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RESUMEN

La defensa inducida consiste en el incremento de la respuesta defensiva de las plantas
después de que se produce un dafio por herbivoros o patdgenos, y puede ocurrir mediante la
expresion de defensas directas, aquellas que afectan directamente al herbivoro, o de
defensas indirectas, aquellas que se basan en recompensar o atraer a depredadores y
parasitoides para disminuir el efecto negativo de los herbivoros. El néctar extrafloral (NEF)
es un tipo de defensa indirecta que atrae principalmente hormigas y puede ser inducido por
el dafio foliar. Sin embargo, no se ha descrito qué tipo de costos implica esta respuesta
inducida en términos de la adecuacion de una planta. El principal objetivo de este trabajo
fue evaluar los costos fisioldgicos y ecologicos que se puedan presentar por la induccién
del NEF usando durnera velutinacomo modelo de estudio, mediante la induccién del
NEF con distintos métodos. Una vez comprobada la inducibilidad del NEF, se llevaron a
cabo dos experimentos usando acido jasmonico como emulador del dafio para evaluar 1)
los costos fisiolégicos (directos), midiendo parametros como el crecimiento, contenido de
clorofila, néctar floral, polen y semillas; y 2) los costos ecologicos mediante un
experimento con un disefio factorial de dos tratamientos: la induccion de NEF y el
patrullaje de hormigas. Se encontré que el NEF es inducido por dafio mecéanico, dafio por
herbivoros generalistas y por la aplicacion de &cido jasmonico. Para el primer experimento,
se encontrd que la induccion de NEF no tuvo un costo fisioldgico en términos del contenido
de clorofila, la cantidad de polen, el numero de semillas o el néctar floral. Sin embargo, el
crecimiento en términos de altura se vio afectado negativamente por la induccion de NEF,
lo que sugiere un costo fisiolégico. En el segundo experimento no se detectaron costos
ecologicos de la induccion de NEF sobre la visita de polinizadores en campo. Estos
resultados sugieren que el costo fisiolégico en términos del crecimieftoelitinano se
traducen en una afectacion a las funciones reproductivas ni de la interaccion con sus

mutualistas polinizadores.

Palabras clave: Induccion, defensas indirectas, néctar extrafloral, acido jasmonico, costos

ecologicos, costos fisiologicos.



ABSTRACT

Induced defense is defined as the increase of defensive plant attributes after injury by
herbivores or pathogens, which can be expressed as direct defenses, those that directly deter
herbivores, or as indirect defenses, those that attract predators and parasitoids that reduce
the herbivores density. The extrafloral nectar (NEF) is an indirect defense that primarily
attracts ants and has been shown to be induced under different injury treatments. However,
the physiological and ecological costs involved in its expression have not been described.
For this reason, the main objective of this project was to assess if the induction of EFN has
physiological and/or ecological costs. Usifgrnera velutinaas model study, the induction

of its EFN was verified using different methods. Subsequently, two experiments were
designed to assess 1) the physiological costs, measuring the consequences of NEF
induction on parameters such as growth, chlorophyll content, floral nectar, pollen and seeds
production; and 2) the ecological costs, through a factorial experiment in a natural
population with NEF induction and ant patrolling treatments. Induction of NEF was
promoted by mechanical and herbivore damage, and by jasmonic acid sprayed on leaves.
Parameters such as chlorophyll content, pollen, seed number and floral nectar were not
affected after NEF induction. However, growth was reduced in plants induced with
jasmonic acid and this was interpreted as a physiological cost. No ecological costs were
found in terms of pollinators visits to flowering plants in the field. This suggests that the
physiological costs in terms of growth do not seem to be translated into reproductive effort

and the interaction of. velutinawith its pollinators.

Key words: Induction, indirect defense, extrafloral netcar, jasmonic acid, ecological cost,

physiological cost

Forma sugerida de citar: Alonso S. A., 2014. Costos fisiolégicos y ecologicos de la
induccion del néctar extrafloral d€urnera velutina Tesis de Maestria en Ciencias
Bioldgicas. Posgrado de Ciencias Biologicas, Universidad Nacional Autonoma de México.
México, D. F. 39 p.



INTRODUCCION

La defensa en plantas esta constituida por cualquier atributo que confiere un beneficio en la
adecuacion de la planta en presencia de herbivoros o patdégenos. Dichas estrategias de
defensa han evolucionado como resultado de las interacciones entre las plantas y sus
enemigos naturales, promoviendo la diversificacion de especies, clados, comunidades,
elementos bioquimicos y fitohormonas involucradas en este tipo de interaccion (Agrawal

al., 1999; Gatehouse, 2002; Dicke y Hilker 2003; Etkal, 2012). En las plantas se ha
identificado un amplio repertorio de caracteristicas tanto morfolégicas como quimicas que
se consideran componentes de la defensa. Estas incluyen espinas, tricomas o metabolitos
secundariosdefensas directas) y también pueden ser sefiales 0 recompensas para atraer a
depredadores y parasitoides que afectan la accion negativa de los herldetensaé
indirectas; Priceet al, 1980).Ambas estrategias pueden presentarse de ncanstrutiva

es decir, que se expresan constantemente, o bien, presentarse dediocidadespués del

ataque de un herbivoro (Karban y Baldwin, 1997). En conjunto, ambos mecanismos forman
una compleja red de defensas ante un amplio espectro de patégenos y herbivoros, regulando
una red multiespecifica de interacciones asociadas al fenomeno de la herbivoria (Strauss e
Irwin, 2004; Howe y Jander, 2008).

La defensa inducida puede afectar de manera significativa la relacién con otros
niveles troficos en una comunidad cuando la respuesta involucra la induccion de defensas
indirectas (Strauss e Irwin, 2004; Heil, 2010). Esto implica un aumento en la produccion de
recompensas o sefiales que atraen a organismos del tercer nivel tréfico, como carnivoros o
parasitoides (Pricet al, 1980; Agrawal, 1998). Una de estas recompensas es el néctar
extrafloral (NEF; Koptur, 1992) que, a diferencia del néctar floral (NF), es secretado en la
superficie glandular de los nectarios extraflorales (NEFs) que se localizan en las partes
vegetativas (Elias, 1983). Los NEFs se expresan en ramas, hojas o tallos de al menos 100
familias de angiospermas, gimnospermas e incluso en helechos (Keeler, 2008). EI NEF ha
sido una recompensa mediadora en la historia evolutiva de las interacciones planta-
hormiga, lo que se refleja en algunos clados completos que llegan a compartir esta

caracteristica (Agrawal, 2005; Maragetial, 2013). En general la composicion quimica del



NEF es poco variable, pero contiene cadenas de aminoacidos no proteicos y metabolitos
secundarios que representan una fuente energeética importante para las hormigas (Pancini y
Nicolson, 2007). Y como cualquier atributo defensivo, el NEF también estd sujeto a la
expresion de los mecanismos de reconocimiento y la expresion de genes que activan las
respuestas metabolicas (Arimataal, 2005; Kost y Heil 2008; Erét al, 2012).

Aunque los trabajos sobre induccion del NEF no son tan numerosos, son suficientes
para comenzar a entender su papel adaptativo (Pulice y Packer, 2008). Por ejemplo, en
Gossypium herbaceu(Valvaceae) se ha observado la induccién del NEF después de un
ataque por herbivoros y dafio artificial (Wackers y Wunderlin, 1999; Waekalts2001).

