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RESUMEN

La evolucion de la gran diversidad de flores entomdfilas es resultado de la interaccion con
distintos polinizadores o agentes de seleccion. Sin embargo, cuando las poblaciones de plantas
colonizan nuevas &reas donde éstos no estan presentes y/o hay limitacién de parejas
reproductivas, podrian darse cambios en el fenotipo floral que conducirian a un cambio en el
sistema de apareamiento donde se favoreceria la autogamia maximizando asi el fitness (i.e.,
éxito reproductivo). Ademas, la variacion genética que se esperaria encontrar en el nuevo rango
seria menor en contraste con la del rango nativo debido al efecto fundador; sin embargo, las
poblaciones de la distribucion no-nativa podrian haber evolucionado plasticidad fenotipica en
rasgos que promovieran la autofecundacion. Para evaluar esto, hemos estudiado cuatro
poblaciones, dos de la distribucion nativa (Meéxico) y dos de la distribucion no-nativa (Espafia)
de Datura stramonium, una planta invasora subcosmopolita, con sindrome de polinizacion por
esfingidos y un sistema de apareamiento mixto. Se llevo a cabo un experimento en invernadero
donde se cultivaron diez familias genéticas de hermanos completos (derivados de
autofecundacion) de cada poblacion en bajo y alto nivel de nutrientes (cuatro réplicas en cada
nivel) para investigar la variacion genética y plasticidad fenotipica del tamario de la corola, la
hercogamia (separacion espacial entre estigma y anteras), el volumen de néctar, la relacion
polen/6vulos, el nimero y masa de las semillas derivadas de autofecundacion y fecundacion
cruzada, la apertura de la corola y la protandria. Los resultados revelaron que: 1. Existe
diferenciacion entre poblaciones en todos los rasgos florales asi como diferenciacion
significativa entre el rango nativo y no-nativo para la hercogamia. 2. Los caracteres florales
presentan mayor heredabilidad (en sentido amplio) en las poblaciones del rango nativo. 3. Los
caracteres mas plasticos son los relacionados con el fitness (niUmero y masa de las semillas) y
volumen de néctar, siendo la poblacion del rango nativo la mas plastica . 4. No se encontro
depresion endogamica en las poblaciones no-nativas y baja en las nativas. 5. El fenotipo floral
estd integrado significativamente en todas las poblaciones, y las poblaciones no nativas
presentan mayor integracion fenotipica floral que las nativas. 6. La cantidad de polen producido
por flor tiende a ser menor en las poblaciones no-nativas. 7. Existen diferencias significativas
entre rangos en la dehiscencia de las anteras. Mis resultados apoyan la idea de evolucion del
sistema de apareamiento hacia la autogamia en poblaciones del rango no-nativo de Datura
stramonium, evidenciandose a partir de los rasgos florales atribuibles al sindrome de la
autopolinizacién (que se traduce en “garantia reproductiva™) y a la ausencia de depresion

endogamica.



Palabras clave: Caracteres florales, depresion endogamica, garantia reproductiva, hercogamia,
hierba invasora, plasticidad fenotipica, sindrome de autopolinizacidn, sistema de apareamiento,

variacion genética.



ABSTRACT

The evolution of the majority of the entomophilous flowers results from the interaction with
different pollinators that act as selection agents. However, when plant populations colonize new
areas and/or there is limitation of reproductive mates, the floral phenotype can change, driving
a change in the mating system towards autogamy, thus maximizing reproductive fitness
(reproductive success). Moreover, the expected genetic variation in the new range would be
reduced as compared to the native range, due to the founder effect; yet, populations from the
non-native range could evolve phenotypic plasticity of traits that promote autogamy. To assess
these expectations, we studied four populations of Datura stramonium, two from the native
range (Mexico) and two from the non-native range (Spain). Datura stramonium displays the
moth pollination syndrome and has a mixed mating system. We grew ten full sib genetic
families from each population in the greenhouse, in low and high nutrient conditions (four
replicates in each level) to assess genetic variation and/or phenotypic plasticity of corolla size,
herkogamy, nectar volume, pollen/ovule ratio, seed number and mass by mating type (selfing
and cross pollination), corolla width and the timing of anthers’ dehiscence. Results indicate
that: 1. Population differentiation for all flower traits, and differentiation between ranges. 2.
Flower characters had higher broad sense heritability in the native range. 3. Themore plastic
characters are those related to reproductive fitness (number of seeds and their mass) and nectar
volume. Populations from the native range were more plastic. 4. We did not find evidence of
inbreeding depression in non-native populations, and very low values in native populations. 5.
The floral phenotype is significantly integrated in all populations, but non-native populations
are more integrated than native populations. 6. Pollen quantity per flower is lower in non-native
populations. 7. There were significant differences in the timing of anther dehiscence between
ranges. Overtall, my results support the evolution towards selfing in non-native populations of
Datura stramonium, as shown by floral traits related to the selfing syndrome (showing

reproductive assurance) and the absence of inbreeding depression.

Key words: floral characters, genetic variation, herkogamy, inbreeding depression, invasive

herb, mating system, phenotypic plasticity, reproductive assurance, selfing-syndrome.



INTRODUCCION

Una especie introducida en un nuevo ambiente (no nativo), se considera exotica y puede
convertirse en invasora (Richardson et al., 2000b) si es demograficamente exitosa; es decir, si
adquiere grandes abundancias poblacionales a largo plazo y a gran escala (Mitchell et al., 2006).
Sin embargo, para colonizar, sobrevivir, regenerar y dispersarse una especie exdética debe
superar los mismos “filtros” bidticos y abioticos que operan sobre las especies que interactian
con ella (Mitchell et al., 2006). Esto, sumado al hecho que la introduccion de una especie y sus
especies mutualistas (polinizadores y dispersores) y antagonistas (depredadores y paréasitos y/o
patdgenos) no ocurre necesariamente de forma simultanea, puede fomentar la evolucion
fenotipica rapida (Bossdorf et al., 2005), que diferencia a las poblaciones introducidas de sus

congeneres en el rango nativo.

En los primeros estadios del evento de colonizacion, la dindmica de las nuevas
poblaciones se encuentra bajo diversas fuerzas selectivas, pues su establecimiento depende de
la constitucion genética de los colonizadores y de su reproduccion efectiva en el nuevo ambiente
(Barrett et al., 2008). La nueva poblacion podria sufrir un “cuello de botella” debido a que el
numero inicial de colonizadores es a menudo pequefio o porque solo unos pocos individuos
llegan a adaptarse. La deriva genética durante la colonizacion podria conducir a una reduccion
de la variacion genética aumentando la homocigosis dentro de las poblaciones, lo cual tiene dos
consecuencias: Primero, la depresion endogamica podria limitar el crecimiento de la poblacion
y disminuir la probabilidad de que la poblacion persista. Segundo, una diversidad genética
reducida limitara la evolucion adaptativa de rasgos bajo nuevas condiciones ecoldgicas (Sakai
et al., 2001). Estas consecuencias seran especialmente fuertes cuando todos los colonizadores
derivan de la misma poblacion fuente. Por tanto, una nueva poblacién establecida
probablemente serd mucho menos diversa genéticamente que la poblacién de la cual proviene
(Barrett y Kohn, 1991).

A pesar de todo ello, algunas especies introducidas consiguen establecerse exitosamente
en el nuevo rango de distribucion, fendémeno conocido como “paradoja de la invasion” (Sax y
Brown, 2000). Este fendmeno esta determinado por las propiedades de las especies invasoras y
las de las especies nativas (por ejemplo, capacidades competitivas, capacidad a resistir
alteraciones) (Lonsdale, 1999). Una especie podria ser invasora porque comparte rasgos con
especies nativas residentes y compite exitosamente con ellas o, alternativamente, porque posee

rasgos diferentes respecto a las especies nativas y por tanto puede ocupar “nichos vacios”,
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tomando ventaja de condiciones ambientales no explotadas por las nativas o de nuevas
condiciones ambientales, y asi, el éxito de las plantas aloctonas podria diferir de la mayoria de
las nativas (van Kleunen et al., 2015). Para entender esta paradoja es necesario analizar los
caracteres relacionados con la capacidad de colonizacién y los cambios provocados por los
factores de los nuevos entornos (van Kleunen et al., 2015) en cuanto a la estructura genética de
los rasgos de historia de vida que podrian proporcionar especies con gran plasticidad fenotipica
0 gran potencial para cambios evolutivos rapidos (Sakai et al., 2001). Baker (1974) propuso
una lista de atributos reproductivos y ecoldgicos que deberia tener una “maleza” ideal (que
invade areas intensamente perturbadas tales como cultivos). Esta es la llamada “Ley de Baker”,
la cual comprende las caracteristicas que deberian aumentar el éxito de los individuos que las
presentan. De los atributos sefialados por Baker, Sutherland (2004) confirma la importancia de
la polinizacion generalista, tiempos de generacion cortos, mayor produccion de semillas,
crecimiento rapido y vigoroso, proteccion contra herbivoros y particularmente, adaptacion al
estres ambiental y alta tolerancia a la heterogeneidad ambiental. Aunque el rasgo Optimo
dependera del contexto ambiental de la especie en concreto. Por tanto, son diferentes factores

los que podrian determinar el potencial invasor de una planta.

A nivel de rasgos funcionales particulares, la plasticidad fenotipica es la propiedad de
un genotipo para producir diferentes fenotipos en respuesta a distintas condiciones ambientales,
y es considerada un atributo relevante de las poblaciones colonizadoras en plantas, por ofrecer
resistencia al estrés ambiental y tolerancia a la heterogeneidad de recursos (Camargo et al.,
2017). Esta idea viene basada en los siguientes supuestos: primero, una planta invasora
normalmente llega a una nueva area con pocos individuos (y en general relativamente baja
diversidad genética) y se enfrenta a un ambiente que difiere del cual evoluciono6, por lo que
altos niveles de plasticidad fenotipica deberian permitir a una especie colonizadora hacer frente
y establecerse en estas nuevas condiciones (Schlichting y Levin, 1986). De hecho, se ha
demostrado que la amplitud ecoldgica se correlaciona positivamente con la plasticidad en
algunas especies (Pohlman et al., 2005). En segundo lugar, es probable que la capacidad de
aprovechar las fluctuaciones ambientales a través de la plasticidad fenotipica adaptativa afecte
no solo la capacidad de una planta de establecerse en un nuevo entorno, sino también su
capacidad de competir con la vegetacion existente, es decir, su éxito como invasora (van
Kleunen y Richardson, 2007). En general, especies con amplia tolerancia ambiental, y por tanto
un amplio nicho potencial, con mayor probabilidad, encontraran condiciones adecuadas de

crecimiento, y asi podria surgir el nuevo rango de distribucion de una especie (Gianoli, 2004).



Por otro lado, como apunt6 Baker (1955), la invasion de una planta esté facilitada por
la autocompatibilidad reproductiva mas que por la autoincompatibilidad. Los componentes
reproductivos son una de las caracteristicas mas importantes para definir el potencial invasor
de una planta (Drake et al., 1989) ya que determinan su potencial para establecerse y expandirse
hacia nuevas localidades (Greenberg et al., 2001). El sistema de reproduccién y el sistema de
apareamiento no son condiciones estaticas (Ritland y Jain, 1981), por lo que, como
consecuencia de los factores del nuevo ambiente, un cambio en el sistema de reproduccion
puede suceder y tener importantes consecuencias en la estructura genética de las poblaciones
(influye en la tasa de expansion de una especie invasora) (Barrett y Eckert, 1990). Por tanto,
especies invasoras, especialmente no perennes, cuyos individuos varian en el grado de
autocompatibilidad dentro del rango nativo, podrian ser autocompatibles en poblaciones
invasoras debido a la accion de la seleccion natural sobre el sistema de apareamiento (Petanidou
et al., 2012). De hecho, el cambio del sistema de apareamiento de fecundacion cruzada a
autopolinizacion es una de las transiciones evolutivas mas frecuentes en las plantas con flor y
estd a menudo asociado con una reduccién especifica de 6rganos florales (Sicard et al., 2016).
Es importante remarcar que el sistema de apareamiento esta estrechamente relacionado con los
polinizadores, por lo que para las plantas que requieren de animales como vectores de polen, la
ausencia de polinizadores eficaces en el nuevo rango podria fomentar un cambio en el sistema
de apareamiento hacia la autogamia (Moodley et al., 2016). La transicion a la autogamia
involucraria cambios fenotipicos en los caracteres reproductivos que median la interaccion con
polinizadores (Pannell, 2015), debido a un relajamiento de la seleccion sobre estos rasgos
florales (Jiménez-Lobato et al., 2018), y por tanto se esperaria una menor integracion fenotipica
de estos caracteres (Herrera, 2002), al menos en la transicion hacia la autogamia. Ademas,
conforme la tasa de autopolinizacion aumenta también los caracteres florales de atracciéon o
recompensas a los polinizadores podrian ser seleccionados en contra o estar sujetos a una
seleccion relajada (Jiménez-Lobato y Nufiez-Farfan en revision (“Mating system and flower
phenotype of a hawkmoth-pollinated plant”). A este conjunto de cambios de caracteres
morfologicos en organos reproductivos se le llama “sindrome de autogamia” (Sicard et al.,
2016), donde las flores estarian caracterizadas por ser mas pequefias y menos conspicuas,
hercogamia negativa o de aproximacion (Lloyd y Webb, 1986) (también llamada nula) o
menores proporciones polen/dvulos (Vallejo-Marin y Barrett, 2009). De esta manera, las
especies autocompatibles pueden alcanzar el crecimiento de la poblacion tomando como
ventaja la autopolinizacion. Es decir, en escenarios donde haya una ausencia de parejas

potenciales o de limitacion de polinizadores, el autopolinizarse puede conferir garantia
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reproductiva y, por tanto, seran seleccionadas las plantas que lo hagan frente a las que se crucen
(Schoen y Lloyd, 1992). Asi, se podria dar explicacion a la evolucién hacia la autopolinizacion
en poblaciones de plantas invasoras.

Sin embargo, la evolucion hacia la autopolinizacion se encuentra limitada por la
depresién endogamica, entendida como la reduccion en el éxito reproductivo de la descendencia
producida por un apareamiento endégamo (Armbruster y Reed, 2005) debido a que poseen
mayor homocigosidad por estar emparentadas, en comparacion con la descendencia derivada
de alogamia (Lande y Schemske, 1985). A pesar de ello, la autogamia incrementa la
homocigosidad y podria promover el mantenimiento de genotipos homocigotos superiores para
particulares combinaciones de condiciones ambientales, y ademas permitiria la expresion de
los alelos recesivos deletéreos que pueden ser purgados en las poblaciones colonizadoras, por
tanto, reducen rapidamente la magnitud de la depresion endogamica (Pannell et al., 2015). De
este modo, en poblaciones que presentan una alta autopolinizacion se espera una correlacion
negativa entre la tasa de autopolinizacion y la depresion endogamica (Stone y Motten, 2002),
como se evidencié para dos poblaciones de Datura stramonium en Jiménez-Lobato, et al.,
(2018).

