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Resumen

Las plantas, al ser productores primarios en la red tréfica, se enfrentan constantemente al
ataque de los herbivoros. A lo largo de la historia evolutiva de las plantas se ha
seleccionado una gran variedad de estrategias de resistencia que les permite reducir los
efectos negativos del dafio por herbivoros sobre su adecuacidn. Estas estrategias pueden
cambiar a lo largo de la vida de las plantas; en particular, las plantulas suelen ser las
menos defendidas, y conforme incrementan su tamafio aumenta su capacidad de obtener
y almacenar nutrientes y energia, lo que les permite una mayor produccién de defensas.
Sin embargo, las estrategias defensivas de las plantas dependen del contexto comunitario
(mutualistas y antagonistas) con el que interactian. Los objetivos de este trabajo fueron:
1) determinar si existe variacién geografica en la identidad de herbivoros y hormigas
asociadas a la planta mirmecofila Turnera velutina de diferentes poblaciones, 2)
determinar si existen diferencias en las trayectorias ontogenéticas de la defensa entre las
distintas poblaciones, y 3) establecer si las trayectorias ontogenéticas presentan
plasticidad fenotipica. Con este fin, se colectaron las hormigas y herbivoros asociados a
plantas de T. velutina en cinco poblaciones diferentes. Se realizé un experimento para
obtener una estimacién de la eficiencia de las hormigas como defensoras de las plantas.
Se estimo la densidad de tricomas, dureza foliar, glucdsidos cianogénicos y contenido de
azucar en el NEF en tres estadios ontogenéticos: plantula, juvenil y reproductivo. Para
analizar la expresidn de plasticidad fenotipica en los atributos defensivos se hizo un
experimento de jardin comun con plantas de tres poblaciones diferentes que fueron
trasplantadas a dos parcelas ubicadas en La Mancha. En todas las poblaciones, las
plantulas produjeron HCN en altas concentraciones como su Unica estrategia defensiva,
en contraste con las plantas reproductivas, que expresaron niveles mas altos de defensas
fisicas (densidad de tricomas y dureza foliar) y bidticas (azucar en NEF). Las trayectorias
ontogenéticas observadas en las diferentes poblaciones del presente estudio confirmaron
gue estas no son lineales y que no todos los atributos defensivos siguen la misma
trayectoria ontogenética. Las plantas de Cuicatlan y Troncones produjeron una alta

proporcién de plantas reproductivas cianogénicas, en comparacion con las otras



poblaciones. Ademas, las plantas de Troncones parecen invertir mas en los caracteres
defensivos, i.e. azUcar en NEF, grosor foliar y HCN. Sorprendentemente, el dafio foliar por
herbivoros también fue mayor en esta poblacidn. El experimento de jardin comun indicé
que la densidad de tricomas no fue un caracter plastico, ya que las hojas de Troncones
tuvieron una menor densidad en comparacién con las plantas de las otras poblaciones.
Este estudio es el primero en comparar las trayectorias ontogenéticas de diferentes
caracteristicas defensivas en distintas poblaciones, en funcién de las comunidades de

herbivoros y hormigas de una planta mirmecofilica.

Abstract

Plants are the base of food web and are constantly exposed to herbivores attack.
Consequently, they have evolved a variety of resistance characterisics that reduce the
negative effects of herbivore damage on their fitness. Resistance traits can change during
plant development, due to resourse allocation costs, developmental constraints or
changes in herbivore selection pressures. However, changes in herbivore and predator
communities can influence the defensive strategies of plants across their development.
Thus, plant populations exposed to different environmental contexts can present
significant variation in their ontogenetic trajectories of plant defense. Accordingly, the aim
of this work was to: 1) describe geographic differences in herbivore and ant communities
associated with the myrmecophylic plant Turnera velutina, 2) characterize the ontogenetic
trajectories of defensive tratis in five populations of T. velutina, and 3) establish if the
ontogenetic trajectories in plant defense showed phenotypic plasticity. In five different
populations of T. velutina, herbivore insects and ants associated to the plants where
collected. Between five to 30 plants of three ontogenetic stages where chosen (seedling,
juvenile and reproductive) in wich trichome density, foliar toughness, cyanogenic
gluocisdes, sugar content in the EFN, and leaf damage by herbivores where quantified in
each plant. To assess phenotypic plasticity in the ontogenetic trajectories of plant defense,
a common garden experiment was performed with plants from three populations. In

general, seedlings consistently produced high concentrations of HCN as their defensive



strategy in all populations, in contrast to reproductive plants wich produced physical
(trichomes and foliar toughness) and biotic defenses (sugar in EFN). Ontogenetic
trajectories of most defensive traits were not linear and differed among populations. In
Cuicatlan and Troncones a greater proportion of reproductive plants produced glycosides
than in the other populations. In addition, reproductive individuals at Troncones produced
EFN with more sugar, and toughter leaves with more HCN. Surprisingly, herbivore damage
was also greater in this populations. The common garden experiment indicated trichome
density was not a plastic trait because Troncones plants had smaller densities than La
Mancha plants. This is the first study comparing the ontogenetic trajectories of different
defensive traits among population, as a function of geographic variation in herbivore and

ant communities.



Introduccion

Durante su desarrollo, los organismos se enfrentan a diversas condiciones bidticas y
abidticas que pueden afectar su adecuacién (Boege et al., 2007). Por ejemplo, en sus
primeros estadios ontogenéticos, las plantas pueden ser atacadas por hongos patégenos,
virus, moluscos, insectos y nematodos, mientras que en estadios maduros pueden ser
blanco de otros herbivoros, como vertebrados o insectos chupadores, robadores de
néctar y depredadores de semillas (Boege y Carmona, 2012). Las plantas responden a la
variacion de las presiones selectivas a lo largo de su desarrollo a través de cambios
fisiolégicos, morfoldgicos y conductuales que les permiten sobrevivir y optimizar los
recursos maximizando su adecuacion (Werner y Gilliam, 1984; Boege y Carmona, 2012).
Estos cambios pueden tener un efecto sobre la comunidad de organismos que interactian
con las plantas. Conocer la variacion fenotipica de los organismos a lo largo de su
desarrollo puede ayudar a comprender las causas préoximas y ultimas de la dindmica de las
interacciones que mantienen las plantas con otros organismos y como dichas

interacciones afectan la adecuacion de los organismos involucrados.

Mecanismos de defensa en plantas

Al ser productores primarios en la cadena tréfica, las plantas enfrentan una presién
constante de depredacién. En particular, el consumo de hojas por parte de herbivoros
(i.e., folivoria) ocasiona la pérdida de tejido fotosintético, lo que disminuye la capacidad
de adquisicion de recursos de la planta. A su vez, esto puede provocar mayor
susceptibilidad a infecciones por hongos y virus, que afecten negativamente su
adecuacién (Boege et al., 2011; Strauss et al., 2002). Ante los efectos negativos del dafio
por herbivoros se han seleccionado caracteristicas de resistencia en las plantas, lo que
permite reducir la pérdida de tejidos (Agrawal et al., 1999; Boege y Marquis, 2005). La
resistencia se ha clasificado en tres tipos: el escape, la tolerancia y la defensa (Boege y

Marquis, 2005; del Val, 2012).

Escape. Son caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas o conductuales que reducen la

probabilidad de las plantas de ser encontradas por los herbivoros (Boege y Marquis, 2005;



del Val, 2012). Por ejemplo, Sanchez (2006) reportd que la planta Jaquinia nervosa
presenta una fenologia invertida en la selva baja caducifolia de Chamela, Jalisco. Mientras
la mayoria de las plantas producen hojas en la época de lluvias, J. nervosa lo hace en la
época de secas, cuando las demas plantas pierden sus hojas y hay muy pocos herbivoros,
lo que resulta en menor area foliar consumida, comparado con las plantas de fenologia

“normal”.

Tolerancia. Se refiere a caracteristicas que permiten a la planta amortiguar el impacto
negativo de la herbivoria sobre su adecuacién mediante el crecimiento compensatorio,
incremento en la tasa fotosintética, ajuste en la asignacién de recursos y la activacién de
meristemos (Burdon, 1987; Fornoni et al., 2003a). Por ejemplo, cuando la planta Cucurbita
pepo texana es dafiada por escarabajos antes del inicio de la reproduccién, no se observan
consecuencias negativas significativas en la produccién de semillas por individuo, debido a

la expresién de crecimiento compensatorio (Daolin et al., 2007).

Defensa. Involucra mecanismos que causan dafio o repelen a los herbivoros (Painter,
1958; Boege y Marquis, 2005). Existen dos tipos de defensa: la defensa directa, que
incluye los atributos que reducen la calidad de la planta como alimento para los
herbivoros como son los metabolitos secundarios, espinas y tricomas. Por ejemplo, en
individuos de diferentes poblaciones jamaiquinas de Turnera ulmifolia se han encontrado
compuestos cianogénicos que funcionan como sustancias defensivas, ya que al haber
dano en el tejido vegetal y al entrar en contacto enzimas hidroliticas, se libera acido
cianhidrico (HCN) que es toxico para herbivoros y patégenos (Arbo, 2000). El otro tipo de
defensas son las indirectas, que pueden ser compuestos volatiles, o atributos que
representan algun tipo de recompensa para especies mutualistas, lo que estimula el
forrajeo de los depredadores y/o parasitos de los herbivoros (Boege et al., 2011). Un
ejemplo comun de la defensa indirecta son los refugios producidos por plantas
mirmecofilas para el anidamiento de las hormigas, conocidos como domacios, o el néctar
extrafloral (en adelante NEF) que proporciona alimento para los mutualistas. Estos

atributos favorecen la presencia de hormigas, que atacan a los herbivoros que intentan



alimentarse de la planta hospedera (Bentley, 1976; Fiala, 1992; Kiers et al., 2010; Pringle
et al., 2011; Villamil et al., 2013). La eficacia de las hormigas para reducir el dafio foliar es
variable. Por ejemplo, Palmer y Brody (2007) han reportado que las plantas de Acacia
drepanolobium que hospedan a dos especies de hormigas muy agresivas (Crematogaster
mimosae y C. nigriceps) presentaron menores niveles de dafio foliar por herbivoros que
plantas con especies de hormigas menos agresivas. Igualmente, la actividad de las
hormigas defensoras influye negativamente en la cantidad de herbivoros e incrementa el
numero de flores y semillas que produce Gossypium thurberi (Rudgers, 2004). Como el
tamafio y abundancia de los nectarios extraflorales pueden influir en la actividad de las
hormigas se ha sugerido que estas pueden ser agentes de seleccién de los nectarios

extraflorales y el NEF de las plantas (Rudgers, 2004).

