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RESUMEN

Las prioridades fisioldgicas de las plantas varian a largo de su vida, lo cual puede repercutir en la
cantidad de recursos y estructuras destinados a la defensa contra los herbivoros. Sin embargo,pocos
trabajos han evaluado los cambios ontogenéticos en defensas fisicas, quimicas y bidticas
simultineamente. Los objetivos de este trabajo fueron: (1) determinar si existen cambios
ontogenéticos en los distintos mecanismos de defensa directa e indirecta que presenta Turnera
ulmifolia contra sus herbivoros, (2) detectar si existen disyuntivas ontogenéticas en la produccion de
dichas defensas y (3) conocer la relacion entre las trayectorias ontogenéticas y los niveles de dafio
foliar durante el desarrollo de las plantas. Debido al cambio en los compromisos fisioldgicos,
morfol6gicos y de otras funciones durante el ciclo de vida de la planta, se espera encontrar cambios
en los distintos mecanismos de defensa evaluados y en la estrategia global de defensa que despliega
Turnera ulmifolia contra la herbivoria. El estudio se realiz6 en una poblacion establecida en La
Mancha, Veracruz. Durante seis censos bimestrales (junio 2009-junio 2010) se registro el nivel
individual de dafio por herbivoria y el crecimiento en tres estadios ontogenéticos: juveniles, pre-
reproductivas y reproductivas. También se registraron distintos mecanismos de defensas: fisica
(nimero y estructura de tricomas y masa foliar especifica), quimica (glucdsidos cianogénicos y
taninos) y bidtica (patrullaje de hormigas, nimero y estructura de nectarios extraflorales (NEF) y
cantidad y calidad del néctar extrafloral). Se encontré que tanto el nivel de dafio foliar como las
defensas, con excepcion de la masa foliar especifica, variaron en funcion del estadio. A lo largo del
desarrollo el nivel de defensa fue inversamente proporcional a la cantidad de dafio recibido y
directamente proporcional a la edad de la planta por lo que las juveniles reciben mayor dafio foliar y
presentan menores niveles de defensa. Asimismo, encontramos que dicha poblacion es acianogénica

y carece de taninos, al menos en los estadios registrados. Por lo tanto se concluye que las plantas
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modifican su nivel y estrategia de defensa contra los herbivoros de acuerdo con su desarrollo, es
decir, existen diferencias en la trayectoria ontogenética de la defensa entre los estadios estudiados.
Ademas, esta poblacion muestra un patron estacional en el que los niveles maximos de crecimiento,
reproduccion, dafio por herbivoria y densidad de NEF/hoja coinciden con la época de lluvias, lo
cual se explica como un efecto conjunto de la presion ejercida por los herbivoros, la mayor
disponibilidad de recursos y el alto valor adaptativo de las hojas apicales asociadas a las estructuras

reproductivas.
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Introduccién

INTRODUCCION

La herbivoria es la relacion ecoldgica que se suscita cuando un animal (herbivoro) se alimenta de
una planta, lo cual generalmente produce efectos negativos de tipo y dimensidon variables para ésta
(Strauss y Zangerl, 2002; Begon et al., 2006). Entre las diversas clases de folivoros, los mas
estudiados son aquellos masticadores que dejan rastros conspicuos de su actividad en las hojas
(Barone y Coley, 1996). Algunas de las consecuencias negativas de la herbivoria foliar sobre las
plantas son la pérdida de tejido fotosintético, la reduccion de recursos, el riesgo potencial de
infecciones por hongos, bacterias y virus en las heridas y frecuentemente una disminucion en la
adecuacion (Coley y Barone, 1996; Strauss y Zangerl, 2002). Sin embargo, la magnitud de los
dafios varia ampliamente segln las especies involucradas (De la Cruz y Dirzo, 1987; Barton, 2007;
Hanley y Sykes, 2009), el hébitat (Aide, 1993; Coley y Barone, 1996; Barrett y Agrawal, 2004), la
fenologia (Aide, 1992; Aide, 1993, Coley y Barone, 1996) y el estadio ontogenético (Clark y Clark,
1985; Aide, 1993; Brrett y Agrawal, 2004; Barton, 2007) en que las plantas son atacadas, entre
otros factores.

Para lidiar con la herbivoria, las plantas han desarrollado tres mecanismos que les permiten
amortiguar su detrimento en la adecuacion: la tolerancia, la resistencia y el escape (Strauss y
Zangerl, 2002; Boege y Marquis, 2005). El escape consiste en la manifestacion de caracteristicas
que impidan a los fit6fagos encontrar a la planta (Boege y Marquis, 2005). EI mecanismo de
tolerancia consiste en la expresion de caracteristicas que reducen el impacto negativo del dafio foliar
sobre la adecuacion vegetal (Boege y Marquis, 2005; Barton, 2008). Por ultimo, la resistencia
consiste en la expresion de caracteristicas (defensas directas e indirectas) que reducen el atractivo o
la calidad nutricional de la planta para los herbivoros. Las defensas directas disminuyen la calidad
nutricional y la apetecibilidad de las plantas, tal como es el caso de las espinas, tricomas,

metabolitos secundarios y del follaje corioso (Boege y Marquis, 2005). Las defensas indirectas
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Introduccion
reducen la calidad de la planta como refugio para los herbivoros y generalmente involucran al tercer
nivel tréfico (depredadores insectivoros). Al expresar ciertos atributos que atraen a depredadores o
parasitoides las plantas incrementan la eficiencia de forrajeo de estos enemigos naturales y por tanto
el riesgo de depredacion en los herbivoros (Boege y Marquis, 2005). Algunos ejemplos de este tipo
de defensas son la emision de volatiles que atraen parasitoides y depredadores o las recompensas
alimenticias y de refugio como es el caso de los nectarios extraflorales y domacia en plantas
mirmecofitas que promueven una interaccién mutualista con las hormigas (Strauss y Zangerl, 2002;

Del Val y Dirzo, 2003; Boege y Marquis, 2005).

Defensas fisicas
La produccidn de defensas fisicas depende de la actividad fotosintética, por lo que se predice que la
dureza foliar, espinas y tricomas se incrementen con la edad de la planta, ya que la actividad

fotosintética de la planta aumenta con el desarrollo (Barton y Koricheva, 2010).

Dureza foliar

La dureza foliar dificulta el consumo para los herbivoros, haciendo de la planta un alimento menos
atractivo para los éstos, por lo que las plantas con follaje mas corioso son capaces de enfrentar con
mayor éxito el dafo foliar que aquellas menos coriosas (Coley, 1983). Durante su ciclo de vida, los
insectos fit6fagos presentan distintos caracteres en torno a la dindmica alimentaria, lo cual implica
cambios ontogenéticos considerables en la morfologia bucal, estrategia y conducta alimenticia
(Hochuli, 2001). Conforme los herbivoros crecen, poseen mayor tamafio, masa muscular y fuerza
en las mandibulas (Hochuli, 2001). La dureza foliar ha sido catalogada como una de las defensas
mas eficientes por diversos autores (Coley, 1983; Aide 1993; Coley y Barone, 1996), muchos de los
cuales la estiman indirectamente mediante la masa foliar especifica, que es el cociente del peso por
superficie foliar de una planta (Reich et al., 1991; Day et al., 2000; Webber y Woodrow, 2008;

Webber y Woodrow, 2010).
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Introduccion
Tricomas foliares
Los tricomas son estructuras pilosas que extruden de la epidermis (Jackson, 1953) y que estan
constituidos por tres secciones principales: un pie, que es la porcion del tricoma que se encuentra
entre el resto de las células de la epidermis; células accesorias adyacentes al pie y un cuerpo que es
la porcion que extrude de la superficie epidérmica. En los tricomas glandulares el cuerpo puede
diferenciarse en pedicelo y glandula apical o cabeza.De manera general puede clasificarse la
enorme diversidad de tricomas como glandulares y no glandulares con base en un criterio funcional:
su caracter secretor. Los tricomas no glandulares carecen de tal funcion y pueden ser uni o
pluricelulares, simples o estrellados, lisos u ornamentados. Generalmente estan lignificados y en la
madurez carecen de protoplasma (Gonzélez y Arbo, 2004). Los tricomas glandulares son
estructuras pluricelulares que presentan un pie y un cuerpo formado por un pedicelo y una cabeza
secretora. En la familia Turneraceae, estos tricomas se desarrollan a partir de la diferenciacion de
una célula inicial con un épice redondeado que se proyecta de la epidermis y sufre varias divisiones
mit6ticas. Al madurar frecuentemente se colapsa la cabeza pero la cuticula permanece intacta
(Gonzalez y Arbo, 2004). Ademés de los tricomas existen otras estructuras similares que extruden
de la epidermis, denominadas emergencias y en las cuales proliferan las células subepidérmicas;
estan formadas por un pedestal que es la porcion basal de la estructura, equivalente al pie (Gonzélez

y Arbo, 2004).

Numerosos estudios previos demuestran que la funcion protectora de los tricomas contra los
herbivoros en una gran cantidad de especies comestibles como soya (Gutschick, 1999), jitomate
(Goffreda, 1990; Sanchez-Pefia et al., 2004) y papa (Wagner, 1991), asi como en plantas fosiles
(Krings, et al., 2002) y muchas otras especies (Andres y Connor, 2003; Gruner et al., 2005;
Handley et al., 2005; Lill et al., 2006; Oiginagbe et al., 2006; Cardoso, 2008; Gonzales et al.,
2008). Tanto los tricomas glandulares como los no glandulares protegen a las plantas del consumo

por herbivoros. Los primeros secretan sustancias que pueden tener efectos toxicos, irritantes o

3
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Introduccion
compuestos pegajosos que atrapan e inmovilizan a los herbivoros (Wagner, 1991). Los tricomas no
glandulares ahuyentan a los herbivoros ya que dificultan su movimiento por la planta, la
oviposicion, la alimentacién y en algunas ocasiones sus formas de picos o ganchos lastiman

directamente a las larvas (Wagner, 1991; Cardoso, 2008).

El mecanismo genético del desarrollo de los tricomas esta muy bien caracterizado, mientras que
las bases genéticas que determinan su densidad han sido escasamente estudiadas y practicamente
nada se sabe acerca de la genética involucrada en el posible cambio de la arquitectura o la densidad
de los tricomas durante la ontogenia (Mauricio, 2005). En muchas especies el tipo y densidad de
tricomas varian en hojas de distinta edad, las cuales tienen distinto grado de resistencia al dafio por
herbivoros (Valkama, 2004; Mauricio, 2005). Los procesos ontogenéticos tienen un importante
control en la regulacién de caracteristicas anatomicas relacionadas con la defensa directa, como es
el caso de la evolucién en la densidad de los tricomas. Los procesos relacionados con la expresion
de tricomas en Arabidopsis thaliana estdn codificados por el cromosoma dos. Sin embargo, su
expresion se modifica de acuerdo con la fase del desarrollo en que se halle la planta, lo cual apunta
a un control ontogenético no lineal mas que a uno genético o cromosémico constante durante la

vida (Mauricio, 2005).

Defensas quimicas
En el &mbito de las defensas quimicas resulta complicado generalizar un patrén debido a la gran
diversidad del metabolismo secundario de las plantas (Barton, 2007; Barton y Koricheva, 2010). En
algunos casos los compuestos se producen y almacenan sélo en tejidos jovenes, mientras que en
otros se requieren estructuras especializadas, presentes en estadios posteriores, para su sintesis o
almacenamiento (Barton y Koricheva, 2010). En este trabajo se estudié Gnicamente la presencia de
glucdsidos cianogénicos y taninos, ya que estudios previos demostraban la cianogénesis en otras

poblaciones de Turnera ulmifolia en la isla de Jamaica (Schappert y Shone, 1995). Los taninos
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Introduccion
fueron incluidos como una alternativa debido a su ubicuidad en la mayoria de las especies

vegetales.

Glucdsidos cianogénicos
Los glucésidos cianogénicos son compuestos inertes y solubles en agua que se almacenan en
vacuolas y liberan &cido cianhidrico (HCN) ante un dafio tisular cuando las enzimas hidroliticas
entran en contacto con los glucésidos (Seigler, 1991); asi, reducen el nivel de dafio en las plantas ya
que sus derivados atacan a los patdgenos y herbivoros (Seigler, 1991; Schappert y Shone, 1995). La
toxicidad de estos compuestos estriba en la liberacion de cianuro, compuesto que forma complejos
con proteinas hemo como la citocromo oxidasa, fundamental en la cadena respiratoria (Seigler,
1991).

La cianogenesis es la forma de defensa quimica més estudiada en las plantas (Schappert y
Shone, 1995) y esta presente en casi todos los grupos de plantas vasculares: helechos,
gimnospermas y angiospermas (Seigler, 1991). Los glucdsidos cianogénicos representan una
porcion importante de los compuestos nitrogenados de una planta. En algunas ocasiones fungen
como fuente de nitrogeno durante la germinacion, cuando se convierten en otros metabolitos
empleados directamente en el desarrollo de las plantulas (Seigler, 1991). Ademés de las plantas,
algunos animales también pueden presentar glucdsidos cianogénicos y son especialmente frecuentes
en lepiddpteros, lo que puede deberse a una sintesis de novo o a un secuestro de los compuestos a
partir de material vegetal consumido (Seigler, 1991). Existen pocos reportes de los cambios
ontogenéticos de este mecanismo defensivo, pero algunos muestran altos niveles de cianogénesis en
estadios inmaduros por lo que se ha propuesto como una defensa en etapas pre-reproductivas

(Seigler, 1991; Schappert y Shone, 1995).
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Taninos
Quimicamente, los taninos son compuestos con muchos grupos fendlicos que se caracterizan por un
alto peso molecular (PM>500) y por ser solubles en agua (Hagerman y Butler, 1991; Hagerman,
2002). Feeny (1970) sugirié que los metabolitos secundarios, y en particular los taninos, tienen un
papel importante en determinar los patrones de dafio por herbivoros. Pronto estos compuestos
fueron conceptualizados como armas en la carrera coevolutiva entre las plantas y sus herbivoros
(Hagerman y Butler, 1991). Funcionalmente, su caracteristica més importante es su capacidad de
unién a proteinas, que es la explicacion fisicoquimica parcial de su actividad bioldgica (Hagerman y
Butler, 1991). Ahora se piensa que el efecto negativo de los taninos sobre insectos herbivoros
estriba méas bien en sus propiedades oxidativas, ya que los compuestos tanino-proteina son

desestabilizados por el pH intestinal de los insectos (Salminen y Karonen, 2011).

Defensas biéticas

Mirmecofilia

La mirmecofilia es una interaccion en la cual participan hormigas y plantas (Del Val y Dirzo, 2003).
En esta relacion las hormigas reciben refugio en las estructuras modificadas de las plantas y
alimento gracias a la produccion de nectarios extraflorales (NEF) y granulos nutritivos, al tiempo
que ellas proveen proteccion y defensa contra fitdfagos potencialmente dafiinos (Del Val y Dirzo,
2003; Heil, 2007). Se cree que esta interaccion biotica ha evolucionado repetidamente por lo menos
desde hace 35 millones de afios, datacion basada en hojas fosiles que aln conservan estructuras
peciolares muy similares a los NEF actuales (Permberton, 1992).

Los grénulos nutritivos son pequefas estructuras ubicadas en las hojas que contienen
sustancias alimenticias como proteinas y lipidos que las hormigas cosechan y llevan hasta su
colonia (Beattie y Hughes, 2002). Los nectarios extraflorales, componente fundamental de la
mirmecofilia, son 6rganos o tejidos vegetales secretores de una solucion acuosa, dulce y nutritiva

denominada néctar que presentan heterogeneidad estructural y de origen, al tiempo que se hallan
6
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involucrados en la defensa contra herbivoros (Jackson, 1953; McLean e Ivimey-Cook, 1956;
Bentley y Elias, 1983). El néctar esta compuesto por agua, carbohidratos (principalmente sacarosa,
fructosa y glucosa) y, en ocasiones, aminodcidos u otros compuestos organicos (Bentley, 1977).
Caspary (1848) clasifica los nectarios con base en un criterio topogréafico en florales y extraflorales.
Los primeros se ubican en estructuras reproductivas de la flor, tales como pétalos, sépalos, caliz,
corola, frutos, anteras, receptaculo y pistilo (Bentley y Elias, 1983). Los extraflorales, por su parte,
son aquellos localizados en cualquier otra estructura vegetativa, como hojas, brécteas, peciolos,
raquis, espinas, estipulas y tallos (Bentley, 1977; Bentley y Elias, 1983). Delpino (1875) clasifica
los nectarios con un criterio funcional en nupciales y extranupciales. Los nectarios nupciales son
aquellos involucrados en la polinizacion, mientras que los extranupciales pueden participar en otras
funciones tales como la atraccion de depredadores o parasitoides que disminuyen los niveles de
dafio por herbivoros (Bentley y Elias, 1983; Narbona et al., 2010). No obstante, existen excepciones
a este patrén funcional en donde insectos no involucrados en la polinizacion consumen el néctar
floral (por ejemplo, robadores de néctar y hormigas oportunistas). También hay casos en los que los
nectarios cumplen tanto funciones nupciales como extranupciales (Narbona et al., 2010). Los
nectarios estan conformados por tres tipos bésicos de tejidos: tejido glandular o secretor, tejido
subglandular o parenquimatoso y tejido vascular (Bentley y Elias, 1983).
Entre las angiospermas, los nectarios extraflorales son mas comunes en las dicotiledoneas;,
y las familias Passifloraceae y Leguminoseae tienen la mayor cantidad de especies con NEF
(Bentley, 1977; Fahn, 1979). Dentro de las monocotiled6neas, las Gramineae registran menor

cantidad de nectarios extraflorales (Fahn, 1979).

Los NEF son un componente importante y en muchas ocasiones necesario para mantener la
relacion mutualista con hormigas y avispas parasitoides (Wooley et al., 2007; Narbona, 2010). Sin
embargo, son muy pocos los estudios que hablan de la variacion intraespecifica de los nectarios y

aun menos los que relacionan la edad de la planta con los cambios en la densidad de nectarios
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(Wagner et al., 2007; Wooley et al., 2007; Young et al., 2010) o calidad del néctar extrafloral.
Segun Wooley y colaboradores (2007), existe solo un articulo publicado que habla de la
heredabilidad de las caracteristicas de tamafio y densidad de dichos nectarios (Rudgers, 2004).
Hasta ahora se han hecho muy pocos estudios para concluir sobre patrones generales en lo que
cuanto a los cambios ontogenéticos en la expresion de NEF, (Barton y Koricheva, 2010), pero es
probable que lo mas comin sea observar un incremento en esta defensa biodtica durante la ontogenia
(Del Val y Dirzo, 2003; Llandres et al., 2010). En todos los casos conocidos de la mirmecofilia, las
plantas no inician su vida con los elementos necesarios para desplegar la defensa indirecta (Llandres
et al., 2010). Por lo tanto, la ausencia de tales mecanismos en estadios tempranos hace suponer que
las plantas jovenes dependen de otros mecanismos para su proteccion, como podrian ser las

defensas directas (Llandres et al., 2010) y la tolerancia (Del Val y Dirzo, 2003).