Estudios previos con poblaciones naturales de Datura stramonium de ambitos de
distribucion México-Espafia indican que el tamafo floral y la hercogamia poseen una amplia
variacion en ambos rangos, lo que sugiere un potencial cambio evolutivo en el sistema de
apareamiento de Datura stramonium en Espafia hacia la autogamia (Jiménez-Lobato et al.,
2018). Aunque la cantidad de variacion fenotipica en rasgos florales podria ser similar en ambos
rangos de distribucion (por sucesivas reintroducciones en el rango no-nativo, por ejemplo), es
probable que contenga cantidades diferentes de plasticidad fenotipica. A pesar de que el papel
de factores ambientales en la expresion de rasgos vegetativos en plantas esta bien establecido
(Pigliucci, 2001), no lo es asi en flores, cuyos rasgos han sido tradicionalmente considerados
menos plasticos a nivel intraespecifico (Camargo et., 2017). Por ello, por primera vez se
caracteriza la variacién fenotipica y genética de los caracteres florales (tamafio de la flor,
hercogamia y cantidad de néctar) y el éxito reproductivo de plantas de Datura stramonium de
dos poblaciones nativas (Ticuman y Teotihuacan, México) y dos introducidas (La Zubia y
Valdeflores, Espafia) bajo dos condiciones de recursos (alto y bajo nivel de nutrientes en el
suelo), pretendiendo simular un ambiente adverso con baja cantidad de nutrientes. Finalmente
se espera, bajo el supuesto de que las poblaciones de Datura stramonium introducidas en

Espafia se hayan originado a partir de un grupo reducido de genotipos, mayor varianza genética



en los caracteres florales en las poblaciones de México que en las poblaciones introducidas.
Esto se espera particularmente en rasgos intimamente asociados al sistema de apareamiento,
como la hercogamia (Camargo et al., 2017). En consecuencia, se espera mayor plasticidad
fenotipica en las poblaciones introducidas y evolucion de rasgos asociados al sindrome de la

autopolinizacion.

En Jiménez-Lobato et al., (2018) no se excluyeron los efectos maternos ni se controlaron
los factores abi6ticos. Por esto, en la presente investigacion se aborda el analisis de la variacion
genética y plasticidad fenotipica en caracteres florales asociados al sistema de apareamiento,
asi como valores de adecuacion y coeficientes de depresién endogadmica de Datura stramonium
(Solanaceae). Datura stramonium es una hierba anual, nativa del Norte de América (Symon 'y
Haegi, 1991) y que fue introducida en Espafa en el siglo XVI donde se encuentra en areas de
cultivo y de deshechos y donde sus polinizadores especializados estan ausentes. Nuestro estudio
va enfocado a resolver las siguientes preguntas especificas: 1) ¢Difieren las poblaciones del
rango de distribucion nativo (México) e introducido (Espafia) de Datura stramonium en los
fenotipos florales promedio (‘trait value’)? 2) ;Poseen varianza genética los caracteres florales
en poblaciones del rango nativo y no nativo? 3) ¢Existe una respuesta plastica diferencial entre
genotipos de poblaciones nativas e introducidas cuando el ambiente varia en recursos? 4)
¢Existe una relacion entre la plasticidad fenotipica de los caracteres florales y el exito
reproductivo? 5) ¢Se asocia la variacion de caracteres florales (i.e., hercogamia) del rango
nativo y no nativo con el éxito reproductivo en ausencia de polinizadores? 6) ¢Hay diferencias
en el nivel de integracion fenotipica de las flores entre las poblaciones de plantas de ambos
rangos de distribucién? 7) ¢Existen diferencias en la proporcion de polen/6vulos entre ambos
rangos de distribucién? 8) ¢Difieren las plantas de ambos rangos de distribucion en cuanto al

momento de apertura de la corola y de dehiscencia de las anteras?

MATERIAL Y METODOS

Especie de estudio y poblaciones

Datura stramonium L. (Solanaceae) es una planta herbacea anual, nativa de América del Norte
(México y E.E.U.U.A. Weaver y Warwick, 1984). Sin embargo, se ha distribuido ampliamente
en las regiones calidas y templadas del mundo (van Kleunen et al., 2007), y es considerada una



“mala-hierba” o maleza en algunos paises. Se encuentra en todo tipo de suelos, aunque presenta
preferencia por suelos ricos (Weaver y Warwick, 1984) asimilando eficazmente nitrégeno en
forma de nitrato o amonio (Sakai et al., 2001). En México, es una planta ruderal comun en
habitats perturbados (NUfez-Farfan y Dirzo, 1994) y es conocida vulgarmente como
“toloache”. En Espana fue introducida hace aproximadamente 500 afios con la llegada de los
espafioles a América y es considerada una planta invasora (Sanz-Elorza et al., 2004), a pesar de
que las peninsulas mediterraneas se consideren poco propensas a la invasion (Hulme et al.,
2008).

La planta produce flores hermafroditas con corolas tubulares productoras de néctar,
autocompatibles, con un sistema de apareamiento mixto (0,05 <t<0,80; Cuevas Garcia, 1996).
Las corolas pueden ser blancas (fenotipo recesivo) o moradas (fenotipo dominante), de apertura
crepUscular y duran solamente esa noche, marchitandose con la salida del sol (Motten y
Antonovics, 1992). Los estambres estan insertos dentro de la corola, con los filamentos del
estambre adheridos al tubo de la corola en la parte media proximal (Motten y Stone, 2000),
formandose a su vez las camaras del néctar entre el surco formado entre cada filamento del
estambre. En su rango geografico nativo, los visitantes florales son principalmente esfingidos
(Manduca sexta, M. quinquemaculata e Hyles lineata) y abejas meliferas (Apis mellifera),
mientras que en el rango introducido las flores son visitadas principalmente por abejas (Apis
mellifera y Anthophora sp.), abejorros carpinteros (Xylocopa sp.) y abejorros del género
Bombus spp. (Jiménez-Lobato et al., 2018). La época de floracion ocurre en los meses de
verano, tanto en el rango nativo como en el no nativo, a pesar de diferir en el régimen climatico,
humedo y seco, respectivamente (Camargo et al., 2017).

Para el presente estudio fueron escogidas dos poblaciones del rango nativo (México),
“Teotihuacan” y “Ticuman”, ambas en la region central del pais donde los veranos son lluviosos
y los inviernos y primaveras secos (Valverde et al., 2015). En Espafia (rango geogréafico no-
nativo), las dos poblaciones seleccionadas corresponden a “La Zubia” y “Valdeflores”, ambas
situadas en Andalucia, region con tipico clima mediterraneo, caracterizado por un invierno
suave y un verano seco Y caluroso (Tabla 1). Estas poblaciones habitan areas de cultivos y areas
de deshechos (Jiménez-Lobato et al., 2018).

Tabla 1. Coordenadas Geograficas, Altitud, Precipitacion medial anual y Temperatura media anual de las
localidades de Datura stramonium utilizadas en el presente estudio.

Rango Localidad Coordenadas Altitud (m Precipitacion Temperatura
(provincia) geogréficas s.n.m.) media anual media anual (°C)
(mm)
Nativo Teotihuacan 19°40057.78"N 2,294 563,3 14,9

98°50034.50" W

Ticuman 18°42037.62"N 1,210 850 24,1
99°07000.66" W



No-Nativo La Zubia 37°08014.532"N 681 462 15,2
03°3604.73" W

Valdeflores 37°73° N 6°34°W 353 589 16,9

Cultivo de plantas y tratamientos experimentales

Se germinaron semillas hermanas completas (“full-sibs’) de 10 familias genéticas, derivadas de
autofecundacion (F1) en cada poblacion (Tabla 2), en macetas de 200 ml con sustrato de turba
(peat moss). Una vez que los cotiledones alcanzaron su expansién completa, las plantulas
fueron trasplantadas a macetas de 2 | con un suelo artificial compuesto de una mezcla de arena
(en su mayoria), perlita y turba.

A los ocho dias posteriores al trasplante, ocho réplicas de cada familia fueron asignadas
aleatoriamente a un nivel alto (4 g/500 ml 20-20-20 NPK) o bajo (2 g/500 ml 20-20-20 NPK)
de fertilizante (Peter’s™), basando estos niveles en un estudio previo con la misma especie
(Carmargo et al., 2017), cuatro plantas por nivel de fertilizante, para un total de 320 plantas.
Las macetas fueron distribuidas siguiendo un disefio completamente aleatorizado en el
invernadero del Instituto de Ecologia, Universidad Nacional Autbnoma de México. Durante
todo el experimento las plantas fueron regadas con el riego automatico del invernadero.

Tabla 2. Namero de familias genéticas (hermanos completos) por poblacion y rango utilizadas en el experimento.

Rango Poblacién Familias Réplicas Individuos totales  Individuos por tratamiento
Genéticas por de fertilizante
familia
Nativo Teotihuacdn 10 8 80 40
Ticuman 10 8 80 40
No-Nativo  Valdeflores 10 8 80 40
La Zubia 10 8 80 40

Caracteres florales

Con el objetivo de realizar las mediciones en el primer par de flores de la segunda ramificacion,
se cortd el primer primordio floral, ya que Datura stramonium se ramifica una vez que se
produce éste (Camargo et al., 2017).
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Para evaluar la variacion genética y plasticidad fenotipica de los caracteres florales, se midieron
tres flores por planta (22 3* y 42 flores; Figura 1) a la hora en que la flor present6 su apertura
completa (posterior a las 20:30 h). Los caracteres evaluados fueron: diametro y longitud de la
corola, hercogamia (positiva, si el estigma esta por encima de las anteras, negativa, si el estigma
esta por debajo de las anteras o cero si ambas estructuras se solapan) (Lloyd y Schoen, 1992).
Se obtuvo la magnitud de la hercogamia (en milimetros), i.e. la diferencia entre la longitud del
estilo y la longitud de las anteras, para las tres flores como se describe en la Figura 2. También
se evalu6 el volumen de néctar de dos flores por individuo (22 y 3% en el segundo nivel de
ramificacion; ver Figura 1). La medicion de las caracteristicas morfoldgicas de la flor se realiz6
con un vernier digital (Mitutoyo™) en la propia planta (Kearns y Inouye, 1993). La medicion
del volumen de néctar se comenzé a evaluar después de las 20:30 h, cuando la corola estaba
totalmente abierta. Se utilizaron micropipetas de 20 microlitros para la retirada/absorcion de
éste de cada una de las 5 cadmaras del néctar (Dafni, 1992; Kearns y Inouye, 1993).
Posteriormente, para evaluar el volumen se utilizaron jeringas de inyeccion para HPLC marca
Hamilton®, graduadas en microlitros. El néctar fue almacenado en tubos eppendorf de 200 uL
a-4°C.

FLOR 4 FLOR 5 FLOR &
Dismetra v longitud de |2 ME v masa de semillas
corola, hercogamia, N y masa de fecundacidn cruzada
de zemillas de autcfecundacion

o/

FLOR 2 FLOR 3
Diametro y longitud de la corolz, Digmetro y longitud de |z corols,
hercogamia, volumen de néctar hercogamia, volumen de néctar
y fenologia (anteras y corala) y fenologia (anteras y conola)

FLOR 1
Flor arrancada

Figura 1. Esquema de una planta de Datura stramonium, donde a cada flor se le midieron los caracteres indicados.
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N

LC

Figura 2. Representacion esquematica de un corte longitudinal de la flor de Datura stramonium que muestra los
caracteres medidos: Diametro de la corola (DC), Largo de la corola (LC) y Hercogamia (H).

Medidas de éxito reproductivo

Para evaluar la magnitud de la depresion endogamica en las poblaciones de ambos rangos, se
llevaron a cabo dos experimentos de polinizacion controlada por cada individuo: uno de
autopolinizacion (se dejo que la 42 flor se autopolinizara de manera automatica si presentaba
hercogamia negativa o cero), y otro de polinizacion cruzada (la 52 flor). EI método utilizado
para la polinizacion cruzada fue el siguiente: un dia antes de la antesis floral, la flor sujeto fue
emasculada (mediante una incision vertical en la corola con un bisturi y se les retiraron las
anteras con unas pinzas) y al dia siguiente fue polinizada aplicando polen ad libitum en el area
estigmatica de una planta de la misma poblacion, pero de distinta familia genética (funcionando
ésta como macho), frotdndole las anteras sobre el estigma pegajoso y receptivo de la planta
madre/receptora. Los frutos maduros producidos por cada tratamiento fueron recolectados
cuando ya presentaban una pequefia ranura para la dehiscencia. Fueron embolsados y
almacenados a temperatura ambiente para evaluar el nimero de semillas por fruto y el peso
medio por semilla, como medidas de éxito reproductivo por tipo de y planta.

Para el conteo de las semillas de los frutos de cada experimento, éstos se abrieron y se
sacaron las semillas para colocarlas de manera separada en una superficie con el fin de tomar
una fotografia. En segundo lugar, estas fotografias fueron analizadas mediante un analisis de
particulas con el software Imagel. El peso medio por semillas fue medido en una balanza
analitica a partir del promedio del total de semillas (Adventurer OHAUS).
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Fenologia floral

Con la intencion de evaluar los posibles cambios en la fenologia de las flores de las poblaciones
espafiolas (no nativas) y mexicanas, se realizé un seguimiento de la fenologia a lo largo del dia
de dos caracteres, apertura de las anteras y de la corola, en dos flores de todos los individuos
de las cuatro poblaciones. Para la medicion de la fenologia de las anteras, se evalud su
dehiscencia durante el periodo comprendido desde las 9:30h de la mafiana a las 12:30h del
mediodia, dividido en 4 mediciones (una cada hora). Se realizd una pequefa incision vertical
en la corola de la flor que iba a abrir ese dia para la observacion de las anteras, considerando
anteras dehiscentes cuando éstas presentaban toda su hendidura abierta y el polen era liberado
de las mismas (Kearns y Inouye, 1993). Para evaluar la fenologia de la apertura de la corola, se
tomaron medidas del diametro de la corola con un vernier digital marca Mitutoyo™ por el
periodo comprendido desde las 17:30h a las 20:30h, dividido en 4 medidas (una medida por
hora).

Relacion polen-6vulos

Se evaluo la relacion polen-évulos (P/O) como un estimador del sistema reproductivo (Cruden,
1977); se utilizaron cuatro individuos de cada familia genética (dos de cada tratamiento de
fertilizante en el suelo: bajo y alto) pues es un caracter que se mantiene bastante constante
dentro de cada poblacién (Erbar y Langlotz, 2005). Se almacenaron los botones florales (un dia
antes de su antesis) en etanol al 70%, y posterior a ello, se evaluo el n° de 6vulos y de granos
de polen. Para ello, en primer lugar, se sacaron los 6vulos de la mitad del ovario (incision
longitudinal asimétrica del ovario) en un microscopio estereoscopico, en segundo lugar, se les
tomo una fotografia a éstos con el software Zen y, por Gltimo, éstos fueron contados con el
software de analisis de imagenes ImageJ realizando un andlisis de particulas. Para el conteo de
polen, se introdujeron dos anteras en un tubo eppendorf con 500 ul de etanol al 70%; éstas
fueron abiertas con ayuda de dos agujas entomoldgicas bajo un microscopio estereoscopico
para extraer el polen. De esta solucion, se colocaron 3 gotas (réplicas) de 2 ul cada una sobre
un portaobjetos. Estas muestras se colocaron en el microscopio Nikon Eclipse Ti y se les tomd
fotografias con el software ImageJ, y a partir de estas imagenes se realizé un analisis de
particulas con el mismo software. Finalmente, se extrapolaron los datos a las 5 anteras y se
calculd la relacion P/O (Dafni, 1992; Kearns y Inouye 1993).

