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RESUMEN

La herbivoria es una interaccion antagénica que potencialmente reduce el crecimiento y la
adecuacion de las plantas hospederas. Las posibles causas de la variacion en la herbivoria en
diferentes especies de plantas son las diferencias en la defensa quimica, calidad nutricional,
estratos del dosel y edad de las hojas. Particularmente, los trabajos en especies dioicas que
han examinado las diferencias sexuales en las interacciones bidticas, presentan una tendencia
hacia especies herbaceas de zonas templadas, por lo que la informacion generada en plantas
lefiosas de los bosques tropicales es escasa. La teoria de la asignaciéon de recursos propone
gue las diferencias intersexuales en el dafio por herbivoros estan dadas por la inversion
diferencial de los recursos a la reproduccién, crecimiento y defensa (quimica vy fisica), siendo el
sexo masculino el mas susceptible a la herbivoria. Sin embargo, los estudios disponibles
muestran resultados contrastantes. En este trabajo examiné las diferencias intersexuales en
los niveles de herbivoria del arbol dioico Spondias purpurea durante dos afios consecutivos
(2004 y 2005), considerando diferentes factores bidticos como la defensa quimica vegetal, la
calidad nutricional, la edad de las hojas, la estratificacion vertical del dosel y el tamafio de las
plantas. Se esperaba que los individuos femeninos al invertir mas recursos a la reproduccion,
presentaran una menor calidad nutricional, mayor inversién en defensa quimica y menor dafio
por folivoros que los individuos masculinos. Sin embargo, encontramos mayores porcentajes
de folivoria en los individuos femeninos de Spondias purpurea que en los masculinos. Este
patrén fue consistente durante los dos afios consecutivos de muestreo (2004 y 2005). Nuestro
resultado difiere de lo reportado en la mayor parte de los estudios que han analizado el dafio
por herbivoros en especies dioicas. La diferencia en folivoria entre sexos en Spondias
purpurea podria estar asociado a una mayor calidad nutricional (contenido de clorofila) en los
individuos femeninos. El estrato superior del dosel de los individuos de ambos sexos presentd
menores porcentajes de folivoria que el estrato medio y el inferior, mientras que las hojas
jovenes presentaron mayores niveles de herbivoria foliar que las hojas maduras. No existen
diferencias significativas entre sexos en las concentraciones de metabolitos secundarios
asociados a defensa. Sin embargo, los metabolitos secundarios y la calidad nutricional estan
asociados al mayor dafio en hojas jovenes y en estratos bajos del dosel. En general, este
estudio demuestra que la calidad nutricional es el factor determinante en la preferencia de los

folivoros que se alimentan de Spondias purpurea.



ABSTRACT

The herbivory by insects is an antagonist relationship that potentially reduces the growth
and host plant fitness. The possible causes of variation in the levels of herbivory are the
differences in the diversity of chemical plant defense, nutritional quality and leaf age.
Specifically, the effects of folivory on dioecious plants have been poorly documented in tropical
species. The resource allocation theory predicts that the costs and resource allocation of
chemical defense, nutritional quality, growth rate and plant reproduction are different between
males and females. Therefore, it is possible to expect differences in the levels of herbivory
among both sexes. However, some studies have demonstrated contradictory results. In this
study, we determined the gender related differences in the levels of folivory of a dioecious tree,
Spondias purpurea, in a tropical dry forest during two consecutive years (2004 and 2005). We
considered plant defense, nutritional quality, leaf age and three different canopy stratums as
variation factors.

We expected to find less damage and higher secondary metabolites concentrations in
the female trees. However, we found higher percentages of folivory in female trees of Spondias
purpurea in both years and this difference in foliar herbivory is associated with the nutritional
quality (chlorophyll concentration) of the leaves. Our result differs from the majority of studies
that analyze biotic interaction in dioecious species. The superior canopy strata in both sexes
presented lower levels of foliar herbivory than medium and inferior stratums. We found
significant differences in the levels of herbivory between young and mature leaves in female and
male trees. The secondary metabolites concentrations were similar between male and females
trees. However, the nutritional quality and the secondary compounds are associated with the

different levels of damage in young leaves and in the lower stratums.



I. INTRODUCCION

La herbivoria es una interaccion ecoldgica que afecta el crecimiento, el éxito
reproductivo y la capacidad fotosintética de las plantas hospederas en bosques templados y
tropicales (Karban y Strauss 1993, Rossi y Stiling 1998, Agren et al. 1999, Lehtila y Strauss
1999, Mothershead y Marquis 2000, Strauss et al. 2001, Doyle et al. 2002, Avila-Sakar et al.
2003, Bafuelos y Obeso 2004, Parra-Tabla et al. 2004). Especificamente, los insectos
folivoros son un grupo taxondémico muy diverso y son los consumidores de follaje mas
importantes en los bosques tropicales (Marquis 1984, Clark y Clark 1985, Coley y Aide 1991,
Marquis 1992, Coley y Barone 1996). El nivel de herbivoria depende de varios factores como
el 6rgano atacado, el porcentaje de dafo previo, la edad y el estado fisioldgico de la planta,
asi como las interacciones de la planta atacada con otras plantas (Coley y Barone 1996,
Hartley 2001). Especificamente, la variacion en el dafio por folivoros puede deberse a
factores como: i) la estratificacion del dosel (Lowman 1985, Dial y Roughgarden 1995, Coley y
Barone 1996); ii) la edad de las hojas (Marquis 1991, Coley y Barone 1996); iii) el vigor de la
planta (Price 1991); iv) la expresion sexual de la especie de planta (Danell et al. 1985, Jing y
Coley 1990, Krischik y Denno 1990). Ademas, en sistemas como el bosque tropical seco, la
folivoria también esta influenciada por la marcada estacionalidad entre la temporada humeda y
seca, concentrandose el dafio por folivoros en la estacion lluviosa (Murphy y Lugo 1986,
Dominguez y Dirzo 1994).