Trayectorias ontogenéticas de la defensa
La intensidad de ataque que recibe una planta esta determinada por la sincronia en la fenologia de
los ciclos de vida de los consumidores con los de la planta, la eficiencia de la depredacion de los
enemigos naturales de dichos fit6fagos y los mecanismos de defensa de las plantas (Boege y
Marquis, 2005). Debido a que estas caracteristicas no son constantes a lo largo del tiempo, es l6gico
suponer que el nivel de dafio que recibe una planta tampoco lo sea durante su desarrollo. Las teorias
de asignacion de recursos que explican la distribucidn en distintos 6rganos y funciones se basan en
tres supuestos: a) la planta dispone de una cantidad limitada de recursos; b) los recursos destinados
a la parte o funcion A ya no pueden ser asignados a la parte o funcion B, lo cual da lugar a c)
disyuntivas: situaciones en las que la planta se ve obligada a asignar recursos a una cierta parte o
funcion comprometiendo el desarrollo de otra parte o funcion (Stamp, 2003; Weiner, 2004; Boege y
Marquis, 2005). Con base en ello la teoria de la defensa 6ptima (T.D.O.) predice que la distribucion

de recursos depende de tres factores: la historia de vida, el ambiente y las disyuntivas tanto
8
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intracelulares como entre las distintas partes de la planta. La T.D.O. supone también que la
“decision” fisiologica se toma con base en la parte o funcion que provee a la planta de la mayor
adecuacion (Boege y Marquis, 2005).

La ontogenia y la fenologia de la planta son factores que alteran los compromisos
fisiologicos de las plantas creando, en muchas ocasiones, disyuntivas de asignacion de recursos
(Weiner, 2004; Boege y Marquis, 2005). Por esta razon, las prioridades fisioldgicas de cada etapa
de desarrollo pueden supeditar la produccion de defensas a otras funciones como el crecimiento o la
reproduccion (Boege, 2005). Si la seleccion natural favorece una disminucion en la proporcion
costo-beneficio de la defensa para maximizar la adecuacion, se espera también una estrategia no
constante de defensa por parte de la planta a lo largo de su ontogenia (Boege y Marquis, 2005).
Algunos de los cambios ontogéneticos relevantes para la resistencia ante el dafio foliar en las
plantas incluyen cambios en la forma del las hojas, en la filotaxia, en el crecimiento lateral de
ramas, en la cantidad de espinas, en la composicion quimica (fenoles, glucdsidos cianogénicos,
alcaloides, proteinas y enzimas defensivas), en la eficiencia fotosintética y en la produccion de

estructuras reproductivas (Boege, 2005; Barton y Koricheva, 2010).

Para explicar los cambios en el nivel de defensa y dafio foliar de las plantas a lo largo de su
ontogenia existen dos teorias que predicen patrones opuestos: la teoria de asignacion de recursos
(T.A.R.) predice que factores intrinsecos como la adquisicién y asignacion de recursos limitan la
produccion de metabolitos secundarios en plantas jovenes y postula un incremento en la defensa a
lo largo de la ontogenia (Feeny, 1975, 1976; Rhoades y Cates, 1976; Rhoades, 1979; Coley et al.,
1985). La otra se deriva de la T.D.O. y postula factores extrinsecos, como la eleccion de tejidos
jovenes por parte de los herbivoros para explicar altos niveles de resistencia en estadios tempranos,
muy vulnerables y cuya supervivencia es crucial para la adecuacion de la planta (McKey, 1974,

1979; Rhoades, 1979; Barton y Koricheva, 2010).
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En una revision reciente, Barton y Koricheva (2010) describen patrones complejos de los
cambios en la defensa y sus consecuencias sobre la herbivoria durante la ontogenia de las plantas.
Mediante el uso de un meta-analisis los autores concluyen que con los estudios disponibles no
puede establecerse un patron general y que los cambios ontogenéticos en la defensa varian
dependiendo de la forma e historia de vida de las plantas, asi como del tipo de defensa en cuestion.
Por lo tanto, reconstruyen una serie de patrones particulares para tres distintas formas de vida
(plantas lefiosas, forbias y pastos) considerando las defensas fisicas y quimicas. Durante la
transicion de juveniles a reproductivas existen claros patrones de incremento en formas plasticas de
la defensa, como es la defensa inducida. Puesto que todos los estudios explorados en este sentido
presentan el mismo tipo de herbivoros (insectos), se piensa que los cambios en el patron de defensa
se deben Unicamente a la forma de vida de la planta. Para las forbias el patrén de defensa y el nivel
de dafio foliar en la transicion de juvenil a reproductiva es el siguiente: las juveniles presentan
mayor dafio que las reproductivas, existe una tendencia de incremento en los tricomas y la defensa
quimica no mostr6 patron alguno debido al reducido tamafio de la muestra disponible. Fritz y
colaboradores (2001) aportan otro ejemplo en poblaciones de Salix sericea, Salix eriocephala y sus
hibridos la reduccion en la apetecibilidad y la resistencia a moluscos fitdfagos a lo largo de la vida
de las plantas se deben a incrementos ontogenéticos en glucosidos fendlicos y taninos (Fritz et al.,
2001). Otro factor que puede afectar la densidad de herbivoros presentes durante el desarrollo de las
plantas es el tercer nivel trofico, ya que los cambios ontogenéticos en la arquitectura vegetal (por
ejemplo, largo de las ramas y altura) hacen mas conspicuas a plantas més grandes para los

depredadores insectivoros (Boege, 2005).

Los diversos mecanismos de defensa contra la herbivoria (fisicos, quimicos y bidticos con
sus respectivas variedades) representan distintas soluciones evolutivas a la misma presion. La
expresion de un tipo de defensa no sélo depende de la proporcion costo-beneficio de ésta en

términos de adecuacion, sino también del escenario ecoldgico bajo el cual es més conveniente
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desplegarla. Asi, la heterogeneidad ambiental puede favorecer la expresion simultanea o producir
disyuntivas entre distintos mecanismos de defensa en momentos particulares del ciclo de vida de las
plantas. A ello pueden aunarse factores extrinsecos -como la estacionalidad- o intrinsecos -como las
prioridades de adquisicion y asignacion de recursos- que ejercen una fuerte presion de seleccion
sobre la expresion de aquellos caracteres que otorgan a la planta mayor adecuacién. Como
consecuencia, se espera que las plantas produzcan diferentes trayectorias ontogenéticas en cada tipo
de defensa (Boege et al., 2007).

Bajo distintas condiciones o escenarios ecoldgicos se espera que evolucionen distintas
trayectorias, patrones y disyuntivas ontogenéticas (Boege et al., 2007). En general se ha
considerado que la expresion conjunta de mas de un mecanismo defensivo es redundante, lo que
muchas veces ha llevado al planteamiento de escenarios con estrategias mutuamente excluyentes.
Sin embargo, recientemente se han propuesto escenarios de estrategias mixtas de defensa (EMS).
Fornoni y colaboradores (2004) explican distintos resultados de la evolucion conjunta de varios
mecanismos defensivos. El primero de ellos sugiere la existencia de un solo pico adaptativo que
representa organismos que expresan completamente uno de los tipos de defensa. En este caso la
seleccion natural favorecerd la expresion de la estrategia menos costosa, ya que expresar varias se
considera redundante -en lo que a beneficios se refiere- y muy costoso. El segundo escenario
plantea la existencia de EMS, bajo el cual un organismo expresa niveles intermedios de varios
mecanismos simultaneamente. La existencia de este esquema de EMS puede explicarse como una
estrategia evolutivamente estable mantenida por la seleccion natural, o bien por restricciones
genéticas o selectivas para la evolucion de organismos que expresen completamente un tipo de

defensa.

Boege y colaboradores (2007) presentan un modelo basado en disyuntivas ontogenéticas
para explicar los cambios en las trayectorias de dos mecanismos de defensa (tolerancia y

resistencia, evaluada mediante la concentracion de glucosinolatos) desde una perspectiva evolutiva.
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Si la funcion de los dos mecanismos de defensa es redundante y existe una disyuntiva en el uso de
los recursos para su expresion, se espera que cuando la trayectoria de un mecanismo se exprese en
determinada direccion en funcion de sus beneficios, la trayectoria ontogenética de la otra
caracteristica se exprese en direccion opuesta. Esto tendria que promover una correlacion negativa
entre ambas trayectorias. Las trayectorias fueron demostradas experimentalemente en Raphanus

sativus (Boege et al., 2007).

La forma de vida de las plantas también influye sobre el patrén ontogenético de la defensa
que expresan (Boege et al., 2007; Barton y Koricheva, 2010). En plantas anuales se esperaria una
correlacion negativa entre mecanismos, es decir, que muestren una disyuntiva. Esto se presupone
pues debido a su répido desarrollo, las plantas anuales carecen de reservas y no tienen recursos
suficientes para la expresion simultanea de dos estrategias defensivas. En contraste, una correlacion
positiva entre mecanismos de defensa implicaria el despliegue de ambas estrategias en una misma
trayectoria y se asocia a plantas perennes debido a su posibilidad de acumular recursos a lo largo de
su vida (Boege et al., 2007). Sin embargo, existen pocos trabajos que hayan evaluadao
simultaneamente los cambios ontogenéticos de distintos mecanismos de defensa para determinar la
existencia de disyuntivas ontogenéticas. En este contexto, los objetivos de este trabajo son (1)
determinar si existen cambios ontogenéticos en los distintos mecanismos de defensa directa e
indirecta contra los herbivoros que presenta Turnera ulmifolia- una planta herbdcea mirmecofita
que habita dunas costeras-, (2) detectar si existen disyuntivas ontogenéticas en su produccion de

defensas, y (3) conocer la relacion entre dichos cambios y los niveles de dafio foliar.

De manera particular se abordaron cuatro preguntas: (1) ¢Existen cambios ontogenéticos en
el nivel de dafio foliar que recibe T. ulmifolia? (2) ¢(Qué cambios ontogenéticos ocurren en las
defensas fisicas, en particular en la densidad y tipo de tricomas foliares asi como en la dureza de las

hojas? (3) ¢Existen cambios ontogenéticos en la concentracion foliar de glucésidos cianogénicos y
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taninos? (4) ¢Existen cambios ontogenéticos en la defensa indirecta via la mirmecofilia y en los
mecanismos de secrecion del néctar extrafloral? Debido al cambio en los compromisos fisiologicos
y arquitecténicos durante el ciclo de vida de la planta, se espera que existan cambios en los distintos
mecanismos de defensa evaluados, asi como un cambio en la estrategia global de defensa contra la

herbivoria que despliega Turnera ulmifolia.
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SITIO DE ESTUDIO

El estudio se desarrolld en un matorral de dunas arenosas en el Centro de Investigaciones Costeras
La Mancha (CICOLMA), ubicado en la costa del estado de Veracruz, en el Golfo de México (19°
35" N, 96° 22° W, a una elevacion <100 m) (Moreno-Casasola y Monroy, 2006). Presenta un clima
céalido subhimedo con régimen de lluvias de verano (junio a septiembre). La temperatura media
anual oscila entre 21°C en enero y 27.3°C en junio y la precipitacion media anual es de 1286 mm.
Esta zona se encuentra bajo la influencia de los vientos alisios que aportan humedad y determinan la
precipitacion (Travieso-Bello y Campos, 2006). Se reportan mas de once comunidades vegetales
distintas dentro de la estacion bioldgica CICOLMA, de las cuales las mejor representadas son la
selva baja caducifolia, la selva mediana subcaducifolia y las dunas costeras. Ademas, estas tres
comunidades comparten muchas especies (Castillo-Campos y Travieso-Bello, 2006). La region es
floristicamente bastante rica al concentrar 118 familias vegetales y mas de 837 especies, de las
cuales el 25% se ubica en las dunas costeras (Castillo-Campos y Travieso-Bello, 2006). El sistema
de dunas costeras ubicado en CICOLMA es de suma importancia porque es el ultimo remanente de
este tipo de vegetacion presente en los suelos arenosos del Golfo de México (Moreno-Casasola y
Travieso-Bello, 2006). Ademas, més de 108 especies de hormigas asociadas con especies vegetales
habitan en la region. A pesar de que el clima de La Mancha es muy estacional, razén por la que se
esperaria una menor diversidad, la riqueza y diversidad de interacciones planta-hormiga en este sitio

es sumamente alta en comparacion con otros sitios estacionales del pais (Martinez et al., 2006).

Las dunas costeras son formaciones arenosas de origen e6lico que se distribuyen a lo largo
de la costa u orilla de los lagos (Ranwell, 1972; Moreno-Casasola, 1982); constituyen uno de los
ambientes més dinamicos y estdn modeladas por procesos geomorfoldgicos (como la accion del
viento) y biol6gicos (como la sucesion vegetal). La orientacion de las dunas est4 determinada por

los vientos dominantes, en el caso de La Mancha es norte-sur. Dichos vientos son muy fuertes entre
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noviembre y febrero, por lo que a esta época se le denomina ‘temporada de nortes’. Las dunas de La
Mancha son un sistema muy complejo topograficamente, ya que estdn formadas por una playa
angosta, dunas embrionarias, un primer cordon de dunas paralelo al mar y dunas parabdlicas con
distinto grado de estabilizacion (Moreno-Casasola y Travieso-Bello, 2006).

El ecosistema de las dunas costeras es un mosaico de habitats con distintas condiciones
ambientales (humedad, movimiento de arena, pendiente y concentracion de nutrientes) fuertemente
influidas por la topografia y con una amplia variacion espacio-temporal. En estos ambientes, el
manto freético se encuentra a mas de 1.5m de profundidad, fuera del alcance de la mayoria de las
raices vegetales; los suelos son pobres y con poca retencion de agua. El disturbio principal es el
movimiento de arena. La temperatura generalmente es alta, aunque presenta grandes variaciones
diarias, que van desde 60°C a mediodia hasta menos de 20°C por las noches (Moreno-Casasola y
Travieso-Bello, 2006). La heterogeneidad ambiental y las respuestas diferenciales de los
organismos a ésta resultan en una distribucion de parches dependiendo de su tolerancia y capacidad

de supervivencia y crecimiento (Martinez et al., 2006).
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Figura 1. Mapa de la ubicacidn geografica y distribucion del sitio de estudio. En color naranja se muestra la zona de
dunas muestreada.
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SISTEMA DE ESTUDIO

Turnera ulmifolia, cominmente conocida como escobilla japonesa, es un arbusto perenne de 0.4-1.2
m de altura, tallo ramificado y hojas alternas de lineares a ovadas con bordes dentados (Gama et al.,
1985). Sus flores son heterostilas, actinomorficas, aromaticas y de coloraciéon variada: blancas,
amarillas, rosadas o mixtas. Presentan ovario supero y los pétalos estdn unidos en la base formando
un tubo o hipanto. El fruto es una cépsula pequefia (4-9 mm de largo) cuya dehiscencia se da
mediante tres valvas longitudinales y las semillas son ovoides, curvadas, foveoladas y de
aproximadamente 3 mm de longitud (Maas et al., 1997; Martinez, 1994; Gama et al., 1985). Poseen
nectarios florales y extraflorales (Cuautle y Rico-Gray, 2003; Elias et al., 1975; Gama et al., 1985).
Los NEF de T. ulmifolia son foliares, pareados y opuestos, ubicados en el peciolo de las hojas en
posicion lateral (Elias et al., 1975; Fig. 2). Esta planta pertenece al orden de las Malpighiales y ha
sido recientemente ubicada dentro de la familia Passifloraceae, junto con todas las demas especies
de la anterior familia Turneraceae (APG, 2009). Dentro de Passifloraceae ahora convergen tres
tribus: Malesherbioideae (antes Malesheriaceae D. Don nom. cons.), Passifloroideae (antes
Passifloraceae) y Turneroideae (antes Turneraceae de Candolle nom. cons.) y T. ulmifolia pertenece

a la tercera (Stevens, 2011).

Figura 2. Topologia peciolar de los NEF de Turnera ulmifolia asi como su caracter pareado, lateral y opuesto y la
forma de copa.
Tomadas de Elias et al. (1975).
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Esta especie se presenta en las dunas estabilizadas donde la comunidad vegetal es cerrada y
generalmente prolifera en los que también se observan otras especies arbdreas y arbustivas como:
Acacia macracantha, Bursera simaruba y Randia laetevirens (Moreno-Casasola y Travieso-Bello,
2006). Ademés de esta especie, existe otra del mismo género en CICOLMA: Turnera diffusa

(Castillo-Campos y Travieso-Bello, 2006).

Los principales consumidores del néctar extrafloral de esta planta son tres grupos de
insectos: avispas depredadoras (Polistes instabilis y Polybia occidentalis), hormigas (Camponatus
platanus, Camponatus abdominalis, Crematogaster brevis-pinosa, Conomyrma sp., Pseudomyrmex
sp. y Forelius sp.) y abejas (Apis mellifera) (Cuautle y Rico-Gray, 2003). También se sabe que
buena parte del éxito reproductivo, adecuacion, proteccion contra herbivoros, dispersion vy
viabilidad de las semillas depende del papel de las hormigas y avispas que visitan y se alimentan de
del néctar extrafloral de T. ulmifolia. El herbivoro méas importante y destructivo de T. ulmifolia es la
larva de una especie de lepidoptero Euptoieta hegesia (Lepidoptera: Nymphalidae) que no rebasa
los 50 mm de tamariio corporal. Aunque es posible encontrar esta mariposa todo el afio, su pico de
actividad fitof4gica sobre T. ulmifolia ocurre entre junio y agosto. El nimero méximo de larvas
encontradas por planta es de tres; las cuales son suficientes para defoliar por completo un individuo

(Cuautle y Rico-Gray, 2003).

Entre las familias de plantas especialmente cianogénicas destaca Passifloraceae (Seigler,
1991). Se han estudiado muchas especies de esta familia y se conoce la presencia de cianogénicos y
glucdsidos cianogénicos ciclopentanoides en muchas de éstas. Sin embargo, es crucial probar la
cianogénesis de cada poblacion, ya que se han reportado distintos grados de cianogénesis en
poblaciones cercanas, llegando algunas incluso a ser acianogénicas (Schappert y Shone, 1995).

Los detalles antes mencionados hacen de T. ulmifolia un sistema ideal para la revision y

comparacion de los mecanismos de defensa directa e indirecta a través de tres etapas de su ciclo de
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vida. Las etapas ontogenéticas estudiadas fueron: juvenil (tallo < 15 cm.), pre-reproductiva (tallo >
15 cm pero sin estructuras reproductivas ni cicatrices de reproduccion) y reproductiva (tallo > 15
cm y con estructuras o cicatrices reproductivas). También se determinaron dos estadios foliares:
jovenes y maduras. Las primeras se caracterizan por no haber expandido completamente el peciolo
y presentan, por ende, la base del limbo ligeramente curveada. Las hojas maduras se caracterizan

por tener un peciolo alongado, completamente expandido y de base extendida.
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METODOS

Dafio foliar y crecimiento
Para cuantificar el nivel de dafio foliar y el crecimiento en los tres estadios ontogenéticos de la
poblacion se realizaron seis censos bimestrales durante un afio (junio 2009-junio 2010). En estos
censos se registraron 30 plantas juveniles, 30 pre-reproductivas y 30 reproductivas de T. ulmifolia.
Cuando algun individuo cambi6 de estadio se le reubico en el grupo correspondiente y se reclutd
otro individuo nuevo para el estadio anterior.