Heil y colaboradores (2000; 2001), por su parte, han descrito un efecto significativo del
dafio mecénico y la aplicacion externa de elicitores como el acido jasmonico (AJ; ver en
Creelman y Mullet, 1997) sobre la induccion del NEF Macaranga tanarius
(Euphorbiaceae). De manera similar, se ha encontrado que el dafio artifiSialrners
avium(Rosaceae) genera respuestas en la produccion del NEF y de NEFs (Pulice y Packer,
2008). Se observo también que el dafo del lepido@eratomia catalpaélLepidoptera:
Sphingidae) sobreCatalpa bignonioides(Bignoniaceae) generé un aumento en tres
distintos azucares del NEF y en la visita de hormigas, en contraste con plantas no dafadas
(Ness, 2003). Sin embargo, no sdlo el dafio y la amenaza del mismo mediante compuestos
volatiles pueden generar la activacién de la induccion, ya que su expresion depende de
otros factores de la historia de vida de las plantas como, la ontogenia, y de las condiciones
abiodticas (Radhikat al, 2010b; Bixenmanet al, 2011; Kwok y Laird, 2012).

Durante la induccion de defensas puede haber mdltiples respuestas sistémicas,
incluyendo el NEF y otros atributos como compuestos volatiles, refugios, lugares de
nidificacion y recompensas alimenticias para organismos del tercer nivel trofico (Kessler y
Baldwin, 2001; Heil y McKey, 2003; Heil, 2008). Por ejemplo, la induccion del NEF en
Phaseolus lunatugabaceae) por la aplicacion de AJ estd acompafiada de un aumento en la
produccién de compuestos volatiles. Estos compuestos volatiles a su vez pueden inducir la
producciéon del NEF de plantas vecinas que no han recibido dafio (Heil, 2004; Kost y Heil,
2008).Relacionado a esto el NEF también es una defensa con base en carbono que pueden

requerir por los mismos elementos que otras funciones, como el crecimiento y la



reproduccion, lo que podria generar un costo en la induccion del NEF (Ratildka

2008). Podemos clasificar los costos en al menos dos tipos (Setaats 2002): los
fisiologicoso directos, donde los recursos invertidos en la induccion de la defensa son a
expensas de los recursos disponibles para otra funcion, como el desarrollo de partes
reproductivas, incluso puede provocar la susceptibilidad a otros patégenos (Heil, 2002;
Thaleret al, 2002). Y loscostos ecoldgicos, que ocurren cuando la induccion de la defensa
tiene consecuencias negativas para la interaccién de las plantas con especies mutualistas
(Heil, 2002). Por ejemplo, la produccion de defensas puede promover un retraso de la

floracion, lo que reduce la tasa de polinizacion (Stratiak, 2004).

De esta manera el valor adaptativo de la resistencia inducida depende de los costos
y beneficios que la planta obtiene en la interaccion antagonista con herbivoros y los
integrantes del tercer nivel trofico (Heil y Baldwin, 2002; Straesssal, 2002). Sin
embargo, se sabe mas sobre la induccion de las defensas directas que sobre la induccién de
las defensas indirectas, las cuales han sido poco estudiadas (Heil, 2010). Por ejemplo, se ha
descrito erVicia faba(Fabaceaejue la produccion del NEF es dependiente de la cantidad
de nutrientes, lo que sugiere un posible costo fisiolégico de su induccion (Meinalor
2006).

Por udltimo y bajo estos criterios, en el presente trabajo se evaluaron los costos
fisioldgicos y ecoldgicos en la induccién del NEF usando como modelonara velutina

(Passifloraceae), un arbusto endémico de México.



OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue conocer los costos asociados a la induccion del NEF
de T. velutina Se consideraron como objetivos particulares (1) determinar si existe una
induccién del NEF como respuesta al dafio foliar, y (2) evaluar los costos fisioldgicos y

ecoldgicos que esta induccion generd evelutina

HIPOTESIS
Las hipotesis de este trabajo son las siguientes:

a) SiT. velutinaes capaz de inducir la produccion del NEF, entonces habra un
aumento en la produccién del mismo como respuesta al dafio artificial, por herbivoros o
ante la exposicion al acido jasmonico.

b) Si existen costos fisiologicos de la induccion del NEF, las plantas con mayor
produccién de esta recompensa tendrdn menor adecuacién en ausencia de dafio por
herbivoros.

c) Si existen costos ecoldgicos de la induccion del NEF relacionados con la
polinizacion, las plantas que estén sujetas a induccion por un elicitor molecular tendran
menos visitas de polinizadores y, como consecuencia, menor adecuacion en ausencia de

dafio por herbivoros.

Asimismo, se formulan las siguientes predicciones:

1. Los individuos deT. velutinaque sean sometidos a un dafio foliar natural o
artificial, o bien, sean expuestos a &cido jasmoénico presentaran un aumento en la
produccion y/o calidad del NEF en comparacion de las plantas que no reciban estos
tratamientos.

2. La induccion mediante la aplicacion de acido jasmaonico tendra un efecto similar
al de un dafio mecanico o natural.

3. En ausencia de dafio por herbivoros y bajo condiciones de invernadero, los

individuos deT. velutina inducidos aumentaradn su produccion de NEF, tendran un



crecimiento reducido y un esfuerzo reproductivo menor en contraste con plantas no
inducidas.

4. Los individuos deT. velutinade una poblacion natural a los cuales se les
provoque la induccion de la defensa produciran una cantidad menor de néctar floral, y
como consecuencia, tendran una tasa de visita de polinizadores menor en comparacion con
las que no fueron dafiadas artificialmente. Esto tendrd consecuencias negativas en su éxito

reproductivo, bajo condiciones naturales modificando la presencia de herbivoros.



METODO
Sitio de estudio

Todos los experimentos se llevaron a cabo en el Centro de Investigaciones Costeras La
Mancha (CICOLMA) del Instituto de Ecologia A. C., Veracruz, México (19° 35’ N, 96°

22" W, <100 msnm; Moreno-Casasath al, 1982). La zona presenta un clima calido
subhumedo con un régimen de lluvias de verano entre junio y septiembre; la temperatura
media anual oscila entre 21°C en enero y 27.3°C en junio y la precipitacion media anual es
de 1286 mm (Travieso-Bello y Campos, 2006).). La zona se encuentra bajo la influencia de
los vientos alisios que aportan humedad y determinan la precipitacion (Travieso-Bello y
Campos, 2006). En el CICOLMA se han reportado mas de once comunidades vegetales
dentro de la estacion de las cuales las mejor representadas son la selva baja caducifolia, la
selva mediana subcaducifolia y las dunas costeras (Castillo y Travieso-Bello, 2006). Estas
tltimas fue donde se realiz6 el trabajo de campo. Existen un total de 108 especies de
hormigas asociadas con las especies vegetales que habitan en la regién, la riqueza y
diversidad de interacciones planta-hormiga es sumamente alta en comparacion con otros
sitios estacionales del pais debido a los diversos microhabitats que se forman en este sitio
(Martinezet al, 2006).

