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RESUMEN

El desarrollo de las plantas tiene como consecuencia cambios en la adquisicion y
asignacion de los recursos que pueden ser destinados a la defensa y tolerancia contra los
herbivoros, dependiendo de las prioridades fisiologicas que la planta tenga en cada estadio
ontogenético. Ademas, la presencia e intensidad de la herbivoria varia a lo largo del
desarrollo, por lo que algunos estadios son mas atacados que otros. Estas presiones
intrinsecas y extrinsecas pueden moldear las trayectorias ontogenéticas de los atributos
defensa y tolerancia, ajustando los cambios entre estrategias a aquellas que optimicen la
relacion costo-beneficio para la planta. En este contexto, se espera encontrar que los
atributos de defensa y tolerancia cambien durante el desarrollo de la planta y que estos
cambios sean diferentes entre si. Ademas, si encontramos que existe variacion genética y
heredabilidad en las trayectorias ontogenéticas de los atributos, se podria considerar que

estas trayectorias pueden ser blanco de la seleccion natural.

Los objetivos de este trabajo fueron: 1) describir las trayectorias ontogenéticas de la
defensa constitutiva fisica, quimica y biodtica de Turnera velutina, 2) determinar si existen
trayectorias ontogenéticas de la defensa inducida fisica, quimica y bidtica en 7. velutina, 3)
describir las trayectorias ontogenéticas de la tolerancia de 7. velutina, 4) evaluar los costos
de cada estrategia defensiva durante el desarrollo de 7. velutina, y 5) determinar la

presencia de variacion genética de dichas trayectorias.

Para caracterizar las trayectorias de defensas constitutivas, se cultivaron 268 plantas
de T. velutina pertenecientes a seis estadios ontogenéticos. Los atributos de defensa
medidos fueron la densidad de tricomas, la masa foliar especifica, el porcentaje de agua,
presencia de acido cianogénico, nimero de nectarios extraflorales (NEF) y produccion de
néctar extrafloral y la concentracion de aziicar del mismo. Para determinar la induccion de
defensas, se cultivaron 494 plantas de 7. velutina pertenecientes a tres estadios
ontogenéticos (plantulas, juveniles y reproductivas) y diez familias maternas. La mitad de
las plantas de cada estadio fue destinada a un grupo control, y la otra mitad fue sometida a
un tratamiento de dafio foliar artificial. En todas las plantas se cuantificaron los mismos

atributos de defensa y el crecimiento compensatorio (diametro basal, altura, numero de



hojas, area foliar promedio, indice de contenido de clorofila y la biomasa seca total

producida).

Se encontrd que la mayoria de los atributos de la defensa constitutiva, tanto fisica
como bidtica (densidad de tricomas, dureza, NEF y produccion de néctar), aumentaron
durante el desarrollo de la planta. En contraste, el contenido de agua fue mas alto en
estadios juveniles y la cianogénesis estuvo presente solo en estadios de cotiledon y plantula.
Asimismo, encontramos que ante el dafio artificial la densidad de tricomas aumentd para
todos los estadios mientras que la masa foliar especifica y el contenido de agua aumentaron
solo en las plantas juveniles. No se observo un efecto de induccion en el nimero de NEF ni
en la produccion de néctar. Las plantulas fueron mas tolerantes, ya que lograron compensar
el area perdida con un mayor crecimiento. Sin embargo, encontramos que la asignacion de
recursos cambia: las plantulas mantienen la misma cantidad de recursos asignada a las
raices, mientras que las plantas reproductivas incrementan la asignacion a la parte aérea de
la planta. Para todos los atributos tanto de defensa como de tolerancia encontramos

variacion genética de las trayectorias ontogenéticas.

Este estudio muestra que existen trayectorias ontogenéticas particulares vy
simultaneas en sus cambios para los diferentes atributos de defensa y tolerancia, de manera
que para cada estadio ontogenético existe un arreglo diferente de los atributos que
contrarrestan el dafio por herbivoria. Ademas, las trayectorias ontogenéticas de los atributos

tuvieron variacion genética, por lo que podrian ser objeto de seleccion natural.

Palabras clave: densidad de tricomas, masa foliar especifica, nectarios extraflorales, HCN,

herbivoria, biomasa, crecimiento compensatorio, asignacion de recursos.

Forma sugerida de citar: Ochoa-Lopez, S. 2013. Caracterizacion de las trayectorias ontogenéticas
de la defensa y tolerancia de Turnera velutina y su variacion genética. Tesis de Maestria en
Ciencias Biologicas. Posgrado de Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional Auténoma de México.
Meéxico, D. F. 55 p.
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ABSTRACT

Plant development generates changes in the ability of plants to acquire and allocate
resource for defense and tolerance against herbivory, according to the physiological
priorities of each ontogenetic stage. In addition, the intensity of herbivore damage can
change along the ontogeny of the plant; therefore some stages receive more damage than
others. These intrinsic and extrinsic factors could shape the defense and tolerance
trajectories in order to make adjustments that optimize the relationship between cost and
benefit. In this context, we expect to find ontogenic trajectories in defense and tolerance
attributes and differences between these trajectories. As well, if these changes in
trajectories are the result from natural selection, we should find a genetic variation in theses

ontogenic trajectories.

The aims of this study were to: 1) describe the ontogenic trajectories of physical,
chemical and biotic constitutive defense in Turnera velutina, 2) determine the existence of
ontogenic trajectories of physical, chemical and biotic induced defense in 7. velutina, 3)
describe the ontogenic trajectories of tolerance in 7. velutina, 4) Asses the costs of each
strategy along the development in 7. velutina, 5) determine if there is genetic variation of

those ontogenic trajectories.

We grew 268 plants of 7. velutina belonging to six ontogenic stages to characterize
the ontogenic trajectories of constitutive defense. We measured trichome density, leaf mass
area (LMA), water content, cyanogenics, number of extrafloral nectaries (NEF) and
extrafloral nectar production. In order to characterize defense induction, we grew additional
494 plants of 7. velutina belonging to three ontogenetic stages (seedling, juvenile and
reproductive), and ten maternal families. Half of the plants in each stage were assigned to a
control group, and the other half received a treatment of artificial foliar damage. In all
plants we quantified the same defense attributes and characterized compensatory growth
(plant diameter, plant height, number of leaves, average foliar area, chlorophyll content

index and total dry biomass).

We found that most of the constitutive attributes of physical and biotic defense

(trichome density, LMA, number of NEF and nectar) increased linearly as plant grows. In
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contrast, water content was higher in juvenile, and cyanogenics were only present in
seedlings. In addition, artificial damage increased trichome density for all stages and LMA
and water content increased only in juveniles. We did not find any induction effect in NEF
and nectar production. Seedlings were more tolerant, compared with the other stages, and
resource allocation changes from seedlings with more biomass in root, to reproductive with
more biomass in shoot and leaves. All ontogenic trajectories of defense and tolerance

attributes present genetic variation.

This study shows that each defense and tolerance attribute has a particular ontogenic
trajectory, and these trajectories have simultaneous switches between them; therefore for
each stage there is a different arrange of these attributes. In addition, genetic variation in
the ontogenic trajectories could indicate that these ontogenic trajectories could be target of

natural selection.

Keywords: ontogenic trajectories, defense, tolerance, Turnera velutina, genetic variation,
trichome density, LMA, NEF, cyanogenics, herbivory, biomass, compensatory

growth, resources allocation.

Ochoa-Loépez, S. 2013. Caracterizacion de las trayectorias ontogenéticas de la defensa y tolerancia
de Turnera velutina y su variacion genética. Tesis de Maestria en Ciencias Biologicas. Posgrado de
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INTRODUCCION

La herbivoria es una interaccion en la cual las plantas son consumidas total o parcialmente
por animales (Strauss y Zangerl, 2002). Sin embargo, la presencia e intensidad de esta
interaccion pueden variar a lo largo del desarrollo de las plantas; asi como sus efectos en el
desempefio y adecuacion. En respuesta a la herbivoria, las plantas pueden expresar
diferentes atributos para reducir el dafo 6 disminuir sus efectos negativos sobre la
adecuacion. Estos atributos se pueden clasificar en escape, defensa y tolerancia (Boege y

Marquis, 2005).

El escape consiste en la expresion de atributos que disminuyen la posibilidad que la
planta tiene de ser encontrada por los herbivoros, por ejemplo, la fenologia foliar. La
resistencia reduce el dafio por herbivoros de manera directa, al disminuir la calidad
alimenticia de las plantas para los herbivoros, o indirecta su calidad como refugio (Strauss
y Zangerl, 2002; Boege y Marquis, 2005). La tolerancia se expresa una vez que se ha
producido el dafo por herbivoros. Algunos mecanismos de tolerancia son la capacidad de
compensar el tejido perdido por la herbivoria, incrementos en las tasas fotosintéticas o la
reasignacion de recursos (McNaughton, 1983; Del Val y Crawley, 2005). Finalmente, estos
atributos defensivos pueden encontrarse de manera permanente en la planta, (i. e.,
constitutivamente), o bien, pueden producirse solamente después de un dafio por herbivoria,

(i. e., defensa inducida; Karban y Baldwin, 1997).

La cantidad y el tipo de defensa pueden cambiar dependiendo de su estadio
ontogenético. Esta variacion ontogenética es producto de cambios en la adquisicion y
asignacion de recursos a las diferentes funciones que desempena durante su ciclo de vida,
tales como el crecimiento, el almacenamiento, la produccion de defensas y la reproduccion
(Farnsworth, 2004; Weiner, 2004; Boege y Marquis, 2005). Cada una de estas funciones
tiene cierta prioridad dependiendo de la etapa del ciclo de vida en el que se encuentre la
planta. Por ejemplo, para una plantula la funcion principal es el crecimiento ya que necesita
adquirir tejidos fotosintéticos y de almacén para lograr la adquisicion y distribucion de
recursos para otras funciones como lo es la defensa contra herbivoros o patéogenos. En
contraste, cuando la planta es reproductiva la producciéon de gametos y dispersion de

semillas pueden ser funciones prioritarias (Barton y Koricheva, 2010).
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Dentro de los mecanismos de resistencia directa podemos encontrar una gran
diversidad de atributos que disminuyen el ataque de los herbivoros, los cuales se pueden
clasificar principalmente en defensas fisicas, quimicas y bidticas. Los atributos de
resistencia fisica actian como primera linea de defensa al mantener a los herbivoros
alejados de la planta (Scott, 2008). Muchas especies de plantas han desarrollado una gran
variedad de espinas que se pueden encontrar en tallos, hojas, flores y frutos y pueden
presentar variacion en el tamafio y funcionalidad, dependiendo del herbivoro (Strauss y
Zangerl, 2002; Scott, 2008). Otro ejemplo de resistencia fisica son los tricomas, estructuras
pilosas derivadas de la epidermis de la hoja (Jackson, 1953), que pueden interferir con los
herbivoros ya sea secretando sustancias pegajosas o con efectos toxicos e irritantes
(Wagner, 1991), o bien, dificultan su movimiento, la oviposicion e incluso pueden lastimar

directamente a las larvas mediante su morfologia de ganchos o picos (Cardoso, 2008).

Un segundo frente de resistencia es la gran diversidad de sustancias quimicas,
conocidas como metabolitos secundarios, producidas por las plantas que son utilizadas para
disuadir a los herbivoros de alimentarse de sus tejidos. Para que estas sustancias sean
consideradas caracteristicas defensivas deben reducir la intensidad con la que una planta es
atacada y tener una correlacion positiva con el desempeio de la planta (Karban y Badwin,
1997). El modo de accion de los metabolitos secundarios varia dentro y entre clases
quimicas. Por ejemplo, los compuestos cianogénicos producen HCN que bloquea la cadena
transportadora de electrones en los herbivoros (Gleadow y Woodrow, 2002), mientras que
los taninos se adhieren a las proteinas haciéndolas indigeribles (Strauss y Zangerl, 2002), y

también pueden causar estrés oxidativo en los herbivoros (Salminen y Karonen, 2011).