Se determiné la tasa de crecimiento de los individuos a partir de dos pardmetros: altura y
niamero de hojas. La altura de cada planta se registré desde el nivel del suelo hasta el &pice del
brote. En el conteo del nimero de hojas se consideraron hojas jovenes y maduras, mas no
primordios foliares. Para calcular el incremento neto en altura y nimero de hojas entre los distintos
censos se restaron los valores a los datos del censo previo: Ajj= Aj-Ai; siendo Ajj el incremento neto
de altura entre el censo i y el censo j; A; los datos de altura en el censo j y A; los datos de altura en el
censo i. Lo mismo se realizd para el namero de hojas. Los datos de altura y niumero de hojas se
transformaron mediante la formula logaritmica: log (x+1) para lograr una distribucién normal. Se
evaluo la normalidad de los datos mediante la prueba de bondad de ajuste Shapiro-Wilk. Se hizo un
analisis de varianza multiple (MANDEVA) para hallar el efecto del mes y del estadio sobre el
crecimiento. Posteriormente, se hicieron analisis de varianza univariados (ANDEVAS) entre los tres
estadios para cada censo. Para estimar las diferencias entre estadios ontogenéticos se utilizaron

pruebas de contrastes pareados a priori.

El nivel de dafio foliar de cada planta en cada censo se estimé a partir del registro de 15
hojas maduras por individuo. Para asegurar que las hojas registradas proporcionaran una muestra
homogeénea de todas las regiones del arbusto se cont6 el total de hojas y este nimero se dividio

entre 15, obteniendo asi un nimero x. Posteriormente, se registro el dafio cada x nimero de hojas. Si
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la hoja x era una hoja nueva, se registraba ésa y la hoja madura inmediata a ésta. Si la hoja
registrada presentaba dafio por herbivoros, se media el largo y ancho, y con ayuda de un acetato
cuadriculado a 0.5 cm? se determinaba el area dafiada. Las hojas sin dafio simplemente se
reportaron con 0% de dafio foliar.

Para calcular el &rea original de las hojas dafiadas se midié con un escaner portatil CID, Inc.
el largo, ancho y superficie foliar de 100 hojas sin dafio elegidas aleatoriamente. A partir de estos
datos se construyo la siguiente formula que permite predecir el area foliar de T. ulmifolia a partir del
largo y ancho de sus hojas: A.F. = 0.7 + (0.64-L-A) (F1.8 = 4214.406, P < 0.0001; r’= 0.97), donde
A.F. es el area foliar (cm?), L es el largo de la hoja (cm) y A el ancho de la hoja (cm). Asf, a partir
de los datos de largo y ancho tomados en el campo se estimd la superficie foliar original de cada
hoja dafiada restando a esta superficie el area foliar calculada con el acetato y se obtuvo el
porcentaje de area foliar consumida por los herbivoros para cada hoja. Posteriormente, se calculo el
nivel promedio de dafio por planta para cada censo. Los datos se transformaron mediante la funcion
del arcoseno para lograr una distribucion normal. Se realiz6 un anélisis de medidas repetidas para
hallar el efecto del mes y del estadio sobre el nivel de dafio foliar. Posteriormente, se realizaron
ANDEVAs para cada censo. Las diferencias entre estadios ontogenéticos se cuantificaron a partir
de contrastes pareados a priori. Se promedio el nivel de dafio anual por planta y por estadios y
después se realiz6 una ANDEVA con los valores anuales de dafio foliar. Para estimar las diferencias

entre estadios ontogenéticos se utilizaron pruebas de contrastes pareados a priori.

Tricomas foliares
Se estim6 la densidad y morfologia de los tricomas foliares. Para determinar la densidad de
tricomas se colectd aleatoriamente una hoja por cada uno de los 64 individuos (22 juveniles, 19 pre-
reproductivos y 22 reproductivos) durante junio del 2009. Estas fueron prensadas en papel y una
vez deshidratadas se fijaron cuatro puntos de 14 mm? por cada cara de la superficie foliar en los

cuales fueron contados los tricomas unicelulares simples utilizando un microscopio estereoscopico
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Carl Zeiss Stemi SV6. Se evalu6 la normalidad de los datos mediante la prueba de bondad de ajuste
Shapiro-Wilk y no fue necesaria su transformacion. Estos datos fueron analizados estadisticamente
mediante ANDEVAs para hallar diferencias en la densidad de tricomas entre estadios y entre el haz
y el envés de las hojas. Después, se realizaron pruebas de contrastes pareados a priori para estimar
las diferencias entre estadios ontogenéticos y entre el haz y el envés.

La micromorfologia de los tricomas foliares de T. ulmifolia se analiz6 mediante microscopia
electrénica de barrido (MEB). Tras haber elegido aleatoriamente tres individuos juveniles, pre-
reproductivos y reproductivos de T. ulmifolia. En junio del 2009 se colectaron hojas jovenes y
maduras de cada individuo, mismas que se preservaron por fijacion en FAA (formol, &cido acético
y formol; ver Anexos). El material fijado en FAA permanecié en el fijador por 8 meses.
Posteriormente, se lavo con agua corriente y se dejo en agua por 30 min para eliminar restos del
fijador. Tras el lavado, se deshidraté con una serie de alcoholes graduales segun el procedimiento
de Lopez y colaboradores (2005) (Anexos: Tabla 1). El material se disecd estando en alcohol al
70%. Se cort6 una tira foliar de 0.5 cm a la mitad de la Idmina foliar respetando la vena media (ver
Fig. 3) y se obtuvieron dos fragmentos para observar tricomas en el haz y envés de cada hoja,
respectivamente. El material fue desecado a punto critico y luego montado en cilindros de aluminio

con cinta conductiva y fue cubierto con una aleacion de oro-paladio para su observacion.

Figura 3. Esquema de la diseccion de la ldamina foliar. Los nimeros hacen referencia a la secuencia de cortes.
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Dureza foliar
Para estimar la dureza o coriosidad foliar se colectd durante abril del 2010 aleatoriamente una hoja
madura por cada una de las 69 plantas. Las hojas fueron colectadas por la tarde para minimizar la
pérdida de agua de las hojas debido al calor matutino, evitando asi alterar los datos del peso. Luego
de ser colectadas, se midi6 el &rea de cada hoja con ayuda de un escaner CID, Inc., y se peso con
una balanza electronica. La dureza se estimd tomando como referencia la masa foliar especifica

(M.F.E.) que ha sido previamente relacionada con la dureza foliar (Day et al., 2000; Thomas et al.,

2010; Carmona et al., 2011). Dicha medida fue estimada por el cociente MFE = 2 P, donde MFE

es la dureza, P el peso (g) y A el area (cm?).

La distribucion normal de estos datos fue analizada mediante la prueba de bondad de ajuste
Shapiro-Wilk y no fue necesario transformar los datos. Posteriormente se aplico un ANDEVA para
hallar diferencias en la dureza entre estadios, asi como los respectivos contrastes a posteriori
mediante pruebas de contrastes pareados a priori para estimar diferencias entre estadios

ontogenéticos.

Glucésidos cianogénicos

La evaluacion de la presencia de glucésidos cianogénicos se realizd mediante pruebas
colorimétricas con &cido picrico (Brinker y Seigler, 1989; Schappert y Shore, 1995) y picrato de
sodio (Dirzo y Harper, 1982) sobre 101 individuos (17 juveniles, 28 pre-reproductivos y 56
reproductivos). Para ello, se colectaron seis discos de 0.6 cm de diametro de cada hoja con un
horadador metalico, mismos que se depositaron en tubos Eppendeorf de 2 pl debidamente
etiquetados. Se tomaron muestras de dos hojas por cada planta para procesar una con cada técnica.
Posteriormente se afiadieron 7 pl de cloroformo a cada tubo y se macerd el tejido.

Se cortaron tiras de papel filtro de 9 x 13 mm. Para las muestras procesadas mediante el
protocolo de &cido picrico las tiras de papel se remojaron en una solucion al 0.5% de &cido picrico,

se dejaron secar y después se pasaron por una solucion al 5% de Na,COs;. De nuevo se dejaron secar
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y se insertaron en los tubos con el material macerado, evitando que entraran en contacto directo con
el tejido. Para las muestras procesadas mediante picrato de sodio se remojo el papel filtro en una
solucion conjunta de &cido picrico (0.5%) y Na,COs; (5%), se dejo secar y se insertd en el tubo con
el material macerado, evitando que entraran en contacto directo con el tejido. Para ambas técnicas
los papeles se prepararon en fresco, antes del ensayo. Los tubos se almacenaron por 24 h a
temperatura ambiente (25-30°C) en gradillas (para mantener el papel filtro en forma vertical y
evitar que entrara en contacto directo con el material vegetal, de modo que la reaccién solo
ocurriese cuando el gas (HCN) se volatilizara hasta el papel) y en oscuridad (para evitar que por
oxidacion luminica se generara un falso positivo). Tras la incubacion se abrieron los tubos y se
verifico el color del papel filtro. La reaccion del acido picrico y del picrato del sodio con el cianuro
genera una coloracion marron o café. Debido a que los papeles filtro permanecieron de color

amarillo (el color del &cido picrico) se detuvo el procedimiento.

Taninos
Se extrajeron y purificaron los taninos de T. ulmifolia. EI material para la purificacion de los taninos
se colect6 en septiembre del 2010 a partir de 20 plantas adultas de toda la poblacion, tomando entre
10 y 15 hojas apicales por planta. EI material para la cuantificacion se colect6 a partir de individuos
de los tres estadios ontogenéticos, tomando también una hoja apical. Las hojas se almacenaron en
bolsas de plastico transparente con etiquetas rotuladas a lapiz. Durante la colecta en campo, las
hojas cortadas se guardaron en una bolsa negra dentro de una hielera para evitar la oxidacion de los
taninos y més tarde fueron transportadas en nitrdgeno liquido. Posteriormente, fueron transferidas a
bolsas de papel con pequefios agujeros debidamente etiquetadas en las que se liofilizaron durante
12-18 h y se almacenaron a -80°C para luego ser maceradas manualmente con nitrégeno liquido. El
tejido pulverizado se peso y almacend en tubos Eppendorf y Nalgene a —80°C. Siempre que no
estuvieran bajo congelacion, es decir, en los procesos de etiquetado, traslado, pesado y organizacion

el material se mantuvo en frio con hielo seco o hielo.
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Para la extraccion y purificacion de taninos se tomaron cinco tubos con 1 g de tejido y a
cada tubo se agregaron 45 ml de éter. Luego se agitaron manualmente y con un mezclador de
vortice (vortex) y se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 min a 4°C. Este lavado se repitio tres
veces Yy el sobrenadante se vacié en un contenedor de desecho. Antes de utilizar el éter fue necesario
realizar una prueba para asegurar la ausencia de peroxidasas mezclando 2 ml de éter + 2 ml de una
solucion de ioduro de potasio 2% (ver Anexo). El color café indica la presencia de peroxidasas.
Posteriormente, se lavo el tejido con una solucion de acetona-agua 70:30 (ver Anexo) cuatro veces.
Para ello, a cada tubo se agregaron 10 ml de la solucion de acetona, se agitaron con un mezclador
de vortice hasta romper el pellet y se homogeneizaron durante 45 s. Luego se centrifugaron a 4000
rpm por 15 min a 4°C. El sobrenadante de colectd en tubos etiquetados. Transcurridos cuatro
lavados, se centrifugaron todos los tubos una Ultima vez a 3700 rpm a 4°C durante 15 min y el
sobrenadante se afadid al obtenido previamente. El sobrenadante se centrifugd a 4000 rpm a 4°C
durante 10 min, se cuantificd y se mantuvo en congelacion durante la noche. Al dia siguiente, se
agregaron 18 ml de DDH,0O por cada 25 ml de extracto para evitar la precipitacion de fenoles. El
extracto se evapord en un rotovapor Biichi con bomba de vacio V-700, controlador V-850 y bafio de
calor B-491 entre 37-42°C y de 556-90 mbar durante cerca de. 3 h.

La purificacion se hizo utilizando como filtro Sephadex LH-20, mismo que se prepar6 en
una suspension con 800ml de etanol absoluto una noche antes y se dejé en refrigeracion a 4°C. Al
dia siguiente se resuspendi6 agitando y se agrego el extracto acuoso recuperado y en frio, agitando
levemente por 3min. Se montd un kitasato con un embudo de filtro poroso de 2 | y se agrego la
suspension de Sephadex, el extracto acuoso y etanol absoluto. Una vez filtrados 2 | de etanol se
paré el vacio y se realiz6 una prueba colorimétrica del filtrado con 2 gotas de sulfato férrico de
amonio + 2 gotas de ferrocianuro de potasio + 2 gotas del filtrado en una placa de ensayo a la gota
(ver Anexo). El lavado con etanol se continud mientras la prueba arrojaba un color azul intenso o
verdoso; pero en cuanto se torné amarillento se removié el etanol restante por vacio hasta secar

casi por completo el Sephadex. Con el embudo aln en el kitasato, se agregé la solucién de acetona
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y se inicio el filtrado por vacio. Nuevamente se realizé la prueba colorimétrica para cada 250 ml de
acetona filtrados. El extracto en acetona se cuantificd y almacend en un matraz a 4°C por una
noche. El Sephadex se resuspendié en 800 ml de etanol y se almacend en un matraz tapado y en
refrigeracion.

Posteriormente, el extracto en acetona se evapord en un rotovapor Biichi con bomba de
vacio V-700, controlador V-850 y bafio de calor B-491 entre 37-57°C y de 556-90 mbar durante
cerca de. 9.5 h. El extracto se coloco en tubos de Nalgene y se congelé a -80°C. Si el extracto no se
congela por completo es necesario evaporar de nuevo ya que presenta acetona que impide su
congelacion. Las muestras fueron liofilizadas durante 4 dias hasta evaporar el agua por completo,

obteniendo desechos s6lidos y compactos, que nuevamente se mantuvieron en congelacion a -80°C.

Defensas biéticas

Nectarios extraflorales
Se registro el nimero de NEF por hoja, asi como su anatomia y morfologia en plantas de distintos
estadios. La cuantificacion de los NEF por hoja se realiz6 por conteo durante los censos de
herbivoria y las hojas registradas fueron las mismas que se utilizaron para estimar el dafo foliar por
herbivoros. Se calcul6 el promedio de NEF/hoja/planta para cada censo. La distribucién normal de
estos datos fue verificada mediante la prueba de bondad de ajuste Shapiro-Wilk y no fue necesario
transformar los datos. Se realiz6 un analisis de MANDEVA para evaluar el efecto del estadio y del
mes en la densidad foliar de NEF. Posteriormente, se realizaron ANDEVASs para cada censo y para
estimar las diferencias entre estadios ontogenéticos se utilizaron pruebas de contrastes pareados a
priori.

La micromorfologia de los nectarios extraflorales se estudi6 mediante microscopia
electrénica de barrido y los cambios ontogenéticos en la anatomia mediante inclusiones en

paraplast, cortes y tincion para luego ser observados mediante microscopia de luz (Fig. 4).
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Figura 4. Diagrama que muestra la secuencia del analisis estructural de los NEF.

Tras haber elegido aleatoriamente 5 individuos juveniles, 5 pre-reproductivos y 5
reproductivamente maduros de T. ulmifolia, en junio del 2009 se colectaron hojas jovenes y
maduras de cada uno de ellos. Se utilizaron las mismas hojas que para la MEB de los tricomas.
Estas se preservaron por fijacion en FAA y se procesaron conforme el método de Lopez y
colaboradores (2005) (ver Anexo). EI material se disecé estando en alcohol al 70% para obtener de
cada hoja un fragmento de peciolo con los dos NEF.

El tejido destinado a los anélisis micromorfoldgicos mediante MEB se desecé a punto critico
y luego se monto en cilindros de aluminio con cinta conductiva y se cubrié con una aleacion de oro-
paladio para su posterior observacion. El resto de las muestras que serian ocupadas para el estudio
anatomico de los NEF se deshidrataron en una serie de alcoholes graduales y se sometieron a un
procedimiento de pre-inclusion e inclusion en paraplast (Lopez et al., 2005; ver Anexo: Tabla 2).
Posteriormente, con navajas desechables se esculpid en los bloques una piramide trunca que
incluyera la muestra y éstos fueron cortados en un microtomo de rotacion a 8 um, previa
refrigeracion de 1 h a 4°C para endurecer el paraplast y facilitar su corte.

Los cortes fueron extendidos en un bafio de agua con grenetina a 45°C y luego transferidos

serialmente a portaobjetos. Se dejaron secar a temperatura ambiente por 12 h y se seleccionaron las
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laminillas adecuadas. Estas fueron desparafinadas en una estufa a 56°C por 40 min y tefiidas con
safranina metilcelosolve-verde répido (ver Anexo: Tabla 3). Una vez tefiidas, se les aplico resina
Enthellan a las muestras, se cubrieron con cubreobjetos y se dejaron secar en la estufa de
polimerizacion a 56°C por 48 h. Luego se observaron con microscopia de luz y se fotografiaron

algunas laminillas. Las fotografias se retocaron utilizando Adobe Photoshop CS5.

Néctar extrafloral

En septiembre del 2010 se realizd una curva de produccion de néctar para determinar el horario de
los picos de produccion en la poblacién de estudio en la cual se cuantificaria la cantidad y
concentracion del néctar secretado. Durante dos dias se registré la produccion de néctar extrafloral
en 20 plantas (9 juveniles y 11 reproductivas) cada 2 h durante 12 h (7:00, 9:00, 11:00, 13:00,
15:00, 17:00 y 19:00). Para ello, se aislaron 10 hojas apicales que fueron embolsadas la noche
anterior al registro. ElI embolsado fue doble: primero se colocd una bolsa de organza cerrada con
alambres plastificados para evitar el paso de hormigas a las hojas aisladas. Luego, se cubri6 con una
bolsa de papel encerado cerrada con cinta adhesiva para evitar que el néctar se humedeciera e
incrementara su volumen con el rocio, o se deshidratara por el sol. Finalmente, se aplicé un poco de
Tanglefoot sobre un trozo de cinta adhesiva enredada sobre el tallo para facilitar su remocion y
evitar el contacto directo con el tallo de la planta. El Tanglefoot es una mezcla de distintas resinas
que, de permanecer sobre los tallos y ramas, puede causar necrosis al tapar los estomas y evitar el
intercambio gaseoso. El néctar de cada hoja se cosechd utilizando microcapilares de 1 pl. El
volumen se cuantificé midiendo la longitud de la columna de liquido en el capilar con un Vernier
digital y la concentracion de azlcares se estimé con un refractometro (0-50°B). A partir de los
datos obtenidos se obtuvo un volumen y concentracion promedio por planta para cada horario
utilizando el paquete de Microsoft Office Excel. El horario con la mayor produccion de néctar se
consider6 como el pico de produccién en el cual se registraron el resto de las plantas en dias

subsiguientes.