Sistema de estudio

Turnera velutinaPerls (Passifloraceae: Turneoideae) es una planta endémica de México
gue se distribuye en playas y dunas costeras, bosques tropicales caducifolios y en la selva
baja espinosa, en altitudes de 0 a 1300 msnm (Arbo, 2009). Es un arbusto poliploide con
flores que se producen todo el afio, son homostilas y autocompatibles y cuenta
generalmente con dos NEFs elipticos en la base del peciolo (Fig. 1A), aunque a veces
existen de uno a dos nectarios extras en la lamina foliar (Eaahal985). Las flores son

de forma axilar y miden entre 1.5 y 3 cm, son color amarillo y los pétalos se unen en la
parte inferior formando un tubo o hipanto, presenta estambres insertos, ovario super y los
estigmas densamente fimbriados, la cantidad de flores varia de una a mas de veinte y la
antesis tienen una duracion de un solo dia (Arbo, 2005). Produce néctar extrafloral sobre

todo en estadios juvenil y reproductivo (Ochoa-Lopez, 2013). Las semillas presentan



estructuras lipidicas llamadas elaiosomas que favorece la remocion y la dispersion
principalmente por hormigas (Salazar-Raasl, 2012). En la region de dunas costeras de
CICOLMA T. velutinaesta asociada con gran diversidad de especies de hormigas que las
visitan en comparacion con las otras plantas mirmecofilas de la zona (Torres-Hestandez

al., 2000. La produccién del NEF tiene influencia en la defensa biotica por hormigas, pues

se ha descrito que las plantas que estan asociadas a hormigas mas grandes producen mas
frutos y reciben menos dafio por herbivoros (Torres-Hern&tddz 2000; Cuautlet al,

2005).

T. velutinaha sido referida en algunos trabajos previos cdémalmifolia (Torres-
Hernandezt al, 2000; Diaz-Castelazo y Rico-Gray 2004; Cuaatlal, 2005). Esto se
debe a qud. velutinasiempre estuvo bajo el complejo @eulmifolia junto a otras diez
variedades (Barret y Shore, 1987). Sin embargo, apoyado en trabajos morfolégicos,
cariologicos y taxondmicos estas variedades hoy en dia se consideran especies diferentes
(Alvarado-Cérdenas, 2006). Actualmeiitevelutinase reconoce como una especie distinta
deT. ulmifolia(Arbo, 2005).



Figura 1. Estructuras de velutina A) Localizacion de los nectarios extraflorales en la base del
peciolo. B) NEF secretado por los NEFs. C) Flor abierta visitadagismmelifera(Hymenoptera). D)
Hormigas del géneror€matogasterecolectando semillas con elaiosomas en la duna costera de La Mancha,

Veracruz.



Experimentos 1y II: induccion del néctar extrafloral

Para evaluar la induccién del NEF &n velutinase hicieron dos experimentos, uno a
principios de diciembre del 2011 y otro en mayo del 2012, en los cuales se cuantifico la
producciéon del NEF 24 h después aplicar distintos tipos de dafio. Para ambos experimentos
se obtuvieron plantas de velutinaprovenientes de semillas de la poblacion establecida en

el campo o de plantas mantenidas previamente en un invernadero. A estas semillas se les
retird el elaiosoma manualmente y se colocaron en germinadoras a una profundidad de 0.5
cm en una mezcla de tierra con agrolita en una proporcion 1:1. Una vez germinadas se
trasladaron a macetas de 2 L (Ochoa-L6pez, 2013). Una vez que las plantas alcanzaron un
juvenil, es decir, plantas con mas de diez hojas sin estructuras reproductivas, se aplicaron
cuatro tratamientos sobre una hoja, para detectar cual de ellos producia una mayor
induccion de NEF: 1) dafo artificial con tijeras a un 50% aproximado del area foliar de
una hoja (T); 2) dafio al 50% de area foliar con alfileres (Al); 3) aplicacion de acido
jasmoénico a una concentracion de 1 mM (AJ); 4) dafo del 50 % del area foliar por el
herbivoro generalist8podoptera frugiperdéd_epidoptera: Noctuidae)Hs), y 5) plantas

control a las que no se les aplico ningun tratamientor(&) 42 plantas por tratamiento).

En todas las plantas los tratamientos fueron aplicados a una sola hojahepecdigng.

Una vez transcurridas 24 h de la aplicacion de cada tratamiento, se registro el volumen de
NEF durante el pico de produccion (entre 11:00 y 13:00 h; Villamil, 2012). El volumen del
NEF fue calculado con microcapilares (Blaubrali®) y con un vernier digital
(Munitotyo"?). La longitud (mm) se transformé en volumen (uL) a partir de un volumen
conocido para cada microcapilar. Dicha muestra se traspasé a un refractomet?d(IGica

- 50 ° Brix) y observo la concentracién de azucares en grados Brix. La cantidad de azucar
se calculé obteniendo la cantidad en g del liquido ([0.d4)/%¥00 = B), siendoa los
microlitros de néctar. Posteriormente, se calculd la cantidad en g de azucar ([Brix x
B]/100). En la hoja diana y en la hoja subsecuente se cuantifico el volumen del néctar y la

produccién de azucar en los NEFs.

Para el segundo experimento se obtuvieron semillas provenientes de lineas
familiares del invernadero (medios hermanos) y se redujo el nimero de tratamientos a tres

(n = 30 plantas por tratamiento): 1) un grupo de dafo al 50 % del area foliar de una hoja



con tijeras (T); 2) aplicacion de &cido jasmonico a la hoja diana (AJ; 1 mM); 3) aplicacion
de 50% de dafio causado por el herbivoro especidligbtoieta hegesidLepidoptera:
Nymphalidae) (ver Barret, 1978) (H), y 4) un grupo control que no recibié ningan dafio (C).
Posteriormente se cuantifico la cantidad y concentracion de azucar en el NEF de la misma
manera descrita anteriormente. Estos experimentos también sirvieron para elegir el método

mas eficiente para inducir la produccion del NEF en los experimentos subsecuentes.
Experimento IlI: induccion a través del tiempo

Para estimar la duracion de la induccién del NEF se comparé la produccion de NEF en
plantas tratadas con AJ (1 mM) y en plantas control (n = 15), a 1, 3, 5y 7 dias posteriores a
la induccién en todas las hojas que presentaran NEF, tomando como variable de respuesta

la cantidad de mg de azucar.
Experimento 1V: costos fisiologicos

Para evaluar los costos fisiologicos de la induccion del NEF se realizO un experimento
durante tres semanas en el que dos tratamientos fueron aplicados a plantas provenientes de
semillas de campo germinadas en invernadero con el protocolo antes descrito: 1) un grupo
experimental al cual se le aplicé &cido jasmdnico en una sola ocasiéon (AJ), 2) un grupo
experimental con tres aplicacion cada semana de AJ en la misma hoja diana, junto con una
remocion manual diaria del NEF, utilizando un capilar de 5 pl (AJ+), y 3) un grupo control
en el cual las plantas fueron rociadas con agua destilada (C). Los nectarios de todas las
plantas fueron limpiados con agua un dia antes de que iniciara el experimento. Los
tratamientos fueron aplicados cuando las plantas que presentaron un boton floral mayor a
un centimetro con coloracion amarilla, al que se denobmtdn prefloral(ver Tabla 1).

Esto para asegurar que las plantas tuvieran flores al primer o segundo dia de la induccion
con &cido jasmonico. Previamente para probarT.sivelutina es capaz de inducir
nuevamente NEF se realizd un ensayo similar al experimento 1ll, donde se le volvié aplicar
AJ en el dia 8 después de la primera aplicacion tépica y se midié en el dia 9 la induccion

del NEF en mg de azucar (ver anexos; Fig. A3).
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Tabla 1. Actividades realizadas al inicio del experimento IV, el dia cero siempre se consideré como dia de
aplicacién de cada tratamiento y medicién inicial de parametros de crecimiento. Las pruebas se hicieron bajo
condiciones de invernadero.

