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Resumen

La herbivoria es la interaccion entre plantas y animales que resulta en el consumo de tejidos
de diversas estructuras vegetales por parte de los herbivoros. Con frecuencia, este dafio
ocasiona una reduccion en el desempefio o0 en la adecuacion de las plantas. En respuesta
a ello las plantas han evolucionado diferentes atributos para reducir o disminuir los efectos
negativos causados por los herbivoros. Estos atributos se han clasificado en tres grupos:
estrategias de escape, resistencia y tolerancia. Dentro de los mecanismos de resistencia
se encuentra la cianogénesis, que consiste en la produccion de cianuro de hidrégeno (HCN)
en las hojas de las plantas, como respuesta al dafio provocado por los herbivoros. La
variacion de la produccion de HCN puede ocurrir en funcion de la cantidad de recursos
disponibles en cada estadio ontogenético de la planta. Se sabe que Turnera velutina tiene
la capacidad de producir HCN durante los primeros estadios ontogenéticos y que ésta se
reduce durante los estadios juvenil y reproductivo, sin embargo, se desconoce el momento
exacto en el que las plantas dejan de producir HCN durante su ontogenia. El objetivo del
presente trabajo fue describir la trayectoria detallada de la cianogénesis durante el
desarrollo de Turnera velutina. Se utilizaron 10 familias maternas, provenientes de plantas
de una poblacion natural ubicada en el Morro de la Mancha, Veracruz. Se sembraron 50
semillas para obtener aproximadamente 20 plantas por familia materna. Se colectaron hojas
de cada nodo, desde la primera hoja verdadera, hasta que las plantas llegaron a su madurez
(una hoja por individuo). El potencial cianogénico de las hojas se estimé utilizando la prueba
de acido picrico con el tejido colectado mediante la cuantificacion de la concentracion
promedio de HCN de las diferentes familias maternas en cada estadio ontogenéticos. La
produccion de HCN disminuy6 de manera constante durante el desarrollo de las plantas.
Estos resultados sugieren que la cianogénesis se produce justo cuando la planta tiene los
suficientes recursos para ello (por ejemplo, en los cotiledones) y su disminucion a lo largo
del desarrollo puede ser causada por la produccion de otro tipo de defensas (fisicas o
bidticas) para protegerse de los herbivoros.

Palabras clave: herbivoria, ontogenia, recursos, defensas, cianuro de hidrégeno.



Introduccién

La herbivoria es la interaccion entre plantas y animales que resulta en el consumo
de tejidos de diversas estructuras vegetales por parte de los herbivoros (Strauss y
Zangerl, 2002). Con frecuencia, este dafio ocasiona una reduccion en el desempefio
0 en la adecuacion de las plantas (Crawler, 1983; Coley y Barone, 1996). La
seleccion de alimento de los herbivoros es muy variada, ya que se alimentan de
yemas, hojas, semillas e inclusive de fluidos como la salvia (Ramos, 2009). Los
impactos del dafio causado por los herbivoros dependen de varios factores, como
la cantidad de tejido que remueven, la temporada del afio en que es atacada la
planta, el tipo de tejido removido, los recursos disponibles y la edad o el tamafio de
la planta (Valverde et al., 2005), ademas de que la presencia e intensidad de esta

interaccion puede variar a lo largo del desarrollo de las plantas.

En respuesta a la herbivoria, las plantas han evolucionado diferentes atributos para
reducir el dafio o disminuir sus efectos negativos. Estos atributos se han clasificado
en tres grupos: estrategias de escape, resistencia y tolerancia). El escape consiste
en la expresion de caracteristicas que impiden a los fitéfagos encontrar a la planta,
por ejemplo, la fenologia foliar. EI mecanismo de tolerancia consiste en la expresion
de caracteristicas que reducen el impacto negativo del dafio foliar sobre la
adecuacion vegetal (Boege y Marquis, 2005). La resistencia (también definida como
defensa) reduce el dafio por herbivoros de una manera directa, al disminuir la
calidad alimenticia de las plantas para los herbivoros o generando defensas para

su proteccion (Strauss y Zangerl, 2002).

