue casi 10 veces mayor en las progenies de
plantas autdgamas, pues presentaron tolerancia completa e incluso sobrecompensacion con respecto
a las progenies exdgamas que, por el contrario, tendieron a subcompensar (Figura 8). Por otra
parte, no detectamos varianza genética en este caracter (Tabla 4), esto probablemente ocurri6
porque esta variable se basa en promedios familiares, lo que limita el nimero de réplicas y el poder
estadistico del analisis. En contraste, la densidad promedio de tricomas foliares si presentd varianza
genética (Figura 9), pero no fue afectado significativamente por el tratamiento, ni por el sistema de
apareamiento. Lo anterior indica que no hubo un efecto de induccion en la produccion de tricomas
foliares a raiz del dafio, ni una produccion diferencial de tricomas entre las progenies autdgamas y
exdgamas.

Por otra parte, encontramos que la concentracién promedio (mg/g de hoja) de escopolamina
(%=0.0199, £EE: 0.00159) fue aproximadamente 10 veces mayor que la concentracion de atropina
(%= 0.00129, +EE: 0.00015) en todas las plantas. También detectamos varianza genética para la
concentracion de ambos alcaloides, y notamos que en algunas familias ambos alcaloides presentan
altas concentraciones, mientras que en otras ambos alcaloides se presentan en baja concentracion
(Figura 10). No encontramos efectos significativos del tratamiento ni del sistema de apareamiento
para ninguno de los dos alcaloides.

0.1

0.0 T ——

-0.1

Tolerancia (7)

-0.2

-0.3

Autofecundacion Entrecruzamiento

Figura 8. Valores familiares promedio (+EE) de tolerancia (T) para plantas con diferente sistema de apareamiento de D.

stramonium. Valores T < 0 indican subcompensacion, T= 0 indican tolerancia completa, y T> 0 indican
sobrecompensacion
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Tabla 4. Analisis de varianza de los valores reproductivos ("breeding values" o promedio familiares) de caracteres
defensivos de D. stramonium. En negrita se resaltan los valores significativos (P < 0.05). La R® corresponde a la varianza

explicada ajustada del modelo.

Cariacter Fuente de variacion R? gl F P
g Sistema de apareamiento 0.1 1 5.4357 0.0250
Tolerancia
Familia 0.0 20 0.7955 0.6931
. . . Sistema de apareamiento 1 3.762 0.0571
Densidad promedio de tricomas . 04
foliares por planta Tratamiento . 1 0.5637 0.4557
Familia 20 3.6313 <0.0001
. Sistema de apareamiento 1 0.2769 0.6007
Log Concentracion de . 0.14
Escopolamina (mg/g hoja) Tratamiento ° 1 3.8528 0.0543
Familia 20 2.4077 0.0046
i . Sistema de apareamiento 1 0.0495 0.8247
Log Concentracion de Atropina .
: ratamiento . . .
(sl ei) Tratamient 0.36 1 0.1202  0.7300
Familia 20 3.2856 0.0002

50

Densidad promedio de tricom as foliares
por planta (# tricomas/cm 2)

Familias

Figura 9. Valores familiares promedio (= DS) de densidad de tricomas foliares por planta de D. stramonium.
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Figura 10. Concentracion de Atropina y Escopolamina (+ DS) en diferentes familias de D. stramonium.

En cuanto a la relacion entre las diferentes alternativas defensivas, encontramos una relacion
positiva entre la densidad de tricomas foliares y los tropano alcaloides que fue distinta de acuerdo al
tratamiento. Las progenies autdgamas con dafio, presentaron una correlacion positiva entre atropina
y tricomas, mientras que, en las plantas que no fueron dafadas, los tricomas tuvieron una
correlacion positiva con la escopolamina (Figura 11). Por otra parte, encontramos una relacion
positiva entre atropina y escopolamina tanto para las progenies de plantas autdgamas como para las
exogamas (Figura 12).

Detectamos también una correlacion negativa entre la tolerancia y la densidad promedio de
tricomas foliares en las plantas generadas por autofecundacion (Figura 13), sin embargo dicha
correlacion no fue significativa en las plantas generadas por entrecruzamiento. Los alcaloides
también presentaron una relacion negativa significativa con la tolerancia, pero Unicamente en
progenies exdgamas (Figura 14). Lo anterior indica que existen correlaciones genéticas negativas
entre la tolerancia y caracteres especificos de la resistencia, que dependen del sistema de
apareamiento.
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Figura 11. Relacion entre la densidad promedio de tricomas foliares y la concentracioén de tropano alcaloides en plantas de
D.stramonium generadas por autofecundacion de acuerdo al tratamiento. (Atropina: Control R? = 0.036, P = 0.2073, Dafio
R?=0.18, P=0.0334; Escopolamina: Control R’ = 0.34, P = 0.0034, Dafio R* = 0.13, P = 0.0563).

Concentracion de
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Figura 12. Relacion entre la concentracion de Atropina y Escopolamina en plantas generadas a partir de diferentes
sistemas de apareamiento en D. stramonoum (Autofecundacion: R? = 0.233, P = 0.008; Entrecruzamiento: R = 0.410, P <

0.0001).
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Figura 14. Relacion entre la tolerancia y la concentracion de tropano alcaloides en D.stramonium para progenies de

plantas generadas por diferentes sistemas de apareamiento (Atropina: Autofecundacion R*> = 0.05, P

0.82,

Entrecruzamiento R = 0.20, P = 0.0233; Escopolamina: Autofecundacion R?*=0.028, P =0.2291, Entrecruzamiento R> =

0.19, P=0.0264).
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DEPRESION ENDOGAMICA

Encontramos que las plantas control presentan depresion endogamica para el area foliar promedio,

la densidad promedio de tricomas foliares, y la adecuacion relativa. En contraste, para las plantas

dafiadas no hubo depresion endogamica para ningin caracter. Por otro lado, encontramos alta
depresion exogdmica para la tolerancia (Tabla 5). Notamos valores medios positivos de depresion

endogamica para la tasa relativa de crecimiento y los alcaloides, sin embargo la variacion en estos

caracteres fue muy alta, haciendo que la depresion endogamica no fuera significativamente distinta
de cero (Figura 15). Esto pudo ocurrir por las limitaciones experimentales en la cuantificacién de

los tropano alcaloides, ya que no fue posible contar con replicas individuales.