Un tercer tipo de resistencia involucra aquellos atributos que facilitan la accion de
los enemigos naturales de los herbivoros, como pueden ser hormigas, avispas u hongos.
Muchas plantas ofrecen recompensas, como cuerpos alimenticios y néctar extrafloral, para
atraer hormigas y obtener el beneficio del patrullaje contra herbivoros (Strauss y Zangerl,
2002). En un estudio con Turnera velutina, Cuautle y Rico-Gray (2003) encontraron que la
presencia de hormigas y avispas tiene un efecto significativo en la disminucion de la
herbivoria y el incremento en la producciéon de botones, flores, frutos y semillas, esto

debido a que la actividad de patrullaje de las hormigas puede reducir la actividad de



forrajeo de los herbivoros. Otro tipo de resistencia biodtica es la que ejercen las avispas
parasitoides que responden a las sustancias quimicas volatiles producidas por las plantas al
ser consumidas por herbivoros (Turlings et al., 1991). En muchos casos la planta se ve
beneficiada de este tipo de interaccion indirecta con un aumento en su adecuacion
(Schappert y Shore, 1999; van Loon et al., 2000; Heil et al., 2001; Cuautle et al., 2003,
2005).

La tolerancia se expresa una vez que se ha producido el dafo por herbivoros.
Distintos mecanismos de tolerancia permiten reducir el impacto negativo causado por la
herbivoria, a través del crecimiento compensatorio, el aumento de la fotosintesis o la
activacion de los meristemos (Tiffin, 2000; Boege y Marquis, 2005), con el fin de
compensar el tejido perdido por la herbivoria (McNaughton, 1983; Del Val y Crawley,
2005)

Existen varios estudios que reportan el cambio de algunos atributos defensivos
contra la herbivoria durante la ontogenia de la planta. En el algodon se demostré que las
plantas se vuelven mads resistentes al ataque de 4caros conforme maduran del estadio de
cotiledon a tener hojas verdaderas (Karban y Thaler, 1999). Otro ejemplo es Cecropia
peltata, cuyas plantas adultas producen altas concentraciones de metabolitos secundarios
(fenoles y taninos), ademas tienen una alta densidad de tricomas y se encuentran
colonizadas por hormigas del género Azteca que ofrecen patrullaje; en contraste, sus plantas
juveniles que no estan colonizadas por hormigas tienen tasas de crecimiento mas altas,
sugiriendo que la compensacién les ayuda a sobrevivir al mayor indice de herbivoria que
presentan (Del Val y Dirzo, 2003). En Casearia nitida se han reportado diferencias
ontogenéticas entre arboles jovenes y adultos en la calidad del follaje como alimento para
los herbivoros. Los arboles adultos tienen concentraciones mayores de fenoles totales y
menor intensidad de dafio por herbivoria, aunque otros atributos como dureza, contenido de
agua y nitrogeno de las hojas no varian entre estadios (Boege, 2005a). Ademas, en esta
planta se encontr6 que durante su desarrollo, las plantas disminuyen la habilidad de
remplazar tejido perdido asi como las respuestas fisioldgicas (movilizacion y almacenaje de

recursos), sobre todo cuando la defoliacion es intensa (Boege, 2005b).



Para explicar el cambio ontogenético de los mecanismos de resistencia existen dos
teorias que proponen fuerzas selectivas opuestas: por un lado, la teoria de asignacion de
recursos predice que factores intrinsecos, como la adquisicion y asignacion de recursos,
limitan la produccion de metabolitos secundarios en las plantas juveniles, lo que llevaria a
un incremento de la defensa conforme la planta madura (Herms y Mattson, 1992; Boege y
Marquis, 2005). Por otro lado, la hipotesis de defensa optima predice que los factores
extrinsecos, como la seleccion por herbivoros, favorecen altos niveles de defensa en los
estadios juveniles, seguido por un decremento conforme la planta crece y se vuelve menos
susceptible a la reduccion de la adecuacion por los ataques de los herbivoros (Bryant et al.,

1992).

Defensa / Tolerancia

Estadio de
Cotiledon

Figura 1. Patrones ontogenéticos de la defensa y tolerancia propuestos basados en hipotesis de
asignacion de recursos (Boege y Marquis, 2005).

Plantula Juvenil Pre-reproductiva / reproductiva Senil

De manera alternativa, patrones ontogenéticos no lineales han sido propuestos por
Boege y Marquis (2005; Fig. 1) bajo el supuesto que la expresion de la defensa esta
restringida por los recursos. En este escenario, se esperaria que la etapa de cotiledon fuera
mas resistente que las plantulas jovenes, ya que cuentan con recursos almacenados en la
semilla y los cotiledones que pueden utilizarse para la defensa. Conforme la planta crece
estos recursos son mermados para la formacion de hojas verdaderas, por lo que la plantula
tendria un bajo nivel de defensa en este estadio. Posteriormente, conforme la planta genera
mas area fotosintética es capaz de adquirir y almacenar recursos que puede asignar a la
defensa. Durante la etapa reproductiva, este nivel puede mantenerse o disminuir,

dependiendo de la estrategia reproductiva de la planta. Finalmente, cuando la planta se



Defensa / Tolerancia

vuelve senescente, disminuyen todas las funciones basicas, incluyendo la resistencia, hasta

que la planta muere.

Sin embargo, mediante un metanalisis, Barton y Koricheva (2010) identificaron que
los patrones de resistencia y tolerancia son diferentes entre plantas lefiosas y herbaceas, y
dependen de los atributos estudiados (Fig. 2). Por ejemplo, en el caso de la defensa quimica
constitutiva, se observo un incremento considerable durante la etapa de plantula, tanto en
plantas lefiosas como herbaceas. Sin embargo, durante el estadio juvenil, estos patrones se
vuelven mads variables, ya que en las plantas lefiosas se observa un aumento de la defensa
fisica mientras que en las plantas herbaceas aumenta la defensa quimica constitutiva, pero
disminuyen la inducida. Finalmente, las plantas lefiosas reproductivas disminuyen los
atributos de defensa quimica, mientras que en las hierbas se incrementa la defensa quimica
constitutiva y disminuye la inducida. Cabe resaltar que no se reporta ningun patron

ontogenético consistente en la tolerancia de las plantas, tanto herbaceas como en lefiosas.

.
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Plantula Juvenil Reproductiva A Plantula Juvenil Reproductiva B

Figura 2. Patrones ontogenéticos de la defensa detectados por un meta-analisis en a) plantas
herbaceas y b) lefiosas (Barton y Koricheva, 2010)

La existencia de estos patrones generales sugiere que existen factores que limitan la
cantidad de recursos disponibles para la defensa. Un enfoque novedoso ha sido propuesto
por Schlichting y Pigliucci (1998), quienes consideran la variacién ontogenética como
normas de reaccion. En esta perspectiva, la seleccion natural pude operar sobre los
mecanismos fisioloégicos que controlan la estabilidad del fenotipo de la planta. Sin

embargo, esta accion requiere solo ocurrir en ciertos puntos a lo largo de la trayectoria



ontogenética, modificando asi el desarrollo del organismo y por lo tanto su norma de

reaccion de desarrollo.

Para que las trayectorias ontogenéticas puedan considerarse como un atributo
adaptativo y brindar beneficios en términos de adecuacion en un ambiente especifico bajo
seleccion natural, éstas deben variar genéticamente, lo cual ha sido explorado so6lo por
pocos estudios (Goodger y Woodrow, 2002; Barton, 2007; Lindroth et al., 2007), y
ninguno ha evaluado si las trayectorias pueden ser blancos de la seleccion natural.
Finalmente, la mayoria de los estudios que han buscado caracterizar las trayectorias
ontogenéticas lo hacen comparando dos estadios ontogenéticos (Jogia et al., 1989; Swihart
y Briant, 2001; van Bael et al., 2003; Barret y Agrawal, 2004) o en algunos casos tres o
mas (Quintero y Bowers, 2011; Villamil ef al., 2013), o bien etapas tempranas y tardias de
un mismo estadio (Kearsley y Whitham, 1989; Karban, 1990; Hanley ef al., 1995; del Val y

Dirzo, 2003), por lo que hacen falta estudios que abarquen toda la ontogenia de la planta.

Dado que las plantas pueden mejorar su adecuacion al evitar el dafio por herbivoria
(Marquis 1992), la expresion de atributos defensivos deberia ser favorecida por la seleccion
natural. Sin embargo, se ha observado que la defensa puede traer consigo costos impuestos
por otros procesos fisiologicos y bioquimicos (Bergelson y Purrington 1996, Strauss ef al.
2002), que podrian restringir su expresion. Por ejemplo, la construccién de defensas como
espinas y tricomas puede generar una disminucion en la asignacion de recursos de para el
almacenamiento, que a su vez puede reducir el crecimiento o el éxito reroductivo de las
plantas (Herms y Mattson 1992, van Dam y Baldwin 1998, Agrawal et al. 1999, Zavala et
al. 2004). Inclusive la produccion de una defensa puede generar la disminucion en la
expresion de otra (Koricheva et al. 2004), esto debido a posibles disyuntivas en la
asignacion de recursos o de rutas metabolicas involucradas en la expresion de estos

atributos (Thaler ef al., 2002).

La evolucién conjunta de diferentes atributos defensivos ha sido analizada tanto
teorica como experimentalmente (Simms y Triplett 1994; Fineblum y Rausher, 1995;
Mauricio et al., 1997; Roy y Kirchner, 2000), bajo el supuesto de que la tolerancia y la
resistencia son opciones alternativas de defensa. Debido a que la asignacion de recursos

ambas estrategias seria redundante, algunos trabajos han predicho que la seleccion natural
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no tendria que favorecer un incremento en ambas estrategias, sino la inversion en una u
otra, generando plantas resistentes o tolerantes. Sin embargo, existe evidencia de un
escenario contrastante, donde se propone la existencia de niveles intermedios de tolerancia
y resistencia (Fornoni et al., 2004). Este modelo considera que los costos y beneficios de
ambas estrategias defensivas son variables, y que existe una relacion no lineal entre costos
y beneficios. Entonces, cuando la forma de funcion de costo es mayor a la de beneficio,
podemos esperar un pico adaptativo correspondiente a niveles intermedios de la expresion

de resistencia y tolerancia.

Una revision de la disyuntiva entre resistencia y tolerancia reporta que estas
estrategias de defensa tienden a estar correlacionarse positivamente en sistemas agricolas y
negativamente en sistemas naturales (Leimu y Koricheva, 2006). Esto podria que puede
indicar que el factor que determina la relacion entre estrategias defensivas es la cantidad de
recursos disponibles, ya que los sistemas agricolas carecen de limitacion de recursos. Sin
embargo, la mayoria de los estudios ha descrito la trayectoria ontogenética de uno o dos
tipos de defensa, por lo que atin queda como interrogante si como parte de estrategias de
defensa mixta, ocurren cambios opuestos en distintos mecanismos de defensa (switches

ontogenéticos; Boege et al., 2007).



HIPOTESIS

Suponiendo que la produccion de defensas es costosa para las plantas y que la herbivoria no
se presenta con la misma intensidad durante la ontogenia de la planta, la seleccion natural
deberia favorecer la minimizacion del costo/beneficio de la produccion de defensa
mediante la expresion de trayectorias ontogenéticas en distintos atributos. Por otro lado, si
dichas trayectorias representan un atributo adaptativo bajo seleccion natural, requieren

tener un componente genético y heredabilidad.