Las plantas son capaces de regular la cantidad y calidad de NEF que producen en
funcién de la cantidad de visitas e identidad de los organismos que visitan las estructuras
que lo producen (Heil, 2011). Sin embargo, las interacciones planta-hormiga no siempre
son positivas para las plantas. Existen hormigas que consumen NEF pero no ofrecen
ningun servicio a cambio, e incluso pueden llegar a afectar negativamente a las plantas a
través de la exclusion de las hormigas verdaderamente defensoras, o impidiendo que los
polinizadores visiten las flores (Bronstein et al., 2006). Un ejemplo es el estudio de
Fernandes Pereira y Trigo (2013), quienes reportan que la presencia de las hormigas que
se alimentan del NEF de Crotalaria pallida afecta negativamente el desempeio de las
plantas. En el mutualismo de especies de Acacia con hormigas del género Pseudomyrmex
también se han reportado especies de hormigas parasitas que no defienden a las plantas
de los depredadores, como Pseudomyrmex gracilis. Cuando una Acacia esta colonizada
por esta hormiga disminuye su adecuacién, y la probabilidad de que la planta llegue a una
talla grande es muy baja, debido a que el ataque de los herbivoros es mayor que en
plantas colonizadas por P. ferrugineus, especie de hormiga defensora (Clement et al.,

2008).



Ontogenia de la resistencia en plantas

Las plantas experimentan cambios ontogenéticos debido a la modificacidon de las
prioridades fisiologicas durante el desarrollo (i.e., el crecimiento, el mantenimiento, la
reproduccidn). Estos cambios se reflejan en caracteristicas como la alometria, la dureza de
las hojas y la plasticidad fenotipica, entre otras (Farnsworth, 2004; Weiner, 2004;
Wiedemuth et al., 2005). También se han detectado cambios ontogenéticos en atributos
foliares (Strong y Ray, 1975; Gatti et al., 2011) asi como en la eficiencia del uso de agua y
la capacidad fotosintética (Cavender-Bares y Bazzaz, 2000). Estos cambios pueden
influenciar las interacciones bidticas que mantienen las plantas con otros organismos. Por
ejemplo, Dirzo (1980) observé que caracoles herbivoros prefieren consumir hojas con
tejido mads suave y delgado, y carentes de compuestos secundarios. Si estas caracteristicas
cambiaran a lo largo de la ontogenia se esperaria que hubiera cambios en la herbivoria y/o
en la identidad de los herbivoros durante su vida (Dirzo, 1984). En otro ejemplo, la
composicidon quimica de la cera foliar del olmo (UImus pumila) en estadios tempranos de
su desarrollo es distinta a la de la etapa reproductiva, lo que afecta la conducta de
alimentacion y reproduccion de sus depredadores: los escarabajos Pyrrhalta maculicollis y
P. aenescens. El primero pasa su ciclo de vida en estadios muy jovenes de U. pumila,
mientras que P. aenescens lo hace en las plantas reproductivas, lo que sugiere que las
diferencias en la composicién de las ceras pueden funcionar como una presion de
seleccion para los herbivoros provocando su divergencia (Zhang et al., 2016). También se
han reportado cambios en los distintos tipos de resistencia de las plantas durante su
desarrollo ontogenético (Barton y Koricheva, 2010; Barton, 2013). Por ejemplo, Boege et
al. (2007) describieron una disminucidn en la defensa y un aumento en la tolerancia a la
defoliacién durante la ontogenia de Rapahnus sativus. En contraste, Ochoa-Lopez et al.
(2015) reportaron un aumento en la expresién de caracteres defensivos y una disminucién
en los caracteres asociados con la tolerancia (i.e., respuesta compensatoria) a lo largo del
desarrollo ontogenético de Turnera velutina. Igualmente, se ha reportado que la planta
Cucurbita pepo texana expresa mayor tolerancia hasta antes de la reproduccion, y

posteriormente disminuye la expresién de esta estrategia (Daolin et al., 2008).



Las defensas indirectas producidas por las plantas que presentan relaciones
mutualistas con insectos también pueden variar a lo largo del desarrollo. En la mayoria de
los casos las plantas sélo producen las recompensas hasta que alcanzan una talla minima
(Boege et al., 2011; Quintero et al., 2013). Por ejemplo, el tamafio de las plantas de
Opuntia imbricata esta relacionado con la madurez de los nectarios extraflorales y con la
cantidad y calidad de NEF secretado. A su vez, estos atributos estan correlacionados

positivamente con la supervivencia de las plantas (Miller, 2014).

Los cambios ontogenéticos de la resistencia en plantas suelen ser no lineales ni
estar correlacionados entre los diferentes tipos de resistencia (Boege y Marquis, 2005).
Por ejemplo, en Plantago lanceolata el contenido de glucésidos iridoides es mayor en
plantulas que en individuos adultos y juveniles, y conforme estos aumentan, disminuye la
concentraciéon de nitrégeno y agua en el tallo (Quintero y Bowers, 2012). Asimismo, Ochoa
Lépez (2013) demostrd que mientras algunos caracteres defensivos del arbusto Turnera
velutina aumentan durante la ontogenia de las plantas, el potencial cianogénico y la

tolerancia disminuyen hasta desaparecer en el estadio reproductivo (Fig. 1).

Variacién geografica en atributos de defensa

Las interacciones entre plantas y sus herbivoros pueden variar geograficamente debido a
diferencias en las caracteristicas fisicas del ambiente (i.e., temperatura, salinidad, agua,
disponibilidad de luz), distribucién de las especies interactuantes, mutaciones que
originan genes novedosos, flujo génico que existe entre poblaciones, deriva génicay
extincion de poblaciones locales (Thompson, 2005). En particular, la variacion geografica
en los nutrientes del suelo, la temperatura ambiental y la disponibilidad de agua pueden
provocar variaciones importantes en la calidad del tejido de las plantas (Ayres, 1993) vy,
por lo tanto, influenciar preferencia de los herbivoros por el consumo del tejido vegetal
(Lépez-Carretero et al., 2016). Se ha reportado variacién latitudinal en la defensa quimica
de Betula neoalaskana, las plantas mas nortefias tienen mayores niveles de triterpenoides

que las surefias (Stevens et al., 2016).
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Figura 1. Trayectorias ontogenéticas de diferentes atributos relacionados con la defensa directa e indirecta
de Turnera velutina en una poblacién de La Mancha, Veracruz. Estadios ontogenéticos: plantula (Pla),
infantil (Inf), juvenil con seis hojas (Juv 1), juvenil con diez hojas (Juv 2), reproductiva con flores (Fl), y

reproductiva con frutos (Fr). Tomado de Ochoa Lépez (2013).

Cuando existe variacidn geografica en la identidad y/o efectividad de las hormigas
asociadas a plantas mirmecdfilas podria esperarse variacion de caracteres defensivos
alternativos a las hormigas. En particular, también pueden esperarse diferencias en las
estrategias defensivas durante la ontogenia de las plantas debido al cambio de prioridades
fisioldgicas a lo largo de desarrollo, y como respuesta al cambio en la eficacia de defensas
indirectas (Sultan, 2000; Weiner, 2004, Ochoa-Lépez et al. 2015). Por ejemplo, Schappert y
Shore (2000) detectaron que en cuatro poblaciones de Turnera ulmifolia en Jamaica, las
plantas mantienen constante el potencial cianogénico desde el estadio de plantula hasta
gue son reproductivas. En contraste, en otras seis poblaciones las plantas dejan de
sintetizar acido cianhidrico (HCN) antes de llegar al estadio reproductivo. Sin embargo, las
razones ecoldgicas de esta variacion no fueron exploradas por los autores. En este
contexto, para entender la variacidn en las trayectorias ontogenéticas de la defensa es
necesario conocer si las condiciones abidticas y las interacciones interespecificas afectan
de manera diferencial la expresion de caracteres durante el desarrollo de individuos entre

distintas poblaciones.



Plasticidad fenotipica

Uno de los mecanismos que podrian explicar cambios geograficos de las trayectorias
ontogenéticas en la defensa bajo diferentes condiciones ambientales es la plasticidad
fenotipica, definida como la capacidad de un genotipo de expresar diferentes fenotipos
bajo condiciones ambientales distintas (Sultan, 2000). Asi, un genotipo es capaz de crecer
y reproducirse exitosamente en micrositios contrastantes (Sultan, 2000). Las respuestas
pldsticas se pueden expresar en la morfologia, la conducta y la fisiologia del organismo, y
estan determinadas por las condiciones ambientales (Sultan, 1995). Por ejemplo, la planta
Acacia drepanolobium produce espinas pequefias cuando se elimina el dafio foliar
causado por los mamiferos grandes del este de Africa, pero en cuanto es expuesta a dicha
presion de inmediato se induce la produccién de espinas mas grandes (Young et al., 2003).
En las plantas mirmecéfilas puede haber variacidon geografica de las especies de hormigas
asociadas a ellas y, si su eficacia como defensoras es diferencial, se pueden promover

respuestas plasticas en otros atributos de defensa (Del-Claro et al., 2016).

Para detectar la presencia de plasticidad fenotipica es comun realizar
experimentos de trasplantes reciprocos, donde se llevan individuos del sitio A al sitio By
viceversa y se comparan con individuos nativos de cada sitio (Agren y Schemske, 2012;
Roy y Mulder, 2014). Por ejemplo, en el estudio de Fornoni et al. (2003b) realizaron un
experimento de trasplantes reciprocos entre dos poblaciones de Datura stramonium y
observaron que las plantas que se desarrollaron en su sitio de origen tuvieron mayor
adecuacién que las plantas foraneas. En otro estudio con la misma planta y las mismas
poblaciones, se encontré que la poblacion que expresé mas tolerancia también presenté
seleccion a favor de la tolerancia, y en la poblacidn mas resistente hubo seleccién a favor
de la resistencia (Fornoni et al. 2004). Los autores concluyeron que la variacion del valor
adaptativo de las estrategias defensivas dependeria de la cantidad de dafio que recibe la
planta y de las condiciones ambientales de cada sitio. Otra aproximacién para estudiar la

plasticidad fenotipica es a través de experimentos de jardin comun, que consisten en



trasladar individuos de dos o mas sitios diferentes a un solo sitio y comparar su

desempeiio bajo las mismas condiciones (Gallagher et al., 1988; Wikelski et al., 2003).