Tabla 5. Promedios de la depresion endogamica errores estandar (Sz) y valores de ¢ y P para diferentes caracteres de
crecimiento, adecuacion y defensas en plantas dafiadas y no dafiadas de D. stramonium. En negrita se resaltan los valores
medios que son significativamente distintos de cero.

o £ = 3 = S ¢ .§ ;E = E g :5 @ «
$E SE ZEsE E5 E8E FE fE f¥% £3% | i
= = = ° g2 o° O ® O

& _ 00932 01323 01391 00613 00062 0.1620 02785 02724 |[-0.9286
S £ 00323 00560  0.0483  0.0660  0.0221 0.1855 04159 03955 || 0.3550
t 5 2.8823 23318 28125 09279 02077 0.8732 0.6696  0.6887 [ -2.6159
P 0.0095  0.0309  0.0111 03651  0.8377 0.3929 0.5108  0.4990 [ 0.017
3 -0.0003  0.0294  -0.0990  0.0738  -0.0036 0.0187 -0.0705  -0.0646

S; & 00393 00583 00698  0.0529 0.0271 02633 0.1754  0.1736

t & -00089 05007 -13493 13964 -0.1322 00712 -0.4021  -0.3720

p 0.9930  0.6223  0.1931  0.1787  0.8962 0.9439 0.6918  0.7138
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Figura 15. Depresion endogamica en caracteres vegetativos, defensivos y de adecuacion en D. stramonium segin el
tratamiento. Se resaltan con asterisco las variables cuyos valores medios fueron significativamente distintos de cero.

SELECCION NATURAL Y COSTOS ADAPTATIVOS

Los andlisis de regresion multiple de la adecuacion relativa solo fueron significativos para los
valores fenotipicos de los caracteres, por lo tanto los analisis de seleccidn que se presentan a
continuacion se refieren unicamente a dichos valores.

Encontramos un efecto positivo de los tricomas foliares sobre la adecuacion en las progenies sin
dafio foliar de ambos sistemas de apareamiento, y para las de entrecruzamiento con dafio, lo que
indica que dichas progenies no presentaron costos asociados a la produccion de tricomas foliares
(Tabla 6, Tabla 7). En las plantas no dafiadas de autofecundacion la relacion entre la adecuacion y
los tricomas no fue lineal, sino ligeramente curva, por tal razon es significativa tanto en el analisis
lineal como en el cuadratico (Figura 16).

Por otra parte, hubo un efecto positivo del area foliar promedio sobre la adecuacion en las plantas
sin dafio de entrecruzamiento; en contraste, la eficiencia en el uso del agua (EUA) y la tasa de
crecimiento presentaron pendientes negativas. Ademas, encontramos seleccion direccional positiva

37



para la tasa fotosintética en plantas dafiadas de entrecruzamiento, por lo tanto, aquellas plantas que
sufrieron dafio y tuvieron altas tasas fotosintéticas, tuvieron también mayor adecuacion.

2.0

—%— Autofecundacién

-¥- Entrecruzamiento

Adecuacion relativa (w)

0.0 T T 1
0 20 40 60

Densidad promedio de tricom as foliares

(#tricom as/cmz)

Figura 16. Analisis de costos en la adecuacion relativa (w) por la produccién de tricomas foliares (Autofecundacion R?
=0.2972, P ==0.00146; Entrecruzamiento R’ = 0.2499, P = 0.0025) en plantas sin dafio de D. stramonium.
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Tabla 6. Analisis de regresion lineal multiple de los gradientes de seleccion direccional (B) sobre los valores genéticos y
fenotipicos de los caracteres vegetativos y de resistencia en D. stramonium en progenies generadas por diferentes sistemas
de apareamiento y con diferente tratamiento. En negrita se resaltan los valores significativos (P < 0.05). La R? corresponde
a la varianza explicada ajustada del modelo de regresion lineal, junto a ella se muestran los valores de P y F' del modelo de
ANOVA de la regresion multiple lineal.