Dentro de los mecanismos de resistencia directa se encuentran una gran diversidad
de atributos que disminuyen el ataque de los herbivoros, los cuales se clasifican en
defensas fisicas (tricomas, grosor de la hoja, espinas, entre otros), bidticas
(atributos que promueven el patrullaje de los enemigos naturales de los herbivoros,
e.g., nectarios extraflorales, compuestos volatiles) y quimicas (metabolitos

secundarios) (Ochoa-Lopez, 2013). Las defensas quimicas en las plantas pueden



clasificarse como constitutivas (que se expresan constitutivamente) o inducidas
(expresadas en respuesta al ataque del herbivoro) (Karban, 2011; Moreira, 2016).
Los beneficios y costos de estas estrategias defensivas varian dependiendo del
contexto bidtico y abidtico de donde se encuentren las plantas (Karban, 2011). En
ambientes con menor cantidad de herbivoros, las plantas se benefician al expresar
defensas quimicas inducidas. al reducir los costos asociados a la produccion
constante de estas defensas (Zangerl, 1996). Por esta razon se dice que las
defensas inducidas han evolucionado como una estrategia de ahorro de recursos y
gue se producen solo cuando es necesario (Boege y Marquis, 2005). Otra estrategia
es el producir defensas Unicamente en los estadios ontogenéticos mas susceptibles
a la herbivoria ocasionando una variaciéon en la expresién de estas estrategias
defensivas durante el desarrollo de las plantas. La mayoria de estos cambios
pueden ser conducidos por la disponibilidad y la asignacion de recursos para las
defensas que son prioridad durante cada etapa ontogenética (Ochoa-Lopez et al.,
2015).

Barton y Koricheva (2010) reportan que los niveles de defensa quimica constitutiva
incrementan durante la primera etapa del desarrollo (plantula) en plantas lefiosas
(Fig. 1) Sin embargo, en plantas herbaceas juveniles hay una disminucion de la
defensa quimica inducida, pero un aumento en la defensa quimica constitutiva.
Finalmente, en el estadio correspondiente a la madurez, las plantas lefiosas
disminuyen la defensa quimica, mientras que en las plantas herbaceas se continda

con el incremento de la defensa quimica constitutiva y disminucion de la inducida.
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Fig. 1. Patrones ontogenéticos de las defensas quimicas constitutivas e inducidas en plantas
herbaceas y lefiosas (Barton y Koricheva, 2010)

Dentro de las defensas quimicas constitutivas se encuentran los metabolitos
secundarios, que son compuestos sintetizados por el organismo y no tienen un rol
directo con el crecimiento o reproduccién del mismo (Sepulveda et al., 2003).
Algunos ejemplos de metabolitos secundarios son las saponinas, hidroxamicos
ciclicos y los glucésidos cianogénicos. Muchos de estos metabolitos secundarios
juegan un papel esencial en la defensa, debido a que limitan o impiden a los
herbivoros de alimentarse de sus tejidos. Algunos metabolitos secundarios de las
plantas pueden ser toxicos para algunos herbivoros. Estos compuestos quimicos
son almacenados en la pared celular de tejidos que aun no tienen la rigidez que
proporciona la lignina o los silicatos, tal como en los brotes, hojas jévenes y frutos

inmaduros (Granados-Sanchez et al., 2008).



El caso de los glucodsidos cianogénicos.