27


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Métodos

Una vez establecida la hora pico en la produccion de néctar, ésta se determind en 79
individuos (19 juveniles y 60 reproductivas) durante los dos dias subsiguientes a la realizacion de la
curva en septiembre del 2010. Para ello se aislaron pero no se embolsaron las 10 hojas apicales y
durante el pico de produccion (entre 11:00 y 13:00) se colectd y cuantifico el néctar, siguiendo
también el protocolo anterior. No fue posible registrar individuos juveniles para la curva de
produccion ni para el pico de produccion ya que los juveniles del censo anterior (junio del 2010)
habian perecido o alcanzado el estadio pre-reproductivo para entonces y no se hallaron nuevo
individuos de este estadio durante esta época del afio. Sin embargo, el resto de los individuos
muestreados eran individuos marcados y registrados en censos previos. Se calculé el volumen
promedio de néctar y la concentracion promedio de azlicares para cada planta. Los datos se

analizaron mediante pruebas no paramétricas ‘U’ de Mann Whitney.

Patrullaje de hormigas
El nimero de hormigas por planta se tom6 como un estimador de la defensa mirmecofitica. Para
ello, durante el censo de junio del 2010, se cont6 durante 1 min el nGmero de hormigas presentes en
cada una de las plantas censadas (18 juveniles, 23 pre-reproductivas y 46 reproductivas) por tres
dias (14, 15 y 16 de junio). El conteo se repitié cada 2 h entre 9:00 y 19:00, en horario de verano. El
namero total de hormigas por planta se dividio entre el nimero de hojas de la planta.

Los datos fueron analizados estadisticamente para encontrar diferencias significativas en el
nimero de hormigas entre estadios mediante pruebas no paramétricas de Kruskal Wallis y

posteriormente se efectuaron contrastes no paramétricos ‘U’ de Mann Whitney con la correccién de

Bonferroni (o = % = 0.016).

Todos los analisis estadisticos de este trabajo se hicieron utilizando el paquete de JMP 7.00,

salvo excepciones indicadas anteriormente.
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Historia natural
Durante los seis censos realizados se registraron 133 plantas, fue posible seguir algunas plantas a lo
largo de todos los estadios, mientras que otras solo fueron registradas en algunos estadios en
particular (Tabla 1). Durante el periodo estudiado se registraron altos niveles de mortalidad. El
estadio juvenil tuvo el mayor porcentaje de individuos muertos, seguido por las reproductivas y
finalmente las pre-reproductivas (Tabla 1). El nivel de mortalidad se incrementdé notablemente
durante los meses invernales, pues entre enero y abril se registraron los niveles maximos para todos

los estadios.

Tablal. Seguimiento ontogenético de los individuos marcados y mortalidad a lo largo del periodo estudiado (junio de
2009 a junio de 2010).

Estadio ontogenético
Juvenil* Pre-reproductiva’ Reproductiva

Numero de plantas
marcadas 41 83 93

Porcentaje de plantas
que pasaron a la 85.36% 59.03%
siguiente etapa

Porcentaje de plantas
muertas al final del 36.58% 7.22% 44.08%
periodo

*Incluye plantas que cambiaron al siguiente estadio.

Esta especie produce una gran cantidad de frutos durante todo el afio. Aproximadamente
cada planta reproductiva produce 3 o 4 frutos por semana y durante el pico de floracion (junio-
agosto) puede producir més de un fruto por dia. Considerando que cada fruto presenta cerca de 30
semillas pequefias, en las temporadas menos favorables las plantas producen cerca de. 90
semillas/semana y cerca de. 210 semillas/semana durante el pico reproductivo (S. Ochoa-Ldpez,

com. pers.).
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Los NEF de la porcion apical del brote presentan una mayor actividad que aquellos hallados
en la porcion basal. En la mayoria de los casos, la secrecién de néctar se limito a la porcion apical.

Durante las observaciones al MEB para el anélisis micromorfoldgico de tricomas en hojas
de distintos estadios de T. ulmifolia se observaron gran cantidad de hilos atados entre los tricomas
mismos que pueden ser hifas o hilos de seda secretados por algun insecto. También se observaron

gran cantidad de bacterias en la epidermis de las hojas.

Crecimiento

El andlisis multivariado de medidas repetidas mostrd que existe un efecto significativo del estadio
(Wilks 2 4446 = 0.636, P < 0.0001), la época del afio (Wilks . 523 = 0.269, P < 0.0001) y la
interaccion (Wilks A 4446 = 0.914, P < 0.0005) sobre el crecimiento de las plantas en términos de
altura y namero de hojas.

Durante la época de lluvias (junio-octubre de 2009) se observd mayor incremento en
términos de altura en todos los estadios mientras que durante el invierno muchas plantas perdieron
ramas y secciones del tallo, lo cual se refleja con valores negativos de crecimiento (Fig. 5). El
estadio juvenil mostré el mayor incremento en altura durante todo el afio, exceptuando los meses
del periodo invernal y de secas cuando su crecimiento registr6 valores negativos (Fig. 5). En cuanto
al nimero de hojas, las plantas reproductivas tuvieron la mayor produccion en la época de lluvias,
asi como la mayor pérdida de hojas en la época seca (Fig. 6). Las pre-reproductivas mostraron
niveles poco cambiantes en el nimero de hojas, aunque si existié una ligera pérdida de hojas con la
llegada de la época seca (Fig. 6). En los juveniles la cantidad de hojas permanecié practicamente

estatica a lo largo de las distintas temporadas (Fig. 6).
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Figura 5. Cambios en la altura de plantas de los tres estadios de Turnera ulmifolia durante cinco periodos bimestrales a
lo largo del afio. Las letras distintas reflejan diferencias significativas entre estadios ontogenéticos para cada censo.
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Figura 6. Cambios en el nimero de hojas de plantas de Turnera ulmifolia de los tres estadios durante cinco periodos
bimestrales a lo largo del afio. Las letras distintas reflejan diferencias significativas entre estadios ontogenéticos para

cada censo.

31


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Resultados

Dafio foliar
Andlisis univariados mostraron que hubo un efecto significativo de la ontogenia (F,,615 = 55.08, P <
0.0001, Fig. 7) sobre el nivel anual promedio de dafio foliar que reciben las plantas de T. ulmifolia.
El estadio que presentd la mayor cantidad de dafio foliar promedio a lo largo del afio fue el juvenil
(6.5%) con cerca de tres veces mas dafio que las pre-reproductivas (2.5%) (Fi61s = 66.52, P <
0.0001) y las reproductivas (F1618 = 108.62, P < 0.0001). Las plantas reproductivas mostraron una
tendencia marginalmente significativa de menor cantidad de dafio que las plantas pre-reproductivas

(F,618)=3.36, P < 0.067, Fig. 7).

El andlisis de medidas repetidas mostré que hubo un efecto significativo del estadio
ontogenético (F,603 = 26.36, P < 0.0001, Fig. 8), la época del afio (Fsg03 = 5.0004, P = 0.0002, Fig.
8) y la interaccion (Fio603 = 2.84, P = 0.0018, Fig. 8) en la cantidad de dafio foliar que reciben las
plantas. El pico de dafio foliar ocurrié durante la temporada de lluvias, entre junio y octubre (Fig.
8). Durante el periodo lluvioso del 2009 las juveniles presentaron 5.68% de dafio, poco maés del
doble del dafio recibido por las pre-reproductivas y mas de tres veces el dafio recibido por las
reproductivas (2.5% y 1.6%, respectivamente; Fig. 8) y en la siguiente temporada lluviosa (junio de
2010) la diferencia en el nivel de dafio entre estadios se incrementd. Los menores niveles de dafio
foliar registrados se encontraron entre los meses de enero y abril de 2010 y variaron entre 1.6% y

4.6% (Fig. 8).
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Figura 7. Diferencias totales en el nivel de dafio foliar entre estadios en plantas de Turnera ulmifolia. Las letras
distintas reflejan diferencias significativas entre estadios ontogenéticos para cada censo. (*p=0.067)
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Figura 8. Diferencias en el nivel de dafio foliar por herbivoros entre estadios y a lo largo del afio en plantas de de
Turnera ulmifolia. Las letras distintas reflejan diferencias significativas entre estadios ontogenéticos para cada censo.
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Tricomas foliares

Las plantas de T. ulmifolia presentan una gran diversidad de tricomas unicelulares y pluricelulares
en la Iamina foliar. A lo largo de las distintas etapas ontogenéticas se observaron seis tipos distintos
de tricomas: dos morfos no glandulares, tres morfos glandulares y una emergencia mesetiforme
(Fig. 9). Los tricomas unicelulares, microcapitados uniseriados, microcapitados biseriados vy
claviformes se encontraron en los tres estadios; los tricomas pluricelulares uniseriados Gnicamente
se observaron en juveniles y reproductivas; y las emergencias mesetiformes se observaron en
estadios pre-reproductivos y reproductivos. También se encontraron algunos tricomas en desarrollo
que representan estadios tempranos de algunas de las morfologias encontradas (Fig. 10). Los
tricomas fueron clasificados de acuerdo con Gonzalez y Arbo (2004). A continuacidn se describen
todos los tipos de tricomas observados.

Tricomas no glandulares

1. Unicelulares: Constan de una celula gruesa, lignificada y ornamentada con verrugas. En la
base presentan varias células accesorias globosas e irregulares dispuestas en forma de roseta
alrededor del tricoma que frecuentemente contienen taninos (Figs. 11A y B).

2. Pluricelulares uniseriados: Estdn conformados por células accesorias globosas, irregulares
y reducidas y el cuerpo lo forma una hilera celular con nueve células de altura y carecen de
ornamentaciones (Fig. 9C).

Tricomas glandulares

1. Microcapitados uniseriados: Constan de un pie uni o bicelular y células accesorias
globosas alongadas o irregulares. El pedicelo es uniseriado y consta de una sola hilera
celular de entre cinco y ocho células de alto. Presenta una cabeza formada por entre una y
tres células cubiertas por una cuticula lisa, donde la célula apical parece ser la que contiene
la secrecion (Figs. 11D y E).

2. Microcapitados biseriados: Constan de un pie uni o bicelular y células accesorias globosas

alongadas o irregulares. El pedicelo es biseriado y consta de dos hileras celulares con entre
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tres y seis células de alto. Presenta una cabeza formada por entre una y tres células cubiertas
por una cuticula lisa, donde la célula apical parece ser la que contiene la secrecion (Figs.
11Fy G).

3. Claviformes: Estan formados por un pie bicelular, células accesorias globosas e irregulares
y un pedicelo biseriado con tres o cuatro células de alto y una cabeza ancha y en forma de
clava que, en la mayoria de los casos, presenta hendiduras apicales (Fig. 9H).

Emergencias

1. Mesetiformes: Son protuberancias continuas de la epidermis, es decir, un conjunto de
células subepidérmicas que proliferan por debajo de la epidermis sin fragmentarla. En este
caso, la porcion basal es mas ancha que la apical. Esta ultima estéa ligeramente aplanada y le

confiere una forma de meseta a la estructura (Fig. 91).
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Figura 9. Diversidad de tricomas encontrados en las seis etapas foliares revisadas de Turnera ulmifolia mediante MEB.
A) Células accesorias y porciéon basal de un tricoma unicelular (750%). B) Punta de un tricoma unicelular con
ornamentaciones (5000x). C) Tricoma pluricelular uniseriado (750x). D) Tricoma microcapitado uniseriado con cabeza
turgente (1000x). E) Tricoma microcapitado uniseriado colapsado (750x). F) Tricoma microcapitado biseriado con
cabeza turgente (500x). G) Tricoma microcapitado biseriado colapsado (1000x). H) Tricoma claviforme (750x). 1)
Emergencia mesetiforme (500%).

Figura 10. Tricomas en formacion de distintas etapas foliares de Turnera ulmifolia mediante MEB. A) Tricoma
pluricelular uniseriado emanando con restos de cuticula (1000x). B) Tricoma claviforme con restos de cuticula en la
base (1500x%). C) Tricoma pluricelular biseriado (1000x).

36


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Resultados

Se esbozaron algunos patrones de distribucion de ciertos tipos de tricomas en ambas caras;
sin embargo, no podemos hablar de patrones contundentes debido al reducido tamafio muestral que
se explord. Por ejemplo, los tricomas microcapitados uniseriados se hallaron siempre en el enves,
con excepcién de las hojas maduras de etapa reproductiva, en las que se observaron por ambos
lados (Tabla 2). Lo mismo sucede con los tricomas microcapitados biseriados, los cuales se hallaron
s6lo en el haz de hojas jovenes y maduras de etapas juveniles (Tabla 2). El resto de los tipos de

tricomas se hall6 por igual en ambas caras de las hojas (Tabla 2).

Tabla 2. Resumen de los estadios foliares en que se presentan los distintos tipos de tricomas. Simbolos: H, haz; E,
enveés.

Tipo de Morfo Juvenil Pre-reproductiva Reproductiva
tricoma Hoja Hoja Hoja Hoja Hoja nueva Hoja madura
nueva madura nueva madura
H E H E H E H E H E H E
Unicelular x x x x x x x x x x x x
No
glandular Pluricelular x x x
uniseriado
Microca-
pitado x x x x x x x
uniseriado
Glandular
Microca- x x x x x x x
pitado
biseriado
Claviforme x x x x x x x
Otro Emergencia x x

mesetiforme

Se encontr6 un efecto significativo del estadio ontogenético (F2,122 = 32.09, P < 0.0001, Fig.
11) y la cara de la hoja (haz y envés) (F1122 = 13.85, P = 0.0003, Fig. 11), pero no de la interaccion
(Fo122 = 229, P = 0.1056, Fig. 11) sobre la densidad de tricomas foliares (nimero de
tricomas/mmz). Con excepcion de los individuos juveniles (F1122 = 0.23, P = 0.62, Fig. 11), T.
ulmifolia presenta una mayor densidad de tricomas en el envés que en el haz (Fy12, = 13.85, P =
0.0003, Fig. 11). El envés de las plantas pre-reproductivas es 38.4% mas pubescentes que el haz y
36% maés pubescente en las plantas reproductivas. Las plantas pre-reproductivas y reproductivas

tuvieron dos veces mas tricomas/mm? en el haz de las hojas que las juveniles (F26 = 12.50, P <
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0.0001, Fig. 11). En el envés, la densidad aument6 en 47% de juveniles a pre-reproductivas y 17.6%
de pre-reproductivas a reproductivas (F2 6 = 19.73, P <0.0001, Fig. 11).

Tricomas foliares
35
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Figura 11. Diferencias en la densidad de tricomas foliares entre estadios ontogenéticos y en ambas caras de la hoja en
plantas de Turnera ulmifolia. Las letras distintas reflejan diferencias significativas entre estadios ontogenéticos para
cada censo.

Dureza foliar
No se encontraron diferencias significativas en la dureza foliar entre individuos de distintos estadios

de desarrollo (F266 = 0.40, P = 0.66, Fig. 12).
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Figura 12. Diferencias en la dureza foliar entre estadios ontogenéticos en plantas de Turnera ulmifolia. Las letras
distintas reflejan diferencias significativas entre estadios ontogenéticos para cada censo.

Glucésidos cianogénicos
Los 101 individuos de T. ulmifolia (17 juveniles, 28 pre-reproductivos y 56 reproductivos)
muestreados resultaron ser acianogénicos segun las pruebas colorimétricas con picrato de sodio y

acido picrico.

Taninos
No fue posible extraer ni la cantidad minima de taninos condensados necesaria para la
cuantificacion a partir de hojas de 20 plantas adultas de T. ulmifolia, por lo que se concluye que

estas plantas carecen de taninos condensados en las hojas.

Nectarios extraflorales
Las plantas de T. ulmifolia presentan nectarios peciolares ubicados en la unidn entre la lamina foliar
y el peciolo. Estos son pareados, opuestos, laterales y se hallan ligeramente desplazados hacia el
envés de la hoja (Fig. 13). En la mayoria de los casos su insercion en el peciolo es asimétrica.
Presentan una estructura cupuliforme y cuentan con vascularizacion. Los NEF de esta especie estan
conformados por una cuticula, la epidermis secretora, un parénquima que conforma el cuerpo del
nectario, inclusiones de taninos, drusas Yy haces vasculares. Las drusas son cristales de oxalato de
calcio contenido en las células a los que se les ha aducido una funcion defensiva contra los

herbivoros ya que supuestamente reducen la apetecibilidad de las plantas.

39


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Resultados

C D D
S T
e
RS INT

pal

Figura 13. Topografia y anatomia de los nectarios extraflorales de Turnera ulmifolia. A) Envés de una hoja mostrando
el peciolo y los NEF. B) Esquema de la anatomia de un NEF corte longitudinal. Simbolos: ct, cuticula; me, estructura
mesetiforme apical; es, epidermis secretora; t, taninos; pq, parénquima del cuerpo del nectario; d, drusas; hv, haces
vasculares; pgl, parénquima de la base del nectario.

Anatomia de juveniles

En las plantas juveniles los NEF presentan una superficie secretora convexa y un reborde
descendente marcado (Fig. 14). En el centro de la superficie secretora se observa una estructura
elevada. El didametro del nectario oscila entre 370 y 580 um, mientras que el didmetro de la region
apical elevada es de 108 um (Fig. 14). Estos nectarios presentan una cuticula muy engrosada.
Debajo de la cuticula se halla la epidermis secretora uniestratificada, formada por una capa de
células en empalizada, ligeramente alargadas y con citoplasma denso. Posteriormente, se halla el
tejido parenquimatoso que forma el cuerpo del nectario. Este presenta células isodiamétricas de
citoplasma claro y abundantes drusas. Hacia la porcion basal del mismo podemos encontrar
elementos vasculares que irrigan el nectario y cuyo floema proporciona los elementos necesarios

para la elaboracion del néctar (Fig. 14).
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Figura 14. Micromorfologia y anatomia de los NEF en plantas juveniles de Turnera ulmifolia. A) Micrografia al MEB
de la morfologia externa del nectario (200x). B) Corte transversal del peciolo con los NEF insertados en forma
asimétrica (campo claro). C) Corte longitudinal del NEF (campo claro). D) Corte longitudinal del NEF (contraste de
fases). E) Corte mediano y longitudinal del nectario (campo claro). F) Corte mediano y longitudinal del nectario
(contraste de fases). Simbolos: p, peciolo; pg, parénquima; hv, haces vasculares; NEF, nectario extrafloral; ct, cuticula;
es, epidermis secretora; d, drusas; me, estructura mesetiforme; t, taninos.
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Anatomia de pre-reproductivas

En el estadio pre-reproductivo la superficie secretora de los NEF es concava y el reborde
descendente (Fig. 15). En el centro de la superficie secretora se observa una estructura elevada con
una meseta y una hendidura o crater. EI didmetro del nectario oscila entre 400 y 740 um, mientras
que el didmetro de la estructura mesetiforme en la region apical oscila entre 76 y 100 um (Fig. 15).
Estos nectarios presentan una cuticula muy engrosada en la mayor parte de la superficie secretora,
la cual se adelgaza notoriamente al llegar a la porcion apical de la estructura mesetiforme, llegando
casi a desaparecer en el crater. Debajo de la cuticula se halla la epidermis secretora uniestratificada
formada por células en empalizada, alongadas y con citoplasma muy denso. Después, se halla un
tejido parenquimatoso conformado por células cuadradas que forman el cuerpo del nectario. Debajo
de éste se observa un parénquima més laxo con células isodiamétricas y citoplasma claro, las cuales
forman el estipite del nectario. Se observan abundantes drusas. Hacia la porcion basal del nectario
podemos encontrar los elementos vasculares que lo irrigan y surten de elementos para la
elaboracion del néctar, asi como algunos taninos (Fig. 15). El peciolo presenta una cantidad

moderada de taninos distribuidos en forma de anillo a lo largo de todo el contorno peciolar.