OBJETIVOS

El objetivo principal de este proyecto fue caracterizar las trayectorias ontogenéticas de la
defensa de la planta Turnera velutina, e identificar si existe variacion genética en las

mismas.
Especificamente, se abordaron los siguientes objetivos particulares:

1) Describir las trayectorias ontogenéticas para tres mecanismos de resistencia
constitutiva de 7. velutina: fisica, quimica y bidtica.

2) Describir las trayectorias ontogenéticas de la resistencia inducida fisica, quimica y
bidtica en T velutina.

3) Describir las trayectorias ontogenéticas de la tolerancia de 7. velutina.

4) Evaluar los costos de cada estrategia defensiva durante el desarrollo de T. velutina.

5) Determinar la presencia de variacion genética de dichas trayectorias.



METODOS

Sitio de estudio

El estudio se realiz6 en el Centro de Investigaciones Costeras de La Mancha (CICOLMA),
ubicado en el municipio de Actopan, Veracruz (Fig. 3; 19°36°’N, 96°22°). Esta region
presenta un clima calido subhumedo, con régimen de lluvias en verano. La temperatura
promedio anual es de 21.1°C en enero a 27.3°C en junio. La region se caracteriza por
presentar dos épocas marcadas durante el afio: la época de lluvias que abarca de junio a
septiembre, y la de secas de octubre a mayo. En la época de lluvias ocurre alrededor del
78% de la precipitacion total anual, la cual oscila entre 899 a 1829 mm, con un promedio

de 1286 mm (Travieso-Bello y Campos, 2006).
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El aporte de humedad se debe, en gran medida, a los vientos alisios, siendo los
provenientes del noreste y norte los mas dominantes; ademas €stos son determinantes en los
patrones de lluvia. La temporada de nortes ocurre durante los meses de noviembre a
febrero, donde la combinacion de fuertes vientos y poca precipitacion provocan una
disminucion en la cobertura vegetal. De manera incidental se han observado ciclones

tropicales al final del verano y principios del otofio (Travieso-Bello y Campos, 2006).

Existen varios tipos de suelos en la region, sin embargo, en el area de dunas solo se
encuentran tres tipos de arenosol: luvico, calcarico poco humidificado y calcarico
ligeramente humidificado. Estos tres tipos de suelos se caracterizan por ser profundos,
ligeramente bdasicos y altamente permeables. Con excepcidon del arenosol calcarico poco
humidificado, los otros suelos presentan una alta cantidad de materia organica y de

cobertura vegetal (Travieso-Bello y Campos, 2006).

Los tipos de vegetacion dominantes en el area de estudio son: bosque tropical
caducifolio, bosque tropical seco, matorral de dunas y manglar (Moreno-Casasola et al.,
1982). De estas comunidades, la perturbacion es mas evidente en la selva baja caducifolia y
en la vegetacion de dunas costeras, donde se observa su transformacion en acahuales y
pastizales cultivados (Castillo-Campos y Travieso-Bello, 2006). En particular, Ia
vegetacion de las dunas muestra un conjunto de comunidades floristicas que varian
conforme al grado de estabilizacion de éstas. Por ejemplo, en las zonas de mayor
movimiento de arena, donde la cobertura vegetal es poca se pueden encontrar especies
pioneras como Croton punctatus Jacq., Palafoxia lindenii y Chamaecrista
chamaecristoides. Conforme aumenta la estabilizacion de las dunas, las comunidades
vegetales son mas cerradas, con plantas que presentan raices delgadas que se extienden
hasta alcanzar la zona de humedad y con esto modificar las condiciones del suelo lo que
facilitara la colonizacidén por otras especies como Trachypogon plumosus, Andropogon

glomeratus y Cynanchum schlechtendalii (Moreno-Casasola y Travieso-Bello, 2006).

Las dunas tienen una complejidad topografica tal que resulta un factor ecoldgico
muy importante, su variabilidad en la profundidad del manto freatico, el contenido de
materia organica y la movilidad del suelo, promueve tres tipos de ambientes: dunas costeras

activas (sustrato movil y alta salinidad), hondonadas (alto contenido de humedad edafica) y
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dunas estabilizadas (poca fluctuacién de temperatura y humedad, sin movimiento del
sustrato y mayor cantidad de nutrientes). En el ambiente de dunas estabilizadas podemos
encontrar una mayor diversidad vegetal, y ésta disminuye en las dunas costeras activas,
donde las condiciones ambientales son poco constantes (Castillo y Moreno-Casasola,

1998).

Las especies mas comunes en el matorral, que es la comunidad més estable en
términos del suelo, son: Caesalpinia crista L., Chamaecrista chamaecristoides Green
(Leguminosae), Hibiscus tiliaceus L. (Malvaceae), Opuntia stricta Haw. (Cactaceae),
Randia laetevirens Standl. (Rubiacea) y Turnera velutina (Turneraceae) (Moreno-Casasola
et al., 1982; Castillo-Campos y Medina-Abreo, 2002). Dadas las condiciones de las dunas,
se puede pensar que la capacidad de dispersion de las plantas puede ser un factor
importante para la colonizacidn y establecimiento, asi como las adaptaciones a condiciones
de movimiento de arena, la salinidad y la sequia (Martinez et al., 2006; Moreno-Casasola y

Travieso-Bello, 2006).

Sistema de estudio

Turnera velutina Presl (Passifloraceae: Turneroideae; Fig. 4) es un arbusto endémico de
Meéxico que se distribuye en los estados de Chiapas, Guerrero, Jalisco, México, Michoacan,
Oaxaca, Tabasco, Tamaulipas y Veracruz (Fig. 5). Crece en playas y dunas costeras, asi
como en el bosque tropical caducifolio, desde el nivel del mar hasta los 1300 m de altitud.
Esta especie era una variedad considerada como perteneciente al complejo de Turnera
ulmifolia (T. ulmifolia var. velutina) pero fue renombrada por Arbo (2005) como T.
velutina. Por este motivo, todos los trabajos realizados previamente en la region utilizan el

nombre de 7. ulmifolia.
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Fig. 4. Fotografias de a) habito, b) nectarios extraflorales, c) fruto y d semillas de Turnera velutina.



T. velutina presenta hojas lanceoladas con margen dentado, pubescentes en ambas
superficies, con el envés mas claro y la venacion ligeramente prominente arregladas en
verticilo a lo largo de un tallo ramificado que mide de 0.6 a 2 m de largo cuando es adulta

(Fig. 4a; Arbo, 2005; Alvarado-Cardenas, 2006).

Las hojas poseen nectarios extraflorales (NEF; Fig. 4b), de forma cupular a ambos
lados del peciolo, cercanos a su insercion con el tallo. El néctar extrafloral estd compuesto
por sacarosa, glucosa y fructuosa en porcentajes similares (Elias er al., 1975). La
produccion del néctar extrafloral es continua a lo largo del dia; sin embargo, suele aumentar
en la mafiana y la tarde (obs. pers.). El néctar extrafloral es colectado principalmente por
hormigas (Camponotus planatus, C. abdominalis, Conomrema sp., Crematogaster
brevispinosa, Forelius sp. y Pseudomyrmez sp.; Cuautle et al., 2005), y en menor medida
por abejas (Apis mellifera; Torres-Hernandez et al., 2000) y avispas (Polistes instabilis y
Polybia occidentalis). Se ha encontrado una relacion entre la presencia de las avispas con el
aumento de la produccion de botones y flores, ademds de un aumento del dafio por

herbivoros ante la ausencia de hormigas y avispas (Cuautle y Rico-Gray, 2003).

El principal herbivoro de 7. velutina es la oruga Euptoieta hegesia Cramer
(Lepidoptera: Nymphalidae), que tiene un pico de actividad entre junio a agosto, aunque
puede encontrarse durante todo el afio. Sin embargo, el dafio generado por herbivoria no es
el mismo para las plantas en diferentes estadios ontogenéticos, las plantas juveniles reciben
mas dafio (6.5%) que las plantas reproductivas (2.5%; Villamil, 2012). Ante el ataque de
los herbivoros, 7. velutina presenta diferentes atributos defensivos, entre los que se hallan
tricomas foliares (Villamil, 2012) y NEF (Cuautle y Rico-Gray, 2003; Cuautle et al., 2005;
Villamil, 2012).

En la especie hermana 7. ulmifolia, se ha encontrado variacion en los niveles de
produccion de HCN entre poblaciones en Jamaica, con un gradiente de poblaciones
cianogénicas y acianogénicas. Ademads, se encontré un componente ontogenético de la
cianogenesis, ya que en algunas poblaciones cianogénicas tanto plantulas como plantas
reproductivas tuvieron niveles de cianogenesis similar, mientras que en otras poblaciones
donde las plantas reproductivas tuvieron bajos niveles de cianogenesis, las plantulas

tuvieron niveles mayores (Schappert y Shore, 1995). Villamil (2012) reporta la ausencia de
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HCN en los estadios juveniles y reproductivos de una poblacion veracruzana de 7. velutina,

sin embargo, cabe explorar su presencia en las plantulas de esta poblacion.

Las flores son axilares de entre 1.5 y 3 cm, de color amarillo y con pétalos que se
unen en la parte inferior formando un tubo (hipanto). Los estambres son insertos, cerca de
la base del hipanto, el ovario es stipero y los estigmas son densamente fimbriados (Gama et
al., 1985). Las flores pueden abrir de una a tres cada dia y duran solo un dia. La hoja
asociada a la flor permanece vigorosa durante el desarrollo del fruto, que dura entre 2 a 3
semanas aproximadamente (Torres-Hernandez et al., 2000). La poblacién de estudio es
monomorfica y autocompatible, con estilo largo y diferentes alturas de estambres. Esta
planta florece y fructifica todo el afio, aunque durante la época de lluvias la produccion de
flores y frutos aumenta, y tiene un gran decaimiento en la temporada seca (Torres-
Hernandez et al., 2000; Salazar-Rojas et al., 2012). Las flores de 7. velutina son visitada
principalmente por la abeja europea (Apis mellifera), aunque también se han registrado a
otras especies de abejas (Agapostemon sp., Augochlora sp., Ceratina sp., Augochloropsis
sp., Thygater sp., Lasioglossum sp.) y de mariposas de la familia Pieridae como Aphrissa
statira, Phoebis phillea y Anteos maerula asi como de una especie no identificada de la

familia Hesperiidae (Ramos-Castro, en prep.).

Los frutos son capsulas de 5 a 12 mm de ancho, con tres valvas dehiscentes (Fig.
4c¢). Estos tienen 56 + d. e. 2.0 semillas (n = 40; Cuautle, 2004), y un individuo puede llegar
a producir cerca de 5,000 semillas por afio (Salazar-Rojas et al., 2012). Las semillas son
ovoide-oblongas, pardas a negras, de 2.2 a 3.5 mm de largo y de 1.0 a 2.0 de ancho y tienen
elaiosomas (i. e. estructuras ricas en lipidos que son considerados como una adaptacion
especifica para promover la remocién y dispersion por hormigas; Alvarado-Cérdenas,
2006; Fig. 4d). La cantidad de semillas removidas por los dispersores es importante, ya que
s6lo el 8% caen al suelo, pudiendo encontrarse una densidad de 1.2 semillas por cm?; sin
embargo, esta cantidad varia dependiendo de la especie de hormiga dispersora ya que, por
ejemplo, Forelius analis contribuye con el 64% de los eventos de remocion, mientras que
las otras especies contribuyen solo con el 36% restante. Las semillas que son colectadas por
F. analis germinan entre 2 y 4 veces mas que aquellas sembradas manualmente, ain cuando

se les retira el elaiosoma (Salazar-Rojas ef al., 2012).
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Se han reportado como principales dispersores a las siguientes especies de
hormigas: Solenopsis geminata, Brachymyrmex sp., Azteca sp., Paratrechina longicornis,
Dorymyrmex bicolor, Crematogaster brevispinosa, C. planatus, Pseudomyrmex gracilis,
Camponotus atriceps, Crematogaster sp., Solenopsis sp., Monomorium cyaneum, Forelius
analis, y dos especies del género Pheidole (Cuautle et al., 2005). Se han reportado a las
larvas de Crocidosema plebejana (Lepidoptera) como depredadores de frutos previo a la
dispersion, éstas larvas se encuentran activas durante todo el afio (Salazar-Rojas et al.,

2012), y también tienen actividad en botones florales (obs. pers.).