Inicio Dia de aplicacién Dia de medicion
Limpieza de Medicién de crecimiento. Medicién del NEF y NF
nectarios Medicion de clorofila. Medicién de clorofila
Aplicacién de Tratamientos: Recoleccién de Estambres
AJ, AJ+y Control. Polinizacién artificial

Previo a la aplicacion de los tratamientos sobre la hoja diana se realizaron
mediciones de altura, diametro basal y se hizo un conteo de hojas de cada planta. La hoja
diana se denominé como hoja 1 y se continué la humeracion de manera ascendente en las
hojas nuevas. Se realizé una medicion del indice del Contenido de Clorofila (ICC) como un
estimador indirecto de la tasa fotosintética (van der Berg, 2004), utilizando un fluorimetro
portatil (CCM-200, Opti-Science®") en la hoja diana, las dos subsecuentes y las dos
anteriores. A cada hoja se le hicieron cinco mediciones para calcular el valor promedio del
ICC por hoja (en la zona apical, media y basal van der Berg, 2004; Damian, 2013). Este
indice fue trasformado siguiendo la ecuacion obtenida por Damian (2013) para obtener la
cantidad total de clorofila medida en pgfcml dia siguiente de la aplicacién de los
tratamientos se midié nuevamente el ICC en las mismas hojas. Utilizando un microcapilar
de 5 ul se cuantificé el volumen del néctar floral de todas las flores sin dafar el estilo ni las
partes reproductivas femeninas. Se hizo una colecta de todos los estambres de cada flor y el
polen fue guardado en un tubo Eppendorf con 1 ml de alcohol al 70% para su posterior
cuantificacion en el laboratorio. Finalmente, se polinizaron artificialmente las partes

femeninas de cada flor con dos estambres de plantas ajenas al experimento.

Para estimar el total de azucar producido en todos los NEFs de las plantas bajo los
distintos tratamientos, se realiz0 una medicion en los nectarios de todas las hojas de la
planta. Con este fin se aplicaron 6 pl de agua destilada sobre cada nectario, utilizando una
micropipeta. Posteriormente, se reabsorbid la mezcla con un microcapilar de 10 ul. Se

cuantificd el volumen reabsorbido y se estimO la concentracion en grados Brix. Este
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procedimiento se repitié hasta que toda la azucar fuera removida del nectario, segun la
lectura del refractometro (0° Brix). Los valores de volumen y concentracion fueron
calculados para obtener un valor neto de mg de azucar ¢Hall, 2000; Stephenson,

1982). La medicion del NEF se realizo en tres mediciones semanales, de manera simultanea

con las mediciones de clorofila y crecimiento.

Para el conteo de polen se tom6 una décima parte del total del polen almacenado en
1000 pl de etanol. Con este fin los tubos con el polen fueron agitados 1 min con un agitador
tipo vortex y se tomo una muestra de 100 pl (10%), la cual se colocO en un portaobjetos
convencional para el conteo de granos de polen en el microscopio estereoscépico. Dicho
conteo se multiplico por 10 y se obtuvo un estimado del total de polen en la flor 1 y la flor
2. Debido a qud. velutinaposee un nimero no mayor a 90 semillas por fruto (Torres-
Hernandezet al, 2000) el conteo de semillas se pudo llevar a cabo de forma directa,
unicamente considerando el primer fruto producido después del inicio del experimento
(hoja 1).

Experimento V: costos ecoldgicos

Para evaluar los costos indirectos o ecolégicos de la induccion del NEF sobre la visita de
polinizadores y el patrullaje de hormigas, se realizé un experimento con un disefio factorial
de 2 x 2 en una poblacion de velutinaestablecida en la duna costera perteneciente a la
estacion de CICOLMA durante el mes de agosto del 2012. El experimento tuvo dos
tratamientos con dos niveles cada uno: induccién de NEF (con y sin aplicacién de AJ) y
patrullaje de hormigas (presencia o ausencia). Este disefio produjo cuatro grupos de plantas:
1) plantas inducidas con AJ con presencia de hormigas (+AJ, +H), 2) plantas inducidas en
ausencia de hormigas (+AJ, -H); 3) plantas no inducidas y sin hormigas (-AJ, -H), y 4)
plantas no inducidas con patrullaje de hormigas (-AJ, fiH);30 por tratamiento. Para

poder estimar las visitas de polinizadores simultaneamente en cada combinacion de ambos
tratamientos se seleccionaron al azar grupos de cuatro plantas a una distancia no mayor a 5
m. En cada grupo se aplico aleatoriamente cada combinacion de ambos tratamientos (uno
en cada plantas). Para aislar a las hormigas en los tratamientos -H se utiliz6 una pasta
pegajosa (Tanglefoot) en una cinta adhesiva en la base del tallo de la planta. Se realizé una
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remocion manual de herbivoros en todos los tratamientos para evitar la induccion de

defensas no controlada (Heil, 2002).

Las plantas fueron monitoreadas diariamente. para retirar herbivoros durante la
mafana (7:00-10:00 h) y durante la tarde (16:00-19:00 h). Un ensayo previo realizado con
plantas del. velutinaajenas al experimento principal demostré que la remocion manual de
los herbivoros por una semana redujo el dafio foliar a menos del 5 % en contraste de plantas
que no tuvieron remocion que fue mayor al 12 % (ANOWA 3= 67.72,p > 0.01; ver
anexos). Las malezas que permitieran el acceso a las hormigas a las plantas experimentales
también fueron removidas continuamente. En el séptimo dia se realiz6 la aplicacion de AJ
en los grupos de induccion en tres hojas que presentaran el boton prerreproductivo. Al dia
siguiente se observo la visita de polinizadores en los grupos de cuatro plantas durante 30
minutos en las flores abiertas a partir de las 7:00 y hasta las 9:00 h (Ramos-Castro, 2013).
También se cuantific6 el nimero de flores por planta para controlar las visitas por el

despliegue floral de cada planta (Villamil, 2012).
Analisis estadisticos

La capacidad inductiva del NEF fue medida mediante la prueba Kruskall-Wallis en el
Experimento I, ya que los datos no se ajustaron a los supuestos de normalidad. En el
Experimento Il los datos tuvieron un ajuste normal después de ser transformados con raiz
cuadrada, por lo que se pudo realizar un andlisis de varianza (ANOVA) para evaluar las
diferencias entre tratamientos en el volumen y concentracion de azucar en el NEF de la
hoja diana y la hoja subsecuente. Para estimar la duracién de la induccién del NEF
(Experimento IIl) se utilizé un modelo lineal general (MLG) tomando como covariable los
dias transcurridos después de la primera aplicacion y se consider6 el total del NEF de toda
la planta. Para estimar los costos fisioldgicos sobre parametros del crecimiento
(Experimento 1V) se realizaron analisis de varianzas sobre la diferencia entre la altura final
y la altura inicial en plantas bajo cada tratamiento. El efecto de los tratamientos sobre el
NEF en las tres mediciones se calcul6 mediante un MLG de medidas repetidas, donde se
tomo en cuenta la produccion total de NEF por planta. El contenido neto de clorofila fue
probado mediante un andlisis de varianza con dos factores tomando en cuenta los

tratamientos y las cuatro mediciones que se hicieron para ver ICC Los datos del NF fueron
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transformados con la funcion logaritmica: lagH(1) para el volumen y la raiz cuadrada en

el contenido de azucar para cumplir los supuestos de normalidad y se realiz6 un analisis de
varianza de medidas repetidas para las flores de la hoja 1, 2 y 3. Finalmente, los
componentes de adecuacion masculina (polen) se analizaron tomando en cuenta las flores
de las hojas 1 y 2 después de la aplicacion de AJ en todos los tratamientos y la adecuacion
femenina (semillas) para el fruto de la hoja 1 mediante andlisis de la varianza. Las
estimaciones de los costos ecoldgicos de la induccién del NEF (Experimento V) se basaron
en el indice de visita por el numero de flores de cada individuo (nimero de visitas/nimero
de flores) y se utiliz6 un analisis de varianza de dos vias, considerando la induccién y la
presencia de hormigas como variables explicativas (Aqui unos te pusieron explicitas otros
explicativas, tu corrige cual es) del numero de visitas de polinizadores (variable de
respuesta). Para todas las pruebas se utilizo el programa estadistico SPSS (IBM Corp.
Released, 2011).
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RESULTADOS