Analisis estadisticos
Estimacidn de varianza genética y heredabilidad de los caracteres florales
Para descomponer la variacion fenotipica de cada caracter floral de Datura stramonium y

evaluar diferencias entre los distintos factores, se realiz6 un ANOVA anidado donde el
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tratamiento y rango son los factores fijos, poblacion (anidada en rango) y familia genética
(anidada en poblacidn), los efectos aleatorios (Lynch y Walsh, 1998). Los datos de las variables
fueron transformados a escala logaritmica en base 10 para aceptar el supuesto de normalidad
(Zar, 1999).

Con la intencion de calcular las heredabilidades en sentido amplio como un estimado de
la variacion genética (h?= Ve / Vp, siendo Vs y Vp las varianzas genotipica y fenotipica
respectivamente; Falconer, 1996), se evalud en cada poblacién cada caracter floral y la masa de
las semillas mediante un ANOVA, donde la familia genética era el Gnico efecto aleatorio y el
tratamiento de fertilizante el efecto fijo, ademas de la interaccion entre ambas (Lynch y Walsh,
1998). Los datos de las variables fueron transformados a escala logaritmica en base 10 (Zar,
1999).

Debido a nuestra seleccion de semillas que permite un disefio de hermanos completos,
se utilizo la siguiente ecuacion:

h?= (2Var) | (Var+Vap)
h?= (2(MSar — MSap)) / (MSar + (kK — 1) MSap),

donde Vap €s la varianza dentro de familias = MSap; Var €s la varianza entre familias =
MSAF-MSar/k, siendo k el nimero de hijos por familia y MS el cuadrado medio (Roff, 2012).

Estimacién de plasticidad

Se emple6 un ANOVA mixto para evaluar si los caracteres florales y las medidas de fitness son
caracteres plasticos en las poblaciones; el tratamiento (nivel de fertilizante) se declar6 como
efecto fijo, mientras que la familia genética y la interaccion familia genética x tratamiento
como efectos aleatorios con el método ECM (error cuadratico medio) (Sanchez-Gémez et al.,
2006). Los caracteres evaluados fueron tanto los florales (largo y didmetro de la corola,
hercogamia y volumen de néctar), como de fitness (n° de semillas por fruto y masa promedio
por semilla de ambos experimentos de polinizacion), todos transformados a escala logaritmica
en base 10 (Zar, 1999).

Posteriormente, se estimd la plasticidad fenotipica para cada caracter, en cada
poblacidn, a través del indice de plasticidad basado en distancias fenotipicas relativas, RDPI,
donde cero indica ausencia de plasticidad y uno la maxima plasticidad (Sanchez-Gomez et al.,
2006):

RDPI = (Abs (a-b))/a+b),

donde “Abs”, es la diferencia absoluta, “a”, el valor en el tratamiento uno (fertilidad del suelo
baja) y “b”, el valor del caracter en el tratamiento dos (fertilidad del suelo alta).
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A partir de los valores promedio de plasticidad por familia de cada poblacion, para cada
caracter, se evaluo la existencia de diferencias entre las poblaciones en plasticidad mediante un
ANOVA de una via (poblacion), previa transformacion de los datos a logaritmo base 10
(Valladares et al., 2006).

Diferencias entre experimentos de polinizacion y estimacion de depresién endogamica

Las posibles diferencias en el nimero de semillas y la masa promedio por semilla generados
entre tratamientos de polinizacién se evaluaron mediante una prueba de t para cada poblacion
por separado (previa transformacion logaritmica de los datos (Zar, 1999)). Para corroborar si
existia un conflicto de recursos en cuanto al fruto de autopolinizacion y fecundacion cruzada
para las variables n° de semillas por fruto y masa por semilla, se realizaron correlaciones de
Kendall (por no ser normal la distribucion de errores de los datos) por poblacion y nivel de
fertilizante. Ademas, también se realiz6 un ANOVA anidado para evaluar efectos de la
poblacién (anidada en rango) y familia genética (anidada en poblacién), como efectos aleatorios
y rango como efectos fijos ademas del tratamiento de fertilizante, y asi, obtener la
descomposicion de la varianza. Se realizé para la variable masa promedio por semilla, en primer
lugar, para la procedente de autopolinizacion, en segundo lugar, para la procedente de
polinizacién cruzada y, por altimo, para la masa de las semillas teniendo en cuenta el factor
tipo de experimento de polinizacion. Por ultimo, se llevé a cabo un anélisis de correlacion
(Kendall) para evaluar un posible trade-off entre el nimero de semillas y su masa promedio por
tipo de polinizacion y poblacion.

La magnitud de la depresion endogdmica relativa (8) fue evaluada por individuo para
cada poblacion con la variable masa promedio por semilla, como 6=(1-(Ws/Wy)); & > 0 si Ws <
Wy, Y & < 0 si ws> Wy, donde ws corresponde al fitness promedio de autofecundacion y wy el
fitness promedio de fecundacion cruzada (Agren y Schemske, 1993). Las diferencias entre
tratamiento de fertilizante y rango (efectos fijos), poblaciones (anidado en rango) y familias
genéticas (anidada en poblacion) (efectos aleatorios), fueron evaluadas por medio de un
ANOVA. Finalmente, se llevé a cabo un analisis de correlacion de Kendall entre el valor de
depresion por endogamia y el grado de hercogamia.

Correlaciones y patrones de integracién fenotipica

Las correlaciones entre los caracteres florales se cuantificaron mediante coeficientes de
correlacion de Kendall (por la no normalidad de las variables). Posteriormente se estimé la
integracion fenotipica para cada poblacion. Para ello se usé el paquete de R “PHENYX”, creado
ex profeso (Torices y Mufoz-Pajares, 2015), donde primero calcula los eigenvalores de la
matriz de correlaciones, obtenidos mediante un analisis de componentes principales (PCA) v,
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la magnitud de la integracion fenotipica se obtuvo calculando el indice de integracion, el cual
es igual a la varianza de los eigenvalores (se uso el indice de integracion corregido) (Wagner,
1984). El indice de integracion se expresé como el porcentaje del valor maximo posible y los
intervalos de confianza del 95% para el indice de integracion se calcula por medio de
“bootstrapping” integrado en las funciones del paquete. El indice se considera significativo si
sus intervalos no se solapan con el valor de cero (Herrera, 2002).

Relacion polen/6vulos

Para corroborar si existian diferencias significativas en el nimero de évulos y nimero de granos
de polen entre las distintas poblaciones, se realiz6 un ANOVA anidado, donde el tratamiento y
el rango eran los factores fijos, y como factores aleatorios: poblacién (anidada en rango) y
familia genética (anidada en poblacion) (Cruden y Lyon, 1985), con la transformacion de los
datos de la variable nimero de granos de polen a escala logaritmica en base 10 (Zar 1999).

Fenologia, apertura de corola y dehiscencia de las anteras

La fenologia de la apertura floral (el diametro de la corola en mm), se evalu6 mediante un
andlisis de la varianza de medidas repetidas (usando un MANOVA), donde se evaluaron los
efectos del rango, la poblacion, la familia genética y el tiempo (los distintos momentos en los
que se tomaron las medidas). Los datos de la variable respuesta fueron transformados a
logaritmo (Zar, 1999).

En el caso de la dehiscencia de las anteras, se registro la proporcion de plantas con las
anteras abiertas en los distintos censos de medicion. Para encontrar el efecto de algunos de los
factores sobre esta variable, se realizo un ANOVA anidado donde el momento de la medicion
y el rango eran los efectos fijos y como factor aleatorio: poblacién (anidada en rango) ya que
estos valores eran promedios por familia genética. Las proporciones fueron transformadas
(Arco seno de la proporcion) (Zar, 1999).

Todos los andlisis estadisticos fueron llevados a cabo mediante el software R (R
Development Core Team, 2019), a excepcion del ajuste de los modelos mixtos que se
desarrollaron mediante el programa estadistico JIMP (JMP, Version 10. SAS Institute Inc., Cary,

NC, USA). Las graficas de todo el documento fueron preparadas usando el paquete “ggplot2”
de R (Wickham, 2016).

RESULTADOS
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Variacién genética de los caracteres florales

La poblacion no-nativa Valdeflores tuvo el mayor promedio para el largo de la corola y la
poblacion La Zubia, el menor (Tabla 3). En cuanto al diametro de la corola, encontramos que
el mayor valor medio lo posee Teotihuacan, del rango nativo, y La Zubia el mas pequefio (rango
no-nativo). El mayor valor medio del volumen de néctar lo presenta Teotihuacan (nativo) y el
menor Valdeflores (no-nativo), aunque es muy similar al valor medio de La Zubia. Por otro
lado, las poblaciones nativas presentaron un valor medio de hercogamia positivo (hercogamia
de aproximacion), siendo Teotihuacan la poblacion con el valor maximo (igual que para el largo
de corola), mientras que las dos poblaciones del rango no-nativo presentaron un valor medio
negativo de hercogamia (hercogamia reversa), donde el valor minimo lo presenté Valdeflores
pero La Zubia no presentd ningun valor positivo de hercogamia, su rango se distribuyé de
valores negativos a hercogamia nula (0, no hay hercogamia). Un anélisis mas detallado de la
hercogamia nos muestra que el 62,5% de los individuos presenta hercogamia negativa en el
rango no-nativo, hercogamia nula el 36,5% y solo el 1% de los individuos presento hercogamia
positiva, mientras que, en el rango nativo, el 58% corresponde a individuos con hercogamia
nula, el 15% son individuos con hercogamia negativa y el 26% presenta hercogamia positiva
(Tabla 4).

La fraccion de la varianza explicada para el diametro de la corola por poblaciones dentro
de rango es de 23,3%, la de familias genéticas 5,4% Yy la varianza dentro de plantas 71,3%. Para
el largo de la corola, la varianza explicada por la poblacién dentro del rango es 14,2%, de las
familias genéticas 12,2% vy la variacion intraindividual es del 73,5%. Para la hercogamia, la
fraccion de la varianza explicada por la poblacion dentro de rango es de 0,9%, 41,3% la varianza
explicada por las familias genéticas; el 57,8% corresponde a la varianza intraindividual, siendo
ésta la fraccion menor de varianza del error estimada en todos los caracteres evaluados. Para el
volumen de néctar, los componentes de la varianza explicada son: 10,3% para poblaciones,
10,5% para familias genéticas y 79,2% dentro de individuos (Tabla 5).

El andlisis de la varianza entre tratamientos, rangos, poblaciones y familias genéticas,
para cada caracter indica diferencias significativas para el largo de la corola entre los efectos
aleatorios: poblaciones (anidadas dentro de rangos) y familias genéticas (anidadas dentro de
poblaciones) (F= 16,11, G.L.= 2, P<0,001 y F=2,30, G.L.= 36, P<0,001), al igual que el
diametro de la corola (F= 26,64, G.L.= 2, P<0,001 y F=1,59, G.L.= 36, P=0,02), revelando
diferenciacion poblacional fenotipica dentro de cada rango. Para el caracter hercogamia
encontramos diferencias significativas entre rangos y familias genéticas (anidadas dentro de
poblaciones) (F= 40,38, G.L.= 1, P=0,018 y F=6,15, G.L.= 35, P<0,001), es decir, podemos
diferenciar fenotipicamente entre rangos para este caracter y por ultimo, para el volumen de
néctar encontramos diferencias significativas en la interaccion tratamiento por familia genética
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(plasticidad fenotipica, ver apartado de plasticidad), y entre los factores aleatorios: poblaciones
(anidado dentro de rangos) y familias genéticas (anidadas dentro de poblaciones) (F=1,53,
G.L.=2, P=0,02; F= 11,003, P<0,001; y F= 2,02, G.L.= 36, P=0,001), siendo posible asi
diferenciar fenotipicamente entre las poblaciones dentro de cada rango (Figura 3 'y Tabla 1 en

apendice).

Tabla 3. Media = SD (desviacion estandar) y valor maximo y minimo de caracteres florales de poblaciones
cultivadas del rango nativo y no-nativo de Datura stramonium. N= n°® de muestras (plantas).

Rango de Poblacion N CARACTER Rango de valores
distribucion (Media + SD)
Largo Corola (mm)

Nativo Teotihuacan 77 96,43 + 8,812 70,175 - 116,32
Ticuman 79 97,123 £ 9,767 48,28 - 108,72

No-Nativo Valdeflores 80 98,773 + 6,158 80,98 - 111,09
La Zubia 78 91,395 + 8,689 60,43 - 105,24

Diametro Corola (mm)

Nativo Teotihuacan 78 57,481 £ 9,300 40,32 - 83,415
Ticuman 79 54,116 + 8,24 39,25 -93,715

No-Nativo Valdeflores 80 52,411+ 7,38 36,795 - 85,5
La Zubia 78 44,872 + 8,51 21,57 - 76,33

Hercogamia (mm)

Nativo Teotihuacan 77 0,333+ 1,15 -2,213 - 4,350
Ticuman 79 0,038 + 0,412 -1,546 - 1,230

No-Nativo Valdeflores 80 -0,996 +- 1,503 -6,92 - 3,91
La Zubia 46 -0,916 + - 1,025 -3,29-0

Volumen Néctar (uL)

Nativo Teotihuacdn 75 35,284 £ 11,844 15-75
Ticuman 78 27,617 + 9,554 4,75 - 46

No-Nativo Valdeflores 80 19,062 + 7,955 4,25-52,75

La Zubia 77 20,184 + 7,838 6,5 - 54,25
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Tabla 4. Porcentajes del nimero de individuos de Datura stramonium que presentan los distintos tipos de

hercogamia entre los dos rangos, nativo y no-nativo.

N Hercogamia + Hercogamia - Hercogamia 0
Nativo 156 26,28% 15,00% 58,33%
No-Nativo 127 0,79% 66,14% 33,07%

Tabla 5. Componentes de la varianza de los caracteres florales de poblaciones del rango nativo y no-nativo de

Datura stramonium.

Largo Corola Diadmetro Corola Hercogamia Volumen de Néctar
Efecto Comp % Comp % Comp % Comp %
Var. Total Var. Total Var. Total Var. Total
Poblacion  0,00159 14,211 0,00734 23,360 0,01203 0,895 0,01551 10,275
Fam. 0,00137 12,233 0,00169 5,387 0,55495 41,272 0,01588 10,519
Genética
Residual 0,00823 73,555 0,02240 71,253 0,77764 57,833 0,11961 79,207
Total 0,011201 100,000 0,03144 100,000 1,34461 100,000 0,15101 100,000
Nativo No-Nativo PE** Nativo No-Nativo Pk
& FG** FG***

80- - .
fg . 100 % I
£ . ® e Poblacion = Poblacion
% 60 - i E Hipisiea % L H $ Teotihuacan
8 - Ticuman g . * Ticuman
% . Valdeflores g . * Valdeflores
§ <l Zubia g - 5 % 5 E Zubia

n .
40- . : .
20- = 60~ &
Baljo A!Ito BE;J(J A.I|t0 Ba,w A‘-.I‘to Be;Jo A.Ivto

Tratamiento

Tratamiento
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Figura 3. Variacién en cuatro caracteres florales de Datura stramonium. Las graficas representan el valor minimo,
los cuartiles, la mediana, los valores atipicos y el valor maximo de cada rasgo, por rango, poblacién y tratamiento.
R=Rango, P=Poblacion, FG=Familia Genética, T=Tratamiento, ***= valor de p valor es menor a 0,05.