Métodos de trabajo en campo e invernadero

Geminacion de plantas

Entre junio y septiembre del 2010 se colectaron frutos maduros de plantas de Turnera
velutina ubicadas en el matorral de dunas del CICOLMA. Los frutos colectados se
separaron por la identidad de la planta de la cual fueron colectados, con el fin de mantener
identificadas familias de medias hermanas maternas. Se retird el elaiosoma de las semillas
de manera manual y se germinaron utilizando como sustrato tierra proveniente de los
terrenos del CICOLMA mezclada con vermiculita en una proporcion 50:50. La siembra fue
en germinadores de 5 x 5.5 cm en los que se colocaron de una a cinco semillas por
contenedor. Se usaron las tapas de los germinadores a modo de charola para mantener a las
semillas con riego por inmersion. La cantidad de agua se mantuvo constante a 2 0 3 cm
hasta que comenzaran a germinar las semillas, lo que ocurrié aproximadamente entre la

segunda y tercera semana.

Cada plantula fue trasplantada a un espacio individual en otra germinadora para
evitar efectos de competencia, y fue regada diariamente. Cuando las plantas alcanzaron la
etapa de cuatro hojas se trasplantd a una maceta de 2 litros de capacidad. A partir de este
momento, se regd de manera mas espaciada, cada 2 o 3 dias, sin dejar que el sustrato se
secara por completo. Con el fin de obtener un numero necesario de plantas para los
experimentos, se sembraron mas de diez mil semillas y se obtuvieron aproximadamente

1,700 plantas pertenecientes a 20 familias maternas.
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Trayectorias ontogenéticas de la defensa constitutiva

Para describir las trayectorias ontogenéticas de defensa constitutiva se generaron grupos de
40 plantas pertenecientes a diferentes familias maternas considerando los estadios de

cotiledon, dos hojas, seis hojas, diez hojas, con flor (“flor”) y con fruto (“fruto”).

Para caracterizar la defensa fisica, de cada planta se colecto la pentltima hoja apical
completamente expandida. Es decir, para los estadios de cotiledon y dos hojas, se colecto
una de las dos hojas existentes, para los estadios seis y diez hojas se colectd la quinta y
novena hoja, respectivamente; y para los estadios de flor y fruto se utilizé la hoja con la
primera flor y el primer fruto, respectivamente. Se midié el area de cada hoja utilizando un
medidor de area foliar (CI-202 CID, Inc., Cama, WA, EE. UU.) y se obtuvo su peso con
una balanza analitica (VIC303, Acculab Sartorius Group, MA, EUA). Con estos datos se
calcul60 la masa  foliar especifica  (MFE), considerando la  formula
MFE = peso (mg)/é4rea (mm?). La MFE cuantifica la inversion de la masa del tejido
por unidad de area foliar que intercepta luz, es decir que hojas con un alto MFE tienen
hojas con la ldmina mas gruesa o con el tejido mas denso (Wright, et al., 2004), por lo que
esta medida se utilizd como un indicador de la dureza de la hoja. Posteriormente, la hoja se
guard6d en una bolsa de papel estraza para ser secada a temperatura ambiente y poder
pesarla nuevamente y asi poder determinar el contenido de agua. El porcentaje de agua se
estimo como %Agua = [(PF — PS)/PF] = 100, donde PF es peso fresco y PS es peso
seco. Finalmente, se estim6 la densidad de tricomas de la misma hoja, utilizando un
microscopio estereoscopico Carl Zeisss Stemi SV6 (10x). Se realizaron conteos del numero
de tricomas en cuatro campos (0.5 mm) en el envés, dos de cada lado de la vena media, y

cuatro campos en el haz (Fig. 6).

Los datos de dureza y porcentaje de agua tuvieron una distribucién normal, mientras
que los de tricomas fueron transformados con la funcion logaritmica: log (x + 1) para
cumplir con los supuestos de normalidad de los analisis paramétricos. Las diferencias
ontogenéticas en cada tipo de defensa fisica fueron analizadas mediante analisis de varianza
univariados (ANDEVAs) incluyendo en el modelo la familia materna como un efecto

aleatorio y el estadio como un efecto fijo. En el caso de los tricomas también se incluyo6 la
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cara de la hoja como un efecto fijo. Ademas, se realizaron pruebas de contrastes a priori

para estimar las diferencias entre estadios y entre las caras de la hoja.

lutina con los campos de observacion seleccionados. b) Campo de
observacion para el conteo de tricomas.

Figura 6. a) Hojade T.

La defensa quimica se evalu6 mediante estimaciones de la presencia de acido
cianogénico; sin embargo, ¢ésta solo se midi6 en los estadios de plantula, ya que Villamil
(2012) reportd que plantas en los estadios juveniles y reproductivos de esta poblacion son
acianogénicas. Se utilizaron 84 plantas adicionales a las mencionadas anteriormente, ya que
la prueba utilizada es destructiva. Para la verificacion de la presencia de HCN, se tom6 una
hoja de cada planta y se coloco en un tubo Eppendorf, se maceré con 7uL de cloroformo,
inmediatamente después se colocod un papel indicador, realizado con una solucién acuosa
de 0.5% de acido picrico y 5% de Na,COs, y se dejo reposar 24 h en oscuridad y a
temperatura ambiente (25-27°C). Transcurrido este tiempo, se registro la reaccion del papel
filtro ante la presencia de HCN (Schappert y Shore, 1999), cambiando de color amarillo

brillante a anaranjado o rojo oscuro.

En el caso de la defensa biotica, se midi6 la produccion de NEF y néctar extrafloral
de las cuatro hojas apicales totalmente expandidas para cada planta, salvo en el caso de los
estadios de cotiledon y dos hojas ya que no producen nectarios extraflorales. Para cada hoja
se contd el numero de NEF, se cuantific la produccion de néctar con un capilar de 1uL vy,
en los casos donde fue posible, se midi6 la concentracion de azucares del néctar con un
refractometro. Al multiplicar estos datos se obtuvo el peso del contenido de azucar. Se
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calcul6 el promedio de NEF y del peso del contenido de aztcar por planta. Se verifico la
normalidad de los datos mediante la prueba de bondad de ajuste de Shapiro-Wilk.
Posteriormente, se hicieron ANDEVAs para estimar las diferencias entre estadios,
considerando a la familia como un efecto aleatorio. Ademas, se hicieron contrastes
pareados a priori para estimar las diferencias entre estadios. Todos los analisis de varianza

se realizaron en R 2.13.1 (R Development Core Team, 2008).
Trayectorias ontogenéticas de la defensa inducida

Para evaluar la defensa inducida durante el desarrollo de 7. velutina, asi como el
componente genético de dichas trayectorias ontogenéticas, se generaron tres grupos de 200
plantas, un grupo para cada uno de los siguientes estadios: plantulas (dos hojas), juveniles
(diez hojas) y reproductivas (produccion de primer fruto). Estas 200 plantas pertenecian a

10 familias maternas (20 plantas por familia por estadio).

Las plantas de cada familia se dividieron en dos grupos: uno fue el grupo control y
el otro recibié un tratamiento de dafio foliar artificial, que consistio en remover la mitad de
la ldmina de cada hoja con unas tijeras, evitando cortar la vena media, y después se picoteo
del resto de la lamina con una aguja de diseccion (Heil ef al., 2001) para incrementar la
superficie dafiada a la reportada previamente (Villamil, 2012). La metodologia para
cuantificar defensas fisicas y bidticas fue la misma que en el apartado anterior, con la unica
diferencia de que se seleccionaron las primeras dos hojas completamente expandidas

producidas después del evento de daio foliar.

Para los andlisis estadisticos en todos los casos se verific la normalidad de los
datos mediante la prueba de bondad de ajuste de Shapiro-Wilk. Solamente se requirio
transformar los datos para la densidad de tricomas utilizando la funcion logaritmica
log (x +1). Para evaluar la diferencia en la densidad de tricomas entre estadios,
tratamientos, cara de la hoja y familia (como efecto aleatorio); asi como de las
interacciones entre estos efectos, se realizaron ANDEVAs y pruebas de contrastes a priori
para estimar las diferencias entre estadios particulares. Para el resto de las variables
(dureza, porcentaje de agua, promedio de NEF y del peso del contenido de azicar por

planta) se evalu¢ la diferencia entre estadios, tratamientos y familia (como efecto aleatorio),
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asi como de las interacciones de estos efectos mediante ANDEVAs y contrastes pareados a
priori para las diferencias entre estadios y tratamientos. Para visualizar la variacion
genética de las trayectorias ontogenéticas de la defensa se calcularon los promedios por
familia de cada atributo de defensa. Todos los analisis de varianza se realizaron en R 2.13.1

(R Development Core Team, 2008).
Trayectorias ontogenéticas de la tolerancia

Para caracterizar cambios de los mecanismos que permiten a las plantas tolerar el dafio, se
estimo el crecimiento compensatorio, los contenidos de clorofila y la asignacion de
biomasa distintas partes de la planta durante en las mismas plantas que para defensa
inducida, pertenecientes a diferentes familias maternas considerando los estadios de

pléntulas, juveniles y reproductivas, asi como los grupos tratamiento y control.

Cuando las plantas alcanzaron el estadio inicial establecido, se les midi6 el diametro
basal (DB) y la altura. Posteriormente, se eligieron al azar cinco hojas de cada planta. Esta
seleccion se realizd dividiendo el nimero total de hojas entre 5, para seleccionar
sistematicamente cinco hojas distribuidas en todo el follaje. A las hojas seleccionadas se les
midi6 largo (L) y ancho (4), con lo cual se pudo obtener el area foliar (AF) a partir de la
relacion establecida AF = 0.7 + (0.64 * L * A) en un trabajo previo (Villamil, 2012). El
contenido de clorofila en las hojas es un indicador fisioldgico de la planta, y se ha reportado
que puede incrementar después del dafio por herbivoria (Thomson et al., 2003). Este
atributo se midi6 a través del indice de contenido de clorofila (/CC) con un medidor portatil
de campo de espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano (CCM-200, Opti-
Sciences, Hudson, NH, EE. UU.). Una vez que la planta produjo nuevas hojas, de 15 a 30
dias después, se repitieron las mediciones de DB, altura, AF e ICC en cinco hojas
producidas inmediatamente al dafo artificial. A los 30 dias se separaron los tallos, las hojas
y la raiz. Estas muestras fueron secadas y posteriormente pesadas para obtener el peso seco
de la biomasa de cada parte de la planta. En el caso de las hojas de las plantas con
tratamiento de dafo foliar, éstas se pesaron por separado las hojas que fueron cortadas de
las completas producidas posteriormente, y se duplico el peso de las hojas cortadas para
estimar el peso total de biomasa foliar. Con estos datos se calculd el promedio de cada

variable y la proporcidon de biomasa aérea/subterranea por planta. Se verificé la normalidad
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de los datos mediante la prueba de ajuste de bondad Shapiro-Wilk, y se evalu¢ la diferencia
entre estadios, tratamientos, el tiempo y la familia (aleatorio) mediante ANDEVAs y
contrastes pareados a priori para estimar las diferencias entre estadios y entre tratamientos.