La cianogénesis es una de las defensas quimicas mas estudiadas en las plantas
(Schappert y Shore, 1995) y esta presente en casi todos los grupos de plantas
vasculares. Se sabe gque especies de plantas tienen la capacidad de producir HCN
dentro de las familias Fabaceae, Rosaceae, Linaceae, Compositae y Passifloraceae
(Shore y Obrist, 1992) entre otras. Los glucésidos cianogénicos (GC) son el
producto del metabolismo secundario en la sintesis de compuestos propios de las
plantas que se componen de una aglicona tipo a-hidroxinitrilo y de glucosa
(principalmente D-glucosa) (Arrazola y Grane, 2013). Cuando hay un dafio en el
tejido de la planta (por masticacion o proceso mecanico), los GC se convierten en
acido cianhidrico (HCN) por un proceso de dos etapas (EFSA, 2007): primero los
GC son descompuestos en cianhidrinas por la enzima «-hydroxinitrilasa y en
azucares por la enzima B-glucosidasa; posteriormente las cianhidrinas forman HCN
espontaneamente o por una reaccion enzimatica catalizada por hydroxinitrilasa. El
cianuro es una toxina respiratoria que puede causar envenenamiento y actuar como
disuasivo de herbivoros (Jones,1998). Otro modo de accion de los compuestos
cianogénicos es bloquear la cadena transportadora de electrones en los herbivoros
(Gleadow y Woodrow, 2002). EI HCN también tiene efectos negativos sobre el
desarrollo y la adecuacion de los herbivoros, Ballhorn (2007) realizé un estudio en
funcién a la capacidad cianogénica de Phaseolus lunatus (haba de Lima) y los
efectos que tiene sobre el escarabajo mexicano (Epilacha varivestis Mulsant), en
donde reporta que larvas del escarabajo que se alimentaron de plantas con alta
capacidad cianogénica mostraron un lento desarrollo y un menor peso que las larvas
que se alimentaron de plantas con baja capacidad cianogénica. Ademas, también
reportan que la calidad de huevos fue menor en escarabajos que se alimentaron de

plantas con alta capacidad cianogénica.

Los individuos cianogénicos suelen mostrar una considerable gama de
concentraciones de glucésidos cianogénicos, que al parecer refleja la variacion en

su capacidad biosintética (Hughes, 1991; Woodrow y Gleadow, 2002). Se cree que



uno de los principales factores de mantenimiento de dicha variacion en la
cianogénesis en poblaciones naturales es por la cantidad de recursos disponibles y
el costo energético que conlleva (Skogsmyr y Fagerstrom, 1992). En ausencia de
herbivoros, las plantas acianogénicas tienen mayores tasas de crecimiento y aptitud
reproductiva en comparacion de las cianogénicas. También se cree que el ‘costo’
de la cianogénesis se puede moderar por factores ambientales como la
disponibilidad de agua y de nutrientes (Woodrow y Gleadow, 2002).

En Trifolium repens se ha reportado un polimorfismo discreto con individuos
cianogénicos y acianogénicos, basado en un sistema con dominancia de un alelo
gue produce los genes necesarios en la planta para la produccion de HCN (GCs y
enzimas). Este polimorfismo esta determinado por cruzas mendelianas, las plantas
con al menos un alelo dominante son cianogénicos y en contraste la cruza

homocigotica recesiva es acianogénica (Kooyers, 2013).

Muchos estudios han demostrado que las plantas cianogénicas de una misma
especie o poblacion pueden variar en la concentracion de HCN para defenderse de
los herbivoros. Algunos de estos estudios también han demostrado que la
concentracion de este compuesto puede cambiar a lo largo del desarrollo (Goodger
y Choo, 2007). Por ejemplo, Dahler et al. (1995) realizaron un estudio en algunas
especies del género Macadamia y describieron la liberacion de HCN durante su
ontogenia. Esta trayectoria se dividio en seis estadios: semilla, semilla hidratada,
cotiledon, plantula con hoja sin dilatar, plantula con hoja dilatada y suave, y por
altimo plantula con hoja endurecida. Los autores reportan que los niveles de HCN
disminuyen con la maduracion de la planta, siendo los estadios 3 y 4 los que tienen
mayor concentracién de HCN. Un estudio similar de Goodger et. al (2007), describe
la trayectoria ontogenética de la produccion de HCN y de la concentracion de
prunasina (GC) en Eucaliptus yarraensis. La trayectoria se dividié en dos cohortes,
los cuales fueron: una entre los 43 y 73 dias después de la siembra y otra entre los
94 y 338 dias. Los autores reportan que hay un incremento gradual en la

cianogénesis en la primera cohorte de plantas en los primeros dias posterior a la



siembra mientras que en la segunda se produce una disminucion constante en la
produccion de HCN. Sin embargo, este trabajo no abarca la trayectoria ontogénica
completa de Eucalyptus yarraensis, debido a que el crecimiento del arbol es lento y

hay una variacion importante en los patrones de floracion.

En otros trabajos se han utilizado de dos a tres estadios para describir la
cianogénesis durante el desarrollo de las plantas (Sorghum spp. (Simili et al., 2013);
Phaseolus lunatus L. (Ballhorn et al., 2005; Blue, 2015), por lo que, a la fecha no
existe ningun trabajo de investigacién que describa detalladamente este proceso
defensivo durante todo desarrollo de la planta.