Anatomia de reproductivas

En plantas reproductivas los NEF presentan una estructura cupuliforme con superficie secretora
concava y un reborde ascendente muy conspicuo (Fig. 16). En esta etapa es frecuente hallar mas de
un nectario en cada lado del peciolo, y se llega a encontrar en ocasiones tres, cuatro o cinco. En
estos casos, generalmente se halla un nectario principal y de mayores dimensiones y otro secundario
de menor tamafio, aunque también suelen existir dos principales y un tercer nectario secundario
hacia el limbo. En el centro de la superficie secretora se observa una estructura elevada y
mesetiforme con una hendidura o crater. El diametro de la glandula oscila entre los 700 y 1000 um
y el diametro de la region apical de la estructura mesetiforme es de 100 um (Fig. 16). Estos

nectarios presentan una cuticula muy engrosada en la mayor parte de la superficie secretora, misma
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que se adelgaza notoriamente al llegar a la porcion apical de la estructura mesetiforme, donde
practicamente desaparece. Debajo de la cuticula se halla la epidermis secretora ahora biestratificada,
formada por células en empalizada, alongadas y con citoplasma muy denso (Fig. 16). Debajo, se
halla un tejido parenquimatoso constituido por células cubicas que forman el cuerpo del nectario.
Debajo de éste se encuentra un parénquima méas laxo con células isodiamétricas y citoplasma claro,
las cuales forman el estipite del nectario. Se observan bastantes drusas en el parénquima y también
taninos, que se ubican en forma de anillo a lo largo del contorno del nectario (Fig. 16). El peciolo
también presenta una gran cantidad de taninos. Hacia la porcion basal del nectario se encuentra el
inicio del parénquima peciolar asi como los elementos vasculares que lo irrigan y cuyo floema
proporciona los elementos necesarios para la elaboracion del néctar, llegando muy cerca de la

epidermis secretora (Fig. 16).
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Figura 15. Micromorfologia y anatomia de los NEF en plantas pre-reproductivas de Turnera ulmifolia. A) Micrografia
al MEB mostrando la morfologia externa del nectario (100x). B) Corte transversal del peciolo con los NEF insertados
en forma asimétrica (campo claro). C) Corte mediano longitudinal del NEF (campo claro). D) Corte mediano
longitudinal del NEF (contraste de fases). E) Porcion apical del NEF en corte mediano y longitudinal (campo claro). F)
Porcion apical del NEF en corte mediano y longitudinal (contraste de fases). Simbolos: p, peciolo; pg, parénquima; hv,
haces vasculares; NEF, nectario extrafloral; tr, tricoma unicelular simple; trg, tricoma glandular; t, taninos; ct, cuticula;
es, epidermis secretora; d, drusas.
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Figura 16. Micromorfologia y anatomia de los NEF en plantas reproductivas de Turnera ulmifolia. A) Micrografia al
MEB mostrando la morfologia externa del nectario (100x). B) Corte transversal del peciolo con los NEF insertados en
forma asimétrica (campo claro). C) Corte mediano longitudinal del NEF (contraste de fases). D) Corte mediano
longitudinal del NEF (campo claro). E) Acercamiento a la estructura de meseta crateriforme de la porcidon apical del
NEF en corte mediano y longitudinal (contraste de fases). F) Micrografia al MEB de un acercamiento a la estructura de
meseta crateriforme de la porcion apical del NEF (750x). Simbolos: p, peciolo; hv, haces vasculares; NEF, nectario
extrafloral; ct, cuticula; ne, néctar acumulado; es, epidermis secretora; pg, parénquima; d, drusas; tr, tricoma unicelular
simple; t, taninos; rs, ruta de secrecion del néctar acumulado.
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Modo de secrecion del néctar extrafloral

En esta especie el néctar se produce en la epidermis secretora, principalmente en la regién
mesetiforme del nectario, y se acumula entre la epidermis y la cuticula, capa que se adelgaza
notoriamente en esa zona (Fig. 17). El liquido producido fluye hacia el crater de la meseta y se
acumula elevando la delgada cuticula en esa zona de modo que el crater se convierte en una ligera
protuberancia (Fig. 17). Posteriormente, el néctar es secretado mediante un poro que se halla en el
centro del crater, donde la cuticula se invagina para formar un canal de salida que atraviesa hasta la
epidermis secretora (Fig. 18). El liquido acumulado entre la epidermis y la cuticula emana por dicho
canal y se acumula ahora en el exterior, entre los rebordes de la superficie céncava del nectario para
formar una gota que es contenida por la forma de copa del nectario. La copa del nectario se llena de

esta secrecidn que se produce en abundancia y cuyas gotas se observan a simple vista.

e

Figura 17. Ruta de secrecion y acumulacion del néctar extrafloral de Turnera ulmifolia debajo de la cuticula que
recubre la estructura mesetiforme apical. (A y C: campo claro) (B y D: contraste de fases). Simbolos: rs, ruta de
secrecion; ct, cuticula; es, epidermis secretora, pgc, parénquima cefiido; pgl, parénquima laxo; hv, haces vasculares; d,
drusas; t, taninos.
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Figura 18. Secrecidn del néctar extrafloral de Turnera ulmifolia mediante un poro transcuticular ubicado en el centro
del créter de la estructura mesetiforme. A) Corte mediano y longitudinal de la estructura de meseta crateriforme de la
porcion apical del NEF en donde se muestra el poro transcuticular (contraste de fases). B) y C) Acercamientos al poro
transcuticular (contraste de fases). D) Acercamiento al poro transcuticular (campo claro). Simbolos: ct, cuticula; po,
poro transcuticular; es, epidermis secretora; pq, parénquima; hv, haces vasculares; tr, tricoma simple unicelular; d,
drusas; t, taninos; po, poro; rs, ruta de secrecién del néctar acumulado; ne: néctar acumulado.

Abundancia de NEF

En general, se hallaron entre 0 y 5 NEF por hoja, casi siempre de manera pareada aunque en
ocasiones su distribucion fue asimétrica. Hubo un efecto significativo de la ontogenia (F2612 =
86.80, P < 0.0001), la fenologia anual (Fsgi2 = 14.95, P < 0.0001) y la interaccion de ambos
factores (Fio612 = 2.79, P = 0.0027) sobre la abundancia de NEF por hoja. En todos los censos el
estadio que presentd la mayor cantidad NEF/hoja fue el reproductivo, seguido por el pre-
reproductivo y finalmente por los juveniles, que presentaron siempre la menor cantidad de
NEF/hoja (Fig. 19). La mayor cantidad de NEF/hoja para todos los estadios se registré durante la
temporada de lluvias (junio-octubre de 2009); en junio de 2009 se dio el pico de abundancia para
los pre-reproductivo y juveniles, y en agosto de 2009 para los reproductivos. En enero de 2010 se
registré la menor abundancia NEF, excepto en el estadio pre-reproductivo que registré la menor

abundancia de NEF por hoja en abril de 2010. La abundancia de nectarios por hoja en junio de 2010
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fue méas baja que en junio de 2009 y hay una tendencia de incremento en el nimero de estos

organos secretores por hoja conforme inicia la temporada de lluvias.

Abundancia de nectarios extraflorales
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Figura 19. Diferencias en la abundancia de nectarios extraflorales entre estadios de Turnera ulmifolia y a lo largo del
afio. Las letras reflejan diferencias significativas entre estadios ontogenéticos para cada censo.

Néctar extrafloral y patrullaje de hormigas
Hubo un efecto significativo de la ontogenia sobre el volumen (U; = 25.55, P < 0.0001, Fig. 20) y
concentracion (U; = 21.54, P < 0.0001, Fig. 21) del néctar extrafloral, asi como sobre el patrullaje
de hormigas (H, = 26.81, P < 0.0001, Fig. 22). Las plantas reproductivas produjeron mas y mejor
néctar extrafloral que las plantas pre-reproductivas. El volumen de néctar/hoja de las reproductivas
fue diez veces mayor que el volumen producido por las plantas pre-reproductivas (0.59 ul y 0.049
ul, respectivamente) (U; = 25.55, P < 0.0001, Fig. 20). Lo mismo sucede con la calidad del néctar,
pues en las plantas pre-reproductivas la concentracion de azucares fue diez veces menor que en las
reproductivas (3.11°B y 29.69°B, respectivamente) (U; = 21.54, P < 0.0001, Fig. 21). Las plantas
reproductivas tienen en promedio mas hormigas/hoja que las pre-reproductivas (0.05 + 0.025

hormigas/hoja y 0.07 + 0.026 hormigas/hoja, respectivamente).
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No fue posible registrar de manera formal y con la misma metodologia la cantidad y

concentracion del néctar extrafloral en individuos juveniles debido a que en los meses en que se

registraron tales defensas (septiembre 2010) la poblacion de juveniles casi habia desaparecido. Sin

embargo, se tienen observaciones personales que, sumadas a las evidencias anatomicas, indican que

dicho estadio no produce néctar extrafloral.
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Figura 20. Diferencias en el volumen de néctar
producido entre estadios de Turnera ulmifolia.
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Figura 21. Diferencias en la concentracion de néctar
producido por estadios de Turnera ulmifolia.
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Figura 22. Diferencias en el patrullaje de hormigas entre estadios de Turnera ulmifolia.
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DISCUSION

Existen cambios ontogenéticos en la cantidad de dafio foliar que reciben las plantas de T. ulmifolia,
asi como en los distintos tipos de defensa. A lo largo del desarrollo el nivel de defensa es
inversamente proporcional a la cantidad de dafio foliar por herbivoros recibido y directamente
proporcional a la edad de la planta (Figs. 9, 13 y 21 a 24). Esta trayectoria ontogenética de la
defensa puede ser explicada mediante la teoria de asignacion de recursos, la cual también predice,
por medio de factores intrinsecos como la capacidad de adquisicion y asignacion de recursos de la
planta, un incremento en la defensa conforme las plantas crecen y son capaces de adquirir mayor
cantidad de recursos (Feeny, 1975, 1976; Rhoades y Cates, 1976; Rhoades, 1979; Coley et al.,
1985; Weiner, 2004). Esta trayectoria ontogenética se presentd en la densidad de tricomas (Fig. 11),
namero de NEF/hoja (Fig. 19), volumen y concentracion de néctar extrafloral (Figs. 22 y 23) y
patrullaje de hormigas (Fig. 22). En contraste, la dureza foliar (Fig. 12) y los tricomas glandulares
(Tabla 2) permanecieron constantes durante la ontogenia. Ademas, la poblacion estudiada de T.
ulmifolia mostré un patron estacional que coincidié durante la época de lluvias con los niveles
méaximos de crecimiento, reproduccion, dafio por folivoros y densidad de NEF/hoja. Esta sincronia
en la abundancia de NEF/hoja y la folivoria podria deberse a un efecto conjunto de la presion
ejercida por los herbivoros, sumada a la mayor disponibilidad de recursos (agua) y al pico
reproductivo. En sintesis, esta poblacion muestra una trayectoria ontogenética complementaria de la

defensa y un sindrome mixto de la defensa (Fornoni et al., 2004).

Historia natural
Las plantas reproductivas mueren con menor frecuencia que las juveniles posiblemente porque
cuentan con material de reserva que les permite hacer frente a las condiciones adversas; esto se da
en particular, durante la temporada seca, cuando el agua es un factor escaso y limitante. Debido a

que el suelo arenoso de las dunas cuenta con una gran proporcion de poros grandes, retiene poca
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agua y esta se filtra rapidamente hasta capas més profundas (Thompson y Troeh, 1988) donde sélo
acceden las raices de mayor tamafio. Asi, la capa en que se ubican las pequefias raices de las
plantulas queda seca poco tiempo después de la lluvia.

Otro factor que incrementa la mortalidad de los estadios jovenes es la herbivoria (Clark y
Clark, 1985). Los herbivoros ejercen una presion importante sobre las plantas, y los estadios
jovenes son particularmente susceptibles. Estudios de demografia vegetal revelan que en muchas
especies la mayor mortalidad ocurre en el estadio de plantulas (Barton 2008) y otros trabajos
indican que los herbivoros son los responsables del 38% de tal mortalidad, aunque en ocasiones
pueden ser causantes hasta del 100% de la muerte de individuos, dafiando apenas el 8% del &rea
foliar (Clark y Clark, 1985; Moles y Westoby, 2004). En el caso de T. ulmifolia los juveniles
presentaron los niveles més altos de dafio foliar (2-12%, segln la temporada del afio), que son
suficientes, segun Clark y Clark (1985), para reducir de manera importante su supervivencia.

Ademaés, la escasez de individuos juveniles en los censos bimestrales puede deberse a la baja
tasa de germinacion y establecimiento de plantulas durante la temporada invernal (noviembre-abril).
Como ya lo demostraron previamente Cuautle y colaboradores (2005) en el caso de T. ulmifolia las
hormigas juegan un rol doble en la interaccion: como dispersores de semillas y como defensoras
contra herbivoros. De hecho, la germinacion y buena parte del establecimiento de las plantulas
depende directamente de las hormigas, especialmente de Forelius analis, ya que no se correlaciona
el nimero de plantulas/area con el numero de frutos/area, sino que la cantidad de plantulas se
correlaciona con el indice de actividad de las hormigas (Cuautle et al., 2005). Es posible entonces
que la alta mortalidad de los individuos juveniles esté en parte explicada por la ausencia de

hormigas en este estadio.

Patrones generales de los cambios ontogenéticos en la herbivoria y defensa
El patron general de cambios ontogenéticos en la defensa y dafio foliar hallado en esta poblacion de

T. ulmifolia consiste en un incremento en los niveles de la defensa y un decremento en los niveles
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de dafio foliar conforme crece la planta. Este resultado es contrario a lo que han encontrado algunos
estudios previos con relacion a la resistencia en otras especies (Wolfson y Murdock, 1990; Van
Dam et al., 2001; Boege et al., 2007), pero concuerda con el patron que presenta Cecropia peltata,
una mirmecdfita tropical (Del Val y Dirzo, 2003). Sin embargo, muy pocos estudios consideran la
interaccion planta-herbivoro en estadios jovenes y aln no se logra establecer un patron claro, ya que
existen evidencias tanto de incremento como de decremento en el nivel temprano de defensa
(Barton, 2008). Por lo tanto, hacen falta més estudios para establecer patrones generales sobre los
cambios ontogenéticos en las defensas fisicas, quimicas y bi6ticas en las forbias (Barton, 2008;
Barton y Koricheva, 2010). Los patrones de dafio foliar de T. ulmifolia si parecen coincidir con
estudios previos, pues en general, los herbivoros invertebrados prefieren las etapas jovenes sobre las
maduras, por lo que las primeras reciben considerablemente mas dafio foliar (Barton y Koricheva,
2010).

Los altos niveles de defensa presentes en las plantas reproductivas de T. ulmifolia siguen el
patron ontogenético de cambios predicho por la teoria de asignacion de recursos, la cual asume que
las plantas de mayor edad cuentan con mayor cantidad de recursos para asignar a la defensa (Feeny,
1975, 1976; Rhoades y Cates, 1976; Rhoades, 1979; Weiner, 2004). Las plantas reproductivas
presentan mucho mayor follaje que las juveniles o pre-reproductivas (Fig. 6) y también estan méas
defendidas de manera fisica y bidtica (Figs. 13 y 21 a 24).

Los individuos pre-reproductivos presentaron niveles intermedios de defensa y dafio foliar,
pero un gran crecimiento en altura (Fig. 5). Esto puede ser explicado por los cambios en las
prioridades fisiologicas que suceden en estadios intermedios previos a la reproduccion. El
incremento en tamafio permite producir 6rganos responsables de la adquisicion y almacén de
recursos mas grandes y productivos (McConnaughy y Coleman, 1999; Weiner, 2004). Por lo tanto,
los individuos pre-reproductivos ya disponen de 6rganos de tamafo suficiente para producir y
almacenar recursos suficientes (como son las raices y hojas) que permiten solventar estrategias

complementarias de defensa (Weiner, 2004; Boege et al., 2007), tales como una mayor densidad de
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tricomas junto con la diferenciacion y maduracion de NEF para iniciar la produccion de néctar y
con ello la mirmecofilia.

Los individuos juveniles fueron los menos defendidos tanto por mecanismos fisicos como
bidticos. Ademas, fueron el estadio que mas dafio foliar recibid y el que tuvo mayor mortalidad; sin
embargo, su supervivencia es crucial para la adecuacion de la planta. Por lo anterior es importante
investigar cuéles son los mecanismos que permiten a los que individuos jovenes de T. ulmifolia
alcanzar estadios posteriores. Un mecanismo puede ser el escape gracias a la abundante
descendencia producida. T. ulmifolia, al igual que la mayoria de las especies vegetales, presenta una
estrategia reproductiva de tipo r, caracterizada por producir gran cantidad de progenie con poca
inversion en cada cria o semilla (Begon et al., 2006). De este modo, cada individuo tiene pocas
probabilidades de sobrevivir y gran parte de su supervivencia depende de las condiciones
ambientales, ya que los padres no invierten muchos recursos para garantizarla; sin embargo,
producen gran cantidad de semillas, con lo que las probabilidades globales de que algunos de sus
descendientes sobrevivan son altas. Entonces, podemos afirmar que para su ciclo de vida resulta
importante la cuantiosa produccion de semillas por unidad de biomasa observada en este sistema
(ver Historia natural) para aumentar la probabilidad de que las etapas jovenes alcancen estadios
posteriores, aun cuando muchos individuos mueran en las primeras etapas de desarrollo.

Un mecanismo alternativo podria ser la elevada tolerancia al dafio por herbivoros durante los
primeros estadios, aunque esto no fue explorado en este trabajo. Los altos niveles de tolerancia
contribuirian a la recuperacion y supervivencia de los estadios tempranos tras la depredacion,
logrando asi alcanzar estadios posteriores. Como lo muestran estudios previos, la trayectoria
ontogenética de la tolerancia parece ser fluctuante (Del Val y Dirzo, 2003; Boege y Marquis, 2005;
Del Val y Crawley, 2005; Barton, 2007; Boege, et al., 2007; Barton y Koricheva, 2010).
Hipotéticamente, los cotiledones y plantulas muy jovenes son tolerantes porque aln cuentan con
reservas de la semilla, mismas que las dotan de recursos suficientes para compensar el tejido

perdido (Weltzin et al., 1998; Del Val y Crawley, 2005). En las plantulas y estadios juveniles esta
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capacidad disminuye, pues los recursos de la semilla se agotan antes de que hayan logrado
establecerse por completo, de modo que son incapaces de obtener los recursos necesarios para la
compensacion (Weltzin et al., 1998; Del Val y Crawley, 2005). Al llegar a estadios posteriores en
los que las plantas ya se encuentran completamente establecidas, como el pre-reproductivo y el
reproductivo, esta capacidad se reanuda ya que los individuos ahora si cuentan con recursos
suficientes para compensar el dafio foliar (Boege y Marquis, 2005; Del Val y Crawley, 2005). Por
lo anterior, existe la posibilidad de que los estadios ontogenéticos muy tempranos (plantulas) de T.
ulmifolia hagan frente al dafio foliar mediante mecanismos compensatorios, mientras que los
estadios més avanzados (pre-reproductivas y reproductivas) lo combatan mediante defensas directas
e indirectas. Esto convierte a los estadios inmaduros intermedios, como el juvenil, en la fase mas
susceptible del ciclo de vida, desprovista de mecanismos compensatorios y defensivos. Para
confirmar dicha suposicion seria necesario explorar la tolerancia en distintas etapas de esta especie
y también realizar estudios sobre dafio foliar y mecanismos defensivos en estadios mas tempranos,

como pléantulas y cotiledones.