AUTOFECUNDACION ENTRECRUZAMIENTO
. Error Error
i s estandar G P s estandar t .
Area foliar promedio 0.0316 0.0276 1.1 0.263 0.0643 0.0171 3.8 0.0008
Tho el dle -0.149 0.1267 1 02497 -0.185 0.0818 2 0.0315
crecimiento
_ Tasa fotosintética 0.0187 0.2806 0.1 0.9474 -0.177 0.2816 -1 0.5339
= e
g EBficdenciaenclusodel 5061 0333 0 09808 0297 01408 2 0.0443
5 agua
Q . .
2 Densidad promediode 517 00052 33 g.0028* 00124 0004 3.1  0.0044
i Tricomas foliares
“§ Escopolamina 0.04 0.0547 1 04684 -0.036 0.0379 -1 03516
& Atropina -0.058 0.0497 1 02559 -0.012 0.044 0 07819
g R*=0.27, P=0.0242, F=2.8214 R*=0.48, P = 0.0004, F=5.6344
=} ¢
= Area foliar promedio  0.0249 00396 06 0534 -0.009 0.0317 0 07734
o) melhif als 20.102 0.207 1 0.6264 0.2139 0.1497 14  0.1622
crecimiento
Tasa fotosintética 0.2213 05175 04  0.6719 0.7246 02834 26  0.0152%
(=} . .
7 Bimepenclseddl g a0 02763 0.1 09576 0.0246 0.1493 02  0.8703
a agua
Daddht proiisiiods g g0 0.0087 1 02234 0.0082 0.0038 22  0.0371*
Tricomas foliares
Escopolamina 0.025 0.0699 0 07234 -0.059 0.0417 -1 0.163
Atropina 0.012 0.058 02  0.8388 0.0036 0.0694 0.1 09587
R?=10.00, P = 0.8247, F=0.5034 R?=0.25, P=0.0155, F=2.9627
AUTOFECUNDACION ENTRECRUZAMIENTO
a Error Error
e A estandar P / estandar .
Area foliar promedio ~ 0.0433 00765 06  0.592 0.0382 0.0496 0.8  0.43596
et el 6z -0.653 0.6313 1 03407 0516 0.3869 21 02118
crecimiento
= Tasa fotosintética -0.021 0.2645 0 09398 0.334 02052 1.6  0.1346
S e
g FBfidenciaenclusodel o515 g4053 a1 0620 01965  0.17 17  0.1241
S agua
Lamstibd pometiods g oo 00136 2.5  0.0457* 0.0017 0.0063 03  0.7921
- Tricomas foliares
=}
3 Escopolamina -0.075 0.1114 1 05273 -0.041 0.085 1 0.6431
£ Atropina -0.105 0.1321 2104561 0.126 0.0861 15 0174
z R?=0.23, P=0.3009, F=1.5645 R2=0.19, P = 0.2439, F=1.5902
St
= ,
K Area foliar promedio 20.072 0.0504 1 0.1786 -0.045 0.0639 -1 04959
o et dls 0.3838 05317 07 04832 0.3571 0.5351 07 05183
crecimiento
. Tasa fotosintética 0.346 0.2855 1 02471 -0.134 0.3332 0 0.6959
= . .
a Eﬁc‘em‘zgel‘::l wodel 60527 00891 03 07851 00576  0.1234 05  0.6499
Pemlibdpmmeiiog g 0.0088 2 0.0942 -0.007 0.0124 -1 05902
Tricomas foliares
Escopolamina 0.115 0.0841 1 0.1949 -0.095 0.0809 1 02643
Atropina 0.0882 0.0862 1 0.3246 -0.004 0.1131 0 09728
R>=0.11, P = 0.3003, F=1.3585 R*=0.00, P = 0.7053, F=0.6547
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Tabla 7. Analisis de regresion cuadratica multiple de los gradientes de seleccion natural no lineal (y) sobre los valores

genéticos y fenotipicos de los caracteres vegetativos y de resistencia en D. stramonium en progenies generadas por

diferentes sistemas de apareamiento y con diferente tratamiento. En negrita se resaltan los valores significativos (P <
0.05). La R? corresponde a la varianza explicada ajustada del modelo de regresién. junto a ella se muestran los valores de
Py F del modelo de ANOVA de la regresion multiple lineal. En el caso de los valores genéticos no fue posible incluir en

el modelo los factores cuadraticos de los alcaloides debido a sesgos estadisticos

AUTOFECUNDACION ENTRECRUZAMIENTO
Caracter E,"‘" t P v Error estindar t P
= estandar -
(Area foliar promedio”  0.0108  0.0128  0.85  0.408 -0.008 0.0075 1.1 03
(RS EENEIES 00413 01844 02 0825 0.0082 0.1676 0.05 1
crecimiento)?
(Tasa fotosintética)? -4.7149 3.9764 -1.2 0.25 0.4153 2.3682 0.18 0.9
£ (Bficienciaenclusodel 5,550, 59847 01 0011 0.0274 0.5802 0.05 1
£ agua)
s . .
(Densidad promediode ) 5057 0003 .22 0.037 0.0007 0.0004 1.56 0.1
" Tricomas foliares)?
=]
2 (Escopolamina)’ 00247 00259 095 0352 0.0087 0.0304 0.28 0.8
g (Atropina)® 0.0031 00413 007 0941 -0.062 0.0444 14 02
D
™
g R*=0.26, P=0.0981, F=1.8691 R?=0.50, P=0.0044, F=3.5556
=]
g (Area foliar promedio)  -0.0324  0.0163 2 0059 0.0125 0.0167 075 05
(Tasa relativa d
Tasa relativa de 0.4094 05904 07 0495 -0.074 0.3695 0.2 0.8
crecimiento)
(Tasa fotosintética)? 39623 35129 -1 0271 1.3442 2.1891 0.61 0.5
. =
8| (Bficienciaenclusodel 9395 10386 09 0375 -0.632 0.5143 -2 02
a agua)
(Densidad promediode 5505 00009 0.56  0.582 3E-04 0.0003 -1.1 03
Tricomas foliares)
(Escopolamina)’ 00115 00557 021 0838 -0.007 0.0324 0.2 0.8
(Atropina)? 0.0245 00502 049  0.63 -0.027 0.0867 0.3 0.8
R?=0.0, P=0.7188, F=0.7378 R?=0.19, P=0.1124, F=1.73103
AUTOFECUNDACION ENTRECRUZAMIENTO
Caracter LS t P Error estandar t P
r estandar x
(Area foliar promedio  0.1534  0.0655  2.34 0257 -0.016 0.0313 0.5 0.6
(ESEHSTBEIES 15021 87491 172 0336 2.2109 3.1017 0.71 05
_ crecimiento)
£ (Tasa fotosintéticay? 2.975 11544 258 0236 -1.469 0.7467 2 0.1
= -
, o (Eficienciaenclusodel so00,  gg417 700 0.089 04537 0.1623 28 0.0382
S agua)
= . .
g (Densidad promediode 007 ggo11 61 0.104 0.0018 0.0014 123 03
& Tricomas foliares)
H R?=0.97, P=0.1268, F=37.5920 R*=0.45, P=0.2030, F=2.1629
= ]
> (Area foliar promedio)’  0.0118  0.0217  0.54  0.601 0.0221 0.0454 049 06
(EID e 0.1164  3.8873 0 0977 -4.006 4.6179 0.9 0.4
crecimiento)?
S (Tasa fotosintética)? -1.0913 14063 0.8 046 1.0043 1.0818 0.93 0.4
I . .
| (Bficienciaenelusodel 675 5175 02 0843 -0.263 024 -11 03
agua)
(Densidad promediode 5911 9002 0.5 0609 -0.002 0.0016 1.4 02

Tricomas foliares)?