Objetivo

Describir la trayectoria ontogenética de la cianogénesis en funcion del niamero de
hojas y la presencia de estructuras reproductivas en Turnera velutina, para

determinar el estadio en que las plantas dejan de producir el HCN.

Hipotesis

Si existen cambios en las estrategias defensivas de las plantas debido al costo que
implica su produccion (como es el caso de la cianogénesis), las plantas reduciran
estos costos optimizando el uso de recursos para otro tipo de defensas, generando

trayectorias ontogenéticas en la expresion de las mismas.



Métodos
Sistema de estudio y antecedentes.

Turnera velutina (Passifloraceae: Turneroideae) es un arbusto endémico de México
que se distribuye en los estados de Chiapas, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Oaxaca,
Tamaulipas y Veracruz. Crece en dunas costeras y en el bosque tropical caducifolio.
Esta especie era considerada como parte del complejo Turnera ulmifolia (T. ulmifolia
var. velutina) pero recientemente fue renombrada por Arbo (2005) como T. velutina.

T. velutina presenta hojas lanceoladas con margen dentado, pubescentes en ambas
superficies, con el envés mas claro y la venacion ligeramente prominente arregladas
en verticilo a lo largo de un tallo ramificado que mide de 0.6 a 2m de largo cuando
es adulta (Arbo, 2005). Las hojas poseen nectarios extraflorales (NEF), los cuales
se encuentran en ambos lados del peciolo (Elias et al., 1975). Las flores son axilares
de entre 1.5y 3 cm, de color amarillo y con pétalos que se unen en la parte inferior
formando un tubo (hipanto). Los estambres son insertos, cerca de la base del
hipanto, el ovario es supero y los estigmas son densamente fimbriados (Gama et
al., 1985) Las flores duran solo un dia. Los frutos son capsulas de 5 a 12 mm de
ancho y sus semillas son ovoide-oblongas, pardas a negras, de 2.2 a 3.5 mm de
largo y de 1 a 2 mm de ancho, y estas tienen elaisoma (Salazar-Rojas et al., 2012).
El principal herbivoro de T. velutina es la oruga Euptoieta hegesi (Lepidoptera:
Nymphalidae), que tiene actividad entre junio a agosto, aunque puede encontrarse

en todo el afio (Ochoa-Lopez, 2013)

A partir de un estudio sobre sisteméatica y evolucion del complejo T. ulmifolia en
torno a la cianogénesis y la variaciéon dentro del complejo, se ha propuesto que
existen sub especies de este complejo que son acianogénicas y otras cianogenicas
(Shore y Obrist, 1992). Turnera ulmifolia produce GC que hidroliza con la enzima 3-
glucosidasa, generando la liberacion de acido cianhidrico (HCN) cuando el tejido es
consumido por los herbivoros. T. velutina al ser una especie cercana a T. ulmifolia

dentro de este complejo, podria tener el mismo mecanismo de defensa mediante la



produccion de HCN. Villamil-Buenrostro (2012) realizé pruebas colorimétricas de
picrato de sodio y acido picrico a 101 individuos de T. velutina (17 juveniles, 28 pre-
productivos y 56 reproductivos), de los cuales todos mostraron ser acianogénicos.
Sin embargo, Ochoa-L6épez (2013) reportd una reaccion positiva en la prueba acido
picrico en T. velutina en los estadios cotileddén y plantula. Esto indica que la
cianogénesis ocurre durante los primeros estadios ontogenéticos y se inhibe
durante los estadios de juvenil y reproductivo que son acianogénicos (Ochoa-Lopez
et al., 2015). No obstante, a la fecha se desconoce el momento preciso en que las
plantas dejan de producir el HCN vy si esto es debido a los costos energéticos de
mantener la sintesis de HCN o debido a una disyuntiva en la asignacion de recursos
para la produccién de otro tipo de defensas como estrategia de la planta contra los

herbivoros.
Trabajo en invernadero y laboratorio
Germinacién de plantas.