Tricomas foliares
Los tricomas glandulares son un mecanismo de defensa en hojas jovenes (Ascensao et al., 1995;
Valkama et al., 2004). Valkama y colaboradores (2004) demuestran que las hojas jovenes presentan
mayor cantidad de flavonoides secretados por tricomas glandulares y una mayor actividad del
metabolismo celular. Ambas caracteristicas decrecen a medida que se incrementa la edad de las
hojas, por lo que la fase secretora de los tricomas glandulares dura aproximadamente dos semanas y
se da de forma simultanea con la expansion foliar, momento en el que madura la epidermis.
Posteriormente, en hojas maduras y completamente expandidas, s6lo se encuentran tricomas
glandulares en fase post-secretora (i. e. colapsados). En consecuencia, se concluye que los tricomas
glandulares tienen una funcion de proteccion equivalente a la de la epidermis en etapas foliares

tempranas cuando ésta atin no ha madurado. La presencia de tricomas glandulares en hojas nuevas y
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maduras de los tres estadios de T. ulmifolia indica que individuos juveniles, pre-reproductivos y
reproductivos cuentan con este mecanismo de defensa. Sin embargo, dado los bajos niveles de los

otros mecanismos defensivos evaluados en los juveniles, es probable que ésta sea una de sus

estrategias mas importantes de resistencia a la herbivoria.

La relacion positiva encontrada entre la edad de la planta y la densidad de tricomas foliares
es congruente con la teoria de la asignacion de recursos, que predice un incremento en la defensa
conforme aumenta, con la edad, la capacidad de adquirir recursos (Weiner, 2004; Barton y
Koricheva, 2010; Llandres et al., 2010). Ademaés, coincide con los datos obtenidos en Arabidopsis
thaliana donde la densidad de tricomas foliares aumenta con la ontogenia de la planta (Handley et
al., 2005). En el abedul (Valkama et al., 2004), en Arabidopsis thaliana (Mauricio, 2005) y en
muchas especies de Lamiaceae (Ascensao et al., 1995), el nimero de células que se diferencian en
tricomas se determina en etapas foliares muy tempranas y la densidad de tricomas foliares es mayor
en hojas jovenes que en hojas maduras de un mismo estadio ontogenético (Ascensao et al., 1995;
Valkama et al., 2004; Mauricio, 2005). En este sentido, la densidad de tricomas disminuye
conforme la hoja madura y se expande, ya que el nimero de tricomas permanece constante por
unidad de area, la cual va en aumento (Ascensao et al., 1995; Valkama et al., 2004; Mauricio,
2005). Esto coincide con el modelo de diferenciacion celular y desarrollo de tricomas propuesto por
Hulskamp (2004), en el que se postula que la diferenciacion de las células epidérmicas en tricomas
se debe a un mecanismo de inhibicibn mutua. Partiendo de un campo uniforme de células
epidérmicas no diferenciadas, cada una comienza a producir factores genéticos promotores de la
diferenciacion en tricomas. La secrecion de dichos factores genéticos activa la expresion de otros
factores genéticos que suprimen los factores promotores de tricomas de las células vecinas.

El modelo anterior posiblemente repercute en T. ulmifolia y otras especies con un patron de
incremento en la densidad de tricomas a lo largo de la ontogenia de la planta. Aunque la densidad

de tricomas queda determinada en estadios foliares tempranos, el nimero de tricomas que se
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diferencian en una hoja nueva depende de la cantidad de factor supresor que las células de dicha
hoja sean capaces de expresar. A su vez, esto esta en funcion de los recursos de la hoja, los cuales
dependen del estadio de la planta. En consecuencia, una posibilidad es que las células de hojas
nuevas en plantas reproductivas que cuentan con abundantes recursos y sean capaces de expresar
con mayor intensidad los factores promotores de la diferenciacion celular en tricomas. Esto
ocasiona que se diferencien una gran cantidad de tricomas en muchas de las células, aumentando
con ello la densidad en estadios avanzados. Se espera que suceda lo contrario en estadios
tempranos, cuyas células disponen de menor cantidad de recursos, por lo que expresan factores de
diferenciacion en menor proporcion, lo que explica la baja densidad de tricomas observada. No
obstante, hacen falta estudios precisos para demostrar que efectivamente estd acoplado de este
modo el mecanismo de diferenciacion celular en tricomas con la cantidad diferencial de recursos

foliares entre estadios.

Para conocer cudl es el papel protector de los tricomas se deben evaluar los costos asociados
a la presencia y produccion de esta defensa en funcién de los beneficios aportados por éstos. Los
principales beneficios de la proteccion contra herbivoros son la irritacion bucal y el impedimento
mecéanico del desplazamiento (Gutschick, 1999), los cuales contribuyen a reducir el dafio. Sin
embargo, estos derivados epidérmicos también acarrean costos ecoldgicos en tres sentidos
fundamentales: costos de elaboracion, costos de oportunidad, pues disminuyen la incidencia y
captacion de luz y costos por infeccion o herbivoria que incrementan las probabilidades de
infeccion por hifas al proveerles medios de anclaje (Gutschick, 1999); ademés proveen puntos de
anclaje para los hilos de seda producidos por las larvas de insectos fit6fagos (Cardoso, 2008). En el
caso de T. ulmifolia los costos reales son los de elaboracion y los de infeccion o herbivoria. Los
primeros son inevitables en cualquier sistema. Los costos de infeccién o herbivoria también se
consideraron dadas las observaciones de hojas al MEB, donde se encontraron frecuentemente hilos

atados entre los tricomas, que bien podrian ser hifas o seda, asi como una gran cantidad de bacterias
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(ver Historia natural). Ademaés, existen reportes previos de infeccion en otros drganos de esta
especie por hongos de los géneros Acladium, Spegazzinia y Alternaria, que proliferan en los NEF
(Gonzalez, 1996). Con respecto a los costos de oportunidad en términos de captacion luminosa no
se sabe si efectivamente representan un costo o un beneficio termorregulador para la planta, pues
para dilucidarlo harian falta estudios y evidencias. Es probable que se paguen los costos de
elaboracion e infeccion a cambio de los beneficios relacionados con la disminucion en el nivel de
dafio foliar por herbivoros. Por ultimo, cabe mencionar que se encontraron dos tipos de tricomas
que no habian sido reportados previamente por Gonzélez y Arbo (2004) para esta especie: los
tricomas pluricelulares uniseriados y las emergencias mesetiformes, lo cual amplia la diversidad del

repertorio de T. ulmifolia.

Dureza foliar
Entre todas las caracteristicas fisicas de las hojas, la dureza foliar (estimada mediante la masa foliar
especifica) ha sido considerada como el factor més importante en algunos estudios que comparan el
nivel de defensa con la cantidad de dafio recibido (Thomas et al., 2010; Carmona et al., 2011).
Reportes previos constatan cambios en la dureza foliar a lo largo de la ontogenia, tanto en
angiospermas como en gimnospermas (Day et al., 2000; Apple et al., 2002; Thomas et al., 2010).
Pese a ello, en el caso de T. ulmifolia la dureza foliar (estimada como masa foliar especifica) mostrd
un patron constante a lo largo de la ontogenia. Trabajos anteriores que evalUan la dureza foliar por
distintos mecanismos han registrado cambios ontogenéticos. Por ejemplo, en Pseudotsuga menziesii
se buscaron diferencias a través de la anatomia mediante cortes transversales de las aciculas en
plantas jovenes y maduras (Apple et al., 2002). En este caso, las aciculas de organismos maduros
presentan mayor cantidad de lignina, lo que les confiere més dureza. También en gimnospermas,
Day y colaboradores (2000) trabajaron con el género Picea y estimaron la dureza foliar mediante un
cociente del peso (g) por area (cmz), tal como se estimé en este trabajo y encontraron que la masa

foliar especifica disminuye con la edad de las plantas. Seria conveniente explorar otros métodos
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para medir la dureza foliar antes de afirmar que, efectivamente la dureza permanece constante

durante la ontogenia en T. ulmifolia, ya que tal vez esta forma de evaluar la dureza foliar no fue la

Optima

Glucésidos cianogénicos
A pesar de que existen reportes de poblaciones cianogénicas de T. ulmifolia en Jamaica (Schappert
y Shone, 1995), los tres estadios aqui estudiados de la poblacién veracruzana resultaron ser
acianogénicos. En este caso es poco probable que factores abidticos, como las bajas temperaturas,
ejerzan una presion de seleccion negativa sobre la cianogénesis (Seigler, 1991; Schappert y Shone,
1995) dado que la poblacion estudiada se localiza en una region tropical y crece en un ambiente
célido humedo. Pero la acianogénesis podria ser explicada por la ontogenia (Seigler, 1991;
Schappert y Shone, 1995), de modo que estadios mas jovenes como cotiledones y plantulas resulten
si ser cianogénicos (Ochoa-LOpez, com. pers.). Estudios previos aportan evidencias de gran
cantidad de metabolitos secundarios en estadios muy tempranos de desarrollo (Barton, 2007 y
Barton y Koricheva, 2010) y apoyan la hip6tesis de cianogénesis en plantulas de T. ulmifolia.
Ademas, éste parece ser el caso de Turnera ulmifolia puesto que se ha detectado la presencia de
compuestos cianogenicos en cotiledones (Ochoa-L6pez, com. pers.). Por lo tanto, se sugiere realizar

pruebas en estadios tempranos antes de descartar la cianogénesis en esta poblacion.

Taninos
La purificacion de taninos condensados a partir de las hojas de T. ulmifolia arrojé cantidades
despreciables, por lo que estas plantas carecen de esta defensa quimica. Sin embargo, al igual que
en el caso de los glucésidos cianogénicos, no se descarta la posibilidad de que en etapas jovenes si
existan taninos condesados, por lo que se recomienda hacer estudios para detectar la presencia de

estos compuesto en plantulas o cotiledones.
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Dada la gran diversidad de metabolitos secundarios que poseen las plantas, es posible que la
resistencia quimica si sea parte de la estrategia defensiva de T. ulmifolia pero que sean otros los
compuestos que actlen para reducir el dafio. No obstante, ante la falta de metabolitos hallados en
esta poblacion de T. ulmifolia se sugiere que dependa fundamentalmente de sus defensas fisicas y
bidticas, que ademas han sido reportadas previamente como las més eficientes para otras especies
(Llandres et al., 2010; Thomas et al., 2010; Carmona et al., 2011). Ademas, Llandres y
colaboradores (2010) prueban que existe una disyuntiva en la asignacion de recursos entre la
defensa directa o indirecta. Mediante pruebas de apetecibilidad con orugas, ellos demuestran que
los fitofagos prefieren plantas y estadios en los que ya se han desplegado mecanismos de defensa
indirecta, sobre aquellos que aulin carecen de ellos. Con ello comprueban que estadios jovenes no
colonizados de especies mirmecofitas dependen de mecanismos directos de defensa para defenderse
de los herbivoros. También encontraron que los mecanismos bioticos de defensa son mas efectivos,
pues estas plantas presentan menores niveles de dafio en campo a pesar de que los fitofagos en el

laboratorio muestran una clara preferencia por ellas.

Defensas biéticas

Abundancia de los NEF
Los NEF de Turnera ulmifolia presentan, en todos los estadios, la organizacion tipica de glandulas
de vida media corta sensu Elias y colaboradores (1975). Dicha organizacion se caracteriza por la
presencia de una base o estipite, un reborde, tejido secretor formado a partir de células epidérmicas
modificadas y una vascularizacion propia (Elias et al., 1975). Estos autores también observaron que
la actividad de los NEF en T. ulmifolia no se sincroniza con la época de floracion por lo que los
clasifican como extranupciales. Afirman que su actividad se encuentra relacionada preferentemente
con la edad de las hojas, siendo mayor en hojas jovenes.

Los estudios realizados hasta ahora sobre la variacion ontogenética de NEF muestran un

patron de reduccion en la densidad de dichas glandulas a lo largo de la ontogenia en éarboles de
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Populus tremuloides, donde plantas més jovenes poseen mas NEF (Wagner et al., 2007; Wooley et
al., 2007). Sin embargo, la mayoria de los estudios de plantas mirmecdfitas demuestran que cuando
éstas inician su vida carecen ain del mutualismo, el cual se establece en etapas ontogenéticas
posteriores (Del Val y Dirzo, 2003) a causa de los grandes costos asociados con mantener dicha
interaccion. Los resultados en T. ulmifolia muestran un patréon de incremento de NEF con la
ontogenia, que concuerda con muchos otros estudios de mirmecofilia, pero pueden explicarse de
manera conjunta con base en la teoria de la defensa Optima y la teoria de asignacion de recursos.
Las plantas reproductivas cuentan con mayor cantidad de recursos, necesarios para diferenciar mas
NEF/hoja y ademés las hojas apicales de plantas reproductivas son muy valiosas ya que estan

asociadas con las estructuras reproductivas, y por ello es necesario dotarlas de mayor proteccion.

Anatomia y ecologia de la secrecidn del néctar extrafloral
Muchos estudios ecoldgicos dan gran importancia a las diferencias en la asignacion de recursos a
distintas estructuras y funciones y desdefian los mecanismos fisiolgicos a nivel molecular o celular
(Klppers, 1994; Schwinning y Weiner, 1998). Este enfoque ha impedido complementar las
evidencias ecoldgicas con evidencias moleculares, celulares, fisiologicas y mecanisticas para
explicar ciertos patrones en la produccion de defensas. Por ejemplo, aunque el dmbito de la
mirmecofilia ha sido muy estudiado y los NEF son uno de los componentes fundamentales para
dicha interaccion, aln no se cuenta con estudios que vinculen datos de la anatomia de los NEF con
los efectos que tienen sobre la adecuacion de las plantas o la reduccion del dafio foliar por
herbivoros. Este trabajo refleja un primer esbozo sobre la relacion que existe entre la anatomia de
los nectarios, la secrecion y las consecuencias ecoldgicas de ello en la interaccion con los
herbivoros y el tercer nivel trofico.

Debido a la alta mortalidad de los juveniles, no fue posible registrar el volumen o
concentracion del néctar extrafloral ni el patrullaje de hormigas en este estadio. Pese a ello, es

posible establecer que las plantas de T. ulmifolia carecen de defensas indirectas durante los
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primeros estadios por la falta de secrecion y patrullaje de hormigas, lo coincide y se confirma con
las evidencias anatdmicas y estructurales encontradas. Los nectarios extraflorales de los juveniles
son inmaduros e histologicamente incapaces de secretar néctar por ser glandulas con una epidermis
secretora incipiente (Fig. 14). Su morfologia carente de bordes ascendentes también impide que
contengan la gota de secrecion en caso de producirla, de modo que ésta se escurriria por el peciolo.
La maduracion de las glandulas se da hasta el estadio pre-reproductivo y el auge de la secrecion
ocurre durante la etapa reproductiva, cuando se duplican los estratos de la epidermis secretora (Figs.
17,18, 22 y 23).

Lo anterior coincide con lo reportado en trabajos previos que afirman que, en la mayoria de
los casos conocidos de especies con defensas bidticas, el mutualismo se establece en estadios
ontogenéticos avanzados (Del Val y Dirzo, 2003; Wooley et al., 2007; Llandres et al., 2010;
Narbona y Dirzo, 2010). Por ejemplo, Del Val y Dirzo (2003) afirman que la asociacion
mirmecofilica aumenta la adecuacion de las plantas exitosamente colonizadas, pero resaltan el
hecho de que algunas plantas, como Cecropia peltata, no comienzan su vida asociadas a las
hormigas, sino que éstas arriban a la planta hasta que cuenta con las estructuras morfo-fisiol6gicas
capaces de proveerles refugio y alimento para las hormigas. Esta madurez se da cuando la planta
alcanza aproximadamente 1-1.3 m de altura.

El notable incremento en el volumen y concentracion del néctar extrafloral producido por las
plantas reproductivas (Figs. 22 y 23), en comparacion con aquel secretado en plantas pre-
reproductivas, podria estar explicado por los cambios de tamafio, anatomia y estructura tanto de las
glandulas como de la planta en su conjunto: un aumento en las dimensiones de la planta implica
organos responsables de la adquisicion y produccion de nutrientes de mayor tamafio, lo cual se ve
reflejado en una mayor disponibilidad de recursos para las plantas reproductivas (Boege y Marquis,
2005). Esto permite destinar mayor cantidad de recursos a la defensa y explica el incremento en el
grosor de la epidermis secretora junto con el aumento en el tamafio de la glandula. Estas

caracteristicas hacen posible una mayor secrecion y mejor contencion del néctar extrafloral en el

61


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Discusion
exterior del nectario (Figs. 17 y 18), ya que sus pronunciados rebordes ascendentes y su amplia
estructura de copa contienen eficientemente gotas de néctar de mayor tamafio. Estos cambios

parecen ser responsables de una mayor proteccion contra los herbivoros ya que atraen més

hormigas.

Atraccion de hormigas y patrullaje

El grado de atraccion que los NEF ejercen sobre las hormigas reditia en el nivel de defensa
indirecta del que gozan las plantas mirmecofitas. La atraccion de depredadores mediante NEF es un
mutualismo facultativo que ayuda a la planta a protegerse contra los herbivoros (Sugiura et al.,
2006; Bentley, 1976). Sin embargo, la mera presencia de hormigas no es sinébnimo de proteccion
contra los herbivoros, pues ésta ocurre en funcion del tamafio y tipo de alimentacion de las
hormigas visitantes, pues algunas de ellas buscan los frutos y semillas (Cuautle et al., 2005). Sin
embargo, en el caso de T. ulmifolia, se ha demostrado que las plantas que son visitadas por
hormigas presentan menores niveles de dafio por herbivoros (Torres-Hernandez et al., 2000;
Cuautle y Rico-Gray, 2003).