Experimento | y II: induccion del néctar extrafloral

Se encontré un incremento en el volumen del NEF con respecto al grupo control de 471%
en el grupo dafado con alfiler (Al), 884% para el dafio con tijeras (T), 590% para el dafio
con S. frugiperda(Hs) y 668% para la aplicacion de AJ (Kruskal-Walksia, n= 110)=

31.37;p < 0.01; Fig. 2).

0.6 -

0.5 1

0.4 1 b

0.3 1

Volumen NEF (ul)

0.2 1

0.1 1

00 - T
Control Alfiler Spodoptera  JA Tijera

Figura 2. Volumen (ul £ e.e) del néctar extrafloral (NEF) producido 24 h después de la aplicacion de los cinco
tratamientos en la hoja diana y la subsecuenfaudeera velutina(C) plantas control a las que no se les aplicé ningin
tratamiento; (Al) dafio del 50 % del area foliar con alfileres; (Hs) dafio del 50 % del area foliar por el herbivoro generalista
Spodoptera frugiperdé_epidoptera: Noctuidae); (AJ) aplicacion de acido jasmonico a una concentracion de 1 mMy (T)
dafio del 50 % del area foliar con tijeras Experimento llevado a cabo en Diciembre del 2@P). (Letras diferentes

muestran diferencias significativas entre tratamiento$co0.05 (prueba de Kruskal-Wallis).
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La produccién de aztcar aumento del 510% en Al, 971% en T, 626% (Hs) y 748% con la

aplicacion de AJ en comparacion del grupo control (Kruskal-Walljs:n= 110)= 28.19;p
< 0.01; Fig. 3).

0.25 A

0.20 - b
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0.00 -

Control Alfiler Spodoptera  JA Tijera

Figura 3. Contenido de azlcar (mg + e.e) del néctar extrafloral (NEF) producido 24 h después de la aplicacion de los
cinco tratamientos en la hoja diana y la subsecuentemhera velutina(C) plantas control a las que no se les aplico
ningun tratamiento; (Al) dafio del 50 % del area foliar con alfileres; (Hs) dafio del 50 % del &rea foliar por el herbivoro

generalistéSpodoptera frugiperdé_epidoptera: Noctuidae); (AJ) aplicacion de acido jasmonico a una concentracién de 1
mM y (T) dafio del 50 % del area foliar con tijeras Experimento llevado a cabo en Diciembre del2@2}). (_etras
diferentes muestran diferencias significativas entre tratamientqs<0r05 (prueba de Kruskal-Wallis).
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En el Experimento Il se observo un efecto inductivo sobre el volumen delRNEF (
1167 3.62;p = 0.01; Fig. 4). Los tratamientos que difirieron significativamente sobre el
grupo control fueron el dafio con tijeras y ddnhegesigoero no la induccién con acido

jasmoénico.

1.2
1.0 1 a
0.8 A

0.6 a

Volumen NEF (pl)

0.4 -

0.2 4

0.0 -
Control Tijeras E. hegesia JA

Figura 4. Volumen (ul + e.e) del néctar extrafloral (NEF) producido 24 h después de la aplicaciéon de cuatro tratamientos
en la hoja diana y la subsecuenteTdenera velutina(C) plantas control a las que no se les aplicé ningun tratamiento; (T)
dafio del 50 % del &rea foliar con tijeras; (Hs) dafio del 50 % del area foliar por el herbivoro esjtagudistta hegesia
(Lepidoptera: Nymphalidae) y (AJ) aplicacion de &cido jasménico a una concentracion de 1 mM y Experimento llevado a

cabo en Mayo del 2012 € 30). Letras diferentes muestran diferencias significativas entre tratamienfps 606
(prueba de Tukey).
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La produccién de azucar se incrementé un 170% para T, 224% para H y 164 % para
AJ con respecto al grupo contrél ¢, 116 3.38;p = 0.02; Fig. 5).
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Figura 5. Contenido de azucar (mg + e.e) del néctar extrafloral (NEF) producido 24 h después de la aplicacion de cuatro
tratamientos en la hoja diana y la subsecuenfaudeera velutina(C) plantas control a las que no se les aplicé ningin
tratamiento; (T) dafio del 50 % del area foliar con tijeras; (Hs) dafio del 50 % del area foliar por el herbivoro especialista
Euptoieta hegesiél_epidoptera: Nymphalidae) y (AJ) aplicacién de acido jasménico a una concentracion de 1 mM y
Experimento llevado a cabo en Mayo del 2012 @0). Letras diferentes muestran diferencias significativas entre
tratamientos cop < 0.05 (prueba de Tukey).
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Experimento IlI: Induccién del NEF a través del tiempo

Se encontraron diferencias significativas en el contenido azucar (mg) del NEF producido
por las plantas dependiendo de su tratamiento. Las plantas control presentaron menor
cantidad de azucar en el NEF que las plantas expuestasFa=A8.%7;p < 0.01;n = 15;

Fig. 6). Se encontr6 un efecto del tiempo sobre el contenido de azlicar en & NEF (
14.32,p > 0.01, Fig. 6), al tercer dia después de la aplicacion de AJ la cantidad de azucar
(mg) en el NEF disminuye, perdiéndose el efecto inductivo al quinto y séptimo dia.
También se encontré un efecto significativo de la interaccion tiempo x tratanfrento (
4.81;p = 0.03; Fig. 6).

2.0
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0.6
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Tasa de Produccion del NEF (mg ind'ldl'a'l)

OO T T T T T T T 1

Figura 6. Contenido de azUcar (mg + e.e) en el néctar extraflofaivééutinaen diferentes dias de la semana posterior a

la aplicacion de &cido jasmonico (AJ) en comparacion con las que tienen plantas contrefl&}) (
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Costos fisioldgicos

Néctar extrafloral

No se encontrd un efecto significativo del tratamiento pero si del tiefp@5.03,p <

0.01; Fig. 7) y de la interaccion tiempo x tratamierfo=(4.301;p = 0.02; Fig. 7). En
general hubo induccion por AJ sobre la cantidad de mg de azucar en los tratamientos AJ y
AJ+. En promedio, la magnitud de induccion fue de 140 a 162% a las 24 h de la aplicacion
de AJ (semana 1), mientras que se encontro pérdida del 42% cuando el NEF fue removido
diariamente en el tratamiento AJ+ en la semana 2 con respecto al grupo control. En la

altima medicion se encontré una pérdida del 24.8 al 27.7 % con respecto al control.