Todos los analisis se realizaron en R 2.13.1 (R Development Core Team, 2008).
Costos de las estrategias defensivas

Para evaluar los costos de las trayectorias ontogenéticas de las distintas defensas en
términos de la biomasa producida en ausencia de dafio, se utilizaron los valores de biomasa
seca total de las plantas del experimento de defensa constitutiva. Se hicieron regresiones
lineales considerando las diferentes variables de defensa (densidad de tricomas, MFE,
porcentaje de agua, nimero de NEF, produccioén de azicar) como variables independientes
y la biomasa seca total de las plantas control como variable dependiente en JMP 7.0. Una
relacion negativa entre dichos atributos y la biomasa fue interpretada como un costo de los
mismos en la capacidad de la planta para acumular biomasa ante un incremento en la

inversion en la defensa.
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RESULTADOS

Trayectorias ontogenéticas de la defensa constitutiva

Defensa fisica

Se encontré que la densidad de tricomas aumentd durante el desarrollo de 7. velutina (Fig.
7; estadio: Fis s02=1229.23, P < 0.001); sin embargo, el patron de aumento difiri6 entre las
caras de la hoja (interaccion estadio x cara: F's s = 11.80, P < 0.0001), siendo mayor en el
envés. En el haz de la hoja, la diferencia entre plantula y juvenil fue mas considerable,
cuadruplicandose la densidad de tricomas, y posteriormente se mantuvo este valor en el
estadio reproductivo. En el envés, se observo un incremento similar de plantula a juvenil,
pero cuando la planta es reproductiva, la densidad de tricomas aumenté en un 33% con

respecto a las plantas juveniles.
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Figura 7. Densidad de tricomas (+ e. e.) por estadio ontogenético en 7. velutina. Los asteriscos representan las
diferencias significativas entre caras de la hoja (P < 0.001). Los numeros en la base de las graficas
representan el nimero de muestra por estadio ontogenético.

En el caso de la masa foliar especifica, utilizada como un estimador de la dureza de
las hojas, se encontrd un cambio significativo durante el desarrollo de las plantas (Fig. 8a;
estadio: F’s, 223 = 33.38 P < 0.0001). La dureza de los cotiledones fue mayor en 10% al
encontrado para las plantas del estadio de 2 hojas (Fig. 8a; contraste a priori: F; ss=6.75 P

= 0.01). Para el resto de los estadios juveniles y reproductivos, si bien se observd una
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tendencia a aumentar el peso de las hojas, éste unicamente difirid significativamente al
comparar la primera etapa de juveniles con la tltima de reproductivas.

Finalmente, el porcentaje de agua contenido en las hojas también tuvo cambios
significativos durante el desarrollo de las plantas (estadio: F's, 50,=43.12 P < 0.0001). Estos
cambios tuvieron un comportamiento no lineal, con los niveles mas bajos en el estadio
cotiledon, niveles intermedios en el estadio de 2 hojas y los dos estadios reproductivos, y

los niveles mas altos en los estadios juveniles (Fig. 7).
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Figura 8. Valores promedio (% e. e.) de a) masa foliar especifica y b) porcentaje de agua en seis estadios de
desarrollo de Turnera velutina. Las letras distintas reflejan diferencias significativas entre estadios
ontogenéticos. Los numeros en la base de las graficas representan el nimero de muestra por grupo.

Defensa quimica

Villamil (2012) reporta que las plantas juveniles y adultas de Turnera velutina no
reaccionan a la prueba de picrato para detectar HCN; sin embargo, en este trabajo se
encontrd una reaccion positiva a ésta prueba para todas las plantas utilizadas de los estadios
cotiledon y plantula. Al considerar lo reportado por Villamil (2012), podemos sugerir la
presencia de acido cianogénico como atributo defensivo tinicamente cuando la planta se

encuentra en el estadio de plantula.

Defensa biotica

El nimero de nectarios y el contenido de azicar en el néctar extrafloral se incremento
significativamente durante el desarrollo de las plantas (NEF estadio: F’s ;49 = 63422 P <
0.0001; Azucar estadio: F5 55;=23.41 P < 0.0001). Estas diferencias fueron considerables,
sobre todo porque en el estadio de plantula carece de NEF en las hojas, y por tanto, no hay

produccion de néctar extrafloral. A partir de la tercera hoja el nimero de NEF es en
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promedio de 2 por hoja, manteniéndose este valor en el estadio juvenil. En el estadio
reproductivo, se observo un aumento en el numero de NEF siendo ligeramente mayor

(2.66) cuando la planta produce sus primeras flores (Fig. 9).

El patron en la inversion de recompensas para las hormigas mutualistas, expresada
en términos del contenido de azicar en el néctar extrafloral fue diferente al de la
produccion NEF. Dada la ausencia de NEF en las plantulas, tampoco hay produccion de
néctar. En las plantas juveniles, la cantidad de azucar aumentd mas de cinco veces entre las
plantas de 6 hojas y las de 10 hojas. El contraste entre plantas juveniles y reproductivas fue

de una magnitud de 10 veces del contenido de azucar.
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Figura 9. Valores promedio (+ e. e.) de a) nimero de nectarios extraflorales y b) produccién de azicar por
hoja en seis estadios de desarrollo de Turnera velutina. Las letras distintas reflejan diferencias significativas
entre estadios ontogenéticos. Los niimeros en la base de las graficas representan el nimero de muestra por

grupo.
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Trayectorias ontogenéticas de la defensa inducida
En concordancia con el experimento anterior, se encontr6é que todos los atributos de defensa
presentaron el mismo patrén ontogenético (tablas efecto estadio), por lo que en este

apartado sé6lo se mencionara el efecto de la induccion sobre la defensa de plantas.

Defensa fisica

El dafio artificial generd un aumento en la densidad de tricomas (tratamiento: F' | 916= 18.4,
P < 0.0001, Tabla 1), aunque para cada estadio el incremento fue diferente (Fig. 10).
Mientras que la induccion de tricomas fue de un 15% en el envés de las hojas de las
plantulas (contraste a priori: F; o6 = 5.99, P = 0.01), en las plantas juveniles fue de 8%
(contraste a priori: F 906, = 4.63, P = 0.03). Las plantas reproductivas tuvieron la mayor

induccion de tricomas, con 36% en el haz de sus hojas (contraste a priori: F 906 = 9.65, P =
0.001).
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Figura 10. Densidad de tricomas (+ e. e.) por estadio ontogenético de Turnera velutina. Los asteriscos
representan las diferencias significativas entre tratamientos (* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001). Los
numeros en la base de las graficas representan el nimero de muestra por grupo.
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Tabla 1. Analisis multifactorial del modelo mixto para determinar el efecto del estadio
ontogenético, el tratamiento, la cara de la hoja y la familia materna sobre la densidad de tricomas.
Los valores de ° estan asociados al efecto aleatorio (familia materna).

Efecto Fly g L P
Estadio ontogenético 175143 2,916 <0.0001
Tratamiento 1840 1,916 <0.0001
Cara de hoja 100.46 1,916 <0.0001
Familia materna 8.72 3 0.003
Estadio x Tratamiento 0.53 2,916 0.58
Estadio x Cara 3366 2,916 <0.0001
Estadio x Familia 34.45 6 <0.0001
Tratamiento x Familia 2.08 3 0.55
Tratamiento x Cara 1.35 1,916 0.24
Cara x Familia 0 3 1
Estadio x Tratamiento X Cara 1.29 2,916 0.27
Estadio x Tratamiento X Familia 0.47 10 1
Estadio x Cara x Familia 0.69 10 1
Cara x Tratamiento X Familia 0.0001 6 1
Estadio x Tratamiento X Cara x Familia 0.75 15 1

El dafio artificial indujo un aumento en la dureza de la hoja (tratamiento: Fj 450= 5.23,
P < 0.05, Tabla 2). Sin embargo esta diferencia fue significativa unicamente las plantas
juveniles (estadio X tratamiento: Fh4so = 4.19, P = 0.01), donde aquéllas que recibieron

dafio, la dureza fue 5% mayor que en las plantas control.
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Figura 11. Masa foliar especifica (+ e. e.) por estadio ontogenético de Turnera velutina. Los asteriscos

representan las diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.001). Los nimeros en la base de las
graficas representan el nimero de muestra por grupo.
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Tabla 2. Analisis multifactorial del modelo mixto para determinar el efecto del estadio
ontogenético, el tratamiento y la familia materna sobre la masa foliar especifica (MFE) y el
contenido de agua. Los valores de 5 estan asociados al efecto aleatorio (familia materna).

Dureza Contenido de agua
Efecto Fly gl P Fly gl P
Estadio 722.39 2,450 <0.0001 166.72 2,413 <0.0001
Tratamiento 5.23 1,450 0.0226 5.17 1,413 0.0235
Familia 16.32 3 0.0001 24.39 3 <0.0001
Estadio x Tratamiento 419 2,450 0.0156 1.09 2413 0.33
Estadio x Familia 29.2 6 <0.0001 67.17 6 <0.0001
Tratamiento X Familia 0.97 3 0.80 0 3 1
Estadio x Tratamiento X Familia  1.71 10 0.99 2.27 10 0.99

Finalmente, se encontr6 induccion del contenido de agua (tratamiento: F 413=5.17
P < 0.05; Tabla 2). Ademas, se observo una diferencia ontogenética en la induccion del
contenido de agua, ya que solo en el estadio juvenil las plantas con dafio tuvieron un mayor
contenido de agua que las plantas control (contraste a priori: Fi 393 = 6.11, P = 0.01), sin

embargo este aumento fue tan s6lo de un 1% (Fig. 12).
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Figura 12. Porcentaje del contenido de agua (% e. e.) por estadio ontogenético. Los asteriscos representan las
diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.01). Los nimeros en la base de las graficas representan el
numero de muestra por grupo.

L o2

Defensa Biotica

No se encontr6 un efecto de induccion sobre el nimero de NEF (tratamiento: F 494= 1.67,
P = 0.18, Tabla 3). Sin embargo al explorar solamente en las plantas reproductivas se
encontr6 una disminucién marginal del nimero de NEF (Fig. 13a; contaste a priori: F| 344

=3.72, P =0.05).
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Tabla 3. Analisis multifactorial del modelo mixto para determinar el efecto del estadio
ontogenético, el tratamiento y la familia materna sobre el numero de NEF y la produccion de
aziicar. Los valores de ° estan asociados al efecto aleatorio (familia materna).

NEF Produccion de azucar
Efecto Fly gl P Fly gl P
Estadio 6133.7 2,494 <0.0001 38.99 2,499 <0.0001
Tratamiento 1.93 1,494 0.16 0.85 1,499 0.35
Familia 0.68 3 0.40 4.70 3 0.03
Estadio x Tratamiento 1.67 2,494 0.18 0.17 2,499 0.84
Estadio x Familia 22.05 6 0.001 42.5 6 <0.0001
Tratamiento x Familia 0 3 1 0 3 1
Estadio x Tratamiento x Familia 0 10 1 0.016 10 1

La produccion de néctar tampoco presento efecto de la induccion (tratamiento: F,
499 = 0.85, P =0.35; Tabla 3), ya que en aquellas plantas que tuvieron dafio artificial, el peso
de azlicar no aument6 de manera significativa (Fig. 13b). Al considerar en conjunto el
numero de NEF y la cantidad de azicar producida, es posible sugerir que no son atributos

que responden al dafio artificial de manera significativa en ninglin estadio ontogenético.
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Figura 13. Valores promedio (£ e. e.) de a) numero de nectarios extraflorales y b) produccion de aziicar por
hoja por estadio ontogenético de Turnera velutina. Los asteriscos representan las diferencias significativas
entre tratamientos (P < 0.05). Los nimeros en la base de las graficas representan el nimero de muestra por

grupo.