Segun Diaz-Castelazo y colaboradores (2005), el tamafio de la gldndula no es un indicador
directo del nivel de proteccion que ofrece a la planta. Un mejor indicador de ello seria la estructura
anatomica de la glandula. En particular, tanto el grado de diferenciacion tisular del érgano, como la
vascularizacion y el nimero de estratos del tejido secretor pueden proveer un buen estimador de la
capacidad secretora del nectario. De ser complementados con informacion sobre las dimensiones
del nectario, estos factores pueden aportar un panorama completo del nivel de proteccion que el
nectario est4 ofreciendo, pues se correlacionan con el volumen y tasa de secrecion de la glandula
(Diaz-Castelazo et al., 2005). Con las bases morfoldgicas anteriores, podemos afirmar que los
nectarios capaces de atraer més hormigas son aquellos presentes en plantas reproductivas, ya que
poseen un tejido secretor de mayor grosor con una epidermis secretora biestratificada. Bentley

(1976) demuestra que existe una relacion inversamente proporcional entre el nivel de dafio y la
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cantidad de néctar presente, ya por via natural o experimental, en las hojas de una planta. Dicha
relacion también parece cumplirse para T. ulmifolia ya que la gran cantidad y calidad del néctar
extrafloral secretado por las hojas de plantas reproductivas parece explicar los bajos niveles de dafio
por herbivoros y por ende la mirmecofilia en esta especie representa un mecanismo de defensa
indirecto, como ha sido demostrado previamente (Torres-Hernandez et al., 2000; Cuautle y Rico-

Gray, 2003; Cuautle, 2005; Diaz-Castelazo, 2005).

Modo de secrecion

Elias y colaboradores (1975) clasifican los NEF de T. ulmifolia como *“Grubennektarien”, es decir,
nectarios en forma de copa, y afirman que son similares a aquellos presentes en las familias
Leguminosae y Passifloraceae ya que poseen vascularizacion ramificada, una hendidura o cavidad
apical carente de poro y epidermis delgada (Fig. 23). La liberacion del néctar en estas familias se da
mediante su acumulacion por debajo de la cuticula, lo que genera una elevada presion que la
fractura y el néctar queda alojado en la cavidad apical (Elias et al., 1975). Sin embargo, los NEF del
género Turnera, y en particular los de T. ulmifolia (Fig. 18), se distinguen de la mayoria de los
presentes en Passifloraceae y Leguminosae por presentar un poro (Gonzalez y Ocantos, 2006).

La ruta de secrecion y de acumulacion en esta especie esta clara y ha sido aceptada
unanimemente por varios autores (Elias et al., 1975; Diaz-Castelazo et al., 2005). Sin embargo, en
torno al modo de secrecion y detalles de la cuticula existe una polémica. Elias y colaboradores
(1975) afirman que la secrecion se da mediante una ruptura de la cuticula por la presion del liquido
acumulado entre ésta y la epidermis secretora. Sin embargo, esta explicacion es poco convincente
por varias razones. La primera estriba en que estos autores no realizaron cortes histoldgicos para
evidenciar su hipotesis y unicamente tomaron fotografias macroscopicas de los nectarios. Ademas,
ni en los trabajos con cortes histoldgicos (Gonzalez, 1996; Gonzalez y Ocantos, 2006) ni en el
presente, existen evidencias de una cuticula reventada. Podria suponerse que la cuticula se regenera

tras cada evento de secrecion, pero esto implicaria una veloz regeneracion de la cuticula en pocas
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horas, dada la secrecion activa y constante de néctar durante todo el dia en T. ulmifolia. Esta
situacion que resulta poco probable.

La explicacion alternativa postula que el néctar se acumula entre la epidermis y la cuticula y
se libera a través de la porcién més delgada de la cuticula que coincide con un poro (Gonzélez,
1996; Gonzalez y Ocantos, 2006). El problema de esta explicacion estriba en su definicion del poro,
pues afirman que anatdmicamente no existe ninguna apertura y que dicho poro es una protuberancia
del parénquima glandular que eleva la epidermis secretora en una zona limitada de la depresion
central de la clpula del nectario (Gonzélez, 1996). También sostienen que las células de la
epidermis secretora poseen cufias cuticulares que permiten el anclaje de la cuticula a las células, aun
cuando el néctar acumulado presiona elevando la cuticula, de forma que ésta no se interrumpa
nunca. Entonces, el néctar emana a traves del centro de la depresion donde la cuticula se adelgaza
notablemente y por ende ofrece el lugar mas favorable para su salida (Gonzélez, 1996; Gonzélez y
Ocantos, 2006). Debido a lo anterior y a la falta de rupturas cuticulares, concluyen que la secrecion
debe ser transcuticular (Gonzélez y Ocantos, 2006), lo cual implica que una capa muy delgada pero
cerosa, como es la cuticula, se torne permeable al paso de una sustancia principalmente acuosa,
como es el néctar.

Las evidencias histoldgicas de este trabajo coinciden con algunos reportes previos sobre los
nectarios de esta especie en donde los clasifican como nectarios elevados (segun la clasificacion de
Zimmermann, 1932), es decir, gldndulas vascularizadas y bien diferenciadas que se encuentran por
encima del tejido foliar (Diaz-Castelazo et al., 2005). Este trabajo también respalda con evidencias
anatomicas que la secrecion del néctar en esta especie se da a través de un poro transcuticular, una
estructura anatomica concreta, y por ende discrepa del resto de las explicaciones (Elias et al., 1975;
Gonzélez, 1996; Gonzalez y Ocantos, 2006). Se define el poro como una estructura anatomica que
presenta una apertura y un canal que atraviesa la cuticula y conecta el exterior con el interior de la
glandula, lo cual permite que el néctar que se acumula entre la cuticula y la epidermis salga

gradualmente hasta alojarse en la ctpula externa del nectario.
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Figura 23. Nectario en forma de copa (Grubennektarien) de Inga
feuillei (Leguminosae) para ejemplificar la histologia de los NEF
de Turnera ulmifolia ya que se argumentaba que guardan un gran
parecido. 2) Morfologia externa mediante MEB. 3) Diagrama de
un corte histologico transversal del nectario.
Simbolos: sc, células de esclerénquima; e, epidermis; st, tejido
secretor; sf, fibras de esclerénquima; ph(ls), elementos del floema
en corte longitudinal; x(ls), xilema en corte longitudinal; ngt,
tricomas no glandulares; vb, haces vasculares.

Tomado de Pascal et al., 2000.

El néctar extrafloral de esta planta posee una concentracion balanceada de azucares de uso
directo (Elias et al., 1975). Esto convierte a la secrecion en una buena alternativa para la dieta de los
insectos forrajeadores asociados. Por lo mismo, Elias (1975) postula que estos atributos son propios
de una glandula evolutivamente derivada. Lo anterior es congruente con las observaciones
morfoldgicas y taxonémicas de Diaz-Castelazo y colaboradores (2006), quienes afirman que, de
acuerdo con los caracteres florales, las series mas avanzadas del género Turnera son Anomalae y
Turnera, y la serie Turnera (=Canaligerae) presenta ademas los NEF mas especializados. Las
tendencias evolutivas para los nectarios extraflorales de este género apuntan a que existen nectarios
poco especializados que morfolégicamente son planos sin poro (Turnera: Anomalae); formas
intermedias, planos con poros foveolados (T. blanchetiana y T. panamensis); glandulas mas
especializadas elevadas, globosas, hemisféricas o cupuliformes (Turnera: Anomalae, Stenodyctia,
Leiocarpae y Turnera con un poro no conspicuo o no observado); y finalmente, las glandulas mas
derivadas, que son cupuliformes y con un poro crateriforme/mesetiforme (Turnera: Turnera y
Leiocarpae) (Gonzélez, 1996 y Diaz-Castelazo et al., 2005).
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Sectorizacion de las defensas indirectas
La mayor secrecion de los NEF se observd en hojas apicales de plantas reproductivas, y casi
siempre en aquéllas asociadas a estructuras reproductivas (ver Historia natural). Las observaciones
en campo sobre la produccion de néctar principalmente en la porcion apical del brote apuntan a que
los NEF ubicados en hojas apicales de la planta presentan una mayor actividad que aquellos
hallados en la porcion basal. Este patrdn de sectorizacion de las defensas indirectas, es decir, la
concentracion de las mismas en una seccion de la planta, habia sido reportado previamente para T.
ulmifolia (Elias et al., 1975 y Gonzélez, 1996) y también se reporta para otras especies como
Populus tremuloides (Wooley et al., 2007). Sin embargo, esto no implica a los NEF en una funcion
nupcial, aunque no se descarta debido a trabajos previos que muestran el papel multiple de ciertos
insectos como polinizadores, dispersores y guardianes (Cuautle et al., 2005; Narbona y Dirzo,
2010). Por el contrario, confirma que las hojas asociadas a estructuras reproductivas son de mayor
valor para la planta en términos de adecuacion. Ademas, considerando que estas plantas son
perennes, iteroparas y que las estructuras reproductivas se ubican en la seccion apical del brote,
podria ser muy importante para la adecuacion proteger més las flores y frutos, como lo predicen los

cuatro supuestos de la teoria de la defensa éptima (Stamp, 2003).

En el caso de las mirmecofiticas de T. ulmifolia ya se ha demostrado que las hormigas tienen
un papel dual como dispersoras y defensoras (Cuautle et al., 2005), pero ahora se discute como esto
repercute en la sectorizacion de las defensas indirectas. Entre las plantas cuya dispersion de semillas
depende de las hormigas existen tres mecanismos que favorecen el hallazgo del fruto con semillas
por estos insectos (Cuautle et al., 2005). El primero de ellos consiste en postrar el fruto en el suelo o
cerca de éste mediante la expansion del pedinculo y es caracteristico de las hierbas del hemisferio
norte. El segundo consiste en tirar el fruto ya maduro, que explota al caer y libera las semillas

directamente en el suelo; es tipico de las hierbas del hemisferio sur. El tercer mecanismo, tipico de
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T. ulmifolia, consiste en la presencia de NEF que favorecen un forrajeo continuo de hormigas
omnivoras, situacion que influye positivamente sobre la dispersion de semillas atrayendo a una
determinada comunidad de hormigas.

Considerar varias o todas las recompensas vegetales de manera simultanea al aalizar la
interaccion nos lleva a pensar la forma en que éstas pueden influirse mutuamente y nos ayuda a
entender mejor la historia evolutiva de dicha interaccion. Se ha sugerido que un mecanismo que
presentan las plantas para obtener fidelidad por parte de los mutualistas es ofrecer una variedad de
recompensas cuyo suministro sea constante espacial y temporalmente (Beattie y Hughes, 2000). T.
ulmifolia efectivamente produce de manera constante durante el afio un par de recompensas
(elaiosomas y néctar extrafloral) que conforman parte importante de la dieta de sus hormigas
mutualistas (Cuautle et al., 2005), aunque la cantidad producida es variable (Torres-Hernandez et

al., 2000; Diaz-Castelazo et al., 2004).

A pesar de que se ha descrito la asociacion planta-hormiga en el caso de T. ulmifolia como
difusa, facultativa y fortuita, la seleccion natural beneficia a aquellos individuos que atraen un
conjunto amplio y diverso de hormigas (Torres-Hernandez et al., 2000), pues una mayor diversidad
de hormigas proporciona més ventajas para la planta: servicios mas variados como la dispersion y la
defensa (Cuautle et al., 2005). Ademas, distintas hormigas son capaces de remover o combatir una
mayor diversidad de enemigos vegetales y le garantizan a la planta forrajeo en una escala espacio-
temporal mayor (Torres-Hernandez et al., 2000). Por lo tanto, debido al rol multiple de las hormigas
en la interaccién mirmecofilica con T. ulmifolia a ésta le resulta provechoso, en términos de
adecuacion, atraer una gran variedad de hormigas. De hecho, T. ulmifolia es la especie vegetal
asociada con la comunidad de hormigas més grande en las dunas costeras de La Mancha (25
especies) y la segunda especie vegetal con més diversidad de hormigas asociadas a los NEF (8 a 11
especies) (Diaz-Castelazo et al., 2004; Cuautle et al., 2005). Entre las hormigas asociadas a las
poblaciones veracruzanas de T. ulmifolia existen algunas que son buenas dispersoras de semillas y

malas defensoras y viceversa, como Forelius analis y Camponatus atriceps (Cuautle et al., 2005);
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sin embargo, un arreglo similar se ha encontrado en las poblaciones del sureste de Brasil (Cogni et
al., 2000). Unicamente desde esta perspectiva es posible entender por qué la planta mantiene

asociaciones con hormigas diminutas incapaces de brindar servicios defensivos, pero que parecen

tener un rol fundamental en la dispersion de semillas (Cuautle et al., 2005).

Estacionalidad de las defensas indirectas
En la mayoria de los casos, las poblaciones de herbivoros incrementan su abundancia con el inicio
de la época de lluvias y decrecen con su fin (Coley y Barone, 1996). Por otro lado, algunas
estrategias de defensa contra la herbivoria dependen de la estacionalidad. Por ejemplo, existen
especies que escapan de los herbivoros produciendo sus hojas durante la temporada seca, cuando las
poblaciones de éstos disminuyen (Aide, 1992; Aide, 1993), mientras que otras presentan una
produccion rapida y sincronica de hojas (Coley y Barone, 1996) para disminuir la probabilidad de
cada hoja de ser encontrada y atacada por un fit6fago, dada la abundancia de hojas disponibles. Los
datos de un afio obtenidos en este trabajo indican que la poblacion de T. ulmifolia estudiada no es
una excepcion, aunque faltan estudios mas prolongados para confirmarlo. A pesar de que esta
especie es perenne, parece presentar una clara estacionalidad marcada por la época de lluvias y de
mayor temperatura (junio a octubre). Durante esta temporada las plantas gozan de condiciones
favorables para su crecimiento en altura y follaje, enfrentan bajos niveles de mortalidad y ocurre el
pico de floracion. Pero con la llegada del invierno, cuando la temperatura y la precipitacion
disminuyen drésticamente, las plantas sufren absicion de buena parte de sus hojas e incluso parte de
sus tallos pueden secarse o morir, lo que se refleja en un crecimiento negativo de altura y follaje. El
invierno resulto ser también la época de mayor mortalidad. Aunque las reproductivas y juveniles
sufrieron altos niveles de mortalidad, las plantas més afectadas en este periodo fueron las juveniles,
lo cual puede deberse a que las reproductivas tienen grandes probabilidades de retofiar apenas
mejoren las condiciones. La capacidad de rebrote de las plantas reproductivas quizas se deba a los

recursos almacenados en sus raices, los cuales son capaces de mantenerlas en latencia durante el
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periodo en que pierden sus hojas por completo. Debido a que las juveniles no cuentan con tal

ventaja, la mayoria muere al perder sus hojas.

El nivel de dafio por herbivoros que reciben las plantas también presentd un patrén
estacional marcado, cuyo pico maximo se reporta durante la temporada de Iluvias y el minimo en el
invierno. Los niveles minimos y maximos de dafio también coinciden temporalmente con los picos
en el crecimiento en altura y follaje, la reproduccion y el pico de la defensa indirecta medida como
cantidad de NEF/hoja. Por lo tanto, cuando las plantas poseen mas hojas y mayores dimensiones,
reciben también mayor dafo y presentan mayor densidad de NEF/hoja. Sin embargo, ninguno de los
mecanismos de escape mencionados parece estar presente en esta poblacion. Puesto que el resto de
las defensas no se registré a lo largo de todo el afio, no es posible conocer si estos mecanismos
defensivos también presentan un patron estacional, tal como lo han mostrado en otros sistemas
(Forkner et al., 2008).

Es posible atribuir la coincidencia temporal entre los picos de las variables antes
mencionadas a tres factores distintos en torno a los cuales se sincronizan los demas:

a) El dafio por herbivoros. La sincronia entre el pico en la densidad de NEF/hoja y el de dafio
foliar reflejan una defensa inducida ante altos niveles de dafio concentrados en un periodo
anual y ciclico. Por lo tanto, la seleccion natural ha favorecido a aquellos individuos de esta
poblacion capaces de diferenciar mayor cantidad de glandulas nectariferas en el tejido
peciolar durante la época de lluvias.

b) La reproduccion. Durante el verano una gran cantidad de hojas portan estructuras
reproductivas y por lo tanto cobran mayor valor para la planta en términos de adecuacion.
Por esta razdn, la seleccion natural favorece a aquellos individuos que defienden mejor sus
hojas contra los herbivoros diferenciando mayor cantidad de nectarios. Ademaés, las hojas
portadoras de frutos requieren atraer hormigas para la dispersion de las semillas, como ya se

mostré previamente (Torres-Hernandez et al., 2000; Cuautle et al., 2005).
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c) La cantidad de recursos. Durante la temporada de lluvias, las plantas disponen de mas

recursos, principalmente agua. Esto les permiten invertir recursos en la defensa indirecta por
medio del costoso proceso de diferenciacion del tejido peciolar en glandulas nectariferas. Lo
mismo sucede con los herbivoros, quienes disponen del follaje y niveles adecuados de
temperatura y humedad para su desarrollo y, por tanto, su poblacién aumenta durante esta
temporada y con ello su dafo a las plantas hospederas. Por estos motivos, se asume que la
sincronia es consecuencia directa de la cantidad de recursos presentes en el ecosistema.

Sin embargo, la explicacién mas plausible involucra la accion conjunta de los tres factores. La
temporada de lluvias representa un periodo de recursos abundantes para todo el ecosistema, de tal
modo que el desarrollo de la fase larvaria de los fit6fagos y del dafio ocasionado por éstos se
concentra en el mismo periodo. De manera paralela, las plantas disponen de recursos suficientes
para crecer, reproducirse y diferenciar estructuras de defensa indirecta. Y, de forma adicional, la
reproduccion imprime un mayor valor para la adecuacion sobre las hojas apicales portadoras de
estructuras reproductivas, asi como una mayor dependencia de los servicios de las hormigas, lo cual
acta como una presion de seleccion doble que favorece un incremento en los NEF y la secrecion
en estas hojas. El incremento en el dafio por herbivoros también actia como una presion de

seleccion adicional que favorece un incremento en los mecanismos indirectos de la defensa.

Consecuencias poblacionales y evolutivas de las trayectorias
El concepto de sucesion ontogenética propuesto por Fonseca y Benson (2003) parte de la definicion
de un fenémeno sucesional de Begon y colaboradores (1996) como un patron no estacional,
direccional y continuo de colonizacion y extincion de distintas poblaciones de especies, pero
disparado por el nacimiento y regulado por los subsiguientes cambios morfoldgicos y estructurales
durante el desarrollo del hospedero que permiten la colonizacion progresiva de distintas especies.
Algunos estudios demograficos sugieren que plantas mas longevas se ven favorecidas en ambientes

impredecibles (Cole, 1954; Orzack y Tuljapurkar, 1989) y para los mutualistas la variacion en la
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calidad de la planta representa una variacion ambiental. Por lo tanto, interactuar con multiples
socios de calidad variable favorece la longevidad de las especies mutualistas (Palmer et al., 2010).
Los modelos demogréficos proveen un marco tedrico para entender los costos especificos de los
mutualistas a lo largo de la ontogenia ya que predicen la importancia relativa de las distintas tasas
de crecimiento poblacional a lo largo de la ontogenia (Enright et al., 1995; Caswell, 2001; Palmer et
al., 2010). Otros modelos muestran que las correlaciones negativas entre diversas medidas del
desempefio a través del tiempo pueden aminorar el efecto negativo de la variacion ambiental e
incluso incrementar la adecuacién (Doak et al., 2006; Palmer et al., 2010). Esto explica cdmo
conjuntos de simbiontes que generan efectos negativos en los mutualistas pueden finalmente
contribuir a aumentar la adecuacion ain mas que aquellos mutualistas considerados Gptimos
(Palmer et al., 2010). Estos enfoques han sido empleados para explicar las trayectorias
ontogenéticas de la defensa (Boege y Marquis, 2005).