Antecedentes

La familia Passifloraceae (orden Malpighiales), esta compuesta por diez géneros y
aproximadamente 190 especies, su distribucidn es muy amplia en las zonas Neotropicales
(Arbo, 2004). Dentro de dicha familia el género Turnera es el mas diverso (Urban, 1883 en
Truyens et al., 2005; Arbo, 2005). Turnera velutina es una planta arbustiva que posee
nectarios extraflorales en la base de la Idmina sobre el envés cuyo numero de nectarios a
cada lado del peciolo varia de 0-3 (Arbo, 2005; Villamil, 2012). Las flores son homostilicas
con pétalos amarillos o blancos y base amarilla (Arbo, 2005). El pico de floracién ocurre
durante la temporada de lluvias en México (i.e., de junio a agosto; Torres-Hernandez et

al., 2000).

Defensa directa en Turnera velutina

Defensa quimica. Schappert y Shore (1999) han reportado poblaciones cianogénicas y
acianogénicas de T. ulmifolia, una especie hermana de T. velutina. En una poblaciéon de T.
velutina establecida en La Mancha, Veracruz, Ochoa—Lépez et al. (2015) reportaron la
presencia de acido cianhidrico (HCN) durante los estadios ontogenéticos de plantula e
infantil, y la ausencia de este potencial cianogénico en plantas juveniles, pre-reproductivas
y reproductivas (Villamil, 2012; Ochoa-Lépez et al., 2015), lo que sugiere un cambio en la

expresion de la defensa quimica en la ontogenia.

Defensa fisica: Villamil (2012) describe seis tipos de tricomas en los estadios
ontogenéticos juvenil, pre-reproductivo y reproductivo de T. velutina: dos morfos no
glandulares, tres glandulares y una emergencia mesetiforme. La autora propone que los
tricomas glandulares, debido a que se encuentran tanto en las hojas jévenes como en las
maduras de los tres estadios estudiados, pueden ser una de las estrategias de resistencia

mas importantes en la especie. Asimismo, la densidad de tricomas aumenta durante el



desarrollo de T. velutina, siendo los individuos reproductivos quienes presentan una

mayor densidad de tricomas por unidad de area (Ochoa Lépez, 2013).

Defensa indirecta. La defensa indirecta es el tercer tipo de resistencia descrito para T.
velutina (Cuautle et al., 2005). Las plantas son patrulladas por hormigas defensoras en los
estadios pre-reproductivo y reproductivo. La actividad de las hormigas parece estar
asociada a la cantidad y calidad del NEF producido por las plantas, ya que se ha registrado
una relacién negativa entre la herbivoria que recibe la planta y la cantidad de hormigas

que la patrullan (Torres-Hernandez et al., 2000; Villamil, 2012).

Se ha reportado el patrullaje de las hormigas Camponotus planatus, C.
abdominalis, Conomyrma sp., Crematogaster brevispinosa, Forelius sp. y Pseudomyrmex
sp. (Torres-Hernandez, 2000). Sin embargo, no todas las especies de hormigas
mencionadas poseen la misma eficacia defensora. En el estudio de Torres-Hernandez et
al. (2000) se observé que las plantas que presentaron un patrullaje mas intenso por las
hormigas mas grandes, Camponotus abdominalis, produjeron mayor cantidad de frutos
que las plantas asociadas con especies mds pequefias. La mayoria de las especies de
hormigas asociadas a T. velutina consumen NEF y el elaiosoma de sus semillas. El
elaiosoma es una capa delgada rica en lipidos que recubre una tercera parte de la semilla

y es consumida por hormigas dispersoras de semillas (Cuautle et al., 2005).

En este contexto, resulta interesante conocer los efectos que tienen el ambiente y
el contexto comunitario (i.e., la comunidad de insectos herbivoros y de insectos
mutualistas) sobre las trayectorias ontogenéticas de la defensa en una planta mirmecdfila
y el cambio de sus estrategias defensivas durante su desarrollo en un contexto geografico.
En el presente estudio se analizaron cinco poblaciones de T. velutina establecidas bajo
condiciones ambientales diferentes y con variaciéon en la identidad y eficacia de las

hormigas que visitaron los nectarios extraflorales.



Objetivos
Los objetivos de esta tesis fueron los siguientes:

1) Determinar si existen diferencias en la composicion de las comunidades de herbivoros y

hormigas mutualistas asociadas a T. velutina, en diferentes poblaciones.

2) Determinar si existen diferencias en las trayectorias ontogenéticas de la defensa entre

plantas de distintas poblaciones.

3) Caracterizar las trayectorias ontogenéticas de la defensa de plantas provenientes de

distintas poblaciones bajo condiciones homogéneas en un jardin comun.
Hipdtesis y Predicciones
Tomando en cuenta lo anterior, se formulan las siguientes hipétesis:

1) Si existe variacion geografica en la comunidad de herbivoros y/o de hormigas
defensoras y en su eficiencia para defender a las plantas de T. velutina, se observaran

diferencias en las trayectorias ontogenéticas de otros mecanismos de defensa.

2) Si las trayectorias ontogenéticas de las poblaciones de T. velutina son resultado de una
respuesta plastica de la planta a las condiciones ambientales y al contexto comunitario,
entonces las plantas expresaran las mismas trayectorias ontogenéticas al desarrollarse en

un jardin comun, independientemente de su poblacion de origen.
Asimismo, se formulan las siguientes predicciones:

1) Las plantas de poblaciones de T. velutina cuya defensa indirecta (i.e., a través de
hormigas mutualistas) sea mas eficiente que la defensa directa (i.e., tricomas, glucésidos
cianogénicos), deberian producir mayor cantidad de defensa bidtica (i.e. azicar en el NEF)
gue las plantas de poblaciones con una defensa indirecta deficiente. En el segundo caso,
las plantas deberian aumentar la concentracion de glucdsidos cianogénicos en el tejido

vegetal, la densidad de tricomas foliares y/o el grosor foliar.



2) Las plantas presentaran trayectorias ontogenéticas similares, independientemente de
su poblacidn de origen si expresan plasticidad fenotipica al desarrollarse bajo las mismas

condiciones en un jardin comun (Fig. 2).

Figura 2. Predicciones de las consecuencias sobre la trayectoria ontogenética de las plantas de T. velutina se
desarrollen en un ambiente distinto al de origen si expresaran plasticidad fenotipica. Las lineas azules se
refieren a las defensas fisicas, las quimicas estds representadas por las lineas rojas y las defensas bidticas

estan representadas por las lineas verdes.

Meétodo

Sitios de estudio

Se seleccionaron cinco poblaciones de T. velutina con condiciones climaticas contrastantes
(500 a 4000 mm de precipitacion y 15a 2113 m s.n.m.; Tabla 1). Dos poblaciones estdn
ubicadas en la costa de Veracruz: una en La Mancha, Actopan y la otra en Sontecomapan,
Catemaco (Tabla 1; Fig. 3). La tercera poblaciéon se ubica en Chamela, La Huerta, Jalisco
cuya precipitacion media anual es la segunda mas baja (752mm; Tabla 1). En Guerrero se
caracterizd una poblacion en Playa Troncones, La Unidn. La ultima poblacién se ubica en el

poblado de Santa Maria Tlaxila, San Juan Bautista Cuicatlan, en la sierra de Oaxaca (Fig. 3).



Figura 3. Ubicacién de las poblaciones estudiadas, Cuicatlan (rojo), Chamela (azul), La Mancha (blanco),

Sontecomapan (amarillo) y Troncones (negro).

Tabla 1. Caracteristicas ambientales de los ambientes de las cinco poblaciones estudiadas. Los datos se

obtuvieron de * Travieso-Bello y Campos, 2006; ** Dirzo et al., 1997; *** Garcia-Oliva et al., 2002; *

SEMARNAT, 2008; y ** INAFED, 2016.

Precipitaciéon Temperatura Altitud
s X . Coordenadas . .
Poblacion media anual media anual (m . Tipo de vegetacion
. geograficas
(mm) (°C) s.n.m.)
1 0n’ Vegetacion
Santa Maria 17°32°’N
. ! i I
Tlaxila, Oaxaca 500 16-30 2113 97°00"W secundar'la ie selva
baja
. 19°30'N, Vegejcauon
Chamela, Jalisco 752 24.6-30 150 o) secundaria de selva
105°03'W baig ***
aja
Playa 17°47'N, Vegejcauon
Troncones, 1025 25.4-28 50 or secundaria de selva
101°44'W .
Guerrero baja
La Mancha 19°36’N
! 1-27. 2 ! D *
Veracruz 1286 21.1-27.3 0 96°22'W unas costeras
, Potreros para
Sontecomapan, 18°33'N,
- 24.6-2 1
Veracruz 3000-4000 4.6-28 5 95°00"W pastoreo de ganado

vacuno **
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Caracterizacion del contexto comunitario

Los muestreos se realizaron durante la época de lluvias, entre junio y agosto del 2015. En
cada sitio, se colectaron manualmente las hormigas asociadas a T. velutina y se fijaron en
alcohol al 70% para su posterior identificacion. También se realizé un experimento para
obtener una estimacién de la eficiencia de las hormigas como defensoras de las plantas.
Este consistid en estimular la conducta defensiva de las hormigas causando dafio foliar
mecanico con una perforadora, y haciendo movimientos en la hoja dafiada, intentando
simular la actividad de un herbivoro (Agrawal, 1998). Posteriormente, se contarony
colectaron las hormigas que llegaron a la hoja dentro de los primeros cinco minutos a
partir del estimulo dado. Esto se realizd una vez por sitio durante tres horas (9, 10y 11 h;
horario de verano), una vez cada hora, en cinco individuos en estadio juvenil y cinco en
reproductivo, con un esfuerzo de muestreo de 8 h por persona por dia. Durante este
tiempo también se realizd el registro fotografico y la colecta de los insectos herbivoros
que fueron observados consumiendo plantas de T. velutina para su posterior

identificacion, con un esfuerzo de muestreo de 8 h por persona por dia.

Trayectorias ontogenéticas en las estrategias de defensa

En cada poblacidn se seleccionaron al azar entre 5 y 30 individuos de T. velutina de cada
uno de los estadios ontogenéticos plantula, juvenil y reproductivo. Estos estadios se
definieron en funcién del nimero de hojas completamente expandidas, la presencia de
cotiledones y de estructuras reproductivas. Las plantulas presentaron cotiledones y/o
hasta cinco hojas completamente expandidas; el estadio juvenil se definid a partir de seis
hojas completamente expandidas en adelante, sin la presencia de estructuras
reproductivas o sus cicatrices; y las plantas reproductivas fueron todas aquellas con

estructuras reproductivas (i. e., botones, flores, frutos, cicatrices de los frutos).