27



Variacion genética de trayectorias ontogenéticas de la defensa

Las trayectorias ontogenéticas de todos los atributos de defensa presentaron diferencias
entre familias (Fig. 14; ver anexo 1, tablas 1 a 3, interaccion estado x familia) y cada
atributo presentd niveles de variacion diferentes. De los atributos de defensa fisica, la
densidad de tricomas y la masa foliar especifica presentaron diferencias menores entre
familias (Fig. 13 a y b), mientras que el porcentaje de agua en las hojas el patron
ontogenético es muy variable entre familias (Fig. 13c). El nimero de nectarios extraflorales
no varié mucho entre familias. Finalmente, la produccion de néctar fue mas variable entre
familias, sobre todo en el estadio reproductivo (Fig. 13e). No se detectd variacion genética
en la inducibilidad de las defensas durante la ontogenia (tablas 1 a 3, interaccion: familia x

tratamiento X estadio)
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Figura 14. Valores promedio (* e. e.) por estadio por familia de plantas de Turnera velutina de
atributos de defensa a) densidad de tricomas, b) masa foliar especifica, ¢) porcentaje de agua, d)
numero de nectarios extraflorales y e) produccion de néctar.
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Trayectorias ontogenéticas de mecanismos de la tolerancia

Crecimiento compensatorio

Ante el dano foliar, las plantas respondieron con modificaciones en su crecimiento
vegetativo expresado en didmetro (tratamiento: F, sso = 20.02, P <0.0001, tabla 4). El
didmetro basal aumenté conforme se desarrolla la planta (estadio: F», sso = 131.32, P <
0.0001, tabla 4). Las plantas juveniles y reproductivas que recibieron dafio tuvieron un
diametro basal menor que en las plantas control, mientras que en las plantulas esta

diferencia no fue significativa (Fig. 15a); es decir, este estadio logr6 compensar el daio

recibido.
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Figura 15. Valores promedio (£ e. e.) de a) didmetro basal y b) altura en cada medicion y cada estadio
ontogenético en plantas control y plantas sometidas a dafio artificial de Turnera velutina, en los dias 0 y 30
del experimento. Los asteriscos representan las diferencias significativas entre tratamientos (** P < 0.01, ***
P <0.001).

Tabla 4. Analisis multifactorial del modelo mixto para determinar el efecto del estadio
ontogenético, el tratamiento y la familia materna sobre el crecimiento en didmetro y altura. Los
valores de 7 estan asociados al efecto aleatorio (familia materna).

Efect Diametro basal Altura

eeto Fiy gl P Fiy gl P
Estadio 131.32 2,542 <.0001 2.15 2,542 0.11
Tratamiento 20.02 1,542 <.0001 1.65 1,542 0.19
Familia 2.56¢7 3 0.99 0.106 * 074
Estadio x Tratamiento 238 2,542  0.09 0.83 2,542 043
Estadio x Familia 32.52 6 <.0001 10.9 6 0.09
Tratamiento x Familia 0 3 1 0 3 1
Estadio x Tratamiento X Familia  5.43 10 0.86 3.62 10 0.96
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Se observd un aumento en la altura de la planta inherente al desarrollo ontogenético
(estadio: F, s46= 88.58, P < 0.0001, tabla 4). Este atributo también fue afectado por el dafio
foliar (tratamiento: F s4¢ = 13.89, P =0.0002) para algunos estadios. Las plantulas con
dafio artificial tuvieron alturas similares a las plantulas control. En contraste, aquellas
plantas juveniles y reproductivas que recibieron dafio artificial tuvieron una altura en

promedio de 11% y 3% menor a las plantas control, respectivamente (Fig. 15b).
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Figura 16. Valores promedio (+ e. e.) de a) nimero de hojas y b) area foliar en cada medicion y cada estadio
ontogenético en plantas control y plantas sometidas a dafio artificial de Turnera velutina, en los dias 0 y 30
del experimento. El asterisco representan las diferencias significativas entre tratamientos (* P < 0.05, *** P <
0.001)

Las plantas aumentaron la produccion de hojas durante su desarrollo (estadio: F>, s42
=172.48, P <0.0001, tabla 5), y el dafio artificial no gener6 diferencia en la produccion de
hojas (tratamiento: F ssy = 2.59, P = 0.1) para ningun estadio ontogenético. Sin embargo,
hubo un patrén no lineal del area foliar durante la ontogenia (Fig. 16b; estadio: F», sa0 =
193.21, P < 0.0001), con valores bajos para plantulas (3.1 cm?), valores tres veces mayores
en las plantas juveniles (17.6 cm?), y valores 50% menores para las reproductivas (8.7 cm?).
El dafio artificial no tuvo un efecto significativo (tratamiento: F ss0 = 2.12, P = 0.14) en
plantulas y en plantas reproductivas, sin embargo, en las plantas juveniles no se observo
este crecimiento compensatorio ya que el area foliar fue menor en plantas con dafo (Fig.

16b).
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Tabla 5. Analisis multifactorial del modelo mixto para determinar el efecto del estadio
ontogenético, el tratamiento y la familia materna sobre el crecimiento en el nimero de hojas y el
area foliar. Los valores de 5 estan asociados al efecto aleatorio (familia materna).

Efect Numero de hojas Area foliar

ecto Fiy gl P FiY gl P
Estadio 172.48 2,542 <.0001 193.21 2,540 <.0001
Tratamiento 259 1,542 0.10 212 1,540 0.14
Familia 1.004 3 0.31 3.06 3 0.07
Estadio x Tratamiento 193 2,542 0.14 0.50 2,540 0.60
Estadio x Familia 17.06 6 0.009 34.21 6 <.0001
Tratamiento x Familia 0.0002 3 1 0 3 1
Estadio x Tratamiento X Familia  1.84 10 0.99 0.12 10 1

Se observé que el ICC se triplicod durante el desarrollo de la planta (Fig. 17; estadio:
F> 539 = 6.03, P = 0.002, tabla 6), aunque no hubo un efecto del dafio foliar para ningun

estadio (tratamiento: F'j s39 = 0.06, P = 0.80).
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Figura 17. indice de contenido de clorofila (+ e. e.) en cada medicién y cada estadio ontogenético
en plantas control y plantas sometidas a dafio artificial de Turnera velutina, en los dias 0 y 30 del
experimento.

Tabla 6 Analisis multifactorial del modelo mixto para determinar el efecto del estadio ontogenético,

el tratamiento y la familia materna sobre el indice de concentracién de clorofila. Los valores de
estan asociados al efecto aleatorio (familia materna).

Efecto Fly gl P
Estadio 6.03 2,539 0.002
Tratamiento 0.06 1,539 0.80
Familia 6.65 3 0.009
Estadio x Tratamiento 0.55 2,539 0.57
Estadio x Familia 28.80 6 <.0001
Tratamiento X Familia 0.73 3 0.86
Estadio x Tratamiento X Familia 0.57 10 1
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Biomasa y asignacion de recursos

Otro mecanismo que puede dar lugar a la tolerancia es la reasignacion de recursos entre
diferentes partes de la planta. La biomasa producida aument6é durante la ontogenia de la
planta (Fig. 18; estadio: F» 409 = 1629.31, P < 0.0001, tabla 7). Ademas, el dafio foliar
generd diferencias en los valores de biomasa entre estadios (interaccion estadio x
tratamiento: F5 409 = 5.05, P = 0.006, tabla 7). En las plantulas, los valores de biomasa total
entre plantas con dafio y sin dafio no difiri6 significativamente (contraste a priori: F ¢ =
0.0008, P = 0.97), indicando que las plantulas con dafio compensaron la produccion de
biomasa. En las plantas juveniles y reproductivas la biomasa total producida fue menor en
16% al comparar con las plantas sin dafio. Sin embargo, si consideramos so6lo la biomasa
foliar, las plantas juveniles y reproductivas con dafio produjeron 23 y 47% mas biomasa
que las plantas sin dafio, respectivamente, lo que puede interpretarse como una respuesta
sobrecompensatoria. Estos resultados sugieren una reasignacion de recursos de raices a la

produccioén de hojas.
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Figura 18. Biomasa total por estructura y por estadio ontogenético en plantas de Turnera velutina en
el grupo control y el de dafio artificial. Los asteriscos representan las diferencias significativas entre
tratamientos (* P < 0.05, *** P <0.001).
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Tabla 7. Analisis multifactorial del modelo mixto para determinar el efecto del estadio ontogenético, el
tratamiento y la familia materna sobre la biomasa total y la proporcion de la biomasa subterranea/aérea. Los
valores de 7 estan asociados al efecto aleatorio (familia materna).

Efecto Biomasa Subterranea/Aérea
FlIy gl P Fly gl P

Estadio 1629.31 2,409 <.0001 28.61 2,409 <.0001
Tratamiento 12.26 1,409 0.0005 9.28 1,409 0.0025
Familia 19.47 3 <.0001 17.98 3 <.0001
Estadio x Tratamiento 5.05 2,409 0.006 0.19 2,409 0.82
Estadio x Familia 26.70 6 0.0001 25.10 6 0.0003
Tratamiento x Familia 0 3 1 0.72 3 0.86
Estadio x Tratamiento X Familia 2.52 10 0.99 2.88 10 0.98

Al considerar la proporcion entre la biomasa aérea/subterranea como un indicador
de dicha asignacion de recursos, encontramos que la tendencia ontogenética es que las
plantulas asignan mas biomasa a la raiz y conforme la planta crece, la asignacion a la parte
aérea aumenta (estadio: F5, 400 = 28.61, P < 0.0001, tabla 7). El dafio foliar tuvo un efecto
significativo sobre la proporcion de biomasa aérea/subterranea (tratamiento: F 499 = 9.28,
P = 0.002, tabla 7). Las plantas que recibieron dafio tuvieron valores mayores de esta
relacion, indicando que asignaron mas recursos a la parte aérea, en comparacion con las
plantas sin dafio; sin embargo, esta diferencia solo fue significativa para las plantas

juveniles y reproductivas (Fig. 19).
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Figura 19. Proporcion de biomasa subterranea/aérea (+e. e.) en plantas de Turnera velutina de tres estadios de
desarrollo. Valores menores a uno indican mayor asignacion a la parte subterranea; valores mayores a uno,
una mayor asignacion a la parte aérea, y valores similares a uno indican una igual proporcion en la asignacion
de recursos. Los asteriscos representan las diferencias significativas entre tratamientos (** P < 0.01, *** P <
0.001).
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Costos de las estrategia de defensa durante el desarrollo ontogenético

Encontramos que dos atributos defensivos tuvieron un costo reflejado en la biomasa,
aunque solamente en estadios ontogenético particulares. En el estadio juvenil de seis hojas,
la densidad de tricomas se relacion6 negativamente con la biomasa, es decir, aquellas
plantas que produjeron mas tricomas tuvieron una menor biomasa en ausencia de dano (Fig.
20a). Por otro lado en las plantas reproductivas con frutos el costo se encontrd en la

produccion de azucar del néctar extrafloral (Fig. 20b).
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Figura 20. Relacion entre la biomasa y a) la densidad de tricomas en plantas juveniles, y b) la produccion de
azucar en plantas reproductivas de 7. velutina. La linea representa la regresion y se muestra los valores de
ajuste y significancia.
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DISCUSION

Este es uno de los primeros estudios en reportar la existencia de trayectorias ontogenéticas
simultaneas de multiples atributos de resistencia y tolerancia en las plantas. Ademas se
observaron patrones particulares para cada atributo estudiado. Se encontrdé que la mayoria
los atributos de resistencia aumentaron durante el desarrollo (Fig. 21), coincidiendo con lo
propuesto por la teoria de asignacion de recursos (Herms y Mattson, 1992), donde
conforme aumenta la cantidad de recursos disponibles con el desarrollo, la planta asigna
una mayor cantidad de recursos para la defensa. En contraste, el contenido de agua en la
hoja concuerda con la teoria de la defensa 6ptima (Bryant et al., 1992), donde se favorecen
niveles altos de defensa en estadios mas atacados, que en Turnera velutina es el juvenil
(Villamil, 2012). Ni el crecimiento compensatorio (Fig. 22) ni la defensa quimica (Fig. 21)
se comportaron de acuerdo estas teorias, ya que ambos fueron mas altos en las plantulas

que en el resto de los estadios ontogenéticos.