Puesto que la seleccion natural actta sobre la adecuacion del individuo a lo largo de toda su
vida, la adecuaciéon de los mutualistas mas longevos (i.e. las plantas) estd determinada por la
integracion multiple de los distintos mutualistas temporales (i.e. las hormigas) (Fonseca y Benson,
2003; Palmer et al., 2010). Se ha demostrado en al menos tres especies distintas (Acacia
drepanolobium (Palmer et al., 2010), Tachigali myrmecophila y Tachigalei polyphylla (Fonseca y
Benson, 2003)) que la comunidad de hormigas asociada cambia durante la ontogenia. En los tres
casos, los efectos de una especie de hormigas en la adecuacion de la planta dependen de sus
asociaciones pasadas y futuras con otras hormigas, por lo que es necesario conocer los efectos de
los mutualistas de manera integrada para entender como la seleccion natural moldea las estrategias
de historia de vida de las especies mutualistas (Fonseca y Benson, 2003; Palmer et al., 2010).

Los estudios demograficos sobre A. drepanolobium demuestran que ninguna de las cuatro
especies de hormigas asociadas es un mutualista ideal, pues todas tienen efectos distintos e incluso
contrastante- sobre la reproduccion y supervivencia de la planta. No obstante, la adecuacion de las

plantas aumenta cuando se asocian con todas las especies de hormigas mutualistas, ain cuando
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entre éstas se incluyen especies castrantes (Palmer et al., 2010). En el caso de Tachigali, dos
especies hermanas (T. myrmecophila y T. polyphylla) albergan ocho especies diferentes de
hormigas a lo largo de su ontogenia, de modo que cada especie se especializa en colonizar una etapa
ontogenética especifica (Fonseca y Bensosn, 2003). En este ejemplo, las interacciones directas
sugieren que la competencia es la fuerza que guia la comunidad de hormigas, pues las distintas
colonias se ven obligadas a pelear por sitios de anidamiento (Fonseca y Benson, 2003), mismos que
han probado ser el factor mas importante en la regulacion del tamafio de las colonias (Fonseca,
1993). Sin embargo, al considerar la cadena de interacciones indirectas es posible notar que las
hormigas de etapas sucesionales tempranas garantizan el crecimiento del hospedero y con ello la
supervivencia de colonias posteriores. Asimismo, la proteccion brindada por las Ultimas colonias de
hormigas permite una gran produccion de semillas vegetales en el Unico evento reproductivo del
arbol, lo cual repercute en un beneficio para las colonias de etapas tempranas. De este modo, se
genera una cadena de interacciones indirectas, transgeneracionales y benéficas entre las distintas
especies colonizadoras de hormigas que repercute también en una mayor adecuacion del hospedero
(Fonseca y Benson, 2003).

Algo similar sucede con T. ulmifolia, donde existe un gradiente de servicios que va desde
especies que promueven la dispersion hasta aquellas otras que defienden contra los herbivoros
(Cuautlte et al., 2005). Por lo tanto, la seleccion natural favorece a las plantas hospederas que se
asocian con una amplia variedad de especies de hormigas (Torres-Hernandez et al., 2000; Palmer et
al., 2010). La diversa comunidad de hormigas asociadas con T. ulmifolia ya ha sido explicada
previamente en términos de los diferentes servicios que esta diversidad de especies aportan como
dispersoras o defensoras ahuyentando una amplia gama de herbivoros y patégenos (Torres-
Herndndez et al., 2000; Cuautle et al., 2005). Sin embargo, seria interesante conocer los cambios en
la comunidad y la eficiencia de las hormigas, asi como los distintos beneficios o servicios que

ofrece esta amplia comunidad a lo largo de la ontogenia de T. ulmifolia.
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Todos los mutualismos entre plantas e insectos tienen un comin denominador: involucran
un mutualista movil y uno sedentario y se espera que la seleccion natural no opere de igual modo en
ambos agentes (Bronstein et al., 2006). Los agentes sedentarios requieren desarrollar sefales
visuales u olfatorias que permitan su répida localizacion por parte del agente mdvil. El agente
sedentario también debe ofrecer recompensas que capturen la atencion del agente movil por el
tiempo durante el cual se requieren los servicios. Las recompensas ofrecidas también tienden a
maximizar los servicios, por ejemplo, los azucares del néctar extrafloral son una fuente rapida de
energia que permite el despliegue de conductas més agresivas por parte de las hormigas (Bronstein
et al., 2006). Por su parte, los agentes moviles, con excepcion de algunos mutualistas obligados, son
capaces de visitar multiples plantas, compararlas y decidir cudles visitar, cuéles abandonar o ignorar
y cuanto tiempo permanecer en cada una de ellas. En el caso particular de las hormigas, éstas
generalmente forrajean cerca de sus nidos y aquéllas asociadas en mutualismos obligados lo hacen
exclusivamente en sus individuos huéspedes. Sin duda alguna, esto representa una presion de
seleccion sobre la recompensas de las plantas (Bronstein et al., 2006). A través de la seleccion
natural, los mutualistas mirmecofilicos también han modelado otras caracteristicas vegetales no
necesariamente asociadas con el mutualismo como la pérdida de mecanismos alternativos de
defensa, por ejemplo, las defensas quimicas. Sin embargo, se sabe muy poco de las caracteristicas
de las hormigas que estan bajo seleccion a consecuencia del mutualismo (Bronstein et al., 2006) y
conocerlas ayudaria a comprender qué caracteristicas del insecto favorecen su adecuacion y
convienen a la planta.

En algin momento se pensd que las plantas con defensas biéticas carecian de defensas
quimicas (Rehr et al., 1973), asunto que planted el dilema acerca de por qué la pérdida de un
mecanismo de defensa no repercutia en niveles masivos de dafio (Bronstein et al., 2006). Ahora se
sabe que algunas plantas asociadas con hormigas también presentan ciertas defensas quimicas (Heil
et al., 2002) y que en algunas familias no se correlaciona la expresion de defensas quimicas con la

secrecion del néctar extrafloral (Rudgers, 2004). Algunos autores postulan que la expresion de
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defensas quimicas en plantas mirmecofitas facilita la transicion mediante la cual las plantas se
alejan del mutualismo (Palmer et al., 2010). Sin embargo, un meta-analisis muy reciente
reconsidera el efecto real de las defensas quimicas contra la herbivoria y cuestiona el papel
tradicional y preponderante que se ha dado a este mecanismo como la principal defensa contra la
herbivoria, al no encontrar una correlacion entre la expresion de compuestos defensivos especificos
y una reduccion en el dafio por herbivoros (Carmona et al., 2011).

Los resultados obtenidos en las poblaciones veracruzanas de T. ulmifolia, donde hay una
fuerte asignacion de recursos a la defensa bidtica mientras que no se encontraron defensas quimicas
(glucosidos cianogénicos ni taninos condensados), pueden explicarse a la luz del debate anterior.
Quizés la seleccion natural haya favorecido a aquellos individuos que destinan mas recursos a las
defensas bioticas y fisicas que a las quimicas. Esto puede deberse a dos razones: en primer lugar
tanto las defensas bidticas como las fisicas han mostrado ser mas eficientes para disminuir el dafio
por herbivoros que las quimicas (Cuautle et al., 2005; Bronstein et al., 2006; Carmona et al., 2011)
y por lo tanto deben tener més beneficios en términos de adecuacion; en segundo lugar, porque T.
ulmifolia también requiere de los servicios de las hormigas para su reproduccion (Cuautle et al.,
2005). Sin embargo, seria interesante explicar por qué las poblaciones jamaiquinas ain conservan la
cianogénesis y también comparar el éxito reproductivo de ambas poblaciones. Con ello podriamos
saber si la cianogénesis representa una forma de defensa eficiente 0 mas bien es un costo sin
beneficio que la seleccion natural ain no ha logrado depurar en algunas poblaciones.

Estas observaciones abren el panorama a preguntas acerca de los escenarios ecoldgicos en
los cuales se mantiene o desparece la mirmecofilia. En lo que se refiere al mantenimiento de la
mirmecofilia, los beneficios de la asociacion dependen ampliamente del contexto, pues cuando no
existen enemigos la asociacion mutualista carece de beneficio alguno para las plantas (Bronstein et
al., 2006), a menos de que también dependan de éstas para la reproduccion, como es el caso de T.
ulmifolia (Cuautle et al., 2005). En este caso, los costos de la asociacion pueden acumularse y llegar

incluso a superar los beneficios, lo cual tendria efectos negativos en la adecuacion y se esperaria
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una tendencia hacia la desaparicion del mutualismo. Sin embargo, la asociacion se mantiene cuando
los beneficios superan los costos, ya sea por una ganancia pequerfia pero consistente o eventual pero
muy grande. En estas condiciones, la seleccion natural opera para reducir los costos de la asociacion
maximizando los beneficios. Para lograr esto existen diversos mecanismos: la produccion del néctar
extrafloral puede estar inducida por el dafio, la presencia de herbivoros o de hormigas, incluso la
diferenciacion del tejido en NEF puede estar inducida, como se ha visto en este estudio (Fig. 19) y

se ha demostrado previamente (Mondor y Addicott, 2003).
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PERSPECTIVAS DE ESTUDIO

A partir de este trabajo queda pendiente confirmar de manera definitiva el caracter acianogénico de
esta poblacidon. Para ello es necesario experimentar con plantulas y cotiledones. También queda por
confirmar la presencia de taninos condensados en estadios tempranos y la presencia de taninos
hidrolizables a lo largo de toda la ontogenia. Con respecto a la dureza, seria conveniente medirla
con otros métodos, anatdmicos o estructurales para comparar cualitativamente la cantidad de lignina
en hojas de distintos estadios, o bien con ayuda de un penetrometro. Esto permitiria comparar el
patron obtenido mediante el peso especifico con el nuevo patron y determinar si T. ulmifolia

presenta este tipo de defensa.

Seria interesante conocer la tolerancia y su variacion ontogenética en esta especie, ya que
esto nos permitiria caracterizar de manera completa la defensa contra herbivoros en T. ulmifolia.
Algunas de las preguntas que podrian responderse cuando se explore la tolerancia son: ;es el nivel
de tolerancia en las plantulas o juveniles el mecanismo mediante el cual esta especie enfrenta los
altos niveles de depredacion por herbivoros en estadios tempranos? Siguiendo la linea de los
mecanismos de defensa no explorados aqui, se sugiere también evaluar las diferencias en la calidad
nutricional de los distintos estadios. ¢Son la tolerancia o la calidad nutricional sindromes de la
defensa en esta especie? (Existen dentro de esta poblacion distintos genotipos que expresen
distintos sindromes de la defensa? ;Alcanzan los distintos genotipos resultados similares en la
evasion del dafio foliar por herbivoros? ;Cual de ellos es el mas eficiente en términos de
adecuacion? En relacién con las trayectorias ontogenéticas de la defensa seria interesante poder
contestar si hay variacion genética en las trayectorias ontogenéticas descritas y si éstas se
encuentran bajo seleccion natural.

Producto del trabajo estructural aqui descrito surgieron algunas preguntas interesantes, por

ejemplo: ¢como y donde se da el proceso de secrecion del néctar extrafloral? Aunque sabemos que
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de ello se encargan las glandulas peciolares, seria interesante conocer la contribucién de cada uno
de los diferentes tejidos en la produccion del néctar extrafloral. Sin embargo, para ello se requieren
microtécnicas especializadas que aportarian un gran conocimiento acerca de la fisiologia de
secrecion, tales como las tinciones histoquimicas particulares para buscar los azlcares
predominantes en el néctar en los distintos tejidos del nectario.

Gracias a las observaciones con el microscopio electronico de barrido fue posible conocer la
gran diversidad de tricomas foliares en esta especie. Tras hallar tres morfos de tricomas glandulares,
dos de ellos presentes durante toda la ontogenia, seria interesante conocer las sustancias
almacenadas y secretadas por éstos. Dicha informacion permitiria confirmar o conocer la funcién de

los tricomas glandulares de esta especie.
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CONCLUSIONES

Existen cambios ontogenéticos en la cantidad de dafio foliar que reciben las plantas de T.
ulmifolia, asi como en los niveles de defensa que expresan. El patron ontogenético del dafio
y de la defensa son opuestos: decreciente y creciente, respectivamente. De tal modo que la
cantidad de dafio que reciben las plantas de un estadio es inversamente proporcional al nivel

de defensa directo e indirecto que expresan.

La densidad de los tricomas unicelulares simples aumenta con la ontogenia, aunque su
nimero se determina en etapas tempranas del desarrollo foliar. Esto coincide con lo
propuesto por la teoria de asignacion de recursos y el modelo de diferenciacion de
Hilskamp (2004). Este trabajo registra la existencia de dos nuevos morfos de tricomas no
glandulares no reportados previamente para este género: pluricelulares uniseriados vy

emergencias mesetiformes.

No se encontraron cambios ontogenéticos en la dureza foliar y es posible que el peso

especifico no sea un buen criterio para evaluar la dureza foliar de esta especie.

Los estadios juveniles, pre-reproductivos y reproductivos de la poblacion estudiada
resultaron ser acianogénicos a pesar de que existen registros de que esta especie es

cianogénica (Schappert y Shone, 1995).

Se purificd una cantidad insignificante de taninos condensados a partir de plantas
reproductivas, por lo que podemos afirmar que estadios adultos de esta especie no cuentan
con esta clase de metabolitos secundarios.

Al igual que en el resto de los estudios ontogenéticos de la mirmecofilia, las plantas de esta

poblacion no presentan el mutualismo desde el inicio de su vida. Este comienza a
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establecerse en los individuos pre-reproductivos, quienes presentan ya una diferenciacion de
los NEF suficiente para la secrecion. Los cambios anatdmicos ocurridos en los NEF de las
plantas reproductivas explican sus altos niveles de secrecion, tanto en volumen como en
concentracion del néctar. Por consiguiente, los NEF de las plantas reproductivas resultan
mas atractivos para las hormigas, quienes patrullan mas dicho estadio brindandole una

defensa indirecta mas eficiente.

La sectorizacion y estacionalidad de las defensas indirectas en esta poblacion puede
explicarse combinando un enfoque fisiologico y ecoldgico plural en el cual se contemplen
los distintos servicios de la mirmecofilia. Los NEF aumentan en la region apical de las
plantas reproductivas pues es alli donde se concentran mayor cantidad de recursos, las hojas
con mayor valor para la adecuacion, asi como los frutos con las semillas que son dispersadas
por las hormigas. Todo esto sucede durante la época humeda, cuando abunda el factor
limitante, el agua, y también durante el pico de actividad de los fit6fagos. Esto se atribuye a
maltiples presiones de seleccion sobre los NEF que se concentran en una ventana espacio-

temporal especifica.

La secrecion del néctar extrafloral en T. ulmifolia ocurre a través de una estructura
anatdbmica concreta: un poro transcuticular que permite la salida continua del néctar

acumulado entre la epidermis secretora y la cuticula.

Esta poblacion presenta una trayectoria ontogenética complementaria de la defensa que
consiste en que todos los mecanismos muestran una tendencia de incremento a lo largo del

desarrollo.

10) Se sugiere que la poblacion estudiada presenta un sindrome mixto de la defensa en el cual se

aprovechan las interacciones sinérgicas entre los diversos mecanismos defensivos y se

obtiene una proteccion mas efectiva contra los herbivoros.
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ANEXQOS

Fijador FAA

Anexos

Se deben mezclar los siguientes componentes en un matraz o vaso de precipitados de 1 I:

a. 100 ml de formaldehido

b. 500 ml de alcohol etilico al 95%
c. 50 ml de &cido acético glacial

d. 350 ml de agua destilada

Solucion de &cido picrico [0.5% m/m]
Se deben mezclar en un matraz aforado de 10 ml:
a. 50 mg de &cido picrico
b. Aforar a 10 ml con DDH,0

Agitar hasta disolver por completo. Si el &cido no se disuelve puede calentarse ligeramente.

Guardar la solucién en un frasco &ambar debidamente etiquetado y en oscuridad.
Mantener en un sitio fresco y seco.

Solucion de carbonato de sodio [5% m/m]
Se deben mezclar en un matraz aforado de 10 ml:
a. 500 mg de carbonato de sodio (Na;COs)
b. Aforar a 10 ml con DDH,0
Agitar hasta disolver por completo.

Se debe mantener en un frasco ambar debidamente etiquetado y en un lugar fresco.

Solucion de ioduro de potasio [2% m/m]
Se deben mezclar en un matraz aforado de 10 ml:
c. 0.2 gdeKl
d. Aforar a 10 ml con DDH,O
Agitar hasta disolver por completo.

Se debe mantener en un frasco ambar debidamente etiquetado y en un lugar fresco.

Solucion de acetona:agua 70:30 viv
Se deben mezclar en un matraz aforado de 1 I:
a. 700 ml de acetona
b. 0.17612 g de &cido ascorbico
c. Aforarallcon DDH,O

Se debe mantener en un frasco &mbar debidamente etiquetado y en un lugar fresco.

Solucién de sulfato férrico de amonio
Se deben mezclar en un matraz aforado de 100 ml:
a. 4.82 g de sulfato férrico de amonio
b. 0.83 ml de HCI concentrado
c. Aforar a 100 ml con DDH,0

Se debe mantener en un frasco &mbar debidamente etiquetado y en un lugar fresco.

Solucion de ferricianuro de potasio
Se deben mezclar en un matraz aforado de 100 ml:
a. 0.263 g de ferricianuro de potasio
b. Aforar a100 ml con DDH,O

Se debe mantener en un frasco &mbar debidamente etiquetado y en un lugar fresco.
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Tabla 1. Tiempos de deshidratacion con una serie de alcoholes graduales.

Alcohol Tiempo
30% 1h
50% 1h
70% 1h
85% 1h
96% 1h

100% 2 cambios de 1h

Tabla 2. Tiempos de deshidratacion y pre-inclusion en parapalst.

Sustancia Tiempo
Alcohol 30% 1h
Alcohol 50% 1h
Alcohol 70% 1h
Alcohol 85% 1h
Alcohol 96% 1h
Alcohol 100% 3d
Alcohol 100% 30m

Alcohol-xilol (1:1) 30m
Xilol 30m
Xilol-paraplast (1:1) 12 h
Paraplast 12 h
Bloques

Anexos

Tabla 3. Método de desparafinacion y tren de tincion con safranina metil-celosolve verde répido.

Accion y sustancia Tiempo
Bario en xilol 9 min
Bafio en xilol-acohol (1:1) 3 min
Bafio en alcohol 100% 3 min
Bario en alcohol 96% 3 min
Tincion con safranina 12 h
Lavado con agua 30s
Lavado con alcohol 96% 8s
Diferenciar con alcohol 96% + &cido picrico (1:1) 8s
Lavado con alcohol 96% 8s
Lavado con alcohol 96% + amoniaco (1:1) 8s
Lavado con alcohol 96% 8s
Tincién con verde rapido 8s
Lavado con aceite de clavo 8s
Aclarado con alcohol 100% + aceite 8s
de clavo + xilol (1:1:1)
Aclarado con xilol 5 min
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