AJ+
11.0
Al
9.0 ™N
N \\
<
Q
_~
5 AN // A
< 7.0 C o —

o %

3.0

Semana

Figura 7. Contenido de azucar) en el néctar extraflorlideera velutinadurante 3 semanas consecutivas por efecto de

dos tratamientos de aplicacion de acido jasmonico (J y J+) respecto a plantas control (C). La semana 1 corresponde a las

24 h después de la induccion mediante AJ. El tratamiento AJ Unicamente conté con una aplicacion inicial, en tanto que el

tratamiento AJ+ tuvo una remocion diaria de NEF y se le aplicé tres veces AJ previo a la medicién una vez por semana (n
=25).
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Crecimiento

Se encontr6 un efecto del tratamiento sobre el incremento en altufa delutina
(ANOVA: F (o, 70)= 8.86,p < 0.01; Fig. 8). El tratamiento AJ+ fue significativamente
diferente de los otros dos tratamientdsnbos tratamientos de induccion con acido
jasménico tuvieron un efecto negativo sobre el crecimient®.desluting dado que en
ausencia de induccion las plantas crecieron un 56.8% mas que las plantas del tratamiento
AJ+.

10 -

Delta crecimiento cm (+ e.e)

C Al AJ+

Figura 8. Delta crecimiento en cm (£ e.e) de los tres tratamienfbsvetiting sin aplicacion de AJ (C); con una

aplicacion inicial de acido jasménico (AJ) y tres aplicaciones semanales mas una remocién manual de NEF2AZ)J+;
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Néctar floral

No se encontro un efecto del tratamiento de inducéigs 4= 0.78,p = 0.46; Fig. 9),

pero si de la secuencia de hdjax(142)= 22.18,p < 0.01; Fig. 9) en la produccion en
volumen de néctar floral.
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Figura 9. Volumen de néctar floral (ul + e.e) producido en funcién de la secuencia de flores y de los tratamientos de
induccién después de la primera aplicacion. Ver Métade3 (
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Asimismo, tampoco se encontro un efecto del tratamiento de induBcieof=
1.07,p = 0.34 Fig. 10), pero si de la secuencia de hoja en su contenido de Bztlegs*
18.55,p < 0.01; Fig. 10).
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Figura 10. Contenido en azucar en nectarios florales (+ e.e; mg) producido en funcién de la secuencia de flores y de los

tratamientos de induccién después de la primera aplicacion de AJ.

Contenido de clorofila y componentes de la adecuacion

No se encontré un efecto significativo del tratamiemtqs (284 0.25,p = 0.96) ni del
tiempo € (3, 284= 0.45,p = 0.71) sobre el contenido de clorofila.

No se encontraron costos en los componentes de la adecuacion masculina medida en
polen en la primera florH (4, 1427 0.88, p = 0.47) ni en la segunda flor{F.= 0.76,p =
0.47). Tampoco se encontrd un efecto significativo sobre los componentes de la adecuacion
medidos como cantidad de semillas del primer fruto (hdalsg)= 0.16,p = 0.85).
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Costos ecoldgicos

No hubo un efecto de la aplicacion de acido jasmomaQ €, p = 0.12; Fig. 11), ni de la
presencia de hormigab (1, 116)= 2.42,p = 0.12; n = 30; Fig. 11) sobre la tasa de visita de

polinizadores.

I con AJ
5 [ sin AJ

indice de visita/flor

Con Hormigas Sin hormigas

Figura 11. Tasa de visitas a floresTdevelutina(No. visitas/periodo/flor + e.e) en plantas con presencia o ausencia de
hormigas y con y sin aplicacién de acido jasménico (AJ). No se encontrardn diferencias significativas entre los

tratamientosn = 30.
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DISCUSION

Este es el primer trabajo que describe un costo de la induccion del NEF. La induccién del
NEF enT. velutinaafectd negativamente el crecimiento después de tres semanas de la
aplicacion repetida de AJ (tratamiento AJ+; Fig. 8). Sin embargo, no se encontraron costos
sobre caracteres reproductivos como la produccion de polen en las dos primeras flores
producidas o las semillas producidas por el primer fruto, asi como tampoco sobre el
contenido neto de clorofila. La produccion del NF solo fue afectada por la secuenciacion de
las flores y no por los tratamientos de induccion con AJ (Fig. 8). Finalmente, tampoco se
detectaron costos ecoldgicos sobre la visita de polinizadores por los tratamientos de la

aplicacion de AJ y la presencia o ausencia de mutualistas (Fig. 11).

Induccion del néctar extrafloral

Se encontr6 que la produccion de NEFTdevelutinaes inducida bajo distintas formas de

dafo artificial, natural y por la aplicacién exdgena de TAiinera velutinarespondio de

manera similar a otras especies en las cuales se ha estimado la induccion después de 24 h
(Heil et al., 2001; Heil, 2004; Radhika et al., 2008). Este resultado se suma a otros en donde
se ha descrito el efecto del dafio artificial o natural y aplicaciones exdgenas de AJ como
emulador de la herbivoria para la induccion del NEF Macaranga tanarius
(Euphorbiaceae; Heil et al., 200Q) Gossypium herbaceur(Malvaceae; Wackers y
Wunderlin, 1999). Para que una defensa inducida sea exitosa requiere que ésta sea generada
por la planta de manera répida y adecuada, distinguiendo entre el dafio mecanico (artificial)

y el dafio natural (por herbivoros; Howe y Jander, 2008; Engelberth et al., 2004). Sin
embargo,T. velutinano mostro diferencias significativas un dafio artificial y un dafio hecho

por herbivoros (Fig. 2-4). La induccién por dafio mecanico pudo haber ocurrido por la
presencia de bacterias en el ambiente pudieran activar los mecanismos de defensa o por la
presencia de volatiles de plantas dafiadas por los herbivoros (Heil y Kost 2006; Heil y
Karban 2010). Sin embargo, aun quedan por dilucidar piezas faltantes de como se genera la
induccién del NEF efl. velutinade manera detallada, ya que éste es un proceso complejo

en el cual estan interactuando varios factores (Heil, 2008) y en los cuales se debe de ver la
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respuesta de otros atributos como la cantidad de aminoacidos en el NEF (Smith et al., 1990)

o la respuesta de sus hormigas asociadas (Ness, 2003).

Las diferencias en la produccion de NEF entre los experimentos | y Il sugieren la
influencia de las condiciones ambientales en la produccion de NEFvg&iting tal como
se ha demostrado en otros trab&gjdan Zandt 2007; Heil, 2008; Ballhorn et al., 2009;
Radhika et aJ 2010b). La produccion de NEF en primavera aumentd en comparacion con
la del invierno, en donde las condiciones de humedad y temperatura del sitio fueron
menores (Travieso-Bello y Campos, 2006; Villamil, 2012). Por otro lado, las diferencias en
la especificidad dd. velutinaparaE. hegesiay S. frugiperdason dificiles de aclarar en
este momento. En el primer experimento, el dafio con tijera al 50 % del area foliar de la
hoja diana produjo una mayor respuesta inductiva tanto en la cantidad de aztcar como en el
volumen de néctar producido (Figs. 1 y 2), lo que sugiere que la magnitud de la respuesta
inducida depende de la magnitud del dafio. Por ejemplo, Smith y colaboradores (1990) han
demostrado que dmpatiens sultan{Balsaminaceae) hay un incremento en la cantidad de
aminoacidos del NEF después de un dafio mecénico foliar del 50 al al 75 % (Smith et al.,
1990). Finalmente, es prudente puntualizar que tanto las concentraciones de AJ, el dafo
mecanico, el dafio con herbivoros y la zona donde se aplica el dafio o el elicitor puede
generar respuestas distintas (Hial., 2000; 2001; Ness, 2003; Pulice y Packer, 2008).