Medicion del dafio foliar y de los atributos defensivos

El dafio foliar causado por herbivoros se estimé en un maximo de diez hojas que fueron

seleccionadas de manera sistematica cada x hojas, donde x = N/10 hojas y N el nUmero



total de las hojas de la planta. En los individuos con menos de 10 hojas, se utilizaron todas
las hojas. El drea de las hojas colectadas se estimd utilizando un medidor de area foliar
portatil. Para calcular el drea original antes del consumo por herbivoros, se midio el largo

y el ancho de cada hoja para calcular el area original con la siguiente férmula:

AF. =07+ (064 LxA)

que permite predecir el area foliar total de T. velutina (Villamil, 2012). Finalmente, para
calcular el area consumida por los herbivoros se resté el area remanente del drea original

estimada (Villamil, 2012).
Defensa directa

Como atributos de defensa fisica se estimo la densidad de tricomas. La cuantificacidn de
tricomas foliares se hizo en la segunda hoja mas apical, completamente expandida, de
cada individuo. Se contabilizaron los tricomas de cuatro puntos en haz y envés, de un drea

de 4 mm? (Fig. 4), utilizando un microscopio estereoscépico Carl Zeiss Stemi SV6.

Figura 4. Hojas de T. velutina. 1zquierda, disposicion de los puntos, sefialados por las flechas, que se
utilizaron para tomar fotografias y contar los tricomas. Derecha, fotografia del drea de conteo de los

tricomas.



La defensa quimica se tomd como el contenido de HCN (Schappert y Shore, 1995),
que es un producto de la hidrolizacion de los glucdsidos cianogénicos por medio de la
enzima B-glucosidasa, ambos compuestos presentes en el tejido foliar. Esta reaccion
ocurre cuando el tejido se rompe por la accién mecanica de los herbivoros al morder las
hojas (Francisco y Pimienta Pinoti, 2000; Hayden y Parker, 2002). En el campo, en cada
individuo se colectd la ultima hoja apical completamente extendida. De cada hoja se
obtuvieron seis discos de 0.6 cm de didmetro, utilizando un horadador metalico. Tres
discos fueron depositados en tubos Eppendorf de 1.5 ml y macerados con 7 pl de
cloroformo y los otros tres discos fueron pesados una vez que se secé por completo el
tejido. Posteriormente en cada tubo con el material macerado se colocé una tira de papel
filtro previamente sumergida en una solucién al 0.5% de acido picrico y carbonato de
sodio (Na;COs) y secada a temperatura ambiente, evitando que ésta entrara en contacto
directo con el tejido vegetal. Se realizaron muestras blanco sin tejido vegetal para tener
un parametro de concentracién nula de acido cianogénico. Todos los tubos fueron
almacenados por 24 h a temperatura ambiente (25-30°C) en gradillas en oscuridad total
para evitar falsos positivos por oxidacidon luminica. Pasado el periodo de la reaccidn, se
recuperaron los tubos y se verificé el color del papel filtro. Para realizar la cuantificacion
de acido cianogénico se conservé un circulo de 0.6 mm de diametro en 1 ml de alcohol en
refrigeracidn con el fin de que el alcohol tomara el color del papel filtro. Posteriormente
se tomaron 250 pl de cada muestra en alcohol y se colocaron en pozos de placas Costar™
96-Well EIA/RIA Plates que fueron utilizadas para medir la absorbancia de cada muestra.
La absorbancia se utilizé para calcular la cantidad (ug) de HCN que tuvieron las hojas por
mg de tejido, esto se hizo con la formula:

abs 540nm — 0.035749
0.0004553

X =

Esta formula se obtuvo a partir de ajustar una regresién lineal entre la absorbancia a 540

nm de una solucién con una concentracién de HCN conocida (Shappert y Shore, 1995).



Todas las placas fueron medidas a una longitud de onda de 540 nm en un lector de

absorbancia ©2015 BioTek Instruments, Inc modelo ELx808.

Para estimar la dureza foliar se utilizaron cinco hojas completamente expandidas
de cada individuo. En cada hoja se midid el grosor de cuatro zonas del area foliar (dos a
cada lado de la vena media procurando no tocar ninguna vena secundaria), con un
micrémetro electrénico (Fred V. Fowler Co., Inc.) y se calculd el grosor promedio por
planta. Cuando no hubo suficientes hojas (i.e., en individuos jévenes), se midieron todas
las que tuviera el individuo y cuando las hojas fueron muy pequefias se tomaron solo dos

medidas en cada hoja.
Defensa indirecta

Como atributo de defensa indirecta se midio la defensa bidtica a través de la
concentracion de azucar en el NEF. Para ello, un dia previo a las mediciones se embolsé
una rama de cada individuo con una bolsa de celofan con pequefias perforaciones que
permiten la respiracién de la planta, pero impiden el paso de hormigas y otros insectos
que pudieran consumir el NEF. Esto se realizé Unicamente para los estadios juvenil y
reproductivo, que son los estadios ontogenéticos en los que se ha reportado produccién
de NEF (Villamil, 2012). Al dia siguiente se colectd el NEF en cada nectario de las tres hojas
completamente expandidas mas apicales. Con este fin, se inyectaron 2 pl de agua
destilada sobre cada nectario con una micropipeta de 10 pl para después ser reabsorbido
y cuantificado. El contenido de azucar se cuantificd a partir del volumen de NEF
recuperado con un capilar de 5 pl y la concentracidn de azucares (° B) del mismo NEF que
se estimd mediante un refractémetro portatil utilizando la siguiente férmula:

"B ul
100

MG azticar =

Se calculé el promedio de mg de azucar por pl de NEF por planta.



Experimento de jardin comun

Para determinar si las trayectorias ontogenéticas presentan plasticidad fenotipica se
realizé un experimento de jardin comun. Con este fin se utilizaron semillas provenientes
de las poblaciones de Cuicatlan, La Mancha y Troncones, que fueron germinadas durante
el verano del 2015. Se sembraron alrededor de 200 semillas de cada poblacion, pero
Unicamente germinaron 20 de cada sitio. Las plantulas se trasplantaron a macetas
biodegradables para ser transportadas y plantadas en dos parcelasde 1 mx 1.2 m
ubicadas en las dunas costeras de La Mancha, Veracruz. El trasplante se realizé el 26 de
octubre del 2015. La ubicacién de las plantas dentro de las parcelas fue aleatoria. La
separacion de las parcelas entre si fue mayor a 5 m y la distancia de las plantas dentro de
las parcelas fue de 20 cm. Antes del trasplante se midié el didmetro de la base del tallo, el
numero de hojas, el largo y ancho de las mismas, y la altura de las plantulas. Para evitar la
muerte de las plantas por desecacién las parcelas se regaron diariamente durante las
primeras 2 semanas posteriores al trasplante. Durante los siguientes cuatro meses el riego
fue reducido a 2 dias y posteriormente a 1 dia a la semana hasta que dejaron de regarse
por completo en febrero del 2016. Después de dos semanas del trasplante se cuantificd la
supervivencia de las plantulas, asi como el nimero de hojas producidas para saber si
habian cambiado de estadio ontogenético. Posteriormente, se realizaron 3 censos
mensuales para tomar las mismas medidas que antes del trasplante, siendo el ultimo en

febrero. La ultima medicion se realizo en julio del 2016.
Andlisis estadisticos

Para estimar la similitud de las comunidades de herbivoros y de hormigas asociadas a las
plantas de T. velutina en las distintas poblaciones se realizaron andlisis de agrupamiento.
Debido a que se obtuvieron datos binomiales (i.e. de presencia-ausencia de las especies
de herbivoros y hormigas) en cada poblacidn, se utilizé el método de Distancias de

Manhattan (Kaufman y Rousseeuw, 1990). El analisis se hizo mediante la funcién hclust



del paquete vegan en el programa R, y se hizo una prueba de mantel para conocer la

significancia del agrupamiento a través de la funcién mantel del mismo paquete.

Para describir la variacion en el dafio por herbivoros y de las trayectorias
ontogenéticas de la densidad de tricomas por mm?, ug HCN por mg de tejido, el grosor de
las hojas (mm), la concentracion de azucar en NEF (mg de azucar por ml de NEF), y la
respuesta positiva de las hormigas a la herbivoria, se realizaron modelos lineales
generalizados (GLM) con la familia de distribucién quasi, mediante la funcién gim del
paquete stats, ya que ninguna variable cumplié con los supuestos de normalidad y de
homogeneidad de varianzas para realizar andlisis paramétricos. Se compararon las
trayectorias ontogenéticas de cada variable defensiva Unicamente en aquellas poblaciones
en las que se encontraron al menos ocho individuos de los tres estadios ontogenéticos (La
Mancha, Troncones y Cuicatlan). En este caso, los modelos incluyeron como variables
explicativas la poblacion de origen y el estadio ontogenético, y como variable de respuesta
cada uno de los atributos defensivos o el dafio foliar. También se usaron GLM para
comparar las diferencias poblacionales de acuerdo al estadio ontogenético de cada
atributo defensivo y la herbivoria, esta vez incluyendo los estadios disponibles de las
poblaciones de Sontecomapan y Chamela. En estos modelos se incluyd la poblacién como

la variable explicativa.

Las diferencias en la expresién de defensas y desempefio de las plantas en el
experimento de jardin comun se analizaron utilizando modelos lineales mixtos con la
poblacién de origen, el estadio ontogenético y la interaccién de ambas variables como
variables explicativas. Se hizo un modelo para cada una de las siguientes variables: area
foliar consumida, porcentaje de area foliar consumida, densidad de tricomas foliares,
concentracion de HCN, contenido de azucar en el NEF, longitud del tallo y diametro del
tallo. Se utilizé el tiempo transcurrido desde el trasplante como efecto aleatorio debido a
gue se hizo un muestreo de medidas repetidas. Lo anterior se hizo mediante la funcion
Ime del paquete nime. Para las pruebas post-hoc de los efectos principales (i.e., poblacién

de origen y estadio ontogenético) se uso la funcidn glht del paquete multcomp, y cuando



hubo efecto de la interaccion de la poblacién de origen y el estadio ontogenético se usé la
funcién Ismeans del paquete del mismo nombre para conocer entre qué poblaciones o

entre qué estadios ontogenéticos se encontraban las diferencias.