Heredabilidad

A partir de los analisis de la varianza para cada poblacion por separado (Tabla 2 en Apéndice),
se obtuvieron las heredabilidades (h?) (Tabla 6) para cada caracter floral y peso de las semillas
de ambos tipos de polinizacién, que es un reflejo de la cantidad de variacion genética presente.
Para el caracter largo de la corola, fue la poblacion de Teotihuacan la que presentd un mayor
valor de heredabilidad, al igual que para el caracter hercogamia. La poblacion de Ticuman
presento el mayor valor de heredabilidad para el volumen de néctar y peso medio de las semillas
derivadas de fecundacion cruzada. Los mayores valores de heredabilidad para el diametro de la
corola, los presento la poblacion Valdeflores. La Zubia present6 la mayor heredabilidad para el
peso medio por semilla de autofecundacién. En general, Teotihuacan es la poblacion que mayor
numero de heredabilidades significativas tiene y, por tanto, mayor variacion genética, aunque
esto sea una caracteristica propia del caracter concreto.

Tabla 6. Valores de las heredabilidades de cada caracter y poblacion de Datura stramonium. Se resalta en negritas
los valores significativos.

Teotihuacan Ticuman Valdeflores La Zubia
Largo Corola 0,18 -0,003 0,09 0,12
Diadmetro Corola 0,06 -0,0003 0,27 0,05
Hercogamia 0,58 0,1 0,43 0,34
Volumen de Néctar 0,16 0,2 0,08 0,11
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Peso Semillas

., 0,05 0,24 0,12 0,42
Autofecundacion

Peso Semillas

L, 0,26 0,34 0,12 0,06
fecundacion cruzada

Plasticidad fenotipica en caracteres florales

Efecto del tratamiento y las familias genéticas en cada poblacion

Los caracteres florales y de fitness que exhibieron plasticidad en respuesta a la disponibilidad
de nutrientes en el suelo son: el nimero de semillas procedentes de autofecundacion en las
poblaciones de Ticuman (F= 17,28, G.L.= 1, P<0,001), Valdeflores (F= 24,05, G.L.= 1,
P<0,001) y La Zubia (F= 4,55, G.L.= 1, P=0,038); el nimero de semillas procedentes de
fecundacion cruzada en Teotihuacan (F= 10,37, G.L.= 1, P=0,001), Ticuman (F= 14,53, G.L.=
1, P<0,001) y La Zubia (F= 12,31, G.L.= 1, P=0,001); la masa de las semillas procedentes de
polinizacién cruzada en las poblaciones de Teotihuacan (F=4,78, G.L.= 1, P=0,035) y Ticuman
(F=6,92, G.L.=1, P=0,012); y la hercogamia en la poblacion de Teotihuacan (F= 6,07, G.L.=
1, P=0,017). La interaccion entre tratamiento y familia genética, que indica variacion genética
en la plasticidad (norma de reaccion) presentd diferencias significativas para el diametro de la
corola en Valdeflores (F= 2,12, G.L.=9, P=0,040y para la masa de las semillas por fecundacion
cruzada y hercogamia en Teotihuacan ((F= 2,22, G.L.= 9, P=0,041, (F= 2,05, G.L.= 9,
P=0,049, respectivamente). Se encontrd variacion genética en todos los caracteres a excepcion
del nimero de semillas procedentes de fecundacién cruzada, aunque en distintas poblaciones
para cada caracter (Tabla 3 en Apéndice).

Variacion fenotipica de las poblaciones en las condiciones experimentales

Las normas de reaccion promedio muestran que Teotihuacan y Ticuman presentaron valores
promedio mayores en los caracteres florales, salvo para el largo de la corola que lo presentan
Teotihuacan y Valdeflores, ante la variacién de la disponibilidad de nutrientes. Sin embargo,
los valores promedio mayores en cuanto al fitness los presentaron Valdeflores y La Zubia, para
el numero de semillas de autofecundacién, Valdeflores para la masa de semillas por
autofecundacion. Para el nimero de semillas por fecundacién cruzada, los valores promedio
son muy similares en todas las poblaciones, aunque para el peso de las semillas procedentes de
fecundacion cruzada Teotihuacan presenta el mayor promedio en bajas condiciones de
nutrientes, pero en altas Valdeflores le supera. Pendientes negativas encontramos en la
poblacién de Valdeflores en el volumen de néctar y el largo de la corola, en Teotihuacan y
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Ticuman en el diametro de la corola (a pesar de ello, sus promedios siguen siendo mayores), y
la poblacion de La Zubia y Teotihuacan para el peso de las semillas de fecundacion cruzada
(Figura 4).

Largo de la Corola

w0
5

Volumen de néctar

w
S

Didmetro de la Corola

N° semillas autofecundacién
’

350~

Bajo Al

 Tratamiento
Poblacion

=+~ Teotihuacan
=+ Ticuman
=+ Valdeflores
~+ Zubia

Hercogamia

N° de semillas de fecundacién cruzada

0 Al I 0
Tratamiento

Ba)

22



v/

B 7

(]
= N
hed c
Q Q
B/ & ;
- 2 Poblacion
o B
- c .
g 3 -+ Teotihuacan
® &
8 5 = Ticuman
E. e,
@ E = Valdeflores
2 o
do. ° Zubia

'

kg

n-.

~
////
1/‘7 %
Tratamiento Tratamiento

Figura 4. Normas de reaccion promedio de los caracteres florales y de componentes del fitness de las cuatro
poblaciones de Datura stramonium con disponibilidad de nutrientes baja y alta.

Estimacion de la plasticidad fenotipica en respuesta a dos condiciones de nutrientes

La estimacion del indice de plasticidad de distancias relativas (RDPI) (0 nada de plasticidad y
1 plasticidad maxima) para cada poblacion y caracter, no presento diferencias significativas en
ningun caracter ni poblacion mediante el analisis ANOVA (véanse valores de p en la Figura 5).
Aun asi, los valores mas altos del indice los encontramos en los caracteres relacionados con el
fitness. El caracter numero de semillas de fecundacion cruzada fue el mas plastico, siendo la
poblacion de La Zubia la que presentd mayor plasticidad, al igual que para el nimero de
semillas de autofecundacién. Los dos siguientes caracteres con mayores valores de plasticidad
son peso de semillas por autofecundacién y fecundacion cruzada, donde Teotihuacan y
Ticuman presentan los valores mas altos, respectivamente (Tabla 7).

Considerando a estos caracteres, de media, la poblacion Teotihuacan presentd el mayor
indice de plasticidad en respuesta a la disponibilidad de nutrientes, sequido de La Zubia (Figura
5).

Tabla 7. Media y desviacion estdndar de los indices de plasticidad para cada caracter en poblaciones de Datura
stramonium (LC (largo de la corola), DC (didmetro de la corola), VN (volumen de néctar), NSA (nimero de

semillas de autofecundacion), NSC (nimero de semillas de fecundacion cruzada), PSA (peso de semillas de
autofecundacién), PSC (peso de semillas de fecundacion cruzada).

N RDPILC N RDPIDC N RDPIVN N RDPINSA

. Teotihua- 0,025 0,056 = 0,099 =
Nativo can 80 0,018 80 0,042 80 0,14+0,1 80 0,0622
. . 0,020 £ 0,042 = 0,089 =
Ticuman 80 0,016 80 0,028 80 0,092 80 0,14+0,10
No-Na- 0,020 £ 0,045+ 0,13+
tivo Valdeflores 80 0,0083 80 0,037 80 0.094 80 0,142+ 0,093
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. 0,022 + 0,056 +
La Zubia 80 0,013 80 0,049 80 0,12+0,095 80 0,20+0,17
N RDPINSC N RDPIPSA N RDPIPSC
Nativo Te%té'lrr‘]“a' 80 041+023 80 023+0,16 80 0,18+0,14
Ticumédn 80 0,41+023 80 0,13+0,10 80 0,25+0,22
N%—V’\(I)a' Valdeflores 80 0,36+0,15 80 0,12+0,12 80 0,137+0,15
La Zubia 80 0,42+022 80 0,12+0,13 80 0,18+0,16
Figura 5. Indice de plasticidad basado en distancias
. fenotipicas relativas para cuatro poblaciones de Datura
p-052 -: stramonium. Se muestran los valores de plasticidad
fenotipica para cada poblacion mediante el indice RDPI de
i h - cada caracter: LC (largo de la corola), DC (didmetro de la
- corola), VN (volumen de néctar), NS4 (nimero de semillas
_— de autofecundacién), NS5 (nimero de semillas de
gﬁ's - Poblacion fecundacion cruzada), PS4 (peso de semillas de fecundacion
% Teshuacan  Cruzada), PS5 (peso de semillas de fecundacion cruzada).
Ek . . Valdefiores
15
25 I
LIL E-I‘I OI'.? 03 04
Valor

Diferencias entre experimentos de polinizacion y estimacion de depresion endogamica

En este apartado, se utilizaron dos variables distintas como medidas de fitness, numero de
semillas y masa promedio por semilla (como una mejor medida de adecuacion).

Contraste de medias entre ambos experimentos de polinizacion

En primer lugar, los resultados de la t de Student para la variable nimero de semillas
procedentes de los dos tratamientos de polinizacién llevados a cabo en cada una de las
poblaciones de los dos rangos, muestran que sus medias se diferencian de manera significativa
(Teotihuacén: t= -38,877, P<0,0001, Ticumén: t=-19,89, P<0,0001, Valdeflores: t= -27,054,
P<0,001, La Zubia: t= -27,993, P<0,001), siendo mayores las medias del nimero de semillas
procedentes de autopolinizacién en todas las poblaciones (Tabla 8). Para la variable masa
promedio de semilla, los resultados de la t de Student muestran que en todas las poblaciones
hay diferencias significativas en la masa promedio de las semillas entre ambos tipos de
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polinizacion (Teotihuacéan: t= 2,588, P=0,005, Ticuméan: t= 5,236, P<0,0001, Valdeflores: t=
5,901, P<0,0001, La Zubia: t= 6,169, P<0,0001, Tabla), y que las medias de la masa de las
semillas procedentes de autopolinizacion, son mayores con respecto a las de polinizacion
cruzada (Tabla 9).

Tabla 8. Numero de semillas (Media = SD) por fruto bajo dos tratamientos de polinizacién en poblaciones del
rango nativo y no-nativo de Datura stramonium. Los andlisis se realizaron usando datos transformados: log (y).
Nf= nimero de muestras.

N Autop_qllnlza- N¢ Polinizacion cru- YW We t p
cion zada
- Teotihua- o0 4261492 o) 3550171173011 250% 8,82 <0,0001%**
Nativo can 135,573

Ticumén 75 400,04 +106,01 63 297,047 +150134  26% 4316 <0,0001%**
489,105 + . ) -

Nong. Valdeflores 76 “TMIBE 61 2095002168323 39% .o, <0,0001
tvo ) o Zubia 73 41‘3?5953%9’—’ 67 284,611+172093 37% 10,86 <0,0001***

Tabla 9. Masa media de una semilla (Media *+ SD) por fruto bajo dos tratamientos de polinizacién en poblaciones
del rango nativo y no-nativo de Datura stramonium. Los andlisis se realizaron usando datos transformados: log
(yi+1). Ni= tamafio de muestra.

Autopolinizacién Polinizacion cruzada

N N t P
_ f (mg) f (mg)
_ Teotihua- o, 7,191 +1,086 59 6,608 + 1,330 2588  0,005*
Nativo can
Ticuman 73 651041214 62 5,450 + 1,056 5,236 <0,0001%**
No-Na- Valdeflores 74  8,006+1,106 61 6,986 + 0,97 5901 <0,0001%**
tivo  LaZubia 73  6453+0648 66 5,707 + 0,839 6,169 <0,0001***

Debido a estos resultados y sospechando que pudieran darse por un conflicto de recursos
al haberse generado primero el fruto de autopolinizacion, se evalud la posible e hipotética
correlacion negativa entre el n° de semillas de ambos experimentos de polinizacion por
poblacién y nivel de fertilizante (alto y bajo concentracion de nutrientes). Sin embargo, no se
encontrd ninguna correlacion significativa para esta variable en ninguno de los dos niveles de
tratamiento de fertilizante (véase Tabla 10 y Figura 6). Para la variable masa por semilla de
ambos experimentos de polinizacién, sélo se encontraron correlaciones significativas en
Ticuman para ambos niveles de fertilizante y Valdeflores con nivel de fertilizante bajo (véase
Tabla 10 y Figura 6).
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Tabla 10. Valores de las correlaciones de Kendall (tau y P) entre el N° de semillas de autofecundacion y
fecundacion cruzada y masa por semilla de autofecundacién y fecundacion cruzada para cada poblacién de Datura

stramonium y nivel de fertilizante.

N° Semillas Masa Semilla
Poblacién Nivel de Fertilizante tau P tau P
Teotihuaca Bajo 0,27 0,056 0,25 0,087
eotinuacan
Alto 0,047 0,75 0,13 0,37
Ti 3 Bajo 0,1 0,49 0,42 0,0047
ICUman
Alto 0,08 0,52 0,53 <0,0001
Valdefl Bajo 0,16 0,21 0,29 0,03
alaeriores
Alto 0,055 0,66 0,18 0,17
Zubi Bajo 0,045 0,73 0,17 0,21
ubla
Alto 0,22 0,06 0,2 0,091
Nivel de fertilizante Bajo Nivel de fertilizante Alto
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Figura 6. Relacion entre para la variable n° de semillas de autofecundacion y fecundacion cruzada y para la
variable masa por semilla de autofecundacion y fecundacion cruzada para los dos niveles de fertilizante en cuatro
poblaciones de Datura stramonium (ver Tabla 10).
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Anélisis de la varianza
Anélisis de la varianza de la masa por semilla de autopolinizacion

El anélisis de la varianza para la variable masa por semilla procedentes de autopolinizacion,
muestra los siguientes resultados: la varianza explicada por la poblacién, obtenemos un valor
de 40,84% y la explicada por la familia genética anidada en poblacion es de 15,75%; la

variacion intraindividual es de 43,40% (Tabla 11).

En el analisis del modelo se observaron diferencias significativas en los siguientes factores
evaluados (poblaciones dentro de rango: ANOVA: F=61,44, G.L.=2, P<0,0001 y familias
genéticas dentro de poblaciones: ANOVA: F=3,37, G.L.=36, P<0,0001) (Figura 7 y Tabla 4 en

apendice).
Analisis de la varianza de la masa por semilla de polinizacion cruzada

El anélisis de la varianza para la variable masa por semilla procedentes de fecundacion cruzada
muestra los siguientes resultados: la varianza explicada por la poblacion anidada en rango,
obtenemos un valor de 34,98% vy la explicada por la familia genética anidada en poblacion es
de 12,12%; la variacion intraindividual es de 52,88% (Tabla 11).