Generalmente la respuesta inducida esta sujeta a un patron temporal en el cual existe
un periodo de latencia seguido de la activacion de la respuesta defensiva para, finalmente,
terminar en un proceso de relajacion en el cual la defensa llega a sus condiciones iniciales
(Karban y Baldwin, 1997). Ef. velutinala induccién del NEF mediante AJ presentd un
proceso de activacion de la defensa después de las 24 h de la aplicacion y para las 72 h (i.e.,
el dia 3) el efecto se redujo al minimo, dando como resultado que para el dia cinco posterior
a la aplicacion no se encontraran diferencias entre los tratamientos (Fig. 6). Dichos
resultados concuerdan con otros trabajos donde se ha reportado la induccion del NEF en las
plantas Macaranga tanarius(Euphorbiaceae; Heil et al., 2001Ricinus communis
(Euphorbiaceae) Bossypium herbaceu(Malvaceae; Wackers et al., 20043j como en
modelos teoricos de induccion de NEF (Zangerl, 2003). El aumento y la disminucion de la

defensa y el umbral del dafio son factores criticos para entender los costos de la induccién,
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ya que ambos son etapas vulnerables en el tiempo que toma la activacion de la defensa
(Karban, 2011).

Costos en la induccion del NEF

Para entender las circunstancias que favorecen la inducibilidad de la defensa en plantas se
deben considerar los costos y los beneficios de los componentes que contribyen a la
adecuacion (Zangerl, 2003). En el caso particulaf.deslutinala induccién de NEF tuvo

un efecto negativo en términos del crecimiento de las plantas, el cual fue mas drastico
cuando la induccion se realizo tres veces por semana y se removié continuamente el NEF.
Heil y Walters (2007) plantean que para que un “costo” sea detectable se debe manifestar
en la ausencia de enemigos naturales y deberia estar contrapuesto con los beneficios en su
entorno natural. Siguiendo este postulado, el crecimiento disminuyé en ausencia de dafio
por herbivoros después ante la induccion artificial de NEF. El crecimiento consiste en la
division celular y una posterior enlongacion de los tejidos y ésta demanda luz, agua,
minerales, fotosintatos y factores de crecimiento y es probable que los fotosintatos
utilizados en la produccion de NEF hayan reducido los recursos necesarios para dichas
funciones (Herms y Mattson, 1992). Este tipo de costo podria tener implicaciones
ecologicas importantes en la historia de vida de las plantas en un contexto de competencia

por nutrientes o por la fijacion al sustrato (Cates y Orians, 1975).

Heil (2002) describe este fendbmeno como un costo de oporturogadriuniy
cos), el cual representa una pérdida de crecimiento a corto plazo por la activacion de
componentes defensivos, lo que implica darle una ventaja a plantas vecinas en la
competencia por luz y nutrientes (Heil, 2002). Llevando esta idea al campo, este costo
podria afectar a plantas juveniles que estén iniciando su etapa reproductiva con sus
primeras flores y que llegan a competir por la presencia de hormigas y por crecer
rapidamente para alcanzar ciertos recursos antes de la temporada de secas (Villamil, 2012;
Salazar-Rojas et al., 2012; Ochoa-Ldpez, 2013). Sin embargo, no se encontraron costos en
ningin componente de la adecuacion femenina y masculina de las primeras flores después

del inicio del experimento, ni en la cantidad y calidad del NF.delutina A pesar de que
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se han reportado costos en de la resistencia inducida, medida en otros atributos, por dafios
mecanicos, con herbivoros y con la elicitacion mediante jasmonatos sobre la adecuacion de
las plantas en otras especies (Agrawal et al., 1999; Baldwin 1998; Accamando y Cronin
2012), T. velutinaes capaz de tolerar una reduccién en el crecimiento manteniendo sus
niveles de adecuacién. Sin embargo, los costos a nivel reproductivo aun pueden
manifestarse en el polen, NF o semillas de flores o frutos producidos aun mas tarde y no
s6lo hasta la tercera flor o el primer fruto después de la aplicacién de AJ, lo cual constituye

una restriccion de este trabajo.

El AJ es clave para entender la pérdida del crecimiento y la induccion del NEF
como defensa. Existe evidencia de como esta fitohormona inhibe o acelera funciones
reproductivas, de crecimiento y defensivas (Wasternack 2007; Heil 2008; Thaler et al.,
2012). ElI AJ es una fitohormona lipidica que regula la defensa contra patdgenos y
herbivoros, respuestas de dafio y varios procesos en el desarrollo de las plantas
(Wasternack, 2007) y junto con el acido giberélico juegan un rol importante en la diversos
aspectos del crecimiento y el desarrollo vegetal (Kazan y Manners, 2011). Se ha descrito
gue la aplicacion de AJ reduce la expansion foliaRemex obtusifoliug¢ Polygonaceae;

Moore et al., 2003) y la elongacion de fibras en el algodén (Tan et al., 2012). También se
ha descrito que estas cascadas de sefalizacidn priorizan la defensa sobre el crecimiento en
el arroz Qryza sativa Poaceae) y eirabidopsis thalianaBrassicaceae), mediante la
inhibicion de la familia proteica DELLA (familia de proteinas inhibidoras del &cido
giberélico; Yang et al., 2012). También, plantasAde¢halianaque estuvieron bajo dafio
artificial redujeron su crecimiento por en un 50% e incrementaron su concentracion interna
de AJ mediante la supresion de la mitosis (Zhang y Turner, 2008). Incluso recientemente se
ha descrito al factor de transcripcion BRZ1 como posible regulador entre la defensa y el

crecimiento de la planta (Lozano-Duran et al., 2013).

Trabajos anteriores sugieren que la produccion del néctar floral (NF) no es afectada
directamente por la induccion de la resistencia en plantas simulando un dafio sobre las hojas
cuentan con cierta independencia. Por ejemplo, se demostroé que la produccion de NF bajo
tratamientos de induccion mediante AJ y dafio con herbivoro y mecanico en las hojas no

afectan la produccién de NF 8eassica napugBrassicaceae), sin embargo, la aplicacion
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de AJ directa sobre las estructuras florales si tuvo efectos sobre su NF (Radhika et al.,
2010a). Aunque no se detectd un costo de la induccién de NEF en la produccion de NF, es
interesante que éste mostro estar relacionado la secuencia de produccion de flores (Figs. 8y
9). La expresion de la defensa a nivel individual dependen de su ontogenia (Ballhorn et al.,
2009), lo cual pudo restringir la respuesta defensivh eeluting ya que la produccién de

NF no se diferenciod entre los tratamientos (C, AJ y AJ+; Figs. 8 y 9).