En una poblacion nativa en la costa de Veracruz (coordenadas 19°3525”N,
96°22’49”W). Se colectaron 3846 semillas de T. velutina correspondientes a 34
familias maternas. Se retir6 el elaisoma de manera manual y las semillas se
germinaron en bandejas de germinacion utilizando un sustrato de tierra mezclada
con vermiculita en una proporcion 1:1. Posteriormente, cuando emergieron los
cotiledones, se registré la fecha y se les etiquetd. Cuando empezaron a expandir su
primera hoja, las plantas se trasplantaron a macetas de 2 litros de capacidad. A

partir de este momento, las plantas fueron regadas cada dos dias.



Disefio experimental.

Debido a una baja viabilidad de las semillas (aproximadamente el 2%), solo se

obtuvieron suficientes plantas (entre 20 a 25 individuos) de 10 familias maternas.

La cuantificacion de HCN y descripcion de su trayectoria ontogenética se realizé en
plantas con un numero secuencial de hojas. Esto es, cada planta se utilizé para
muestrear Unicamente la hoja x (donde x corresponde desde cotileddn hasta la hoja
namero 20). Desde el estadio cotileddén a la hoja nimero diez se hicieron 15
repeticiones (N= 1 o 2plantas/familia), para dar prioridad a estos estadios
cianogénicos y detectar la variacion asociada a la transicién hacia la acianogénesis.
A partir de la hoja 11 a la hoja 20, se hicieron 10 repeticiones (N= 1 planta/familia),
para confirmar que estos estadios son acianogénicos, como ha sido reportado por
Ochoa-Lo6pez et al. (2015).

Trayectoria ontogenética de la cianogénesis.

Para determinar la presencia de HCN se utilizo la prueba de acido picrico (Shore &
Obrist, 1992, modificado por Ochoa-Lopez et al., 2015), para lo cual se colecté una
hoja de cada planta, a la cual se le cortaron seis circulos de lamina foliar utilizando
una perforadora de 0.5 mm de diametro. Tres circulos fueron colectados en un tubo
Eppendorf de 1.5ml, donde se maceraron con 7uL de cloroformo. Inmediatamente
después se colocd un papel indicador, preparado previamente con una solucién
acuosa de 0.5% de acido picrico con 5% de Na2COs. Después de cerrar el tubo
Eppendorf las muestras se dejaron reposar por 24 h en la oscuridad y a temperatura
ambiente (25-27°C). Posteriormente se registro la reaccidon del papel filtro ante la
presencia de HCN, que cambia de color amarillo brillante a anaranjado o rojo
oscuro, en funcion de la cantidad de HCN. Utilizando una perforadora se corté un
circulo de 0.5 mm de diametro del papel picrato reaccionado utilizando una
perforadora y se coloc6 en un tubo con 1ml de etanol al 50%, el cual fue conservado
en oscuridad y en refrigeracion. Posteriormente los tubos Eppendorf se
centrifugaron a 130 rpm por 10 minutos, para después afiadir 200uL de cada

10



muestra en 3 pozos de una placa EIA, en la que realizaron las lecturas en un
espectrofotometro ELISA a 590 nm (BioTek®: modelo ELx808, EE.UU.)

Se realizdé una curva patrén utilizando diferentes concentraciones (5-200 um) de
cianuro de potasio (KCN), y siguiendo el mismo protocolo usado para que con las
hojas. De esta manera se obtuvieron los datos necesarios para poder transformar
las absorbancias a microgramos de HCN. Finalmente, para obtener la concentracion
de HCN en el tejido, se utilizaron los 3 discos de tejido vegetal adicionales, los
cuales fueron secados a temperatura ambiente y pesados. La concentracion se
estim6 como mg de HCN/ peso seco de los 3 discos de tejido y fue determinado por

la siguiente ecuacion:

absorbancia— 0.0368651(blanco)
0.001236 (pendiente)

HCN= <+ (peso fresco)

Analisis estadisticos.

Se aplicé un GLM (Modelo Lineal Generalizado por sus siglas en inglés: General
Lineal Model) de normalidad gamma, para evaluar si existe variacion genética en

las trayectorias ontogenéticas de la produccion de HCN.
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Resultados.

Trayectoria Ontogenética de la Cianogénesis en Turnera velutina.