En el andlisis del modelo se observaron diferencias significativas entre los siguientes factores
evaluados (poblaciones dentro de rango: ANOVA: F=39,94, G.L.=2, P<0,0001 y familias
geneticas dentro de poblaciones: ANOVA: F=2,41, G.L.=36, P<0,0001) (Figura 7y Tabla 4 en

apéndice).
Analisis de la varianza de la variable masa por semilla de ambos experimentos de polinizacién

Por dltimo, el andlisis de la varianza muestra para la variable nimero de semillas los
componentes de ésta; asi, la varianza explicada por la poblacién anidada en rango para el
caracter namero de semillas procedentes de ambos tipos de polinizacion, obtenemos un valor
de 34,17% y la explicada por la familia genética anidada en poblacién es de 1,63%; la variacion
intraindividual es de 63,59% (Tabla 11).

Por otro lado, en el analisis del modelo se observaron diferencias significativas en la masa
promedio de semilla por fruto provenientes de los dos tipos de polinizacion (ANOVA: F=95,94,
G.L.=1, P<0,0001), ademas también se encontraron diferencias significativas entre las
poblaciones dentro de rango (ANOVA: F=72,85, G.L.=2, P<0,0001) (Figura 7 y Tabla 4 en
apéndice).
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Tabla 11. Componentes de la varianza del nimero y peso de semillas por fruto de Datura stramonium.

Masa Semillas Autopolini-  Masa Semilla Polinizacién

zacion Cruzada Masa semillas
Efecto Com. Var % Total Com. Var % Total Com.Var % Total
Poblacién 0,014003991 40,844 0,017020093 34,983 0,014025435 34,771
Fam.
Genética 0,005400038 15,75 0,005900167 12,127 0,000659165 1,634
Residual 0,014882412 43,406 0,025731633 52,889 0,025652204 63,595
Total 0,034286441 100 0,048651892 100 0,040336804 100
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Trade-off entre nimero y masa de semillas

Por ultimo, se realiz6 un anlisis sobre un posible trade-off entre n° de semillas por fruto
y su peso en cada uno de los experimentos de polinizacién, sin embargo, esta correlacion fue
significativa y positiva s6lo en la poblacion Valdeflores para n°® y masa de semillas procedentes
de fecundacién cruzada (tau= 0,24, P= 0,005), no existiendo ese compromiso entre nimero y
masa de las semillas en el resto.

Determinacién y analisis de depresion endogamica

No se detect6 depresion endogamica como promedio de la familia genética de las poblaciones,
por lo que la masa por semilla procedente de autofecundacion supera a la derivada por
fecundacion cruzada (Tabla 12). La distribucion de 6 a nivel de poblacion muestra una mayoria
de valores negativos en todas las poblaciones de ambos rangos (Figura 8). Sin embargo, en las
poblaciones del rango nativo hubo mayor frecuencia de plantas con & positiva, siendo
Teotihuacan la poblacion con mayores valores positivos, indicando depresion endogamica para
algunas familias genéticas (Tabla 12).

El analisis de la varianza mostro en primer lugar los componentes de ésta, siendo nula
la varianza explicada por todos los factores (Tabla 5 en apéndice), indicando una gran varianza
dentro de las familias genéticas (100%). En cuanto al analisis del modelo encontramos s6lo
diferencias significativas entre los tratamientos de fertilizante (ANOVA: F=14,18, G.L. =1,
P<0,0001) (Figura 9 y Tabla 6 en apéndice).

Tabla 12. Media y desviacion estandar de la depresion endogamica/exogamica (8) calculada a partir de los valores
de masa por semilla de poblaciones del rango nativo y no-nativo de Datura stramonium. N= ndmero de muestras.

N o %individuos

con o positiva

Nativo Teotihuacan 48 -0,078 +0,198 34%
Ticuman 47 -0,16 +0,118 6%

No- Valdeflores 55 -0,123+0,133 12%
Nativo ) 5 zubia 60 -0,337 +0,109 13%
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El andlisis de correlacién entre el valor de depresion endogdmica y el valor de
hercogamia (como representante del sistema de apareamiento), muestra solo correlaciones
significativas para Teotihuacan, en el rango nativo. Concretamente, para Teotihuacan muestra
una correlacion positiva (r = 0,22 con P=0,044), Ticuman (r = -0,13 con P=0,25), Valdeflores
(r = 0,18 con P=0,06 (marginalmente significativa)) y Zubia (r = -0,62 con P=0,62) (Figura
10).
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Figura 10. Correlacion por Kendall entre el coeficiente de endogamia para el peso medio de semillas y el grado de
hercogamia en Datura stramonium.

Integracion fenotipica floral

La magnitud de las correlaciones entre caracteres varié muy poco en cada poblacién, aunque el
rango del coeficiente de correlacion en Valdeflores es el mayor, de 0,17 a 0,43. Las
correlaciones fueron positivas en su mayoria, pero en La Zubia encontramos un valor de tau de
-0,24 para la correlacién entre largo de la corola y hercogamia (la poblacion con las flores méas
pequefias y hercogamia negativa). Los pares de caracteres que estuvieron mas ampliamente
correlacionados en la mayoria de las poblaciones fueron: largo de la corola con diametro de la
corola, largo de la corola con volumen de néctar, largo de la corola con hercogamia y
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hercogamia con volumen de néctar (Tabla 13). En la Figura 11, se pueden ver los valores de
tau para cada par de variables y poblacion.

Las poblaciones de Datura stramonium estuvieron integradas significativamente (la
integracion fenotipica varié de 0,109 a 0,272); Teotihuacan tuvo la integracion menor del
méaximo posible (4,97%), seguido de Ticuman (5,98%), La Zubia (7,41%) y Valdeflores con la
mayor del maximo posible (10,32%) (Tabla 14).

Tabla 13. Valores de tau y p-valores procedentes de las correlaciones de Kendall entre las siguientes variables:
largo de la corola (LC), diametro de la corola (DC), volumen de néctar (VN) y hercogamia (H) en cada poblacion

de Datura stramonium. Las que estan en negrita significa que los P< 0,05.

Rango Nativo No-Nativo

Pablacion Teotihuacan Ticuman Valdeflores La Zubia
Correlacion de tau p-value tau p-value  tau p-value tau p-value
pares de variables

LC-DC 0,2 <0,0001*** 0,03 0,66 0,43 <0,0001*** 0,35  <0,0001***
LC-VN 0,218 0,005* -0,001 0,97 0,17 0,02* 0,012 0,8
LC-H -0,05 0,53 0,21 0,01* 0,23 0,003* -0,24 0,02*
DC-H 0,24 0,003* 0,07 0,37 0,17 0,021* -0,064 0,53
DC-VN 0,227 0,004* 0,07 0,34 0,13 0,089 -0,008 0,9
H-VN 0,244 0,003* 0,05 0,56 0,32  <0,001*** 0,15 0,14

Correlacion entre caracteres florales
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o
(]

Valor de Tau

&
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o
o
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Figura 11. El signo y magnitud de las correlaciones entre caracteres florales (tau Kendall) varian entre poblaciones
y entre pares de caracteres. Para cada par de caracteres, los puntos de diferente color representan en valor de

correlacién para cada poblacion estudiada.
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Tabla 14. Variacién interpoblacional en el grado de integracion fenotipica entre rasgos florales medidos en las
cuatro poblaciones cultivadas de Datura stramonium. Se muestran también los intervalos de confianza del 95%,
obtenidos mediante la técnica de Bootstrap (1000). INT= indice de integracion fenotipica. 1C= intervalos de

confianza.
Rango Poblacion INT % INTMAX IC del 95%
Nativo Teotihuacén 0,109 4,97 0,048-0,280
Ticuman 0,142 5,986 0,049-0,349
No-Nativo Valdeflores 0,272 10,326 0,146-0,628
La Zubia 0,157 7,419 0,046-0,466

Relacion Polen/Ovulos

El indice P/O obtenido para cada poblacion es: 313 para Teotihuacan; 284 para Ticuman; 296
para Valdeflores; 275 para La Zubia (Tabla 15). Como se ve también en la Figura 12, las
poblaciones del rango no-nativo presentan valores menores en la relacion P/O que las del rango

nativo.

El anélisis del ANOVA no llegé a mostrar diferencias significativas entre ninguno de
los factores del modelo para la variable n° de dvulos. Sin embargo, para el n° de granos de
polen, los resultados del ANOVA mostraron diferencias significativas entre ambos niveles del
tratamiento de fertilizante (ANOVA: F=7,75, G.L.=1, P=0,0064), entre las poblaciones
(ANOVA: F=3,76, G.L.=2, P=0,026) y entre las familias genéticas (ANOVA: F=1,61,
G.L.=36, P=0,03) (Figura 12 y Tabla 7 en apéndice).

Tabla 15. Relacién Polen:Ovulos en flores de Datura stramonium .

Rango Poblacion N P/O Rango P/O

Nativo Teotihuacan 35  313,1+148,02 117,8 - 723,3
Ticuman 39  284,3+146,8 93,75 - 667,7

No-Nativo Valdeflores 40 296,92 £ 156,2 56,81 - 824,8
La Zubia 32 275,2+109,6 105,4 - 630,1
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Fenologia

En primer lugar, el andlisis para la variable apertura de la corola mostrd diferencias
significativas entre los siguientes factores: tiempo (MANOVA: F=3,77, G.L.=2, P<0,001),
poblacion (MANOVA: F=0,094, G.L.=2, P<0,001), familia genética (MANOVA: F=0,0535,
G.L.=36, P=0,001) y la interaccion tiempo por rango (MANOVA: F=0,23, G.L.=2, P<0,001),
tiempo por poblacion (MANOVA: A de Wilk’s =0,91, G.L.=4, P=0,006) y tiempo por familia
genética (MANOVA: 1 de Wilk’s =0,53, G.L.=72, P<0,001) (Figura 13 y Tabla 8 en apéndice).

Por otro lado, se analizo el porcentaje de plantas que presentaban las anteras abiertas en
los diferentes momentos de medicion. Previamente al analisis del modelo, se observa que los
porcentajes de plantas con anteras abiertas en la primera hora de medicion para las poblaciones
del rango no-nativo muestran valores mas altos que las poblaciones nativas, las cuales aumenta
su porcentaje en las mediciones posteriores (Figura 14). El analisis del modelo mostrd
diferencias significativas para el tiempo (ANOVA: F=10,96, G.L.=4, P=0,0025) y su
interaccion con el rango (ANOVA: F=6,58, G.L.=4, P=0,012 (Figura 14 y Tabla 9 en apéndice).
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Figura 13. Variacion del porcentaje de apertura en los distintos tiempos evaluados en las poblaciones cultivadas
de Datura stramonium. P=Poblacion, t=Tiempo, FG=Familia Genética. *** = P<0,05.
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Figura 14. Variacion del porcentaje de plantas con anteras abiertas y cerradas
en cada uno de los tiempos de las distintas poblaciones de Datura
stramonium. t= tiempo; R= rango. *** = P<0,05.

DISCUSION

La adaptacion de las poblaciones de plantas a un nuevo rango puede alcanzarse mediante la
seleccion de un éptimo fenotipico o mediante una elevada plasticidad fenotipica, dada la
variacion en los factores del ambiente (bidticos y abidticos) (Baker 1974; Sakai et al., 2001), y

la cantidad de variacion genética presente en las poblaciones nativas e introducidas en un rango
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nuevo. La arquitectura floral (rasgos florales), en ausencia de polinizadores especialistas en el
nuevo rango, puede estar bajo una seleccion relajada, lo que tiene consecuencias en la
reproduccion de las plantas, pudiendo derivar en la produccion de fenotipos florales que
maximicen el fitness por via materna (cambios en el sistema de apareamiento hacia la

autogamia) (Schlumpberger et al., 2009).

En primer lugar, con base en los resultados, los andlisis de variacion genética y heredabilidad
muestran diferencias poblacionales para la mayoria de los caracteres e incluso diferencias entre
rangos, para la hercogamia, mostrando congruencia con la hipdtesis de mayor variacién
genética en el rango nativo. En segundo lugar, la plasticidad para los valores de fitness por
autofecundacion en el rango no-nativo, concuerdan con la evoluciéon hacia la autogamia,
sumado al hecho de no encontrar depresion endogamica, indicando la eliminacién de la carga
génica deletérea. Por otro lado, se ha detectado la existencia de un fenotipo floral
significativamente mas integrado en las poblaciones de Espafia con respecto a las poblaciones
de México, favoreciendo la autofecundacion. Por altimo, los resultados fenologicos, tanto para
la apertura de la corola como de las anteras, ponen en evidencia un patron diferente dependiendo
del rango, mostrando una fenologia mas temprana (diurna) en las poblaciones espafiolas, lo que
podria estar acorde con la ausencia o cambio de polinizadores. A continuacion, se discuten las

implicaciones de estos resultados.

Ley de Baker, arquitectura floral y hercogamia

La ley de Baker se refiere a que poblaciones de plantas establecidas en un nuevo rango tienden
a mostrar un incremento en la capacidad de autofecundacién debido a la ventaja que confiere
la autocompatibilidad cuando se coloniza un nuevo habitat (Baker, 1955), lo que implica que
el sistema de apareamiento de las plantas es un importante determinante del potencial de
invasividad de las especies (Kleunen, et al., 2007). Ademas, la evolucion de fecundacion
cruzada a autofecundacion es una de las transiciones evolutivas més comunes en las
angiospermas (Sicard y Lenhard, 2011) y el escenario ecolégico mas ampliamente aceptado
que favoreceria la evolucién a la autofecundacion es una condicién de disponibilidad limitada
de polinizadores o baja densidad de plantas consortes (como ya se indicé mas arriba), ya que el
hecho de autofecundarse proporcionaria garantia reproductiva (Sicard y Lenhard, 2011). Es
bajo este escenario en el que se podrian encontrar las poblaciones del rango no-nativo de nuestro

estudio. De hecho, nuestros resultados apuntan a ello pues para optimizar la asignacion de
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recursos a la funcion reproductiva (“sex allocation theory” (Brunet, 1992)), la transicion del
sistema de apareamiento promueve cambios en rasgos aislados y en rasgos correlacionados
como flores pequefas y baja razon P/O, reduccion en la produccion del néctar y reduccion en
los niveles de hercogamia (Jiménez-Lobato y NUfiez-Farfan, 2012). Este conjunto caracteristico
de rasgos morfolégicos y funcionales en las flores se denomina sindrome de la autopolinizacién
(Richards, 1986), manifestdndose en las poblaciones no-nativas de este estudio o en
poblaciones nativas cuyo tamafio poblacional ha sido reducido, asi como en poblaciones donde
los vectores de polen (animales) se han extinguido o sus poblaciones han sido diezmadas.
Analizando los rasgos por separado, se espera que tanto los caracteres de atraccién como los de
recompensa para polinizadores, evolucionen diferencialmente en el rango nativo y no-nativo;
de hecho, nuestros andlisis de variacion genética muestran diferenciacion poblacional
significativa para todos los caracteres evaluados. Como rasgo mas evidente de la transicion del
sistema de apareamiento, encontramos que la hercogamia se encuentra reducida en las
poblaciones del rango no-nativo. Una reduccion en la distancia entre las anteras y el estigma
podria aumentar la oportunidad para la autofecundacion autonoma (Motten y Antonovics,
1992) proporcionando garantia reproductiva en una especie autocompatible como es Datura
stramonium y representando una ventaja selectiva que explicaria la invasion de la especie en
Espafia. Varios estudios apoyan que la hercogamia puede ser el determinante primario de la
produccion auténoma de semillas y las tasas de autofecundacion y esto puede ocurrir de manera
independiente a la modificacion de otros rasgos florales (Vallejo-Marin y Barrett, 2009). Es asi
como se muestra en nuestros andlisis, donde es mucho mas evidente la modificacion de la
hercogamia en las poblaciones no-nativas pero no tanto para el resto de caracteres florales como
es el largo o el diametro de la corola. Sin embargo, una vez que se ha establecido la
autofecundacion como via principal de reproduccion, podria ocurrir seleccion para reducir en
tamano floral (Vallejo-Marin y Barrett, 2009), ya que esta reduccion contribuye a mejorar la
autopolinizacién (Sicard, et al., 2016) y es interpretada como una adaptacion que optimiza la
reasignacion de los recursos después de evolucionar la autofecundaciéon (Goodwillie, et al.,
2010). Es decir, puede ser que la reduccion en el tamafio floral no sea imprescindible para la
autofecundacion pero es una consecuencia de la reasignacion de los recursos (Bodbyl Roels y
Kelly, 2011). Aun asi, en la poblacion de La Zubia si se aprecia una fuerte reduccion del
diametro de la corola, y en general, son flores mas pequefias que el resto de las poblaciones.
Por el contrario, en las poblaciones nativas encontramos que los rasgos de atraccion no se han
reducido, ya que la arquitectura floral influye fuertemente en la frecuencia de visitas del

polinizador y la trasferencia de polen (Sicard y Lenhard, 2011). Otro de los rasgos mas

37



evidentes encontrados en nuestros analisis en relacion con el sindrome de la autopolinizacion,
es la fuerte reduccion en la produccion de la recompensa floral, el néctar. Las poblaciones de
Espafia han reducido fuertemente este recurso para los polinizadores, y podrian estar
evolucionando una reasignacion de los recursos, probablemente hacia la reproduccién (ver méas
abajo), como se espera bajo la hipétesis de la garantia reproductiva. De este modo, es la
poblacion de La Zubia la que manifiesta de una manera mas visible un fenotipo de

autopolinizacion.