Finalmente, se hizo un andlisis de supervivencia para saber si hubo diferencias en
el desempefiio entre las plantas de acuerdo a la poblacién de la que provienen bajo las
condiciones ambientales del sitio del jardin comun. Para ello, se utilizé la funcion survdiff
del paquete survival. Todos los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa R,

version 3.2.3.

Resultados
Variacion geogrdfica en el contexto comunitario de T. velutina

En total, se encontraron 31 especies de hormigas y 11 morfoespecies de insectos
herbivoros asociadas a T. velutina en las distintas poblaciones. En Cuicatlan hubo cinco
especies de hormigas: dos del género Pseudomyrmex y una de los géneros Crematogaster
(asociada al NEF y elaiosoma), Monomorium, y Paratrechina; asi como tres morfoespecies
de herbivoros: un coledptero y dos larvas de lepidéptero, una corresponde a Euptoieta

hegesia, el principal herbivoro de T. velutina (Tabla 2).

En Chamela se colectaron 11 especies de hormigas: una especie de los géneros
Monomorium, Brachymyrmex, Solenopsis y Aphaenogaster, dos especies de los géneros
Camponotus y Pseudomyrmex, y tres especies del género Crematogaster. Tres especies de
hormigas estuvieron asociadas al NEF y al elaiosoma y una exclusivamente al NEF (Tabla
2). También se encontraron dos morfoespecies de herbivoros: una larva de lepidéptero (E.

hegesia) y un coleéptero (Tabla 2).

En La Mancha se encontraron 18 especies de hormigas: una de los géneros
Cephalotes, Dorymyrmex, Monomorium, Lachnomyrmex, Paratrechina, Brachymyrmex y
Dorymyrmex; cinco especies de género Pseudomyrmex; y seis del género Camponotus.

Seis especies de hormigas estuvieron asociadas al NEF y elaiosoma y una especie



Unicamente al NEF (Tabla 2). Se colectaron 7 morfoespecies de herbivoros: una de
molusco, una de coledptero, cuatro lepiddpteros (una fue E. hegesia) y un ortdptero

(Tabla 2).

En Sontecomapan se colectaron cinco especies de hormigas de los géneros
Brachymyrmex, Monomorium, Camponotus, Dorymyrmex y Solenopsis. Tres de las
especies de hormigas estuvieron asociadas al consumo de NEF y de elaiosoma de las
semillas de T. velutina (Tabla 2). Por otro lado el Unico herbivoro que se colecto fue E.

hegesia (Tabla 2).

Finalmente, en Troncones se encontraron diez especies de hormigas: una de los
géneros Cephalotes, Monomorium, Dorymyrmex, Crematogaster, Solenopsis y
Paratrechina y dos especies de los géneros Pseudomyrmex y Camponotus. Cinco de ellas
se asociaron al consumo de NEF y de elaiosoma y dos especies Unicamente al NEF (Tabla
2). También se colectaron tres morfoespecies de herbivoros, el lepidéptero E. hegesia 'y

dos morfoespecies de coledpteros (Tabla 2).

El analisis de agrupamiento de la comunidad de hormigas asociadas a T. velutina
en las diferentes poblaciones agrupd a Cuicatlan y Chamela como las poblaciones mas
parecidas, este grupo a su vez fue el mas cercano a la poblacién de Troncones, a su vez
estas tres poblaciones tuvieron una comunidad de hormigas parecida con la poblacion de
Sontecomapan. La Mancha fue la poblacién cuya comunidad de hormigas resulté ser
menos parecida a las demas (r = 0.62; P = 0.039; Fig. 5; Tabla 2). La proporcion de
hormigas que respondieron positivamente al dafio artificial fue significativamente
diferente entre poblaciones (P = 0.006; Fig. 6). En particular, las hormigas de Troncones
resultaron ser diez veces mas agresivas que las de Chamela (P = 0.03). No hubo diferencias

significativas entre las otras poblaciones (P > 0.1).

El andlisis de agrupamiento basado en la comunidad de insectos herbivoros tuvo
una significancia estadisticamente marginal. Este agrupoé a Sontecomapan, Cuicatlany

Chamela como las poblaciones mas parecidas, seguidas a la misma distancia de



Troncones. La Mancha fue la poblacién con una comunidad de insectos herbivoros distinta

(r=0.72; P=0.059; Fig. 7; Tabla 2).
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Figura 5. Agrupamiento de las poblaciones Chamela (CH), Cuicatlan (C), Troncones (Tr), Sontecomapan (S) y

La Mancha (LM) de acuerdo a su comunidad de hormigas.
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Figura 6. Proporcion de hormigas que respondieron positivamente al dafo foliar artificial. Letras distintas

indican diferencias significativas entre las poblaciones.
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Figura 7. Agrupamiento de las poblaciones Chamela (CH), Cuicatlan (C), Troncones (Tr), Sontecomapan (S) y

La Mancha (LM) de T. velutina de acuerdo a su comunidad de herbivoros.

Tabla 2. Especies de hormigas y morfoespecies de herbivoros asociados a T. velutina en cada poblacidn. La

informacion del recurso alimenticio al que estan asociadas las hormigas se obtuvo de Cuautle et al. (2005) y

de las referencias de ese estudio.

Estado Poblacion Especie de hormigas Recurso Morfoespecie de
alimenticio herbivoros
Jalisco Chamela Camponotus sp2. - Euptoieta hegesia
Jalisco Chamela Monomoriun NEF y elaiosoma Coledptero negro
minimum
Jalisco Chamela Camponotus planatus  NEF y elaiosoma -
Jalisco Chamela Brachymyrmex sp. NEF y elaiosoma -
Jalisco Chamela Crematogaster - -
crinosa
Jalisco Chamela Crematogaster NEF y elaiosoma -
curvispinosa
Jalisco Chamela Crematogaster torosa - -
Jalisco Chamela Pseudomyrmex sp3. - -
Jalisco Chamela Pseudomyrmex - -
ferruginea
Jalisco Chamela Solenopsis sp. NEF -
Jalisco Chamela Aphaenogaster sp. - -
Oaxaca Cuicatlan Crematogaster sp. NEF y elaiosoma E. hegesia
Oaxaca Cuicatlan Monomoriun NEF y elaiosoma Coledptero negro
minimum
Oaxaca Cuicatlan Paratrechina sp. - Larva de lepidéptero 4
Oaxaca Cuicatlan Pseudomyrmex sp1. - -




Continuacion de la Tabla 2.

Estado Poblacion Especie de hormigas Recurso Morfoespecie de
alimenticio herbivoros
Oaxaca Cuicatlan Pseudomyrmex sp3. - -
Veracruz La Mancha Camponotus planatus  NEF y elaiosoma Molusco
Veracruz La Mancha Camponotus - E. hegesia
mucronatus
Veracruz La Mancha Camponotus - -
claviscapus
Veracruz La Mancha Camponotus - -
novogranadensis
Veracruz La Mancha Camponotus sp. - Larva de lepiddptero 1
Veracruz La Mancha Camponotus sp2. - Larva de lepidéptero 2
Veracruz La Mancha Cephalotes sp. NEF Ortoptero
Veracruz La Mancha Dorymyrmex sp. - -
Veracruz La Mancha Monomoriun NEF y elaiosoma Larva de lepiddptero 3
minimum
Veracruz La Mancha Lachnomyrmex sp. - Coledptero negro
Veracruz La Mancha Paratrechina NEF y elaiosoma -
longicornis
Veracruz La Mancha Brachymyrmex sp. NEF y elaiosoma -
Veracruz La Mancha Pseudomyrmex NEF y elaiosoma -
gracilis
Veracruz La Mancha Pseudomyrmex sp. - -
Veracruz La Mancha Pseudomyrmex sp2. - -
Veracruz La Mancha Pseudomyrmex sp3. - -
Veracruz La Mancha Pseudomyrmex sp4. - -
Veracruz La Mancha Dorymyrmex bicolor ~ NEF y elaiosoma -
Veracruz Sontecomapan Brachymyrmex sp. NEF y elaiosoma E. hegesia
Veracruz Sontecomapan Monomoriun NEF y elaiosoma -
minimum
Veracruz Sontecomapan Camponotus sp - -
Veracruz Sontecomapan  Dorymyrmex bicolor =~ NEF y elaiosoma -
Veracruz Sontecomapan Solenopsis sp. NEF -
Guerrero Troncones Cephalotes sp. NEF E. hegesia
Guerrero Troncones Monomoriun NEF y elaiosoma -
minimum
Guerrero Troncones Dorymyrmex bicolor ~ NEF y elaiosoma -
Guerrero Troncones Pseudomyrmex sp3. - Coledptero gris
Guerrero Troncones Pseudomyrmex sp5. - -
Guerrero Troncones Crematogaster sp2. NEF y elaiosoma Coledptero negro
Guerrero Troncones Camponotus - -

novogranadensis




Continuacion de la Tabla 2.

Estado Poblacion Especie de hormigas Recurso Morfoespecie de
alimenticio herbivoros
Guerrero Troncones Camponotus planatus  NEF y elaiosoma -
Guerrero Troncones Solenopsis invicta - -
Guerrero Troncones Paratrechina NEF y elaiosoma -

longicornis

Trayectorias ontogenéticas de los atributos defensivos y la herbivoria

No se detectaron diferencias significativas en el porcentaje de area foliar consumida entre
estadios ontogenéticos, pero si se encontré efecto de la poblacion (x> =6.62,g.1.=1,P=
0.01; Fig. 8). Las plantas de Troncones perdieron casi el doble de tejido foliar que las
plantas de La Mancha. En contraste, el drea foliar consumida (mm?) fue diferente entre
estadios ontogenéticos (x> = 16.96, g. . = 2, P < 0.001), las plantas juveniles perdieron casi
cuatro veces mas area foliar que las plantulas (P = 0.03; Fig. 8). También hubo efecto
significativo de la interaccidn del estadio ontogenético y la poblacién sobre el area foliar
consumida (x*>=8.84, g.|. =2, P=0.012; Fig. 8); las plantas reproductivas de Troncones
perdieron dos veces mas area foliar que las plantas reproductivas de La Mancha (P =

0.037).