Todas las plantas analizadas resultaron tener algin grado de cianogénesis. Como

era de esperarse, la concentraciéon de HCN disminuy6 drésticamente durante el

desarrollo (Fig. 1). Se encontrd que en los primeros estadios correspondientes a

cotiledén y hoja 1, la produccion de HCN es 2 a 6 veces mayor que los demas

estadios, y que a partir de la hoja 3, la produccion de HCN disminuye de manera

constante, con un minimo aumento en la produccién de HCN en las hojas 4, 8 y 19.

35 q

30 A

0 T

T T

C

1H 2H 3H 4H 54 6H 7H 8H 9H 10H 11H 12H 13H 14H 15H 16H 17H 18H 19H 20H
Estadio

Fig. 2. Trayectoria de la cianogénesis en la ontogenia de T. velutina. Se muestra la
concentracién y la variacién en la produccion de HCN durante todos sus estadios; plantula
(amarillo), juvenil (verde claro), pre-reproductivo (verde) y reproductivo (verde oscuro).
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En cuanto a la edad de la planta, los niveles de HCN aumentaron en promedio de
20.0985 mg/g a 27.6291 mg/g del dia 45 al 70, posteriormente los niveles decrecen
en el dia 112 a 8.9379 mg/g; en el dia 124 hay un ligero aumento en la produccion
de HCN 13.5909 mg/g; en los dias consecutivos decrecen los niveles de HCN

siendo el valor maximo 5.0292 mg/g y el minimo 0.4771 mg/g.

El analisis de GLM revel6 que existe variacion genética en la produccion de HCN
(X?=208.7152, P < 0.001: Fig. 3).

Familia

A10 —
A16 —
A19 —
A21—
A22 —
A23 —
A24

A26 —
A28 —
A9 —

HCN mg/g

o S 10 1S 20
Hojas

Fig. 3. Variacién genética de la cianogénesis de las diferentes familias maternas de T.
velutina
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Discusion.
Trayectoria ontogenética de la cianogénesis

Este es uno de los primeros estudios en reportar detalladamente la trayectoria
ontogenética de un atributo defensivo, desde el estadio cotiledon hasta la etapa
reproductiva. La producciéon de HCN se detectdé durante todos los estadios de
Turnera velutina, aunque fue reduciéndose gradualmente durante el desarrollo de
las plantas, hasta presentar valores, minimos en estadios pre-reproductivos y
reproductivos (Fig.2). En la especie hermana T. ulmifolia, también se ha reportado
que las plantulas presentan mayores niveles de HCN que aquellas que se
encuentran en el estadio de reproductivo (Schapert y Shore ,1995). Sin embargo,
se desconoce en qué momento la cianogénesis se deja de producir. Este patron
contrasta con los resultados de un meta-andlisis realizado por Barton y Koricheva
(2010), en el que se reporta que en general, la defensa quimica constitutiva aumenta
a lo largo del desarrollo de las plantas herbaceas. El patron reportado en este
estudio puede ser explicado por la teoria de defensa éptima, que predice que las
plantas jévenes deben de ser mas defendidas que las plantas viejas porque el
impacto de los herbivoros disminuye a con la edad de las plantas (Warner y
Cushman, 2002). Los resultados coinciden sélo parcialmente con el modelo descrito
por Boege y Marquis (2005), que predice la disminucion de las defensas durante la
transicion de cotileddn a plantula, debido al agotamiento de los recursos maternos,
seguido de un periodo de una baja produccidon de defensa y aumento de area
fotosintética. Sin embargo, este modelo predice un aumento en la defensa en el
estadio juvenil, lo cual solo se observa simultaneamente en las trayectorias
observadas para T. velutina, seguidas de un decremento sustancial al inicio de la

reproduccion.

La disminucion de este atributo quimico durante la ontogenia puede ser explicado
por el costo energético que implica producirla (Skogsmyr y Fagerstrom, 1992), pues

se ha reportado que es una defensa quimica que exige la asignacién de recursos
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(en particular de nitr6geno), y que puede representar el 15% de nitrogeno total foliar
de las plantas (Gleadow et al., 1998; Goodger et al., 2002; Goodger y Woodrow,
2002).