R*=0.0, P=0.7015, F=0.7273

R>=0.08, P=0.4629, F=1.1351
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DISCUSION

El sistema de apareamiento de las plantas afecta pardmetros poblacionales como la diversidad y
estructura genética (Hamrick & Godt, 1996). La endogamia local afecta componentes de la
adecuacion (Charlesworth & Willis, 2009) asi como la interaccion con enemigos naturales como
herbivoros, patdégenos y virus. La evidencia indica que las progenies derivadas de endogamia, en
contraste con las derivadas de entrecruzamiento, sufren reducciones en resistencia a sus enemigos
naturales (ver revision en Nufez-Farfan et al. 2007; Campbell, 2015). No obstante, con pocas
excepciones, se desconocen los caracteres defensivos que son afectados por la endogamia
(Campbell et al., 2014). Con base en evidencia derivada de estudios agronomicos, Nufiez-Farfan et
al. (1996) hipotetizaron que la endogamia reduce la defensa contra herbivoros, exacerbando la
depresion endogdmica sobre la defensa a través de reducir la heterocigosis individual. Por tanto, es
relevante el estudio de los caracteres defensivos que la endogamia podria afectar.

Los resultados del presente estudio sugieren un escenario complejo. En primera instancia,
los sistemas de apareamiento tuvieron efectos diferenciales, tanto sobre los caracteres relacionados
con el crecimiento, como con la adecuacion relativa y la correlacion entre las diferentes estrategias
de defensa. Las progenies exdgamas presentaron una alta tasa de crecimiento, y las que no fueron
dafiadas presentaron ademas mayor area foliar y adecuacion relativa con respecto a las progenies
autégamas. A pesar de tales diferencias en varios caracteres, la tasa fotosintética no difirio
significativamente entre plantas de ambos sistemas de apareamiento y tratamiento. Adicionalmente,
para plantas de ambos sistemas de apareamiento hubo una correlacién negativa entre la tolerancia y
caracteres especificos de la resistencia.

Encontramos depresion endogamica para la densidad de tricomas foliares, la adecuacion
relativa y el area foliar en plantas sin dafio. Asimismo, aunque no fue significativamente distinta de
cero, la depresion endogamica promedio fue positiva para la tasa relativa de crecimiento y los
tropano alcaloides. Dada la limitada cantidad de muestra disponible para la extraccion y
cuantificacion de alcaloides, no nos fue posible realizar replicas a nivel individual para la
concentracion de atropina y escopolamina, lo que probablemente limit6é nuestro el poder estadistico.
Por lo anterior, y a pesar de que los analisis de varianza no mostraron diferencias significativas en la
variacion de los caracteres de resistencia debidas al sistema de apareamiento, no descartamos que
las plantas exogamas puedan presentar una mayor expresion de tropano alcaloides que las
autogamas. Si esto ocurriera, explicaria parcialmente las observaciones de Bello-Bedoy y Nuiez-
Farfan (2010) quienes encontraron que, en condiciones naturales, progenies endogamicas de D.
stramonium fueron mas consumidas por herbivoros que las exogdmicas, pues varios estudios sobre
esta especie sugieren que los alcaloides son caracteres adaptativos que disminuyen el dafio por
herbivoros y que estos ultimos imponen una presion selectiva sobre los caracteres de resistencia
(Castillo et al., 2013; Karinho-Betancourt & Nuifiez-Farfan, 2015; Shonle & Bergelson, 2000;
Valverde et al., 2001).

La depresion endogamica en componentes de adecuacion podria limitar la evolucion hacia
la autofecundacion como unica estrategia reproductiva (Nufiez-Farfan et al., 1996; Nuiez-Farfan &
Dirzo, 1994), en conjunto con otros factores muy complejos como la interaccion con diferentes
tipos de herbivoros y la intensidad del ataque de los mismos (Bello-Bedoy & Nuifiez-Farfan, 2011).
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Sosenski-Correa (2004) encontré depresion endogamica tanto para la masa de las semillas como
para el numero de semillas en plantas provenientes de la misma poblacién que las nuestras
(Teotihuacan). Los valores de depresion endogamica en ese estudio fueron menores a 0.5, lo que, en
conjunto con los valores reportados anteriormente por Nuflez-Farfan (1991) y Bello-Bedoy &
Nufiez-Farfan (2010) para el nimero de semillas, .sugiere que la poblacion podria estar
evolucionando hacia la autofecundacion (Schemske & Lande, 1985).

Debe tenerse en cuenta que, dado que nuestras plantas crecieron en condiciones de
invernadero, la depresion endogamica que encontramos en nuestro estudio puede ser mas baja para
los caracteres de resistencia que la que podria esperarse en plantas en condiciones naturales (Kariyat
et al.,, 2011). Ademas, también debe tenerse en cuenta la historia poblacional, pues esta puede
repercutir en la magnitud de la depresion endogamica. Las progenies que usamos en este
experimento son producto de una generacion de cruzas controladas, por lo que se esperaria que la
endogamia fuera de aproximadamente 0.5. Sin embargo es muy probable que, siendo D.
stramonium una especie con autofecundacion frecuente, el nivel de endogamia sea més alto, incluso
para plantas con entrecruzamiento, debido a endogamia en generaciones anteriores. Por lo tanto
sugerimos que, para la realizacion de nuevos experimentos que aborden los sistemas de
apareamiento y los posibles efectos de la depresion endogamica, se repliquen los tratamientos en
condiciones naturales y de invernadero, y se incluyan plantas con un mayor coeficiente de
endogamia.