Una ultima consideracién es que Sicard y Lenhard (2011) propusieron cuatro posibles
escenarios, no mutuamente excluyentes, en los que puede evolucionar la autofecundacion. En
este estudio, se muestra mayor evidencia para los dos primeros que tienen que ver con la teoria
de la asignacion de recursos (menor inversion en caracteres de atraccion y recompensa a
polinizadores y mayor inversion sobre caracteres puramente reproductivos), por ello seleccion
de flores méas pequefias tras la transicion a la autofecundacion y el cambio de la morfologia
floral para mejorar la eficiencia de la autopolinizacion. Estos dos escenarios estarian bajo el
contexto ecologico de ausencia de polinizadores (0 de su menor eficiencia) y/o limitacion de
parejas. Sin embargo, cabria la posibilidad de que un aumento en la autofecundacién pudiera
resultar de una separacion reducida entre anteras y estigma, asi como una reduccion de atraccion
de flores mas pequerias por parte de los polinizadores, basandose en la observacion de que
especies que se autofecundan ocupan ambientes ecoldgicos mas adversos que las que se

reproducen por fecundacion cruzada.

Integracion floral y correlaciones entre pares de caracteres

Partiendo de la premisa de que las flores polinizadas por animales estan disefiadas a partir de
rasgos correlacionados que funcionan de manera integrada y estan bajo seleccion como un todo
para promover la polinizacion y el apareamiento (Armbruster et al., 1999), se evalud la
integracién fenotipica de las flores de las poblaciones de nuestro estudio. Sin embargo y como
se comento al inicio, la evolucion de la autofecundacion lleva consigo una serie de cambios en
el fenotipo floral y evaluando estos cambios de una manera integrada en los caracteres, y mas
alla de la covarianza de caracteres impuesta por efectos alométricos durante el desarrollo
(Herrera 2001), encontramos una mayor integracion en el fenotipo floral en las poblaciones del
rango no-nativo en comparacion con las del rango nativo. ; CoOmo es posible explicar esto si se

espera que las flores que se fecundan por polinizadores especializados presenten fenotipos
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florales altamente especificos en comparacion con poblaciones de plantas que no presentan
polinizadores especializados? Es posible encontrar un patrén de evolucién diferente entre
poblaciones de plantas que presentan sus polinizadores especializados y las que no. Pérez,
Arroyo y Armbruster (2007), evidenciaron cémo diferentes especies de polinizadores
generaban diferencias geograficas en la morfologia floral. También, Pérez, Arroyo y Medel
(2007) mostraron que especies dependientes de polinizadores exhibian menor integracion en la
corola que sus congéneres autdgamos, asi como un desacoplamiento de rasgos funcionales y el
resto de los rasgos de la corola. Estos autores, sugirieron que especies que no experimentan una
fuerte seleccion por polinizadores (autdgamas), deberian mostrar una alta integraciéon entre
todos los rasgos florales debido tanto a limitaciones genéticas y de desarrollo como a una
relajada seleccion por polinizadores sobre rasgos no funcionales. Es esto, lo que puede explicar
nuestro resultado de una mayor integracion en las poblaciones del rango no-nativo que
presentan un escenario de ausencia de polinizadores; ademas, estos resultados se suman de
manera congruente con la manifestacion del sindrome de autopolinizacion, al menos, en la
poblacion de La Zubia. Para las poblaciones del rango nativo, nuestros resultados apoyarian la
hipdtesis de que corolas tubulares polinizadas por esfingidos necesitarian mantener la
integracion de los caracteres florales (funcionales y no funcionales) para asegurar la eficiencia

en la polinizacién debido a la seleccion mediada por polinizadores (Nilsson, 1988).

Por otro lado, Ushimaru y Nakata (2002) predijeron que correlaciones entre las posiciones del
estigma y las anteras deberian ser mayores en las plantas que se autofecundan que en las que
presentan xenogamia. Esto no se ha comprobado en nuestro estudio al haber medido
directamente la hercogamia y ademas, las correlaciones entre pares de rasgos no muestran una
conclusion clara que apoyase la integracion encontrada, en general las correlaciones entre pares
de caracteres son muy bajas. En efecto, permanece poco claro si los rasgos que contribuyen al
sindrome de la autofecundacion evolucionan simultdneamente o de manera independiente rasgo
por rasgo durante la transicion de la xenogamia a la autogamia (Bodbyl Roels y Kelly, 2011) o
como propone la hipétesis de correlacion selectiva, donde la evolucion de fenotipos integrados
podria darse cuando la seleccidn favorece una direccidn de asociaciones fenotipicas y genéticas
entre rasgos Yy esto podria ser explicado por una base genética comin como resultado de efectos
pleiotropicos o de ligamiento en los loci responsables (Sicard y Lenhard, 2011). Quizas esta
Gltima vision seria la que explicaria nuestros patrones encontrados sobre una gran integracion
fenotipica pero no sustentada por las correlaciones entre pares de caracteres. Lo que si es

esperable es que, en ausencia de depresion por endogamia o descuento de polen, las plantas
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capaces de autopolinizarse (polinizacién automatica), tienen ventajas selectivas (Fisher, 1941),
respecto de la que requieren vectores de polen (animales). Esto favorece la reduccion de la

hercogamia.

Relacion Polen/Ovulos

Como se ha discutido mas arriba, en la transicion de fecundacion cruzada a autofecundacion se
predice una disminucion en la asignacion de recursos a estructuras para atraer a polinizadores
(Goodwillie et al., 2010) y, por el contrario, se espera una mayor inversion en caracteres
puramente reproductivos (y una reduccién en polen dado que la ganancia en fitness por la via
masculina es nula). EI primer estudio empirico a gran escala de cdmo la cantidad de granos de
polen y nimero de 6vulos diferia con el sistema de apareamiento fue reportado por Cruden
(1977), quien clasifico cinco grupos segun su modo de reproduccion, desde una xenogamia
obligada, a la cleistogamia, y la razén polen/6vulos por flor decrecia bruscamente con un
incremento en la tendencia a autofecundarse. Asi, en general, los modelos predicen que
conforme las tasas de autofecundacion incrementan, la inversion en la funcion masculina
disminuye (Goodwillie et al., 2010). En nuestras poblaciones de estudio, es posible observar
cémo larelacion P/O es menor en las poblaciones espariolas en comparacion con las de México,
aunque éstas no hayan sido significativamente diferentes, pero esto nos evidencia, al menos,
que hay una tendencia a disminuir esta relacion en poblaciones que retnen ademas un fenotipo
atribuible a la autofecundacion. Esta tendencia a disminuir la relacion P/O se explica a partir de
que en plantas autocompatibles adaptadas a la autofecundacion la cantidad de granos de polen
que alcanzan el estigma es mucho mayor que en las que se reproducen por fecundacién cruzada,
donde menos granos de polen llegan a un estigma compatible (Sicard y Lenhard, 2011). Sin
embargo, en este contexto se da una inversion distinta en la funcion masculina y femenina. En
este estudio si se ha podido diferenciar de manera significativa (estadisticamente) la cantidad
de granos de polen por tratamiento de fertilizante, que explicaria la inversion en este rasgo
segun los recursos disponibles de la planta. Por otro lado, nuestros resultados muestran coémo
el nimero de 6vulos se mantiene mas constante en todas las poblaciones, mientras que el
numero de granos de polen, al menos en La Zubia es menor. Esto indica que la inversion en la
funcién masculina en las poblaciones xendgamas seria innecesaria en las autdgamas, donde el
nimero maximo de semillas puede ser alcanzado con un nimero mucho menor de granos de

polen, siendo los recursos asignados a la funcién femenina.
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Como conclusidn, nuestros resultados de la relacion P/O entre las poblaciones de estudio
son atribuibles segun el criterio de Cruden (1977) a autégamas facultativas. En especies que
presentan un sistema de apareamiento mixto (como lo es el de Datura stramonium), diversos
estudios han mostrado que los granos de polen propios y los de otros individuos depositados
sobre el estigma compiten por una fecundacion exitosa, y que la proporcion de polen que es
usada para la autofecundacion es independiente de la cantidad total de granos de polen
producidos (Sicard y Lenhard, 2011), de manera que esto podria explicar los patrones
encontrados en las poblaciones mexicanas y espafiolas, aunque La Zubia si muestre una

tendencia a la reduccién en la inversion masculina.

Depresion endogamica

Como se ha mostrado a lo largo de la discusion, las poblaciones del rango no-nativo muestran
una aparente evolucién hacia la autogamia. Sin embargo, el beneficio de la autofecundacion
sobre la fecundacion cruzada dependera de la oportunidad de que se lleve a cabo (a partir de las
estructuras funcionales) y de la cantidad de depresion endogadmica (Kleunen, Fischer y Johnson,
2007). Nuestros resultados en este ambito apoyan sin lugar a duda tanto a que la transicién a la
autogamia se estd dando en las poblaciones no-nativas como que, a partir de ello, se ha
conseguido “purgar” los genes deletéreos que imposibilitarian que asi se diera. Es decir, no se
ha encontrado depresion endogamica en las poblaciones no-nativas, aunque si para algunos
genotipos. La purga de genes deletéreos crea una fuerte retroalimentacion positiva sobre la
evolucion de la autogamia: un aumento en las tasas de autogamia disminuye la depresion
endogamica favoreciendo fuertemente la evolucion de un incremento en la autofecundacion
(Devaux, Lepers y Porcher, 2014). Ademas, esto apoya la hipdtesis de partida, la garantia
reproductiva por autofecundacion juega un importante papel en la reproducciéon de Datura
stramonium en las poblaciones espafiolas (su rango no-nativo), como también se vio que ocurria
en un estudio en su rango invadido de Sudéfrica (van Kleunen, Fischer y Johnson, 2007).
También es cierto que, para las poblaciones del rango nativo, no se ha encontrado una fuerte
depresion endogamica, aungue en general es mas positiva que en las poblaciones no-nativas,
esto indica que la fecundacion cruzada se sigue manteniendo y sigue siendo viable (mas que la
autogamia) en las poblaciones de México, pero al no presentar tampoco depresion endogamica
muy alta, también indica que la autofecundacion ocurre, a pesar de que este hecho pueda ser
evolutivamente un “callejon sin salida” (Simon-Porcar, Abdelaziz y Arroyo, 2018). Todo esto

no esta sélo apoyado por el hecho de no haber encontrado depresion endogamica, sino también

41



porque los resultados tanto del nimero de semillas como de su masa en las que experimentaron
autofecundacion se diferenciaban significativamente de las que experimentaron fecundacion
cruzada. En definitiva, esto indica que la oportunidad de fecundacion cruzada y el grado de
depresién endogdmica en las poblaciones no-nativas es tan bajo, que imposibilitaria imponer

seleccion sobre rasgos que impiden la autofecundacion.

En relacion con el sindrome de la autofecundacion (discutido anteriormente) y con el patron
de relacién entre el tamafio floral y la depresion endogamica de otros estudios en el género
(NGfez-Farfan et al., 1996, Zamudio 1999, Cruz-Escalante 1998, Elle y Hare 2002, Sosenski,
2004), podemos aqui concluir que en nuestras poblaciones también se sigue dicho patrén, flores
mas pequefias con niveles bajos de depresion endogamica, mientras que especies con flores
grandes tienen niveles de depresion endogamica positivos, atribuyéndose a las poblaciones del

rango no-nativo y nativo respectivamente.

Protandria

Nuestros resultados han mostrado que las anteras estan dehiscentes antes de que las flores abran,
pero ademas el hecho de haber encontrado que hay diferencias significativas en el tiempo de
apertura de las anteras entre los dos rangos y que las poblaciones del rango no-nativo sean las
gue muestren sus anteras abiertas con anticipacion, sugiere que el polen de éstas podria ser
depositado sobre el estigma antes de que la flor abra (como mostr6 Stebbins 1957). La propia
elongacion de los estambres durante el proceso de apertura de la flor podria hacer que el polen
fuera extrudido y depositado sobre el estigma porque como ya se ha discutido antes, siempre
que se encuentra el estigma o en contacto con las anteras o por debajo de ellas, asegura una
autofecundacion automatica. Ademas, esto podria evitar que fuera robado por abejas meliferas
que no llevan a cabo una polinizacion cruzada eficiente, sugiriendo que una autofecundacion
anticipada podria haber evolucionado en Datura stramonium en respuesta al robo de néctar por
abejas meliferas como también fue encontrado en el trabajo de van Kleunen, Fischer y Johnson
(2007), o que incluso éstas facilitaran la autopolinizacién por su movimiento (van Kleunen,
Fischer y Johnson, 2007).