Probablemente la disminucion en la produccion de HCN durante la ontogenia es
una estrategia de la planta para reducir los costos asociados a esta defensa,
optimizando el uso de recursos para procesos relacionados con la madurez de la
planta o para otro tipo de defensas contra la herbivoria. T. velutina, ademas de
producir HCN, produce diversas defensas a lo largo de su ontogenia: fisicas
(tricomas) y bioticas [nectarios extraflorales (NEF) que atraen a hormigas
defensoras] (Ochoa-Lépez, 2013). Ochoa-Lopez et al. (2015) reportan una
disminucién en la defensa quimica en los primeros estadios ontogenéticos y un
aumento de defensas fisicas y bidticas en T. velutina, sugiriendo una correlacion
negativa entre las defensas quimicas y fisicas (Ballhorn et al., 2013) o la presencia
de switches ontogenéticos entre los diferentes tipos de defensa (fisica, quimica y
bidtica; Boege et al., 2007).

La disminucién del potencial cianogénico durante la ontogenia tiene un efecto
negativo, en particular para los estadios juveniles. Esto se ve reflejado en el dafio
recibido por los herbivoros, que es mayor durante estos estadios, en comparacion
con las plantulas y plantas reproductivas (Villamil et al., 2013). Este estadio parece
ser el mas vulnerable ya que ha dejado de producir HCN, y aln no presenta otro
tipo de defensas, como tricomas o nectarios extraflorales para atraer hormigas
defensoras (Ochoa-Lépez et. al., 2015).

El patron ontogenético de produccion de HCN encontrado coincide con otras
especies Macadamia spp. (Dahler et al., 1995), Eucalyptus yarraensis (Goodger et.
al., 2007) y Phaseolus lunatus L. (Ballhorn et al., 2005; Blue et al., 2015). Asimismo,
este patron ontogenético se ha reportado para otro tipo de defensas quimicas.
Goodger et al. (2013) realizaron un estudio en donde contrastan las trayectorias

ontogenéticas de fenoles y terpenos en Eucalyptus froggattii. Los autores reportan
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que los compuestos fendlicos disminuyen a lo largo de la ontogenia, mientras que
los terpenos aumentan. Los autores sugieren que estos cambios ontogénicos se
deben a la cantidad de recursos disponibles en los diferentes estadios de la planta

y proponen gue estos cambios son una estrategia defensiva contra los herbivoros.

La concentracion de HCN en T. velutina fue veinte veces mayor a la reportada para
T. ulmifolia, Shappert y Shore (2000) registran la concentracion de HCN con
respecto a la edad de la planta siendo el valor maximo 3.424 mg/g y el minimo de
0.351 mg/g, mientras que en T. velutina se encontré como valor maximo 20.09 mg/g
y el minimo de 0.72 mg/g de HCN, probablemente hay variacion en la capacidad
biosintética de GC de cada especie (Hughes, 1991; Woodrow et al., 2002), o la
cantidad de recursos disponibles es diferente (Skogsmyr y Fagerstrom 1992), o
existe una variacibn genética para este caracter (Schapert y Shore 1995). De
manera alternativa el método utilizado para la cuantificacion de HCN podria ser un
factor que explique las altas concentraciones encontradas, ya que en T. ulmifolia las
lecturas de las absorbancias en el espectrofotémetro fueron a los 504nm, mientras
gue en este trabajo las lecturas se realizaron a los 590nm. En otros trabajos se han
utilizado diferentes lecturas en el espectrofotometro, que van desde los 510nm
(Drochioiu et. al, 2008) hasta los 585nm (Dahler et al., 1995; Ballhorn et al., 2010;
Blue et al., 2014), pero no hay ningun trabajo donde reporte cual es la mejor
absorbancia para medir la concentracion de HCN. Se utiliz6 la longitud de onda de
590nm debido a que la regresion lineal realizada para la trasformacion de
absorbancia a concentracion de HCN fue la que se ajustdé mejor a los datos
obtenidos (R?=93%).