Otro factor importante a considerar es que todas las semillas de nuestras progenies de
diferente sistema de apareamiento fueron producidas por autofecundacién. De esta manera
aseguramos una comparacion sencilla entre todos los individuos, pero hacemos que toda la
generacion F2 tanto de plantas autogamas como de exogamas, tenga endogamia. Muy
probablemente, de haber realizado cruzas controladas en nuestras flores, hubiéramos obtenido un
mayor numero de semillas mediante el entrecruzamiento. Sin embargo, algunas limitaciones
experimentales como el nimero de flores nos hubieran impedido hacer tal tipo de disefio, pues las
plantas en condiciones de invernadero no son tan vigorosas ni tienen tantas flores como las plantas
en condiciones naturales (observacion personal). Para estudios futuros, recomendamos hacer varias
generaciones de cruzas controladas, ya que esto permitiria tener varios niveles de endogamia dentro
de un experimento.

Nuestros hallazgos son contrarios a los de otros estudios realizados en plantas de la misma
poblacion (Teotihuacan) que afirman que el dafo exacerba los efectos de la depresion endogamica
(Bello-Bedoy & Nufiez-Farfan, 2010, 2011), pues solo detectamos depresion endogédmica en plantas
no danadas. Puede que esto ocurra porque, en ausencia de dafio, las plantas de entrecruzamiento
tuvieron altos valores promedio para casi todos los caracteres medidos, sin embargo el dafio hizo
que sus valores "cayeran al mismo nivel" que las plantas con autofecundacion. Por otra parte, debe
tenerse en cuenta que nuestro experimento solo explord la defoliacion por dafio artificial en
condiciones de invernadero, mientras que, en los estudios referidos, el dafo fue causado por
herbivoros en condiciones naturales. Probablemente los efectos del dafio sobre la depresion
endogamica no solo estén dados por el dafio mismo, sino por interacciones complejas inherentes al
consumo de tejido por herbivoros (i,e. elicitores), por lo tanto el herbivorismo puede ser mucho mas
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estresante que el dafio abidtico. La depresion endogamica puede depender entonces de la cantidad
de dafio recibido, asi como del tipo de dafio (Leimu et al., 2008).

Dado que las defensas repercuten directamente sobre la adecuacion y sobre la interaccion
planta-herbivoro, la depresion endogamica sobre las defensas puede ser también determinante en la
evolucion del sistema de apareamiento. De acuerdo con Campbell et al. (2013), tanto la expresion
del sistema de apareamiento, como de rasgos reproductivos y la magnitud de la depresion
endogamica pueden estar determinadas por la interaccion planta-herbivoro, por lo que, la seleccion
sobre la estrategia de apareamiento afectara la seleccion sobre las defensas. La evolucion de la
depresion endogamica dependera entonces tanto de la evolucion del sistema de apareamiento
(Nufiez-Farfan et al., 1996) como de la correlacion entre caracteres afectados por la depresion
endogamica (Bello-Bedoy & Nufiez-Farfan, 2011; Leimu et al. , 2008).

En nuestro estudio, demostramos que existe variacion en la respuesta de las plantas a la
defoliacién entre sistemas de apareamiento. Los caracteres de resistencia muestran depresion
endogamica, mientras que lo contrario ocurre para la tolerancia. Estos hallazgos indican que,
aunque en las plantas de autofecundacion tienen desventajas respecto a las de entrecruzamiento,
también poseen una alta capacidad para tolerar, lo que podria limitar el mantenimiento del
entrecruzamiento como Unico sistema de apareamiento. Si bien se cree que en D. stramonium
ocurrié una transicion del entrecruzamiento obligado a la autofecundacion (Campbell & Kessler,
2013), los sindromes florales sugieren que esta transicion no es completa y por ello se ha propuesto
que para estas plantas un sistema de apareamiento mixto podria representar una estrategia evolutiva
estable (Motten & Antonovics, 1992), lo que depende ademas de la presion selectiva que ejerce el
herbivorismo sobre las estrategias reproductivas de las plantas.

Numerosos estudios reportan un mayor dafio por herbivoros en progenies generadas por
autofecundacion respecto a las generadas por entrecruzamiento (Bello-Bedoy & Nufiez-Farfan,
2010, 2011; Du et al., 2008; Kariyat et al., 2011; Leimu et al., 2008; Muola et al., 2011), lo que
sugiere que el herbivorismo es una presion selectiva que puede determinar el mantenimiento o no
de un sistema de apareamiento mixto (Muola, et al. 2010; Nufiez-Farfan et al., 2007). Varios
estudios han planteado que la tolerancia puede ser una estrategia defensiva efectiva, particularmente
en ambientes heterogéneos donde el ataque de herbivoros es impredecible y las respuestas
compensatorias implican menos costos que una inversion constitutiva en resistencia (Campbell &
Kessler, 2013; Kessler & Baldwin, 2002).

Sin embargo, la tolerancia también puede implicar costos por la capacidad de
mantenimiento de la inducibilidad de la respuesta, por la reasignacién de recursos que dejan de
invertirse en procesos como la supervivencia, y la reproduccion (Fornoni et al., 2003). Se ha
planteado que la tolerancia puede ser también perjudicial, ya que si las plantas que compensan son
mas atractivas para los herbivoros, tendran a su disposicion mas tejido vegetal para consumir que en
plantas poco tolerantes. Esto supondria que la tolerancia podria imponer seleccion sobre los
herbivoros al afectar sus preferencias alimenticias (Fornoni, 2010). Sin embargo, esta suposicion ha
sido cuestionada porque, a diferencia de los caracteres de resistencia, la tolerancia no afecta
directamente a los herbivoros ni su desempefio, ademas no necesariamente esta directamente
relacionada con la calidad nutricional de la planta (Garrido-Espinosa & Fornoni, 2006). Entonces,
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probablemente las preferencias de consumo por parte de los herbivoros estan mas determinadas por
los niveles de resistencia de las plantas que por sus niveles de tolerancia.