Variacién genética

Un prerrequisito importante para la evolucion de los sistemas de apareamiento es la variacién

genética heredable de los rasgos implicados, asi que a pesar de que se hayan encontrado rasgos
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caracteristicos del sindrome de la autogamia, nuestra hipotesis del efecto fundador (que pondria
de manifiesto una menor variacion genética en las poblaciones del nuevo rango en comparacion
con las del rango nativo), es corroborada por los resultados de heredabilidad (como reflejo de
la variacion genética). La heredabilidad es propia del caréacter y de la poblacién y nuestros
resultados muestran una mayor variacion genética en las poblaciones nativas para la mayoria
de caracteres florales. El largo de la corola en el rango nativo, refleja en parte, la seleccion y
adaptacion de las flores a la polinizacion por esfingidos. Los valores de hercogamia en este
mismo rango de distribucion, muestra la diversidad fenotipica de este caracter en una planta
con sistema de apareamiento mixto. En cuanto al volumen de néctar, es un caracter costoso
energéticamente y que s6lo se mantendria si estuviera seleccionado mediante los polinizadores.
También en Ticuman se encuentra la mayor variabilidad genética en cuanto al peso de las
semillas por fecundacion cruzada. Por el contrario, la mayor variabilidad genética encontrada
para el peso de las semillas por autofecundacion la muestra la poblacion de La Zubia del rango
no-nativo (“sex allocation theory” discutida anteriormente). A pesar de que no sean totalmente
determinantes estos resultados, por no encontrar valores muy altos, si que encajan con la idea
que aqui se defiende. Ademas, también cabe mencionar que en poblaciones donde hay seleccion
por polinizadores, se espera una menor varianza genética (porque se estan seleccionando
fenotipos a partir de ellos), apoyando esto a la varianza genética encontrada en las poblaciones
nativas, aungue esta sea mayor, obviamente, que la de las poblaciones introducidas, pues entran
en juego fuerzas evolutivas distintas que caracterizan cada escenario biolégico. Por tanto, los
procesos evolutivos, que han dado lugar a la varianza genética encontrada en las poblaciones
no-nativas tienden a ser explicados mediante el proceso de deriva génica (cambio aleatorio en
la frecuencia de alelos de una generacidn a otra) que se manifiesta sobre los valores de los
caracteres florales pudiendo disminuir la variabilidad de éstos en las poblaciones establecidas
por efecto fundador, estando sujetas las poblaciones en los primeros afios de la colonizacion a
una fuerte presién de seleccion negativa sobre todo en los caracteres que no beneficiasen la
autofecundacion, y por tanto disminuyendo la variacion genética de los mismos. No obstante,
desconocemos aun si las poblaciones no-nativas de Datura stramonium en Espafia son el
resultado de un evento de colonizacion Unico o de distintas fuentes, lo que introduciria mas

varianza genética.

43



Plasticidad fenotipica

Como ultima cuestion, se ha hipotetizado que la capacidad para la plasticidad en general es un
factor importante en la capacidad invasora de especies no-nativas (Alpert y Simms, 2002). A
pesar de que aln existe debate sobre si efectivamente la plasticidad fenotipica es un caracter y
puede evolucionar como tal o es sélo un subproducto de la seleccién en ambientes diferentes
(Gianoli, 2004), nuestro disefio de hermanos completos nos ha permitido evaluar la plasticidad
a nivel de poblaciones. Bajo el escenario de que la plasticidad fenotipica se ha considerado
como alternativa que entra en juego cuando existe poca variabilidad genética en las poblaciones
(aunque esta sea parte de la variabilidad pero no necesariamente estd relacionada con la
variabilidad fenotipica, Valladares, Sanchez-Gomez, y Zavala, 2006), muestra congruencia
parcial con los resultados de este estudio. Las poblaciones nativas como las no-nativas
mostraron plasticidad para ciertos rasgos, relacionados éstos fuertemente con el fitness (numero
y masa de las semillas). Sin embargo, ya que la plasticidad lleva implicito en la definicion que
es especifica del rasgo (Alpert y Simms, 2002), el hecho de haber encontrado plasticidad para
el rasgo numero de semillas por autofecundacion, tanto Valdeflores como La Zubia, y para el
numero de semillas por fecundacion cruzada Teotihuacan y Ticuman (aunque La Zubia también
lo es para este rasgo), nos lleva a considerar que cada poblacion dentro de su rango muestran
plasticidad para rasgos que estan fuertemente relacionados con su modo de fecundacién
mayoritaria o Unica en cada poblacion. Por otro lado, el hecho de que el caracter hercogamo sea
plastico en la poblacion de Teotihuacdn (y ademds presenta variacion genética en la
plasticidad), nos conduce a pensar que dependiendo de los recursos (ambiente) se puede
propiciar que se dé un tipo u otro de fecundacion (Camargo et al., 2017), ademas, la poblacion
de Teotihuacan no presenta polinizadores, por lo que la autogamia también es una via de
perpetuar esa poblacion. Esto, quizas pueda estar apoyado por varios estudios gque han mostrado
que la hercogamia se reduce en habitat calidos y secos (Elle y Hare, 2002), y aungue esto no se
ha evaluado en este estudio, si que pudiera extrapolarse al nivel de nutrientes (mas recursos

implican un medio menos hostil) como si se ha tenido en cuenta en el presente estudio.

Lo que cabe concluir en cuanto a las normas de reaccion, que muestran una correlacion
genética a través de ambientes (alto y bajo nivel de nutrientes, en este estudio) para un rasgo
dado, es que la pendiente se presenta mas pronunciada para aquellos que son mas costosos de
producir energéticamente, como es el volumen de néctar, o el nimero de semillas (mayor
cantidad de recursos, mayor descendencia), sin embargo el peso de las semillas parece

mostrarse mas constante entre ambos tratamientos, al menos para las semillas por

44



autofecundacion, mostrando que es un caracter menos influenciable por la variacién ambiental,

pero no para las semillas por fecundacién cruzada.

El indice de plasticidad de distancias relativas calculado en este trabajo nos lleva a
mostrar de una manera cuantitativa la plasticidad de los caracteres evaluados pero, aun asi, las
conclusiones son las mismas que para las normas de reaccion. Los caracteres mas plasticos son
los que més relacionados estan con el fitness (nimero y masa de semillas). Siendo el nimero
de semillas por fecundacién cruzada el que mayor RDPI presenta. Esto es interesante, pues es
un caracter que lleva consigo variabilidad genética, el soporte que se requiere en cualquier ser
vivo para que ocurra seleccion y evolucion. Sin embargo, cuando se intentd encontrar
diferencias entre los valores de RDPI para cada poblacion y caracter, ésto no pudo encontrarse
de manera significativa, por lo que todas las poblaciones responden (cuantitativamente) de

manera similar en plasticidad para cada rasgo evaluado.

De una manera general y siendo conscientes de que los genotipos no son plasticos como
tal, sino que presentan caracteres plasticos, la poblacion de Teotihuacan seria la mas plastica

(ademas presenta variacion en la plasticidad) seguido de La Zubia y Valdeflores.

Cabe mencionar, que la plasticidad no necesariamente evoluciona como una adaptacion
pero puede evolucionar debido a correlaciones genéticas con otros rasgos que estan bajo
seleccion o debido a deriva génica (Kleunen y Fischer, 2004) y puesto que, como se indicé en
el inicio, la plasticidad no es posible atribuirla a un genotipo como tal, sino que un genotipo
puede mostrar un conjunto de rasgos plasticos y si estos conforman o afectan al sistema de
apareamiento (los rasgos florales estudiados en este trabajo), estariamos ante la plasticidad del

sistema de apareamiento de Datura stramonium en su rango nativo e introducido.

Por otro lado, el hecho de no haber podido encontrar plasticidad fenotipica solo en las
poblaciones no-nativas y sobre todos en los rasgos evaluados como esperabamos con base en
nuestra hipotesis de partida, proponemos la siguiente explicacion: En primer lugar porque para
que ocurra evolucion adaptativa de la plasticidad fenotipica es necesario que haya variacion
genética (aunque este puede que no sea el caso, al menos para las poblaciones no-nativas) y, en
segundo lugar, podria explicarse porque la evolucion adaptativa de la plasticidad fenotipica se
encuentra limitada por costes y limitaciones (Kleunen y Fischer, 2004), aungue se desconoce
si los costes observados de la plasticidad son costes de tener la maquinaria genética o fisiolégica
para respuestas plasticas 0 es mas una consecuencia de correlaciones genéticas con otros rasgos

que afectan el fitness.
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Conclusiones, consideraciones finales y futuras investigaciones

Nuestros resultados estan a favor de un modelo secuencial para la evolucion el sindrome
de la autogamia, donde los rasgos esenciales para incrementar la eficiencia de ésta evolucionan
primero, seguido por la evolucidn de otros caracteres subsecuentes al cambio en el sistema de
apareamiento. Asi, la autogamia en las poblaciones no-nativas de Datura stramonium de este
estudio han evolucionado hacia el sindrome de la autogamia en algunos rasgos, pero no en
otros. Se ha encontrado una reduccion en el tamafio de la corola, en la distancia entre las anteras
y el estigma, una reduccion del nimero de granos de polen, mayor integracion floral, mayor

nimero y masa de semillas por autofecundacion y ausencia de depresion endogamica.

El escenario ecoldgico que encuadra los patrones encontrados en las poblaciones no-
nativas se ajustan, parcialmente, a las expectativas de la ley de Baker a distintos niveles. La
transicion observada de una estrategia de reproduccion mixta a una completa autogamia puede
ser posible en las poblaciones del rango no-nativo de Datura stramonium tras las colonizacion
del nuevo rango, si la fijacion de una tendencia sistematica de variacion dentro de la planta
brinda garantia reproductiva en ambientes donde las condiciones bidticas (limitacion de
polinizadores o potenciales parejas) o condiciones abidticas (baja disponibilidad de nutrientes
0 de agua) (Camargo et al., 2017) son adversas. Ademas, los andlisis de plasticidad podrian ser
parcialmente explicados por la teoria de que una mayor plasticidad evoluciona en poblaciones
de especies invasoras tras la colonizacion de un nuevo habitat mas que ser una caracteristica

que preseleccione a una especie como potencial invasor.

Los procesos encontrados en este estudio tienen ain mas sentido sabiendo que Datura
stramonium es una planta anual, que depende completamente de la reproduccion sexual, lo cual
incrementa la rapidez del cambio evolutivo en el area invadida. Sin embargo, la planta lleva
mas de 500 afios en el ambiente no -nativo del Sur de Esparia, lo que equivale aproximadamente
a 500 generaciones. Esto puede haber dado a una oportunidad para la evolucion in situ
encontrando los patrones actuales de este estudio, pero el proceso inicial de la colonizacion,
como puede ser el efecto fundador, puede haberse difuminado. Por otro lado, la planta ha
cambiado su acoplamiento al clima en el area invadida: crece y florece en la época menos
adecuada para una planta anual, a finales de verano. Los veranos son secos y muy variables por
lo que debe haber podido incrementar los posibles efectos de la deriva, por la estocasticidad
demogréafica. Ademas, el sistema de dispersion (epizoocoria) no parece ser muy efectivo por lo
que el flujo génico entre poblaciones debe ser limitado (al igual que ocurre con la falta de

polinizadores con largo rango de vuelo en el area invadido, que debe limitar el flujo génico via
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polen), y esto también debe favorecer los efectos de la posible deriva. Los estudios de genética

de poblaciones y de filogeografia deberian aclarar algunas de estas cuestiones.

Por tanto, hay algunos aspectos mas concretos que no han sido abordados en este estudio
como, por ejemplo, conocer si se reduce la emision de fragancias para atraer a esfingidos, ya
que éstas son el primer atrayente antes que el visual para polinizar una flor; o si varia la
composicién de azlcares en el néctar ya que pueden existir relaciones funcionales coadaptadas
con el tipo de polinizador (por su aparato bucal) (Tiedge y Lohaus, 2017). También convendria
realizar estudios gendmicos funcionales que evidenciaran de una manera mas contundente la

variacion genética.

Por Gltimo y desde un punto de vista mas amplio, para que una planta introducida llegue
a ser invasora, debe de hacer frente a multitud de adversidades, como por ejemplo la herbivoria
o0 el estrés hidrico, dos ejemplos que no se han puesto a prueba en este estudio pero que
complementarian mejor nuestro entendimiento de la evolucion de Datura stramonium en su
distribucion no-nativo, y que hay consenso en la nocion de que la cantidad de cambio fenotipico
observado depende del tipo de ambiente considerado, y por ejemplo en diversos estudios se ha
visto cOmo ocurre una reduccion de la hercogamia y/o un aumento de la autogamia en habitats
xericos posiblemente seleccionando en contra la expansion completa de la flor cuando el agua

es limitante (Alpert y Simms, 2002), siendo este escenario muy interesante de investigar.
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APENDICE

Tabla 1. ANOVA anidado de los caracteres florales en poblaciones del rango nativo y no- nativo de Datura

stramonium.
Fuente de variacién SC CM Num GL F Prob>F
Largo Corola
Tratamiento 0,01022 0,0102 1 1,2406 0,2663
Rango 0,05322 0,05324 1 0,401 0,5913
Pablacion 0,26554 0,13277 2 16,1138 <0,0001***
Fam. Genética 0,68375 0,01899 36 2,3051 <0,0001***
Diametro Corola
Tratamiento 0,05922 0,05922 1 2,6431 0,1052
Rango 1,58632 1,58634 1 2,6568 0,2447
Pablacion 1,19421 0,59710 2 26,6463 <0,0001***
Fam. Genética 1,28535 0,03570 36 1,5933 0,0212*
Hercogamia
Tratamiento 2,64891 2,64891 1 3,4063 0,0662
Rango 57,56557 57,56557 1 40,3862 0,0183*
Poblacién 2,984707 1,492353 2 1,9191 0,1490
Fam. Genética 167,4357 4,783877 35 6,1518 <0,0001***
Volumen de Néctar
Tratamiento 0,09275 0,092753 1 0,7754 0,3795
Tratamiento*Fam.Gen. 7,18114 0,184131 39 1,5393 0,0283*
Rango 16,8006 16,80065 1 12,7657 0,0702
Poblacién 2,63250 1,316250 2 11,0038 <0,0001***
Fam. Genética 8,73630 0,242675 36 2,0288 <0,0010*

Tabla 2. ANOVA de los caracteres florales de diferentes familias genéticas de hermanos completos de las distintas

poblaciones de Datura stramonium.