En otras especies se han reportado distintos niveles en la concentracion de HCN,
aungque no mayor a la encontrada para T. velutina, por ejemplo, Simili et al. (2013)
realizaron un estudio en cultivos hibridos de Sorghum en funcion de la
concentracion de HCH durante su trayectoria ontogenética. Los autores reportan
gue la concentracion maxima de estos hibridos es de 230.3 mg HCN/ 100g de tejido
y la minima de 5.9 mg HCN/ 1009 de tejido, ademas de que reportan que los niveles
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de HCN disminuyen con la maduracion de la planta, siendo las plantas juveniles las
mas toxicas para los animales. Goodger et al. (2007) reportan para Eucalyptus
yarraensis que la concentracion maxima de HCN es de 2.1 mg/g y la minima es de
0.001 mg/g. Los autores reportan que el GC que contiene Eucalyptus yarraensis es
prunasina y este disminuye su concentracion durante su trayectoria ontogenética,
lo cual explicaria la disminucién de este caracter defensivo durante su ontogenia y

los niveles en la concentracion de HCN en esta planta.

A la fecha no se han realizado estudios sobre los tipos y la concentracion de GC
que contiene T. velutina, los cuales podrian ser un factor para explicar lo altos
niveles de HCN que producen. Para T. ulmifolia se ha reportado que produce cuatro
tipos de GC deidaclina, tetrafilina A, tetrafilina B y vacianina (Olafsdottir et al., 1990;
Szewczyk, 2013), pero no hay un estudio sobre la efectividad de estos GC y si todos
pueden llegar a producir HCN. Seria recomendable realizar estudios sobre los tipos

de GC que contiene T. velutina y su capacidad de producir HCN.

Se encontrd variacion genética en la produccion de HCN en T. velutina (Fig. 3).
Shore y Obrist (1992) reportan para las poblaciones de T. ulmifolia var. velutina
ubicadas en Tuxtla Gutiérrez, Veracruz y Acapulco una variacion discreta en la
intensidad de la reaccién con el &cido picrico, asi como un pequefio porcentaje de
plantas acianogénicas, ademas de que ellos sugieren que existe un polimorfismo
cianogénico en T. ulmifolia var. velutina, sin embargo, en este trabajo no se encontré
ninguna planta acianogénica, lo cual refleja que T. velutina no exhibe un
polimorfismo cianogénico muy marcado. Kooyers (2014) menciona que el
polimorfismo cianogénico ocurre a nivel molecular, en donde hay una eliminacién
de genes que codifican para el citocromo P450 el cual es el responsable de la
biosintesis de glucosidos cianogénicos. Esta supresion tiene como consecuencia
una disminucién en la produccién GC y por lo tanto una menor concentracion de
HCN que pueda liberarse después del dafio por herbivoros. La variacion
ontogenética en la produccion de HCN entonces puede ser explicada por la
concentracion de GC que tiene la planta durante el desarrollo (Hughes 1991;
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Woodrow 2002) o puede ser por la cantidad de nitrogeno disponible para este tipo
de defensa.

Con este trabajo se ha caracterizado de manera detallada la cianogénesis durante
la ontogenia de T. velutina, lo cual fue sugerido por Villamil (2011) y Ochoa-L6pez
(2013), pero aun quedan algunas preguntas pendientes, como por ejemplo si los
herbivoros tienen un efecto directo en los patrones de produccion de diferentes
defensas a lo largo de la ontogenia. Seria importante en un futuro hacer un estudio
que incluya al herbivoro generalista (Euptoieta hegesi Cramer), para observar si
este aprovecha los niveles bajos de HCN en plantas juveniles para poder
alimentarse de la planta sin intoxicarse, o al haber niveles bajos de HCN este pueda
secuestrar este componente y de esta manera poder alimentarse libremente de la

planta.
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Conclusiones

Este estudio demuestra que Turnera velutina es una planta cianogénica durante
toda su ontogenia, con niveles mas bajos en los estadios pre-reproductivos y
reproductivos. Este patron se ha observado en varios grupos de plantas, por lo que
representa una estrategia comuan, probablemente para evitar los costos que la
cianogénesis implica y poder optimizar el uso de recursos para la produccion de otro

tipo de defensas o funciones relacionado con la madurez, como la reproduccion.

Finalmente, se reporta la variacion genética en la produccion de HCN en Turnera
velutina y que esto podria ser por las diferentes concentraciones de GC que tienen
las plantas o por la cantidad de recursos que se puedan destinar a esta defensa

quimica.
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