En un estudio macroevolutivo realizado con varias especies de la familia Solanaceae,
Campbell y Kessler (2013) afirman que las plantas como D. stramonium, que crecen en ambientes
cambiantes en donde la probabilidad de ataque es impredecible, tendran una respuesta plastica al
herbivorismo. En contraste, las respuestas constitutivas, al expresarse en todo momento, solo serian
ventajosas en ambientes con muchos herbivoros, sin embargo serian muy costosas en ausencia de
ellos. Estos autores aseguran que la endogamia favorece la expresion de defensas plasticas, ya que
la pérdida de la auto-incompatibilidad genética permitié a las plantas colonizar muchos ambientes
en que la probabilidad e intensidad de la herbivoria fueron bajas, y esto vino acompafiado de un
aumento en la endogamia. Por lo anterior, Campbell y Kessler (2013) afirman que tanto los
sistemas de apareamiento, como las interacciones con herbivoros tienen un papel importante en la
evolucion de la plasticidad. Nuestros resultado apoyan parcialmente estas hipdtesis, ya que
detectamos que la tolerancia, que es una respuesta plastica, fue mayor en progenies de plantas
autdbgamas que en progenies exdgamas. Estas ultimas presentaron valores bajos de tolerancia
ademas de un trade-off entre la tolerancia y los caracteres constitutivos de resistencia.

Un punto interesante para abordar en estudios futuros es la relacién de la depresion
endogamica y la expresion de la tolerancia y la resistencia con la denso-dependencia.
Probablemente los efectos de la depresion endogamica no seran los mismos en poblaciones con
pocas plantas que en poblaciones con muchos individuos, ya que la resistencia y/o tolerancia de los
vecinos, asi como su cercania podria determinar la probabilidad de ataque a cada individuo. En
otras palabras, la depresion endogamica podria exacerbarse por efectos de denso-dependencia, y no
unicamente por factores externos a la poblacion ( Ver el trabajo de Yun & Agrawal, 2014). Por otra
parte, es también importante la densidad poblacional de los herbivoros y la intensidad y severidad
con la que ataquen, ya que de esto pueden depender los costos asociados a la expresion de
caracteres de defensa.

En nuestra poblacion experimental no detectamos que la endogamia redujera la expresion
de la tolerancia; por el contrario, demostramos que la endogamia incremento la tolerancia, lo que se
hizo evidente en la depresion por exogamia para ese caracter. Algunas hipdtesis sobre la defensa en
las plantas, como el balance entre nutrientes y carbono (Bryant et al., 1983), y la disponibilidad de
recursos (o la tasa crecimiento, de Coley et al., 1985) predicen que, cuando los niveles de recursos
son bajos, habra una baja tasa de crecimiento y se favorecera una alta produccion de defensas
constitutivas en lugar de la expresion de respuestas compensatorias plasticas (Stamp, 2003); sin
embargo, nuestros resultados son contrastantes con estas predicciones. En primer lugar, aunque
crecieron en un medio "igualmente pobre en recursos", nuestras plantas presentaron diferentes tasas
de crecimiento, segun el sistema de apareamiento, a pesar de que sus tasas fotosintéticas no fueron
significativamente distintas. Las plantas de autofecundacion presentaron bajas tasas de crecimiento
respecto a las de entrecruzamiento, sin embargo presentaron mas tolerancia, tal como predice el
modelo de Hilbert et al, 1981. Ademas, hubo depresion endogamica para los caracteres de
resistencia, y estos solo se expresaron de forma constitutiva. Debido a que la tasa fotosintética y la
disponibilidad de nutrientes no difirieron entre plantas de ambos sistemas de apareamiento y
tratamientos, las diferencias en crecimiento y plasticidad entre plantas de diferente sistema de
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apareamiento debieron estar determinadas por factores intrinsecos en el balance interno de recursos
y el metabolismo.

La tasa de crecimiento tuvo una relacion positiva con el area foliar, y fue mayor en las
plantas de entrecruzamiento, por esa razon, cuando no recibieron dafio, tuvieron valores mas altos
para los caracteres vegetativos y reproductivos. La remocion de tejido foliar limit6 la disponibilidad
de recursos para compensar, redujo la tasa de crecimiento y elimind las diferencias en produccion
de semillas y area foliar entre plantas de diferente sistema de apareamiento. Las bajas tasas de
crecimiento en las plantas de autofecundacion que no fueron dafiadas indican que su potencial de
crecimiento en comparacion con las de entrecruzamiento era muy bajo. Esto probablemente pueda
atribuirse a que de por si se encontraban por debajo de un umbral de crecimiento que dificilmente
podrian haber superado en peores condiciones, y que podria depender de efectos deletéreos de la
endogamia sobre la regulacion de procesos relacionados con la absorcion de nutrientes.
Probablemente la cantidad de dafio recibido fue tal, que llevd bajo ese mismo umbral de
crecimiento a las plantas de entrecruzamiento, por lo que dificilmente habrian podido llegar a
equiparar a las plantas que no fueron danadas.

Aunque las plantas de autofecundaciéon presentaron menor tasa de crecimiento, al parecer
fueron mas plasticas que las de entrecruzamiento en cuanto a la reasignacion los recursos existentes
a las hojas y semillas. Tales diferencias en plasticidad probablemente estén determinadas por el
rompimiento de complejos de genes coadaptados que solo sean mantenidos bajo endogamia.
También es posible que las diferencias en tolerancia se deban a procesos previos de purga de alelos
deletéreos recesivos en las plantas endogamicas que se han mantenido en la poblacion por el
entrecruzamiento (Bello-Bedoy & Nuiiez-Farfan, 2010), pues, como mencionamos anteriormente,
hay evidencia de que la endogamia es frecuente en D. stramonium. Debe tenerse en cuenta que
nuestra medida del crecimiento se basé en la longitud del tallo y no en el incremento de biomasa,
tampoco hicimos un analisis de nutrientes, por lo que sugerimos que estudios posteriores incorporen
dichas variables.