Teotihuacan

Largo Corola

Diametro Corola

Hercogamia

Volumen de Néctar

Factor
Modelo
Error
C. Total
Modelo
Error
C. Total
Modelo
Error
C. Total
Modelo

GL SC

19 0,05084823
57 0,07753357
76  0,1283818
19 0,10666645
57  0,24097031
76  0,34763676
19 71,90594
57 42,74954
76 114,65548
19  0,7159062

CM
0,002676
0,00136

0,005614
0,004228

3,78452
0,74999

0,037679

F P
1,9675  0,0258*
1,328 0,2029

5,0461 <0,0001***

1,8663

0,0374*

R2 ajustada
0,19

0,075

0,5

0,18
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Error 55 1,1103999  0,020189
C.Total 74  1,8263061
Peso Semillas Modelo 19 0,10097252 0,005314 1,2679 0,2586 0,08
Autofecundacién Error 39 0,16346482 0,004191
C.Total 58 0,26443733
Peso Semillas Modelo 19 0,29538424 0,015547 2,4657  0,0084* 0,32
fecundacion Error 39 0,24589833 0,006305
cruzada C.Total 58 0,54128257
Ticuman
Factor GL SC CM F P R2 ajustada
Largo Corola Modelo 19 0,04979449 0,002621 0,9823 0,4934 -0,004
Error 59 0,15741767 0,002668
C.Total 78 0,20721215
Diametro Corola Modelo 19 0,06882675 0,003622 0,9984 0,4761 -0,0001
Error 59  0,2140587  0,003628
C.Total 78 0,28288545
Hercogamia Modelo 19 4,389076 0,231004 1,5421 0,1044 0,11
Error 59 8,83788 0,149795
C.Total 78  13,226956
Volumen de Néctar Modelo 19  0,9471329  0,049849 2,1311 0,0141* 0,21
Error 59  1,3801098  0,023392
C.Total 78  2,3272427
Peso Semillas Modelo 19 0,17858791 0,009399 2,4185 0,0097* 0,31
Autofecundacion  grro- 39 0,15157198  0,003886
C.Total 58  0,3301599
Peso Semillas Modelo 19 0,26087463  0,01373 3,1051 0,0011* 0,39
fecundacion Error 42 018571913  0,004422
cruzada C.Total 61 0,44659376
Valdeflores
Factor GL SC CM F P R2 ajustada
Largo Corola Modelo 19 0,01976029  0,00104 1,479 0,1267 0,1
Error 60 0,04219235 0,000703
C.Total 79 0,06195263
Diametro Corola Modelo 19 0,12403305 0,006528 2,5766 0,0028* 0,27
Error 60 0,15201571 0,002534
C.Total 79 0,27604876
Hercogamia Modelo 19 96,87979 509894  3,7499 <0,0001*** 0,39
Error 60 81,58451 1,35974
C. Total 79 178,4643

55



Volumen de Néctar Modelo 19 0,7180249  0,037791 14613 0,134 0,09
Error 60 15517165  0,025862
C.Total 79  2,2697414
PesoSemillas ~ Modelo 19 0,09152859 0,004817 1,6678  0,0741 0,15
Autofecundacion .o 55 015019336 0,002888
C.Total 71 0,24172194
PesoSemillas ~ Modelo 19 0,08732577 0,004506 1,6519  0,0886 0,17
fecundacion Error 41 0,11407516 0,002782
cruzada C.Total 60 0,20140094
La Zubia
Factor GL SC CM F P R2 ajustada
LargoCorola ~ Modelo 19 0,05544899 0,002018 1,6602 0,0717* 0,14
Error 58 0,10195783 0,001758
C.Total 77 0,15740681
Diametro Corola ~ Modelo 19  0,14769263 0,007773 1,2764  0,2345 0,06
Error 58 03532309  0,00609
C.Total 77 0,50092353
Hercogamia Modelo 14  30,759546 2,19711 3,0844 0,0041* 0,38
Error 32 22,794756 0,71234
C.Total 46 53554302
Volumen de Néctar Modelo 19 0,6205364 0,03266 1,5919  0,0903 0,12
Error 57 1,1694363 0,020516
C.Total 76  1,7899727
Peso Semillas Modelo 19 0,07324458 0,003855 3,7063 <0,0001* 0,41
Autofecundacion .o 53 005512654  0,00104
C.Total 72 0,12837112
Peso Semillas Modelo 19 0,0854466 0,004497 11,3562 0,1969 0,09
fecundacion Error 46 0,15253639  0,003316
cruzada C.Total 65 0,23798298

Tabla 3. ANOVA en cada una de las poblaciones de Datura stramonium del estudio. Se muestran los efectos de

las familias genéticas, (FG) el tratamiento (T) y su interaccion sobre caracteres florales y de fitness.

Teotihuacan

Factor

-
T*FG
FG

Largo de la Corola

SC CM GL F
Num
0,002 0,002 1 1,403
0,015 0,002 9 1,19
0,035 0,004 9 288

volumen de néctar

Prob>F  Factor
0,241 T
0,316 T*FG

0,007* FG

Diametro de la corola

SC CM GL F
Num
0,010 0,010 1 2432
0,045 0,005 9 1191
0,051 0,006 9 1351
Hercogamia

Prob>F

0,124
0,319
0,232
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Factor SC CM GL F Prob>F  Factor SC CM GL F Prob>F
Num Num
T 0,041 0,041 1 2,018 0,161 T 4,558 4,558 1 6,077 0,017*
T*FG 0,300 0,033 9 1,653 0,123 T*FG 13,870 1,541 9 2,055 0,049*
FG 0,393 0,044 9 2162 0,039* FG 52,914 5,879 9 7,839 <0,0001***
N° semillas autopolinizacion Ne° semillas polinizacion cruzada
Factor SC CM GL F Prob>F  Factor SC CM GL F Prob>F
Num Num
T 0,03 0,03 1 1,03 0,32 T 1,03 1,03 1 10,37 0,001*
T*FG 0,17 0,02 9 0,65 0,74 T*FG 0,54 0,06 9 0,60 0,79
FG 0,32 0,04 9 1,25 0,29 FG 1,19 0,13 9 1,33 0,25
Masa semillas autopolinizacion Masa semillas polinizacion cruzada
Factor SC CM GL F Prob>F  Factor SC CM GL F Prob>F
Num Num
T 4,89E-  0,0005 1 0117 0,734 T 0,030 0,030 1 4,787 0,035*
04
T*FG 0,029 0,003 9 0,772 0,642 T*FG 0,126 0,014 9 2,223 0,041*
FG 0,060 0,007 9 1,579 0,156 FG 0,135 0,015 9 2,379 0,030*
Ticuman
Largo de la Corola Diametro de la corola
Factor SC CM GL F Prob>F Factor SC CM GL F Prob>F
Num Num
T 0,002 0,002 1 0,728 0,397 T 0,007 0,007 1 1,925 0,171
T*FG 0,011 0,001 9 0,452 0,901 T*FG 0,024 0,003 9 0,723 0,686
FG 0,037 0,004 9 1,541 0,155 FG 0,038 0,004 9 1,169 0,331
volumen de néctar Hercogamia
Factor sC CM GL F Prob>F Factor SC CM GL F Prob>F
Num Num
T 0,032 0,032 1 1,367 0,247 T 0,076 0,076 1 0,506 0,480
T*FG 0,225 0,025 9 1,071 0,398 T*FG 1,393 0,155 9 1,033 0,425
FG 0,689 0,077 9 3,272 0,003* FG 2,881 0,320 9 2,137 0,040*
N° semillas autopolinizacion N° semillas polinizacion cruzada
Factor SC CM GL F Prob>F Factor SC CM GL F Prob>F
Num Num
T 0,195 0,195 1 17,289 0,0001*** T 1,726 1,726 1 14,538 0,0001***
T*FG 0,032 0,004 9 0,316 0,965 T*FG 1,027 0,114 9 0,961 0,485
FG 0,047 0,005 9 0,461 0,892 FG 1,851 0,206 9 1,732 0,111
Masa semillas autopolinizacion Masa semillas polinizacion cruzada
Factor SC CM GL F Prob>F Factor SC CM GL F Prob>F
Num Num
T 0,001 0,001 1 0,294 0,591 T 0,031 0,031 6,925 0,012*
T*FG 0,019 0,002 9 0,539 0,837 T*FG 0,055 0,006 1,386 0,225
FG 0,164 0,018 9 4,681  0,0001*** FG 0,190 0,021 4,778  0,0001***
Valdeflores

57



Largo de la Corola

Diametro de la corola

Factor SC CM GL F Prob>F Factor SC CM GL F Prob>F
Num Num
T 0,0005  0,0005 10,6664 0,4175 T 0,0001  0,0001 1 00351 0,8520
T*FG  0,0073 0,0008 9 1,1537 0,3409 T*FG 0,0485 0,0054 9 21271 0,0408*
FG 0,0120  0,0013 9 1,8945 0,0701 FG 0,0754  0,0084 9  3,3084 0,0024*
volumen de néctar Hercogamia
Factor SC CM GL F Prob>F Factor SC CM GL F Prob>F
Num Num
T 0,048 0,048 1 1,856 0,178 T 0,088 0,088 1 0,065 0,800
T*FG 0,392 0,044 9 1,685 0,113 T*FG 6,349 0,705 9 0,519 0,855
FG 0,278 0,031 9 1,193 0,316 FG 90,442 10,049 9 7,391 <0,0001***
N° semillas autopolinizacion Ne° semillas polinizacion cruzada
Factor SC CM GL F Prob>F Factor SC CM GL F Prob>F
Num Num
T 0,573 0,573 1 24,058 <0,0001*** T 0,344 0,344 1 3,490 0,069
T*FG 0,261 0,029 9 1,218 0,304 T*FG 0,743 0,083 9 0,838 0,586
FG 0,646 0,072 9 3,013 0,006* FG 1,300 0,144 9 1,466 0,193
Masa semillas autopolinizacion Masa semillas polinizacion cruzada
Factor SC CM GL F Prob>F Factor SC CM GL F Prob>F
Num Num
T 4,45E-  0,0004 1 0,154 0,6962 T 0,006 0,006 1 2,101 0,155
04
T*FG 0,045 0,005 9 1,726 0,107 T*FG 0,032 0,004 9 1,295 0,269
FG 0,031 0,003 9 1,193 0,319 FG 0,040 0,004 9 1,578 0,154
La Zubia
Largo de la Corola Didmetro de la corola
Factor sC CM GL F Prob>F Factor SC CM GL F Prob>F
Num Num
T 0,001 0,001 1 0304 0,583 T 0,000 0,000 1 0,067 0,797
T*FG 0,010 0,001 9 0,603 0,790 T*FG 0,069 0,008 9 1,265 0,275
FG 0,045 0,005 9 2818 0,008* FG 0,078 0,009 9 1,423 0,200
volumen de néctar Hercogamia
Factor SC CM GL F Prob>F Factor SC CM GL F Prob>F
Num Num
T 0,009 0,009 1 0447 0,506 T 0,000 0,000 0 0,000 -
T*FG 0,327 0,036 9 1,770 0,094 T*FG 7,635 1,527 5 2,144 0,086
FG 0,288 0,032 9 1561 0,149 FG 18,737 3,747 5 5,261 0,001*
N° semillas autopolinizacion N° semillas polinizacion cruzada
Factor SC CM GL F Prob>F Factor SC CM GL F Prob>F
Num Num
T 0,133 0,133 1 4553 0,038* T 1,367 1,367 1 12,312 0,001*
T*FG 0,288 0,032 9 1,094 0,383 T*FG 0,543 0,060 9 0,544 0,835
FG 0,474 0,053 9 1,801 0,090 FG 0,646 0,072 9 0,647 0,751

Masa semillas autopolinizacion

Masa semillas polinizacion cruzada
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Factor SC
T 4,60E-
04
T*FG 0,007
FG 0,064

CM GL F
Num
0,000 1 0,442
0,001 9 0,712
0,007 9 6,885

Prob>F Factor
0,509 T
0,695 T*FG

<0,0001*** FG

SC CM

Num
0,003 0,003
0,033 0,004
0,046 0,005

GL

1

9
9

F Prob>F
0,782 0,381
1,107 0,377
1,550 0,159

Tabla 4. Analisis de la varianza del nimero de semillas y masa por semilla con relacidn al tipo de polinizacion, al

rango, poblacion y familia genética en Datura stramonium.

Masa por semilla autofecundacion

Factor sC CM Num GL F Prob>F
Rango 0,361320017 0,361320017 1 0,3999 0,5918
Tratamiento 0,001167764 0,001167764 0,0785 0,7796
Pablacion 1,828818977 0,914409489 2 61,4423 <0,0001
Familia Genética 1,810199988 0,050283333 36 3,3787 <,0001
Masa por semilla fecundacion cruzada
Rango 0,297099756 0,297099756 1 0,2893 0,6445
Tratamiento 4,51730E-06 4,52E-06 1 0,0002 0,9894
Poblacién 2,055494191 1,027747095 2 39,941 <0,0001
Familia Genética 2,235990332 0,062110843 36 2,4138 <0,0001
Masa por semilla (ambos experimentos)
Rango 0,521313806 0,521313806 1 0,2788 0,6502
Tratamiento 0,00629304 0,00629304 1 0,2453 0,6206
;'i'zcr’]t%e cruza- 2443274866 2,443274866 1 95,2462 <0,0001
Poblacion 3,737913351 1,868956675 2 72,8575 <0,0001
Familia Genética 1,2379705 0,034388069 36 1,3406 0,0934

Tabla 3. Componentes de la varianza del coeficiente de depresion por endogamia en poblaciones del rango nativo
y no-nativo de Datura stramonium.

Coeficiente de depresion por endogamia

% Total

Efecto Com. Var

Poblacion -0,001959177
Cédigo-FG -0,004416281
Residual 0,1222873903
Total 0,1159119315

-1,690
-3,810
105,500
100,000

Tabla 4. Anélisis de la varianza del coeficiente de endogamia con relacion al nivel de fertilizante, al rango,
poblacién y familia genética en Datura stramonium.
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Coeficiente de depresion por endogamia

Factor SC CM Num GL F Prob>F
Tratamiento de 1,7343 1,7343 1 14,182 0,0002*
fertilizante
Rango 0,0905 0,0905 1 3,712 0,1828
Poblacién 0,0470 0,0235 2 0,192 0,8251
Cédigo-FG 3,5546 0,0987 36 0,807 0,7726

Tabla 5. Analisis de la varianza del nimero de granos de polen y nimero de 6vulos en las distintas poblaciones
cultivadas de Datura stramonium.

N° Granos de Polen

Fuente de SC CM Num GL F Prob>F
variacién
Tratamiento 1506,1584974 1506,1584974 0,0885 0,7941
Rango 35183,357338 35183,357338 7,7545 0,0064
Pablacion 34195,107191 17097,553596 3,7684 0,0263
Fam. Genética 263866,27278 7329,6186884 36 1,6155 0,0319
N° de Ovulos
Fuente de SC CM Num GL F Prob>F
variacién
Tratamiento 589,7653088 589,7653088 1 0,0418 0,8384
Rango 16372,07646 16372,07646 1 1,2347 0,3823
Pablacion 26521,30452 13260,65226 2 0,9394 0,394
Fam. Genética 590635,5139 16406,54205 36 1,1623 0,2731

Tabla 6. Andlisis de la varianza de la apertura de la corola y del porcentaje de plantas con presencia de anteras
abiertas en los distintos momentos de medicion, en las distintas poblaciones de Datura stramonium.

Fuente de variacion SC CM Num GL F Prob>F
Apertura Corola
Tiempo 3,733383015 399,472 2 214 <0,0001
Rango 0,01175579 2,5275 1 215 0,1133
Poblacién 0,094759642 10,1867 2 215 <0,0001
Familia Genética 0,535448134 3,1978 36 215 <0,0001
Tiempo*Rango 0,233770439 25,0134 2 214 <0,0001
Lambda de
Wilks Aprox. F FD DenDF Prob>F
Tiempo*Poblacién 0,912012251 5,0427 4 428 0,0006
. . - .

Tiempo*Familia Gené 0,530367026 22181 72 428 <0,0001

tica
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Rango

Tiempo
Rango*Tiempo
Poblacion

Apertura Anteras
0,000000597 0,00000597
0,355589184  0,088897296

0,21365793 0,053414483
0,000415296  0,000207648

N BB

0,0287
10,962
6,5866
0,0256

0,881
0,0025
0,012
0,9748
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