Para los analisis de las diferencias en el dafio foliar entre las poblaciones para cada
estadio ontogenético se retiraron los datos atipicos de la base de datos. Las plantulas de
Troncones tuvieron 7.5 veces mayor proporcion de area foliar consumida que las de La
Mancha (x*=7.7, g. . =1, P = 0.005; Fig. 9). Las plantas juveniles de Cuicatlan, La Mancha
y Troncones y no difirieron significativamente en la proporcién de area foliar consumida
(x*=3.02,g.1.=2,P=0.22). En contraste, si se observaron diferencias poblacionales en la
proporcion de area foliar consumida en las plantas reproductivas (x> = 18.04,g./. =4, P =
0.001). Las plantas de Troncones tuvieron 3.3 veces mayor proporcion de area foliar
consumida que las de Cuicatlan (P = 0.001), 2.5 veces mayor que las de Chamela (P =

0.006) y dos veces mas que las plantas de La Mancha (P = 0.03; Fig. 9). El andlisis del area



foliar consumida arrojo el mismo patrén que las diferencias poblacionales por estadio

ontogenético (Fig. 9).
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Figura 8. Cambios ontogenéticos en el area foliar consumida (izquierda) y en la proporcién de area foliar
consumida (derecha) en plantas de Turnera velutina de Mancha y Troncones. Letras mayusculas diferentes
indican diferencias significativas entre estadios ontogenéticos. Las letras minudsculas distintas junto al
nombre de la poblacion denotan diferencias significativas entre poblaciones. (La Mancha: 12 plantulas, 14

juveniles y 30 reproductivos; Troncones: 21 plantulas, 30 juveniles y 27 reproductivos).

Defensa directa
Potencial cianogénico

Se observé un efecto significativo del estadio ontogenético sobre el potencial cianogénico
(concentracion de HCN; x% = 34.97, g. . = 2, P < 0.001). Las plantulas tuvieron 3.5 veces
mas HCN que las reproductivas (P < 0.001) y tres veces mads que las juveniles (P < 0.001;

Fig. 10).
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Figura 9. Area foliar consumida (izquierda) y proporcién del area foliar consumida (derecha) de todas las
poblaciones muestreadas, i.e. Cuicatlan, Chamela, La Mancha, Sontecomapan y Troncones, por estadio
ontogenético. Letras distintas indican diferencias significativas entre poblaciones dentro del mismo estadio
ontogenético. Tamafos de muestra: Plantulas: 14 de La Mancha y 29 de Troncones; juveniles: 7 de
Cuicatlan, 29 de La Mancha y 21 de Troncones; reproductivas: 28 de Cuicatlan, 29 de Chamela, 30 de La

Mancha, 30 de Sontecomapan y 27 de Troncones.

La proporcidn de plantas acianogénicas incremento durante el desarrollo de las
plantas con respecto de la proporcidn de plantas cianogénicas en las tres poblaciones
muestreadas. En las plantas juveniles hubo mas individuos acianogénicos en La Mancha
(70%) que en Troncones (27.77%) y Cuicatlan (8.33%; x> = 9.78, P = 0.007; Fig. 11). En las
plantas reproductivas de La Mancha hubo gran proporcién de plantas acianogénicas
(61.9%) en comparacién con Troncones (23.07%) y Cuicatlan (26.66%; x> =9.21, P = 0.01;
Fig. 11).

29



30

A —e— Cuicatlan
25 | —o— La Mancha
—w - Troncones

20 4

15 |

10 -

)]

o
L

Plantula Juvenil  Reproductiv

Contenido de HCN en tejido foliar (ug / mg)

Estadio ontogenético

Figura 10. Trayectoria ontogenética del contenido de HCN en el tejido foliar de las plantas de T. velutina de
Cuicatlan, La Mancha y Troncones. Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre
estadios ontogenéticos. El punto rojo indica que esos datos fueron tomados de plantas cuyas semillas,
provenientes de Cuicatlan, fueron germinadas en invernadero. Tamafos de muestra: La Mancha: 28
plantulas, 10 juveniles y 21 reproductivas; Troncones: 28, 18 y 26 respectivamente; Cuicatlan: 3,12y 30

respectivamente.
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Figura 11. Cianogénesis de T. velutina en Cuicatlan, La Mancha y Troncones por estadio ontogenético. El
asterisco indica diferencias significativas en la proporcidn de plantas cianogénicas y acianogénicas entre

poblaciones dentro del estadio ontogenético sobre el que se encuentre el asterisco.

El contenido de HCN fue significativamente distinto entre poblaciones en las
plantas juveniles (x> = 10.47, g. . =3, P = 0.01; Fig. 12a), las de Troncones tuvieron 5.8

veces mayor contenido de HCN que las de Sontecomapan. También hubo diferencias



significativas poblacionales en la concentracidon de HCN en de las plantas reproductivas (x*
=40.24, g. |. =4, P < 0.001; Fig. 12a), especificamente las plantas de Cuicatlan tuvieron 2.9
veces mayor concentracién de HCN que las de Chamela (P = 0.007) y 3.5 veces mas que las
de Sontecomapan (P = 0.003); las plantas de Troncones a su vez tuvieron 5.3 veces mas

HCN que las de Chamela y 4.4 veces mas que las de Sontecomapan (P < 0.001; Fig. 12a).
Tricomas

La densidad de tricomas foliares cambid a través de la ontogenia de las plantas (x* = 35.99,
g.l.=2, P<0.001; Fig. 13). En particular, las reproductivas tuvieron 6.6 veces mayor
densidad de tricomas que las plantulas (P =0.017) y 2.6 veces mds que las juveniles (P <
0.001). También hubo un efecto significativo de la poblacién (x> =72.1,g.1. =2, P<0.001),
las plantas de Troncones tuvieron 6.6 veces menos tricomas foliares que las de Cuicatlany
2.3 veces menos que las de La Mancha (P < 0.001), las ultimas a su vez tuvieron 2.8 veces

menor densidad de tricomas que las de Cuicatlan (P = 0.038).

La comparacion de la densidad de tricomas por estadio ontogenético entre
poblaciones no arrojo diferencias significativas en las plantulas. Pero si hubo diferencias
entre poblaciones dentro del estadio juvenil (x> = 55.93, g. I. = 3, P < 0.001; Fig. 12b),
especificamente, las plantas de Cuicatlan tuvieron 2.2 veces mayor densidad de tricomas
gue las de Sontecomapan y 6.7 veces mas que las de Troncones (P < 0.001), a su vez, las
plantas de estas ultimas dos poblaciones también tuvieron menos tricomas que las de La
Mancha (5.8 veces; P =0.011; y 1.9 veces; P < 0.001 respectivamente). Asimismo, las
plantas de Troncones tuvieron 2.9 veces menor densidad de tricomas foliares que las de
Sontecomapan (P = 0.02). También hubo diferencias significativas en las plantas
reproductivas (x*> = 79.52, g. I. = 4, P < 0.001; Fig. 12b), las plantas de Chamela tuvieron
mayor densidad de tricomas que las demas poblaciones, superando a las de Cuicatlan por
1.48 veces (P < 0.001), a las de La Mancha por 2.5 veces (P =0.022), a las de
Sontecomapan por 3.8 veces (P < 0.001) y las de Troncones por 5.7 veces (P < 0.001); la

segunda poblacién con mas tricomas foliares fue Cuicatlan, que supero a las plantas de La



Mancha por 1.7 veces, a las de Sontecomapan por 2.5 veces y a las de Troncones por 3.8

veces (P < 0.001; Fig. 12b).
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Figura 12. a) Concentracién de HCN en el tejido foliar por estadio ontogenético de T. velutina por poblacidn.
Letras distintas indican diferencias significativas entre poblaciones dentro del mismo estadio ontogenético.
Se retiraron los valores atipicos de la base de datos. b) Densidad de tricomas foliares por estadio
ontogenético. Letras distintas indican diferencias significativas entre poblaciones dentro del mismo estadio
ontogenético. c) Concentracidn de azucar en NEF de las plantas de las cinco poblaciones por estadio
ontogenético. Letras distintas indican diferencias significativas entre poblaciones dentro del mismo estadio
ontogenético. d) Grosor foliar de las plantas de Cuicatlan, La Mancha, Sontecomapan y Troncones. Letras
distintas indican diferencias significativas entre poblaciones dentro del mismo estadio ontogenético.
Tamafos de muestra: plantulas: 3 provenientes de semillas de Cuicatlan germinadas en invernadero, 30 de
La Mancha, y 30 de Troncones; juveniles: 11 de Cuicatlan, 10 de La Mancha, 22 de Sontecomapan, y 18 de
Troncones; reproductivas: 29 de Cuicatlan, 26 de Chamela, 22 de La Mancha, 29 de Sontecomapan, y 26 de

Troncones.
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Figura 13. Trayectorias ontogenéticas de la densidad de tricomas en plantas de Cuicatlan, La Manchay
Troncones. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los estadios ontogenéticos. Letras
minusculas distintas indican diferencias significativas entre poblaciones. El punto en color rojo indica que
esos datos fueron tomados de plantas cuyas semillas se colectaron en la poblacion de Cuicatlan y fueron
germinadas en invernadero. Tamafios de muestra: La Mancha: 30 plantulas, 8 juveniles y 17 reproductivos;

Troncones: 30, 19 y 28 respectivamente.

Grosor foliar

El grosor de las hojas fue significativamente diferente entre poblaciones (x> =57.29, g.|. =
1, P <0.001; Fig. 14), las plantas de Troncones fueron casi dos veces mas gruesas que las
de La Mancha. También hubo efecto del estadio ontogenético (x> =71.72,g.1.=2, P<
0.001); las hojas de las plantas reproductivas (P < 0.001) y de las juveniles (P < 0.001)
resultaron mads gruesas que las hojas de las plantulas 1.5 y 1.3 veces respectivamente (Fig.

14).