Tricomas

Resistencia

Herbivoria

Cianogénicos

-

Plantula Juvenil Reproductivo

Figura 21. Sintesis de los patrones de las trayectorias ontogenéticas de los atributos de defensa
estudiados en Turnera velutina: contenido de agua (azul), densidad de tricomas (verde), masa foliar
especifica (café), produccion de HCN (amarillo) y produccion de néctar extrafloral (rojo). Las lineas
continuas muestran las trayectorias de las defensas constitutivas, mientras la linea punteada muestra las
defensas inducidas. La linea negra representa el nivel de herbivoria encontrada en campo por Villamil
(2012).

35



Produccién de Hojas

o e

Area Foliar
.©
Q
C
g Clorofila
S

Cr to compensatorio

Herbivoria

Plantula Juvenil Reproductivo

Figura 22. Sintesis de los patrones de las trayectorias ontogenéticas de los componentes de tolerancia en
Turnera velutina: crecimiento compensatorio en altura, diametro basal y biomasa total (naranja), produccion
de hojas (azul), area foliar (rojo) y contenido de clorofila (verde). La linea negra representa el nivel de dafio
por herbivoria encontrada en campo por Villamil (2012).

Retomando la propuesta de Boege y colaboradores (2007) podemos sugerir la
presencia de switches ontogenéticos entre la resistencia y tolerancia en T. velutina. Lo que
hace novedoso este trabajo es que distintos atributos de resistencia tienen trayectorias
opuestas (Figs. 21 y 22). Las plantulas utilizaron como estrategias de defensa la produccion
de HCN vy la tolerancia, las plantas juveniles tienen mayor produccion de atributos de

resistencia fisica, y las plantas reproductivas asignan tanto a resistencia fisica como biotica.
Trayectorias ontogenéticas de la defensa constitutiva

Defensa fisica

La densidad de tricomas como una medida de defensa contra los herbivoros ha sido
previamente reportada (Woodman y Fernandes, 1991; Agren y Schemske, 1993; Molles y
Westoby, 2000; Valverde et al., 2001; Kennedy, 2003; Molina-Montenegro et al., 2006;
Villamil, 2012), aunque también se ha visto relacionada con el balance de agua (Werker,

2000) y con la radiacion solar excesiva (Levizou ef al., 2004). En T. velutina, se encontro
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un patron de aumento en la densidad de tricomas durante la ontogenia (Fig. 6). Este patréon
podria ser explicado porque las plantas reproductivas tienen una mayor cantidad de
recursos para asignar a esta funcion defensiva, en comparacion con estadios anteriores cuya
prioridad es el crecimiento. La variacion genética de la densidad de tricomas entre
poblaciones y entre familias ha sido reportada anteriormente (Valderde et al, 2001;
Handley et al., 2005), sin embargo, este es el primer reporte de la variacion genética de la
trayectoria ontogenética de este tipo de defensa. Asimismo, existen otros estudios que
reportan la heredabilidad de la densidad de tricomas (Park et al.,, 1994) e incluso el mapeo
de los genes que controlan este atributo (Wright et al, 1999), lo cual sugiere que las
trayectorias ontogenéticas en la produccion de tricomas podrian ser blanco de la seleccion

natural.

Se ha encontrado que hojas con altos valores de MFE son evitadas por los
herbivoros en experimentos de preferencia, tanto en campo como en laboratorio (Poorter et
al., 2009), por lo que es adecuado utilizar este atributo como una medida de dureza. Se
encontrd una disminucion de la dureza foliar en el estadio de plantula, con un posterior
aumento en los estadios juvenil y reproductivo. Las plantas reproductivas tuvieron mayor
MFE y menor contenido de agua por lo que sus hojas son de menor calidad nutricional y
poco apetecibles a los herbivoros. Esto coincide con un menor dafio foliar en plantas
reproductivas en comparacion con los demas estadios en una poblacion natural (Villamil,

2012).

La masa foliar especifica junto con el porcentaje de agua son parte de un conjunto
de atributos interconectados que caracterizan la funcionalidad de la hoja y de la planta. Se
ha encontrado que especies con baja MFE tienden a tener altas concentraciones de
proteinas y minerales, un alto contenido de agua, un bajo contenido de lignina y de otros
metabolitos secundarios, un alto metabolismo, (alta tasa fotosintética y respiratoria) y un
tiempo de vida corto (Lambers y Poorter, 1992; Ryser, 1996; Pérez-Harguindeguy et al.,
2003; Wright et al., 2004; Poorter et al., 2009). Teniendo esto en cuenta, es importante
explorar el funcionamiento de la hoja como un moédulo que desempefia funciones de
mantenimiento pero también de defensa, y como estos atributos al estar relacionados entre

si tienen influencia en sus trayectorias ontogenéticas.
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En algunos estudios se ha relacionado el contenido de agua con la calidad
nutricional de la planta (Bowers y Stamp 1992; Gaudet et al., 2001). Por otro lado, se ha
observado para varios taxa una disminucion del estado nutricional de las hojas conforme la
planta crece, ya sea por influencia de la edad o por las correlaciones con otros cambios
ontogenéticos en atributos fisioldgicos y anatomicos de la hoja (Bowers y Stamp 1992;
Gaudet et al., 2001; Apple et al., 2002; Ishida et al., 2005; Goodger et al., 2006; Merilo et
al., 2009; Quintero y Bowers, 2012). En T. velutina se encontr6 una variacion ontogenética
correspondiente con un aumento del contenido de agua del estadio de cotiledon al juvenil y

una posterior disminucion hacia las plantas reproductivas.
Defensa quimica

La produccion de acido cianogénico como defensa contra herbivoros solo se detectod en el
estadio de plantula. Dado que las hojas de las plantulas no cuentan con defensas fisicas y
bioticas (Fig. 6-8), la produccion de HCN en estadios tempranos le otorga a la planta una
mayor proteccion contra los herbivoros. Esto coincide con lo reportado previamente por
Schapert y Shore (1995) en un estudio realizado en Jamaica con 39 poblaciones de Turnera
ulmifolia, una especie hermana de 7. velutina, distribuidas a lo largo de la isla. Ellos
encontraron que algunas de éstas las plantulas presentaban niveles mayores de cianogénesis

en comparacion con aquellas plantas en estadio reproductivo.

El patron ontogénico de produccion de HCN es contrario a la tendencia general
encontrada para los metabolitos secundarios constitutivos (Barton y Koricheva, 2010), que
propone un aumento en la produccion de metabolitos secundarios conforme el desarrollo de
la planta. Sin embargo, coincide con la trayectoria descrita para otras especies, por ejemplo
la encontrada en Raphanus sativus (Boege et al., 2007). Es necesario estudiar con detalle la
ontogenia de la produccion de HCN en 7. velutina para permitirnos comprender su ausencia
en estadios juvenil y reproductivo, y la variacion geografica en las trayectorias

ontogenéticas de esta defensa (Schapert y Shore, 1995; Villamil, 2012).

Defensa biotica

La presencia de nectarios extraflorales como un atributo de defensa indirecta contra los

herbivoros se ha reconocido ampliamente en mas de 100 familias de helechos,
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gimnoespermas y angiospermas (Heil, 2011). Asimismo, se ha encontrado que un
incremento en la secrecion de néctar se relaciona con un aumento del nimero de hormigas
que forrajean la planta, con una mayor sobrevivencia de las hormigas, y con una mayor
actividad de las hormigas (Limburg y Rosenheim, 2001; Kost y Heil, 2005; Lach et al.,
2009).

El desarrollo de nectarios extraflorales en 7. velutina comenz6 a partir de la tercera
hoja; ni los cotiledones ni las primeras hojas tienen estas estructuras. Una vez que las
plantas alcanzaron el estadio juvenil se observo la produccion de néctar extrafloral, aunque
en cantidades muy bajas. En un estudio anatémico e histologico de 7. velutina, se reporta
que las plantas juveniles tienen nectarios extraflorales con una cuticula gruesa y una
epidermis secretora uniestratificada, lo que genera una produccion de néctar limitada. En
contraste, las plantas reproductivas cuentan con una epidermis biestratificada con una
cuticula adelgazada en la parte media, donde se encuentra el poro por el cual el néctar sale a
la superficie (Villamil et al, 2013). Estos resultados sugieren que los cambios
ontogenéticos de la defensa bidtica pueden estar asociados a limitaciones anatémicas y no
simplemente a una limitacién de recursos o de la cantidad de recompensa que una planta

tiene que producir para ser visitada por sus mutualistas.

En T. velutina encontramos que la produccion de néctar aumenta durante el
desarrollo y este aumento estd relacionado con la presencia de hormigas patrullando la
planta, mejorando su sobrevivencia (Cuautle et al., 2005). En otras plantas mimercofiticas,
como Cecropia peltata, Croton bonplandianum, Paulownia tomentosa y Solanum
stramonifolium también se ha encontrado que los nectarios y la produccion de néctar
aumentan durante la ontogenia de las plantas (Veena et al., 1989 ; del Val y Dirzo, 2003;
Falcao et al., 2003; Holland et al., 2009; Kobayashi et al., 2008), lo que sugiere que las
plantas requieren alcanzar cierta etapa de madurez antes de ser colonizadas o visitadas por
hormigas, aludiendo a una limitacién de recursos o de la cantidad de recompensas que una

planta tiene que producir para ser visitada por sus mutualistas.

El aumento en la produccion de defensas bidticas también puede estar relacionado
con la proteccion de flores y semillas en las planta reproductivas por parte de los

mutualistas (Falcao et al., 2003). Turnera velutina interactua con 25 especies de hormigas,
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de las cuales 14 especies de hormigas no solo forrajean los NEF, sino también son
dispersoras de las semillas (Cuautle ef al., 2005). Es posible que una mayor produccion de
néctar en las plantas reproductivas sea necesaria para asegurar la presencia de los

dispersores durante la produccion de los frutos.

Trayectorias ontogenéticas de la defensa inducida

Se encontré que ante la presencia de herbivoria, los tres estadios analizados tuvieron una
estrategia en comun, el aumentar la densidad de tricomas, y probablemente para disminuir
la calidad de las hojas como alimento para los herbivoros. Si bien la induccién de tricomas
ha sido reportada previamente (Myers y Bazely, 1991; Agrawal 2000; Traw 2002; Traw y
Dawson, 2002). Este es el primer reporte de cambios ontogenéticos en la inducibilidad de

esta defensa.