Otra explicacion posible para las diferencias entre sistemas de apareamiento es que la forma
de la funcion de produccion de area foliar y semillas respecto a la cantidad de dafio tenga una forma
distinta para las plantas exogamas y autogamas. Segun varios estudios (Avila-Sakar & Laarakker,
2011; del-Val & Crawley, 2004; Nufiez-Farfan et al., 2007; Tiffin & Rausher, 1999) las curvas de
produccion de biomasa y de tolerancia respecto al dano podrian tener una forma convexa en vez de
lineal, por lo que, después de cierto valor umbral de dafio, ya no habrian consecuencias drasticas en
la adecuacion en caso de que las tasas de crecimiento cambien de manera proporcional al nivel de
dafio. Este podria ser el caso de las plantas de autofecundacion, mientras que en las plantas de
entrecruzamiento la relacion dafio-compensacion puede ser mas lineal o presentar un valor de dafio
"umbral" mas pequefio que el de las plantas de autofecundacion, por encima del cual no habra
compensacion. Entonces, probablemente en este estudio el nivel de dafio determind las respuestas
de las plantas de ambos sistemas de apareamiento, que podrian ademas tener diferentes umbrales de
cantidad de dafio para la expresion de respuestas plasticas, por lo que recomendamos que estudios
posteriores evaltien diferentes niveles de dafio.

Por otra parte, nuestros resultados muestran que los caracteres de resistencia de D.
stramonium son constitutivos ya que no presentaron induccion por dafio foliar, lo que apoya los
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resultados de otros trabajos previos (Karifiho-Betancourt & Nufiez-Farfan, 2015; Shonle &
Bergelson, 2000). Al igual que Karifnho-Betancourt & Nufiez-Farfan (2015), s6lo encontramos
seleccion direccional positiva sobre los tricomas foliares en plantas que no sufrieron dafio, y en
plantas de entrecruzamiento con dafio, esto evidencia que no se presentaron costos por la
produccion de tricomas (Simms & Rausher, 1987). El tnico grupo que no present6 una correlacion
positiva entre la adecuacion y los tricomas fue el de las progenies autdégamas con dafio, esto
supondria una desventaja, si los tricomas son importantes para otras funciones diferentes de la
defensa que esten relacionadas con el mantenimiento de la adecuacion (Stowe, 2013), como la
regulacion térmica o hidrica (Kariftho-Betancourt et al., 2015). Por lo tanto, es importante recalcar
que las diferencias de consumo por parte de herbivoros en progenies de plantas provenientes de
diferentes sistemas de apareamiento pueden estar determinadas por otros caracteres que influyen,
por ejemplo, en el crecimiento, o en la calidad nutricional.

En nuestro estudio evaluamos la expresion fenotipica de caracteres de defensa quitando por
completo las ventajas de la resistencia al imponer la pérdida de la mitad del 4rea foliar de la planta
por dafio mecanico, justo antes de iniciarse la etapa reproductiva. El dafio artificial impuesto
supondria un doble costo para las plantas con altos niveles de resistencia, ya que generaron o
mantuvieron defensas (i.e. alcaloides o tricomas) que no evitaron el dafio mecanico. La produccion
de dichas defensas implico una alta inversion energética que ademas no estuvo determinada por la
presencia ni la cantidad de dafio. El dafio en si mismo representd entonces otro costo dado por la
pérdida de area foliar, de biomasa y de recursos para la reproduccion. Probablemente esto ocurrio
en las plantas de entrecruzamiento, pues tendieron a ser mas resistentes que tolerantes, y explicaria
ademas la reduccion abrupta en los caracteres vegetativos y reproductivos cuando son dafadas.

Cuando los tricomas foliares no son una defensa efectiva contra el dafio, los recursos de la
planta deben invertirse, no sélo en el mantenimiento de las funciones metabdlicas y en la
reproduccion, sino también en la cicatrizacion, reposicion y/o reparacion de estructuras dafiadas. Lo
anterior podria explicar la correlacion negativa entre la tolerancia y los caracteres de resistencia,
pues, en la medida en que se evite el dafio, menos sera necesario compensar (Fineblum & Rausher,
1995). La presencia de una correlacion negativa entre tolerancia y resistencia depende de los costos
asociados a cada estrategia (Fornoni et al., 2004) y puede involucrar cambios en las presiones
selectivas sobre los herbivoros, ya que podria determinar cambios en la cantidad y calidad de tejido
disponible para consumir, y esto a su vez influiria en el desempefio de los herbivoros (Fornoni,
2010). Dado que la resistencia y la tolerancia se han considerado funcionalmente redundantes, la
correlacion negativa entre ellas podria causar que la evolucion por seleccion lleve al
establecimiento de una u otra estrategia de defensa dependiendo de los factores que afecten los
patrones de variacion de ambas (i.e, disponibilidad de recursos, crecimiento, tipo ¢ intensidad de
herbivorismo), en lugar de que se favorezcan altos niveles de ambas (Leimu & Koricheva, 2006;
Mauricio et al., 1997).

En el presente trabajo demostramos que el sistema de apareamiento por el cual se generan
las plantas puede determinar la variacion de las defensas y por lo tanto su evolucion. Danamos un
50% del area foliar y encontramos una correlacion negativa entre la resistencia y la tolerancia, sin
embargo no detectamos varianza genética para este ultimo rasgo. Nuestras observaciones apoyan
parcialmente las observaciones de Karifiho-Betancourt & Nuifiez-Farfan (2015), quienes realizaron
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un experimento de campo con D. stramonium en el que las plantas sufrieron alrededor de un 10%
de dafo de area foliar. Estos autores tampoco encontraron varianza genética en la tolerancia ni una
correlacion entre este rasgo y la resistencia, lo que atribuyeron a la baja cantidad de dafio que las
hojas reciben.

Segun Fornoni y colaboradores (2003) y Valverde y colaboradores (2003) la magnitud del
dafio foliar puede restringir la deteccién de varianza genética de la tolerancia, asi como de una
correlacion significativa entre la tolerancia y la resistencia. Encontramos correlaciones negativas
entre caracteres de resistencia y tolerancia a pesar de que no detectamos varianza genética para este
caracter. Creemos que hay un sesgo debido al poder estadistico inherente a la forma en que
calculamos la tolerancia a partir de promedios familiares; esto dificulta la deteccion de varianza
genética para este caracter, por lo que no descartamos que ésta exista.