El grosor foliar de las plantulas fue significativamente distinto entre poblaciones (x2
=20.59, g.1. =1, P<0.001; Fig. 12d), las de La Mancha tuvieron hojas 1.7 veces menos
gruesas que las de Troncones. Las plantas juveniles de Troncones también fueron las mas

gruesas, tuvieron hojas 1.2 veces mas gruesas que las de Cuicatlan y 1.5 veces mas



gruesas que las de La Mancha (x> =27.21, g. |. = 2, P < 0.001; Fig. 12d). Asimismo, las hojas
de las plantas reproductivas de La Mancha fueron 1.4 veces mas delgadas que las de
Sontecomapan (x* = 35.88, g. . =3, P<0.001), 1.3 veces que las de Troncones (P < 0.001)
y 1.2 veces que las de Cuicatlan (P < 0.02); mientras que las plantas de Sontecomapan

tuvieron 1.1 veces mayor grosor foliar que las de Cuicatlan (P = 0.024; Fig. 12d).
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Figura 14. Trayectoria ontogenética del grosor foliar de las plantas de La Mancha y Troncones. Letras
mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre estadios ontogenéticos. Letras minusculas
distintas indica diferencias significativas entre poblaciones. Tamafios de muestra: La Mancha: 30 plantulas, 9

juveniles y 24 reproductivas; Troncones 30, 24 y 30 respectivamente.
Defensa indirecta
Azucar en el NEF

El aztcar contenido en el NEF fue diferente durante la ontogenia de las plantas (x*> = 19.5,
g.l.=1, P<0.001; Fig. 15). Las plantas juveniles produjeron 10.5 veces menos azlcar en el

NEF que las plantas reproductivas (fig. 15).



3 06

> —e— Cuicatlan (ab)
E 054 —o— La Mancha (a)
m 04 1 —v— Troncones (b)
Z .

o

< 0.3 1

4]

~O

N 021

o A

T 01 4

o

S

S 0.0 -

T

o

(G]

T T

Juvenile Reproductive

Estadio ontogenético

Figura 15. Trayectoria ontogenética del contenido de aztcar en NEF de las plantas de Cuicatlan, La Manchay
Troncones. Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre estadios ontogenéticos.
Letras minusculas distintas denotan diferencias significativas entre poblaciones. Tamafios de muestra:
Cuicatlan: 11 juveniles y 29 reproductivas; La Mancha: 16 juveniles y 14 reproductivas; y Troncones: 17

juveniles y 27 reproductivas.

No hubo diferencias significativas en el contenido de azlcar en el NEF entre las
plantas juveniles de Cuicatlan, La Manchay Troncones (x2=4.91, g. |. =2, P = 0.085; Fig.
12c¢). Sin embargo, en las plantas reproductivas el contenido de azucar en el NEF fue
significativamente diferente entre las poblaciones (x*> = 20.88, g. . =4, P <0.001).
Especificamente las plantas de Troncones tuvieron 4.6 veces mas azlcar en el NEF que las
plantas de Cuicatlan (P = 0.001) y ocho veces mas que las de La Mancha (P = 0.005; Fig.
12c).

Trayectorias ontogenéticas y crecimiento en el jardin comun

El estadio ontogenético mostré diferencias significativas en cuanto al area foliar
consumida (x> =4.05, g. I. = 1, P = 0.044). Especificamente, las plantas juveniles tuvieron

2.83 veces mayor area foliar consumida que las plantulas. En contraste, el porcentaje de



area foliar consumida no estuvo explicado por el estadio ontogenético, la poblacion de

origen, ni por la interaccion de ambas variables (x> = 1.79, g. I. = 2, P = 0.408; Fig. 16).
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Figura 16. Trayectoria ontogenética del area foliar consumida (izquierda) y de la proporcién del drea foliar
consumida por individuo (derecha) de acuerdo a su poblacion de origen. Letras mayusculas distintas indican
diferencias significativas entre estadios ontogenéticos. Tamafos de muestra: Cuicatlan: 11 plantulasy 21

juveniles; La Mancha: cinco plantulas y 15 juveniles; y Troncones: 8 plantulas y 17 juveniles.
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Figura 17. Trayectoria ontogenética de la densidad de tricomas foliares de las plantas del jardin comun de
acuerdo a su poblacion de origen. Letras minusculas distintas indican que hubo diferencias significativas
entre poblaciones. Tamafios de muestra: Cuicatlan: 6 plantulas y 15 juveniles; La Mancha: 0 plantulasy 11

juveniles; Troncones; 0 plantulas y 14 juveniles.



Defensa directa

Hubo efecto de la interaccion entre la poblacién de origen y el estadio ontogenético sobre
la densidad de tricomas foliares de las plantas del jardin comun (x*=27.73,9. 1. =3,P<
0.001; Fig. 17). En especifico, las plantas juveniles de Cuicatlan y de La Mancha tuvieron
respectivamente 2.7 y 4.1 veces mayor densidad de tricomas foliares que las juveniles de
Troncones (P < 0.001; Fig. 17). También hubo diferencias poblacionales (x* = 27.49, g. /. =
2, P<0.001), siendo las plantas de Troncones las que tuvieron 4.3 veces menos tricomas

por cm? que las de La Mancha y 2.8 veces menos que las de Cuicatldn (P < 0.001; Fig. 17).
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Figura 18. Trayectoria ontogenética de la concentracion de HCN en el tejido foliar de las plantas del jardin
comun por poblacién. Tamafios de muestra: Cuicatlan: 9 plantulas y 13 juveniles; La Mancha: 3 plantulas y

10 juveniles; y Troncones: 5 plantulas y 12 juveniles.

En la comparacién del contenido de HCN en el tejido foliar de las plantas del jardin
comun no hubo efecto de la poblacién de origen, el estadio ontogenético, ni la interaccién

de ambas variables (2 =0.21, g. /. = 2, P = 0.899; Fig. 18).
Defensa indirecta

No hubo suficientes individuos que llegaran al estadio ontogenético reproductivo para el

ultimo muestreo realizado en el presente estudio, por lo tanto no se incluyd la variable del



estadio ontogenético en el modelo de la comparacion del contenido de azucar en el NEF.
Para el analisis fueron retirados los datos extremos de cada poblacién. Unicamente se
encontraron diferencias significativas entre las poblaciones de origen (x> = 14.29, g. I. = 3,
P =0.002). Las plantas de Cuicatlan y de La Mancha produjeron NEF con 0.0034 y 0.00012
veces mayor contenido de azucar respectivamente que las de Troncones, las cuales no

produjeron azucar en NEF (Fig. 19).
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Figura 19. Contenido de azucar en NEF de las plantas juveniles del jardin comun. Letras distintas indican
diferencias significativas. Tamafnos de muestra: (C) Cuicatlan: n = 10; (LM) La Mancha: n =9; y (T) Troncones:

n=4,.

El andlisis del crecimiento de las plantas del jardin comun no se encontré efecto de
ninguna variable, i.e. poblacién de origen, estadio ontogenético o la interaccién de dichas
variables, sobre la altura de la planta (x> = 1.07, g. I. = 2, P = 0.58; Fig. 20). El didmetro del
tallo se vio afectado la poblacién (x> =7.59, g. I. =2, P = 0.022). Las plantas de Troncones

tuvieron tallos 1.4 veces mas delgados que las de La Mancha (P = 0.018; Fig. 20).
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Figura 20. Crecimiento de las plantas del jardin comun a través de su desarrollo de acuerdo a su poblacidn
de origen, longitud (izquierda) y diametro del tallo (derecha). Letras distintas indican diferencias
significativas entre poblaciones. Tamafios de muestra: Cuicatlan: 11 plantulas y 23 juveniles; La Mancha: 5

plantulas y 16 juveniles; y Troncones: 8 plantulas, y 18 juveniles.

Discusion

El presente estudio es el primero en comparar las trayectorias ontogenéticas de diferentes
atributos defensivos entre distintas poblaciones de una planta. Se obtuvieron los patrones
completos de los atributos defensivos de contenido de HCN y densidad de tricomas
foliares de plantas de T. velutina de Cuicatlan, La Mancha y Troncones, y del contenido de
azucar en NEF y grosor foliar para La Mancha y Troncones (Fig. 21). Hubo diferencias en
las trayectorias ontogenéticas de la defensa entre las poblaciones, tal como se ha
reportado previamente (Ochoa Lépez et al., 2015). Se encontré que en la poblacion de La
Mancha, las plantulas de T. velutina Unicamente expresaron defensa quimica (HCN; Fig.
21), mientras que la estrategia defensiva de las plantas reproductivas consistié en una
combinacion de defensas fisicas (tricomas foliares y dureza foliar), defensa bidtica (aztcar

en el NEF), pero no quimica (Fig. 21). En contraste, en las poblaciones de Cuicatlany

Troncones se observaron diferencias en la defensa quimica de las plantas reproductivas



(Fig. 12) que sugieren que el patron ontogenético defensivo de T. velutina depende de las

condiciones ambientales y del contexto comunitario con el que interactua (Fig. 21).
Variacion geogrdfica en las trayectorias ontogenéticas de la defensa de T. velutina

La trayectoria ontogenética defensiva de T. velutina no coincide con el patrén encontrado
por Barton y Koricheva (2010) para las plantas lefiosas, ya que las autoras mencionan que
las plantulas producen defensas quimicas y su expresién sigue aumentando hasta llegar a
un pico maximo siendo reproductivas, posteriormente comienza a decaer con la
senescencia de la planta. En todas las poblaciones del presente estudio las plantas de
Turnera velutina produjeron HCN, evidencia de la produccion de glucdsidos cianogénicos
como parte de la defensa quimica (Francisco y Pimienta Pinotti; 2000; Ochoa-Lépez et al.,
2015). Dicho compuesto se produjo en mayor cantidad en el tejido de las plantulas, las
plantas juveniles redujeron su produccién y la misma casi desaparecid en el estadio
reproductivo (Fig. 11). Sin embargo, esta trayectoria fue variable dentro y entre
poblaciones, ya que en todas las poblaciones hubo individuos reproductivos que
produjeron HCN (Fig. 12), algo que habia sido reportado para la especie hermana T.
ulmifolia (Schappert y Shore, 1995). En Cuicatldan y Troncones hubo mayor proporcién de
plantas reproductivas que mantuvieron su potencial cianogénico en comparacién con la
poblacion de La Mancha (Fig. 12). Esto se ve reflejado en el patrén no lineal de la
trayectoria ontogenética de la produccién de HCN de las primeras dos poblaciones, en
contraste con la reduccidn constante de este compuesto en las plantas de la poblacion de

La Mancha (Fig. 21).
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relacionados con la defensa como lo propusieron Boege y Marquis (2005), aunque los
mismos autores presentan evidencias que indican que en este estadio las plantas son
capaces de compensar por completo el dafio recibido por herbivoros. Aun asi, en
condiciones naturales la tasa de mortalidad mds alta es en este estadio (S. Ochoa-Ldpez
datos no publicados), lo que puede explicar la baja densidad de plantulas encontrados en
algunas poblaciones. Se ha propuesto que las plantulas, al tener como unica fuente de
energia la almacenada en la semilla y los cotiledones, deberia disminuir su defensa
conforme se agotan dichas reservas, hasta llegar a ser practicamente nula antes de
alcanzar una mayor talla que les permita adquirir mas recursos (Boege y Marquis, 2005).
Sin embargo, hubo plantulas en el presente estudio que no tenian cotiledones y que aun
asi produjeron HCN, lo que sugiere que obtuvieron recursos energéticos de otra fuente.
En la poblacion de Troncones la dureza de las hojas fue mayor que en La Mancha (Fig. 10),
esta caracteristica estd relacionada con tasas fotosintéticas altas que le permiten a la
planta tener recursos disponibles para la produccidon de compuestos quimicos (Yun y
Taylor, 1986; Sagers, 1992) como los glucdsidos cianogénicos. Es posible que en La
Mancha y Cuicatldn las plantulas tengan otra fuente de energia que les permite producir
los glucdsidos cianogénicos, i.e. el suelo de dichas poblaciones podria contener mayor
cantidad de nutrientes y/o de mejor calidad que el de Troncones. Por esta razon, seria

conveniente realizar estudios de la calidad del suelo en las poblaciones.