Las diferencias en la secrecion del NEF y la secrecion del NF por la induccién con
AJ aportan ideas para conocer la cantidad de funciones defensivas y reproductivas que las
plantas pueden estar realizando en un evento ecolégico (Heil, 2011). Esta bien
documentado que los nutrientes que estan dedicados a la reproduccion pueden afectar otras
funciones como el crecimiento o la competencia y que, ademas, las plantas pueden
prescindir de ciertas funciones compensando nutrientes para el evento reproductivo (Obeso,
2002). En este contexto, podriamos sugerir quevelutinaprioriza la reproduccion y
defensa indirecta (NEF) a costa del crecimiento en un contexto de un ataque inesperado de
algun herbivoro y éste se ve mas afectado cuando hay presencia de hormigas (AJ+).
Estudios previos han reportado costos de la interaccion entre la@tadta nodosalcon
la hormiga Allomerus octoarticulatysya que la presencia de hormigas incrementa el
tamafio de las plantas en presencia de herbivoros, pero en su ausencia la planta disminuye
su crecimiento (Frederickson et al., 2012). En este contexto, y de acuerdo a los resultados
obtenidos en este trabajo, la pérdida de area fotosintética parece jugar un papel clave en los
posibles costos de la induccién, en funcion de la efectividad de las defensas indirectas. Es
por esto que para evaluar el beneficio neto de la produccién de NEF seria conveniente
evaluar el costo de la herbivoria en funcion del crecimiento y ponderarlo con el costo de

atraer a las hormigas defensoras mediante la produccion de NEF.

Costos ecoldgicos

Un costo ecolégico de una defensa indirecta inducida tendria un efecto negativo sobre la
planta al alterar sus interacciones con especies mutualistas, por ejemplo, con sus

polinizadores (Heil y Baldwin 2002; Heil 2002). Esto se debe a que defensores, herbivoros
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y polinizadores interactian de manera compleja incrementando o disminuyendo la
adecuacion de la planta (Strauss e Irwin, 2004). Sin embardo,v&tutinano se detecto

efecto de la induccién de NEF en presencia o en ausencia de las hormigas defensivas sobre
la visita de polinizadoresEste resultado coincide con al menos otro trabajo en el que
tampoco se encontraron diferencias en la visita de abejas y otros polinizadores a plantas de
Brassica nigra tratadas con AJ, a pesar de que el comportamiento de herbivoros, el
porcentaje de parasitoides y la cantidad de NF fueron afectdos por este tratamiento
(Bruinsma et al., 2008).

En condiciones de camp®, velutinaes visitada en mas de un 90 % de frecuencia
por Apis mellifera(Sosenski et al.datos no publicadds EI comportamiento de este
polinizador consiste en la recolecta de polen como primera actividad, para luego consumir
NF (obs. pers.). En contraste con lo esperati@experimento anterior demostré que la
induccion de NEF no tuvo un efecto significativo en la produccién de NF o polen en las

flores, lo cual podria explicar que no haya habido efectos indirectos sobre los polinizadores.

Finalmente, a pesar de que se ha sugerido que las plantas que invierten en respuestas
inducidas deberian reducir la inversion en estructuras vegetativas y florales, incluyendo la
produccién de néctar y polen (Lucas-Barbosa et al., 2011), la induccion del NEF en
velutinasoélo genero costos en el crecimiento sin afectar la parte reproductiva ni la visita de
polinizadores. Esto sustenta el hecho de que la resistencia inducida tiende a ser menos
costosa que la resistencia constitutiva, debido a que solo se tienen que mantener en buen
estado las rutas de detenccion del dafio, de ahi que los costos en crecimiento encontrados en
T. velutinase asemejen mas a un costo ecoldgico de ocasion (Purrington, 2000; Heil,
2002). Sin embargo, estas pruebas se tienen que hacer considerando a las hormigas
asociadas y sus conductas particulares de forrajeo $oledutina(Cuautle et al., 2005;

Salazar-Rojas et al., 2012).
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Se puede concluir que existe un costo sobre el crecimierftowddutinapor la induccion

del NEF y fue mas alto cuando hubo simulacién de presencia de hormigas, mientras que los
atributos relacionados a la adecuacion como: néctar floral, polen, semillas y la visita de
polinizadores no presentaron costos. De esta farnaalutinaa pesar de estar en un evento

de dafo y la induccién de su NEF, prioriza el esfuerzo reproductivo por encima del

crecimiento.

Las perspectivas y preguntas abiertas que quedan a partir de los resultados
obtenidos en este trabajo son las mediciones de algunos parametros a largo plazo en los
atributos de adecuacion como polen, semillas y la misma produccion del NF y del NEF. Por
otro lado, se observd un patrén de la produccion de NF en la secuencia floral, al menos en
plantas reproductivas jovenes donde la ramificacion aun no se ha dado, como en las plantas
gue se presentan en condiciones naturales. La interrogante de los costos ecoldgicos también
se puede ampliar a eventos relacionados con la dispersion de semillas después de un evento
inductivo y hacer pruebas mas controladas sobre el AJ, los compuestos volatiles, y la visita
de polinizadores. Finalmente, seria recomendable analizar la identidad de los visitantes
florales y el tipo de recompensa floral que estan consumiendo ya que podria ser una

variable interesante sobre si existe un costo a largo plazo.

Este trabajo es una aportacion importante a los conocimientos de las respuestas
inducidas de las plantas ya que nos muestra que las plantas pueden contar con ciertas

estrategias después de que existe un dafio por herbivoros.
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ANEXOS

1. Experimento de remocion de herbivoros

Andlisis de varianza sobre los porcentajes de dafio entre un grupo de 20 plantas con
remocion manual de herbivoros de 8:00 a 11:00 h y de 17:00 a 20:00 h y un grupo control
sin remocién de herbivoros durante una semana. Al finalizar la semana se hizo un conteo de
todas las hojas presentes en cada una de las plantas y se dividio el nimero total entre 20. El
namero resultantex) era el intervalo de hojas maduras que se debian considerar antes de
elegir una hoja para medir dafio foliar, si la hojaesentaba dafio por herbivoros se media

el largo y ancho y con un acetato cuadriculado de 0°Semieterminaba el area dafiada. La

hoja sin dafio se registraba como 0% de dafio foliar y finalmente usando la ecuacion usada
por Villamil (2012) se hacia la estimacion del area restante (AN®V{QAzg)= 67.72,p =

0.01).
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Figura Al. Porcentaje de dafio foliar (+ e.e) en plantds delutinapara un grupo experimental que tuvo remocion
manual de herbivoros durante una semana contra un grupo control que no presentd remocion manual en condiciones de

campo.
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2. Obtencion de medidas de azUcar

(1) Vol (ul) mm de néctar en el capilar | b rado del ) 1
olumen = .
"= hm del largo total del capilar volumen calibrado del capilar (ul)

(2) g de liquido = 0.0001 = pl

Con los datos de concentracion de néctar floral (° Brix) y g de liquido se estimé el
azucar total (g) producido por cada flor con la siguiente formula.

° Brix * g de liquido
100

(3) Azlicaren g =
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3. Segunda aplicaciéon de &cido jasmonico.

Con el fin de saber si el acido jasmonico era capaz de inducir nuevamente el NEF, se
hizo un segundo experimento donde se prolongo las mediciones del néctar sumandose a
una segunda aplicacion de AJ (Fig. A2). La finalidad de este ensayo fue buscar si las
plantas del. velutinaque fueran inducidas una primeras vez, podrian volver a inducir NEF

después de una semana.

1.0
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—o— Al
—o—C
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Figura A2. Contenido de azlcar (g £ e.e.) en los tratamientos control (circulos blancos) y con la aplicacién
de &cido jasmoénico (circulos negros) en dos semanas. Debido a la segunda aplicacién del tratamiento (AJ)

en el dia ocho (lineas punteadas), se obtuvo una nueva induccion.
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