Para los otros atributos de defensa fisica, el dafo por herbivoria promovié un
aumento en | masa foliar especifica, pero inicamente en las plantas juveniles. Dado que un
valor alto de MFE esta relacionado con una menor palatabilidad del tejido foliar (Wright et
al., 2004; Poorter et al, 2009), las plantas juveniles al carecer de otras defensas
constitutivas podrian utilizar esta estrategia para minimizar el dafio por herbivoros. Sin
embargo, contrario a lo esperado, en este estadio el dafio artificial provocd un aumento en
el contenido de agua (Bowers y Stamp 1992; Gaudet et al., 2001; Quintero y Bowers,
2012).

Independientemente de los ritmos enddgenos de la planta, la secrecion de los NEF
puede ser inducida mediante dafios mecanicos o por herbivoria (Heil et al., 2000; Heil et
al., 2001; Heil, 2011); sin embargo, en 7. velutina no se detectd un aumento en la
produccion de néctar asociado al dafo artificial. Se debe remarcar que la medicion se
realizd en hojas producidas subsecuentemente al dafio. Si ocurre la induccion en la
produccion de néctar es de respuesta mas inmediata y en la hoja que sufrid el dafio, esta
puede ser una razén por la cual no se detecté la induccion de esta defensa indirecta.
Alternativamente, la inducciéon podria requerir de algin componente de la saliva del

herbivoro para estimular la produccion de esta defensa bidtica (Heil, 2011).
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Trayectorias ontogenéticas en los mecanismos de tolerancia.

No todos los estadios ontogenéticos respondieron al dafio foliar mediante crecimiento
compensatorio. Solo las plantulas dafadas crecieron lo mismo que las plantas sin dafio para
todos los atributos medidos, por lo que se puede considerar como las mas tolerantes al
dafio. En contraste, las plantas juveniles y reproductivas no lograron compensar
completamente, ya que las plantas dafiadas tuvieron valores menores de diametro y altura
que las plantas control. Sin embargo, en términos de produccion de hojas las plantas
reproductivas fueron las tnicas que el tinico que aumentaron la produccién de hojas como
respuesta al dafio artificial. Este estadio cuenta con una mayor cantidad de recursos que
pueden asignarse a diferentes funciones como la produccion de flores, frutos y semillas.
Dado que T. velutina produce las flores axilares que siempre estan asociadas a hojas, una
mayor produccion de hojas podria estar asociada con la produccion de mas flores, y asi

mantener un nivel de adecuacion similar al de plantas sin dafio.

Las respuestas compensatorias en términos de area foliar también presentaron
cambios asociados al desarrollo de las plantas. Aunque las hojas de las plantas juveniles
fueron en promedio mas grandes que las de plantulas y plantas reproductivas, disminuyeron

su tamafio después del dafo artificial.

Finalmente, las plantas juveniles y reproductivas que recibieron dafio tuvieron una
disminucion en la biomasa producida. Sin embargo, observamos una reasignacion de
recursos hacia la produccion de tallos y hojas, sobre todo en el estadio reproductivo. Lo
cual era de esperarse, dado que existe un incremento en la proporcion tallo/raiz a la par de
una disminucion del crecimiento durante el desarrollo de las plantas (Boege y Marquis,
2005). Ademas, las prioridades fisiologicas de las plantas cambian, y podemos suponer que
en el caso de las plantas reproductivas, parte de los recursos se pueden utilizar para la

produccién de defensas, o para la reproduccion.

La capacidad de tolerar el dafio por herbivoria depende de la especie y del estadio
ontogenético. Se ha reportado que en algunas especies las plantulas y juveniles son mas
tolerantes (Brandt y Lamb, 1994; Weltzin ef al, 1998; Stinchombe, 2002; Warner y
Cushman, 2002; del Val y Crawley, 2005) y que emplean tanto el crecimiento

compensatorio como medida para minimizar el efecto negativo de la herbivoria en la
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adecuacion (Stinchombe, 2002). En 7. velutina las plantulas compensaron el tejido perdido
y alcanzaron una biomasa final practicamente igual a las plantas que no recibieron dafio
(Fig. 18). Contrario a los patrones de tolerancia propuestos por Boege y Marquis (2005)
donde la etapa de cotileddn tiene una tolerancia alta. Los resultados de este trabajo indican
que ¢ésta disminuye durante la etapa juvenil y posteriormente aumenta conforme la planta se
convierte en reproductiva. Es decir, se encontr6 que la tolerancia disminuye durante la
ontogenia de Turnera velutina, siendo las plantulas las mas tolerantes al dafio y las

reproductivas las menos tolerantes.

Se ha observado que la produccion de un atributo de defensa puede generar la
disminucion en otro atributo (Koricheva et al., 2004), e incluso se ha considerado que
dentro de los atributos de defensa, la expresion de resistencia y tolerancia de manera
simultanea puede ser redundante y mutuamente excluyente (Fineblum y Rausher, 1995).
Sin embargo, también se ha propuesto que la seleccion natural puede favorecer la expresion
de niveles intermedios de resistencia y tolerancia (Fornoni et al., 2004) y combinaciones de
varios atributos de resistencia (Agrawal, 2000). En este trabajo se demuestra que las plantas
de Turnera velutina expresan combinaciones de atributos de defensa, pero que la identidad
de dichas estrategias cambia durante la ontogenia. Mientras las plantulas expresan una
estrategia mixta con la expresion simultanea de tolerancia (crecimiento compensatorio) y
resistencia (HCN), plantas reproductivas expresan diversos atributos de resistencia (NEF y
tricomas) y bajos niveles de tolerancia. El estadio menos defendido y mas vulnerable
parece ser el juvenil, ya que presentd niveles bajos de tolerancia y de resistencia, excepto

por la dureza de sus hojas.

Costos de las estrategia de defensa durante el desarrollo ontogenético

La produccion de defensas pude generar una disminucion en la asignacion de recursos para
otras funciones, como el almacenamiento, lo que puede posteriormente puede generar un
menor crecimiento de la planta, una menor produccion de progenie, o una menor capacidad
competitiva contra plantas vecinas (Herms y Mattson 1992, van Dam y Baldwin 1998,
Agrawal et al. 1999, Zavala et al. 2004). Exploramos el costo de produccion de defensas en

funcion de la produccion de biomasa, pero solo los encontramos dichos costos para ciertos
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atributos y en estadios ontogenéticos particulares. Estos resultados pueden reflejar la
importancia de la limitacion de recursos para la expresion de los costos de la defensa. El
costo de produccion de néctar en las plantas reproductivas solo estuvo presente en plantas
con fruto, lo que puede estar relacionado con una mayor demanda de recursos necesarios
para la reproduccion, ya que la planta requiere atraer los dispersores, o bien con el hecho de
que las plantas en este estadio producen una recompensa adicional para las hormigas: los
elaiosomas de sus semillas. Si bien el costo de los tricomas ya habia sido reportado
previamente (Agren y Schemske, 1993, 1994; Elle et al., 1999; Hare et al., 2003; Hare y
Elle, 2004), este es el primer estudio que reporta variacion en dichos costos durante el
desarrollo de las plantas. Para que este costo se exprese, es importante que exista cierta
restriccion en la disponibilidad de recursos en las plantas, ya que en sistemas agricolas, que
no tienen limitacion de recursos, se ha encontrado una relacion positiva entre esta defensa y
el crecimiento de las plantas (Leimu y Koricheva, 2006). En este contexto, el estadio
juvenil podria corresponder con la mayor limitacion de nutrientes, ya que las plantulas
cuentan con recursos provistos por la madre y las plantas reproductivas ya poseen

suficientes recursos almacenados para poder invertir en mas defensas.

Cabe resaltar que todos los atributos de defensa y tolerancia tuvieron variacion
genética entre familias, y si bien la mayoria tuvo patrones similares en la direccion de sus
trayectorias ontogenéticas, para algunos atributos estos patrones difirieron (Fig. 13). El
haber detectado la variacion genética entre familias es un primer indicio para considerar
que las trayectorias ontogenéticas podrian ser blanco de la seleccion natural; sin embargo,

seria necesario demostrar que éstas poseen heredabilidad.

Turnera velutina y sus interactuantes son un sistema muy complejo, y es necesario
conocer algunos de los vinculos entre éstos para comprender la dinamica del sistema de
defensas, y de la ecologia evolutiva de las interacciones en general. En particular aun
desconocemos los componentes del néctar floral y extrafloral, lo que nos permitiria
comprender mejor la relacion que existe con las hormigas mutualistas y demas insectos que
aprovechan este recurso. Asimismo, es importante conocer si esta composicion cambia
durante el desarrollo de la planta, lo que podria verse reflejado en un recambio de la

comunidad de mutualistas durante la ontogenia (Palmer et al, 2010). También falta
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caracterizar la ontogenia de la cianogenesis en la planta, ya que s6lo hemos detectado que
las plantulas invierten recursos en esta costosa medida defensiva, mientras que parece
desaparecer en las plantas reproductivas. Otra caracteristica aun no analizada de esta planta
es la capacidad de generar compuestos organicos volatiles ante el dafio por herbivoria, y si

¢stos cambian ante diferentes tipos de dafios o entre estadios de desarrollo de la planta.

Entre las incognitas que quedan pendientes después de realizar este trabajo podemos
destacar que no se sabe cudl es el efecto (directo o indirecto) que tiene la herbivoria en cada
etapa de desarrollo de la planta sobre otras interacciones como la polinizacion o dispersion,
ya que la presencia de volatiles generados por herbivoria pueden ahuyentar a polinizadores

o modificar los componentes de las recompensas para la dispersion.
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CONCLUSIONES

Este trabajo resume varios procesos clave para el estudio de las interacciones de las plantas.
En primer lugar, respalda la propuesta que los atributos defensivos y de tolerancia cambian
durante la ontogenia, asi como la capacidad de inducir tributos de defensa. En segundo
lugar, sugiere la presencia de “switches” ontogenéticos entre atributos, tipos de defensa o
estrategias de resistencia. Finalmente, se reporta por primera vez la variacion genética de

las trayectorias ontogenéticas simultaneas de atributos defensivos y de tolerancia.

Las trayectorias de cada atributo defensivo tuvieron un patron particular que fueron
complementarias u opuestas entre si. Estas trayectorias pueden ser la consecuencia de la
combinacién de procesos internos y externos, como la intensidad y frecuencia de los
ataques por herbivoros, resultando en un incremento de la produccion de defensas
constitutivas conforme la planta crece. De igual manera, se encontré que el dafio artificial
no desencadend la induccion de defensas por igual durante la ontogenia. Los atributos de
defensa fisica s6lo fueron inducidos en el estadio juvenil, mientras que las plantas
reproductivas aumentaron la defensa bidtica. Esto puede ser consecuencia de una mayor
cantidad de recursos disponibles para asignarlos a la defensa. La tolerancia tuvo un patrén
ontogenético opuesto, donde el estadio de plantula fue el mas tolerante. En conjunto, estos
resultados apoyan la idea de los switches ontogenéticos entre las diferentes estrategias para
contrarrestar la herbivoria en respuesta a las prioridades fisiologicas de la planta en cada

estadio.

Este trabajo es el primero en analizar de manera simultanea el cambio en la
ontogenia de varios atributos de defensa fisica, quimica y bidtica, asi como componentes de
la tolerancia, lo que permite tener una perspectiva mas amplia del efecto de las
interacciones que tienen las plantas de Turnera ulmifolia con sus diversos interactuantes.
Ademas, el hecho de encontrar variacion genética en las trayectorias ontogenéticas de la
defensa y tolerancia se puede considerar como un indicio de que dichas trayectorias podrian

estar sujetas a seleccion natural y, por lo tanto, ser un fenotipo complejo adaptativo.
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