Las plantulas de La Mancha tuvieron menor proporcién de area foliar consumida
(la cual representa la proporcién de tejido perdido, en relacién con el drea fotosintética
total por hoja de cada planta) que las plantulas de Troncones. Sin embargo, no hubo
diferencias significativas en el drea foliar consumida, expresada en cm? (que es un
estimador de la cantidad de tejido vegetal que consumen los herbivoros), entre las
plantulas de La Manchay Troncones (Fig. 11), y tampoco hubo diferencias significativas en
el tamario de las hojas. Esto sugiere que debe existir algiin mecanismo que impide que el
tejido foliar que estan consumiendo los herbivoros en La Mancha tenga menor impacto

sobre las plantas que en Troncones. También es probable que las plantas de dicha



poblacién hayan expresado caracteristicas relacionadas con la tolerancia, ya que Ochoa-
Lépez et al. (2015) encontraron que en condiciones de invernadero las plantulas de T.
velutina expresaron mayor tolerancia que las juveniles y reproductivas mediante un
crecimiento compensatorio. Es necesario un estudio que ayude a corroborar si las
plantulas de La Mancha expresan alguna caracteristica asociada a la tolerancia en

condiciones naturales.

Por otro lado, las trayectorias ontogenéticas de la densidad de tricomas (Fig. 9) y la
dureza foliar (Fig. 10) coinciden con el patrén encontrado por Barton y Koricheva (2010)
para la defensa fisica de las plantas lenosas, que indica que durante el estadio juvenil
comienza a aumentar dicha defensa hasta llegar al estadio reproductivo. En un estudio
reciente, Lopez-Carretero et al. (2016) encontraron que durante la época humeda las
plantas arbustivas con baja densidad de tricomas foliares y alta dureza foliar son
preferidas por los herbivoros para su consumo. Este patrén es similar al que se encontré
en Troncones. La densidad de tricomas foliares de dicha poblacién fue la mas baja (Fig. 9).
Aunque la comunidad de herbivoros asociados a T. velutina fue diferente entre las
poblaciones (Fig. 7), no hubo diferencias significativas en el area foliar que consumieron

entre La Mancha y Troncones (Fig. 8).

Las plantas reproductivas de Troncones tuvieron mayor area foliar consumida que
las de La Mancha (Fig. 8). El analisis de agrupamiento relaciond la comunidad de
herbivoros de dicha poblacién con las de Sontecomapan, Cuicaltan y Chamela, pero si la
densidad de herbivoros es mayor en Troncones, explicaria los niveles elevados de dafio
foliar en esta localidad. Sin embargo, es indispensable medir dicha caracteristica en las
poblaciones para saber si esta correlacionada con el dafio foliar que reciben las plantas.
Llama la atencion que en Troncones se observé una alta proporcién de plantas
cianogénicas durante los estadios juvenil y reproductivo de T. velutina, con hojas mas
gruesas y con mayor produccion de azucar en el NEF que en las demas poblaciones (Figs.
10, 14 y 15). Es probable que la inversidn energética que realizan las plantas reproductivas

de Troncones como estrategia defensiva tenga un costo reproductivo, como ocurre en T.



ulmifolia, donde las poblaciones cianogénicas producen menos flores que las poblaciones
acianogénicas (Schappert y Shore, 2000). En el futuro, seria recomendable medir la
adecuacién de las plantas cianogénicas y acianogénicas para conocer si existe un costo de

mantener la expresion de la defensa quimica a lo largo de la vida de las plantas.

El estudio de la comunidad de hormigas mutualistas demostré que en todas las
poblaciones se encontrd al menos una especie de hormiga asociada al NEF y a las semillas
de T. velutina. Una de las especies asociada a ambos recursos es Camponotus planatus,
aungue tiene una relacion mas fuerte con el NEF que con el elaiosoma de las semillas
(Cuautle et al., 2005 vy sus referencias). Y también es una de las especies que se ha
clasificado como dominante en la relacion con el NEF de la comunidad de plantas en La
Mancha (Dattilo et al., 2014). Aunque en el presente estudio no se tomd en cuenta la
identidad de las hormigas en el experimento de agresividad, no se observé gran actividad
agresiva por parte de C. planatus (obs. pers.). Es probable que la forma en que se midié la
agresividad de las hormigas en el presente estudio no haya sido la mejor para medir su
conducta defensora. Es necesario conocer la identidad de las hormigas mas eficientes en
la defensa de T. velutina. Se esperaria que las hormigas asociadas a ambos recursos (i.e.,
NEF y elaiosoma) mostraran una conducta mas agresiva, al depender de dos recursos

valiosos desde el punto de vista energético.
Trayectorias ontogenéticas defensivas y crecimiento en el jardin comun

No hubo diferencias significativas en la cantidad de tejido foliar que consumieron los
herbivoros en plantulas y plantas juveniles provenientes de distintas poblaciones
establecidas en el jardin comun que se situd en La Mancha, lo que sugiere la expresién de
plasticidad fenotipica de los atributos relacionados con la palatabilidad del tejido, o la
capacidad de los herbivoros de comer las hojas de T. velutina independientemente de los
niveles de defensa de la planta. Los analisis de los distintos tipos de defensa sugieren la
segunda opcidn, pues las plantas de Troncones volvieron a presentar la densidad mas baja

de tricomas foliares (Fig. 17), lo que implica que es un caracter poco pléstico a pesar de los



cambios en las condiciones ambientales. El contenido de HCN en el tejido foliar no fue
afectado por ninguna de las variables, aunque si se observé una tendencia a que las
plantulas tuvieran mayor HCN que las plantas juveniles (Fig. 18). Sin embargo, este
resultado debe tomarse con cautela, pues el tamafio de muestra para estos andlisis fue
muy reducido (nueve plantas para Cuicatlan, tres para La Mancha y cinco para Troncones).
Es necesario aumentar el tamafo de muestra de las plantulas en el jardin comun para

conocer si la produccidn de glucdsidos cianogénicos de T. velutina es plastica o no.

Algo muy interesante fue que las plantas juveniles de Troncones no produjeron
azucar en el NEF, a diferencia de las de Cuicatlan y La Mancha (Fig. 21). Sin embargo en las
poblaciones naturales se observaron las diferencias significativas en la produccién de
azucar en las plantas reproductivas, por lo que serd interesante obtener los datos cuando

las plantas lleguen a dicho estadio ontogenético.

Se midieron caracteristicas relacionadas con el crecimiento de las plantas en el
jardin comun para saber si las condiciones ambientales afectaron su desempefio y solo se
observaron diferencias en el diametro del tallo entre Troncones y La Mancha, estas
ultimas con tallos mas anchos que las primeras, lo que tiene sentido al estar las ultimas en

su poblacién nativa.

Conclusiones

El presente estudio es el primero que aporta informacidn sobre la variacion geografica en
la comunidad de organismos mutualistas (hormigas defensoras) y antagonistas
(herbivoros), y su efecto sobre las trayectorias ontogenéticas de atributos de defensa

directa e indirecta y de herbivoria de una planta.

Este estudio también aporta evidencias sobre la no linealidad de las trayectorias
ontogenéticas de la defensa de las plantas y respecto a que las trayectorias de diferentes
atributos defensivos tienen distintos patrones, sugiriendo y apoyando la hipdtesis de la
presencia de switches ontogenéticos en la estrategia defensiva de T. velutina (Boege y

Marquis, 2005; Ochoa-Lépez, 2015).



También se hace evidente la importancia de la identidad de las especies
mutualistas y antagonistas de una planta, pues puede ayudar a comprender patrones de
la expresién de atributos defensivos en diferentes poblaciones. Sin embargo, es
indispensable tomar en cuenta la densidad de las especies interactuantes para futuros

acercamientos en el campo de las interacciones planta-herbivoro.

Finalmente, este constituye el primer estudio en estimar la plasticidad fenotipica
de las trayectorias ontogenéticas defensivas de T. velutina. Aunque no es posible afirmar
si las trayectorias ontogenéticas defensivas son pldsticas, los resultados sugieren que los
atributos de defensa fisica no lo son. Sin embargo, aunque los experimentos de jardin
comun son muy informativos para conocer la expresion e plasticidad fenotipica de
cualquier caracteristica de un organismo, es necesario trabajar con tamanos de muestra
mas grandes para poder observar claramente si hay diferencias en la expresion de los
atributos de interés. Asimismo, seria interesante tener réplicas experimentales con
plantas donde se excluya los insectos mutualistas, otras donde se excluya la comunidad de
herbivoros y un tercer tratamiento donde sean excluidos todos los organismos
interactuantes para saber si la interaccién con alguna o ambas comunidades determina la

produccién de las defensas en T. velutina.
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ANEXOS

Cuicatlan
0.24 1
0.22 1

0.20 1

0.16 -

Grosor foliar (mm)

0.14 A

0.12 A

0.10 A

0.08 T T T
Plantula Juvenil Reproductivo

Estadio ontogenético

Figura 1. Grosor foliar en las hojas de plantas juveniles y reproductivas de Cuicatlan. Letras distintas indican
diferencias significativas entre los estadios ontogenéticos. Tamafios de muestra: plantas juvenilesn =12y

reproductivas n = 30.
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Figura 2. Densidad de tricomas foliares expresada por individuos juveniles y reproductivos de
Sontecomapan. Letras distintas indican diferencias significativas entre los estadios ontogenéticos. Tamafios

de muestra: 22 juveniles y 30 reproductivos.
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