En nuestro experimento, tal como se ha sugerido en algunos estudios (Leimu & Koricheva,
2006; Stowe, 1998), la tolerancia puede correlacionarse con caracteres especificos de resistencia.
En este sentido, nosotros encontramos que ademas dichas correlaciones son diferentes para las
progenies de cada sistema de apareamiento. En las plantas de entrecruzamiento, la tolerancia tuvo
una correlacion negativa con los tropano alcaloides, mientras que en las plantas de autofecundacion,
dicha correlacion se dio con los tricomas foliares. Lo anterior concuerda con la depresion
endogamica que encontramos para los tricomas y los alcaloides, y con los bajos niveles de
tolerancia en las plantas de entrecruzamiento; esto podria ademas explicarse por la adopcion de
estrategias alternativas de defensa de acuerdo al sistema de apareamiento en esta poblacion.

En las plantas de entrecruzamiento que no sufrieron dafio, la adecuacion se correlaciond
positivamente con el area foliar, pero negativamente con la eficiencia en el uso del agua y con la
tasa de crecimiento. Esto puede explicarse por la elevada tasa de crecimiento de las plantas
exodgamas respecto a las autdogamas. Si bien estas plantas fueron eficientes para generar area foliar
en ausencia de dafio, probablemente su elevada tasa de crecimiento implic6 un costo entre crear mas
hojas y asignar recursos al resto de la planta (i,e. tallos) cuando fueron dafadas.

Nuestro trabajo intentd dar luz sobre la expresion diferencial de las defensas anti-herbivoros
en relacion al sistema de apareamiento, sin embargo debe considerarse que la endogamia no solo
repercute en la expresion de defensas, sino también en otros caracteres de la planta que pueden estar
correlacionados como el crecimiento. Por lo tanto, la depresion endogamica puede afectar de forma
similar a caracteres que estén correlacionados, aun cuando el efecto se exprese en diferentes etapas
ontogenéticas (Bello-Bedoy & Nufiez-Farfan, 2011). Varios estudios sugieren que las correlaciones
entre tolerancia y resistencia a herbivoros pueden variar durante la ontogenia, pues las presiones
ambientales y las interacciones entre plantas y herbivoros cambian para los individuos durante el
desarrollo, y por lo tanto se espera que eso mismo ocurra con las defensas. Boege et al., (2007)
encontraron que los niveles de resistencia de Brassica rapa en estados juveniles pueden determinar
los niveles de tolerancia en la etapa adulta, y sugieren que tales cambios en la correlacion entre
defensas puede deberse a la variacion de sus costos a lo largo del desarrollo. Hoque y Avila-Sakar
(2015) encontraron que la correlacion negativa entre tolerancia y resistencia fue particularmente
fuerte en la etapa pre-reproductiva de Arabidopsis thaliana y que se debilitd a medida que las
plantas entraban en la etapa reproductiva. Por otra parte, Kariiiho-Betancourt y colaboradores
(2015) afirman que las correlaciones entre caracteres fisicos y quimicos de resistencia cambian
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cuando las plantas alcanzan su madurez; y ademas varian de acuerdo al tipo de dafio recibido por la
planta. Dada la gran complejidad de las interacciones entre defensas que evidencian estas
investigaciones, proponemos que en estudios futuros se evalue si las diferencias en las correlaciones
entre caracteres especificos de resistencia y tolerancia varian de forma distinta durante la ontogenia
en progenies de diferentes sistemas de apareamiento. Otra alternativa interesante para proximos
estudios es evaluar en condiciones naturales si la cantidad de dafio por parte de herbivoros
especialistas difiere de la cantidad de dafio por parte de generalistas en plantas de diferente sistema
de apareamiento, lo que podria esperarse teniendo en cuenta las diferencias en la expresion de
defensas y la variacion en sus correlaciones entre estrategias reproductivas.

48



CONCLUSIONES

La evolucioén entre el sistema de apareamiento puede determinar la evolucion de las estrategias de
defensa en las plantas; asi mismo, los herbivoros podrian ejercer una presion selectiva para el
mantenimiento de un sistema de apareamiento u otro, ya que la respuesta al dafio foliar entre
progenies de plantas autogamas y exogamas es diferencial. Encontramos que las plantas
endogamicas presentan menor tasa de crecimiento, area foliar y adecuacién que las exogamicas;
ademas, detectamos depresion endogamica para los tricomas foliares y una tendencia a la depresion
endogamica para los tropano alcaloides. La autofecundacion, a diferencia del entrecruzamiento, no
reduce necesariamente la expresion de todas las defensas, sino que puede incluso aumentarlas como
ocurri6 con la tolerancia. Las diferencias en la expresion fenotipica de defensas entre los sistemas
de apareamiento no sélo estan determinadas por el grado de expresion de los rasgos, sino también
por correlaciones entre rasgos especificos, pues, como vimos, la tolerancia puede correlacionarse
con diferentes caracteres de resistencia. Ademas, los efectos del sistema de apareamiento sobre la
respuesta de las plantas al dafio estan determinados tanto por la expresion diferencial de defensas,
como de caracteres intrinsecos de las plantas como la tasa de crecimiento que pueden variar por
factores externos como la cantidad de dafo.

Creemos que en el futuro deben abordarse los efectos del sistema de apareamiento tanto en
condiciones naturales como de invernadero y deben evaluarse de forma mas detallada factores
como la tasa de crecimiento, y el contenido de nutrientes de la planta en diferentes niveles de dafio
y/o etapas ontogenéticas para detectar posibles diferencias entre estrategias reproductivas dadas por
estas variables. También recomendamos evaluar el impacto de la densidad de plantas y herbivoros
sobre la depresion endogamica, y el efecto que tienen diferentes tipos de herbivoro sobre progenies
derivadas de diferentes sistemas de apareamiento, para entender mejor la variaciébn que ocurre en
poblaciones naturales y la forma en que las comunidades de herbivoros pueden modificar las
dinamicas reproductivas.
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