Se ha demostrado que la herbivoria tiene efectos negativos sobre la planta como: i)
aumento en la mortalidad de las plantas que son consumidas (Rausher y Feeny 1980); ii)
reduccion en la adecuacién de la planta (Boecklen y Hoffman 1993, Delph et al. 1993,
Quesada et al. 1995, Sacchi y Wise 1996, Strauss et al. 1996, Agren 1997, Ahman 1997,
Lehtila y Strauss 1997, Wolfe 1997); iii) disminucién en la biomasa de hojas, tallos o raices
(Marquis 1984). Como consecuencia, las plantas han desarrollado mecanismo que reducen la
probabilidad de un ataque de herbivoria, afectando la preferencia (antixenosis) o el
desempefio de los herbivoros (antibiosis) (Karban y Baldwin 1997, Strauss y Agrawal 1999,
Leimu y Koricheva 2006).

Por lo tanto, para poder entender el potencial impacto de los insectos folivoros sobre
sus plantas hospederas, es necesario documentar la cantidad y la variacion espacio-temporal
del consumo foliar por insectos asi como los factores asociados a esta variacion (i.e. defensa,
expresion sexual de la planta, estratificacion del dosel, edad de las hojas, el vigor de la planta)
(Marquis 1991).



1. Resistencia anti-herbivoro

La resistencia es la manera en que las plantas reducen la probabilidad de un ataque
de herbivoria, afectando la preferencia (antixenosis) o el desempefio de los herbivoros
(antibiosis) (Karban y Baldwin 1997, Strauss y Agrawal 1999, Leimu y Koricheva 2006). Es un
tipo de respuesta que las plantas han desarrollado al ataque por herbivoros para reducir la
cantidad de dafio (Weinig 2003). Las plantas han evolucionado diferentes tipos de resistencia,
tanto fisicas como quimicas, como respuesta a las presiones ejercidas por herbivoros y
patégenos (Rhoades y Cates 1976, Rhoades 1977, McKey 1979, Rhoades 1985, Harborne
1990, Coley y Barone 1996, Strauss y Agrawal 1999). Estas caracteristicas reducen la
palatabilidad de la planta mediante diversas estrategias: i) previenen el acceso a la planta (e.g.
espinas) (Myers y Bazely 1991); ii) reducen la calidad nutricional incrementando el contenido
de lignina del tejido o sintetizando metabolitos secundarios que interfieren con el consumo de
la planta por parte del insecto (Bryant et al. 1991, 1992).

Algunos de los grupos de metabolitos secundarios asociados a la resistencia contra
herbivoros son los fenoles (e.g. flavonoides, taninos, polifenoles, antocianidinas), terpenos
(e.g. lactonas, saponinas, -cucurbitacinas, compuestos cardendlicos), y compuestos
nitrogenados (e.g. alcaloides, aminoacidos no proteicos, glicésidos cianogénicos) (Rhoades
1985, Harborne 1990, Coley y Barone 1996). Estos compuestos secundarios pueden ser
téxicos (Berenbaum 1978, Rosenthal 1991, Wink y Schimmer 1999, Izhaki 2002), inductores
de desarrollo lento en los herbivoros (Bergelson et al. 1986, Harborne 1988, Bowers 1991), y
repelentes, disuasivos y reductores de la digestién (Jones y Klocke et al. 1986, Coley y Aide
1991, Felton y Duffey 1991, Rosenthal y Berenbaum 1992, Hagerman y Robbins 1993, Izhaki
2002).

Los metabolitos secundarios de las plantas pueden tener un efecto de resistencia
constitutivo o inducido sobre los herbivoros. La resistencia constitutiva se refiere a los
metabolitos secundarios que siempre estan expresados en la planta como producto de las
vias metabdlicas en diferentes procesos fisioldgicos y funcionan independientemente de que
exista 0 no dafio (Karban y Baldwin 1997). Consta principalmente de concentraciones bajas
de compuestos de peso molecular bajo tales como algunos terpenoides (Gottlied 1989) y
compuestos con nitrégeno y/o azufre (Feeny 1976, Levin 1976, Rhoades y Cates 1976, McKey
1979, Mattson 1980, Coley et al. 1985).

Actualmente se ha reconocido que las caracteristicas que ayudan a la planta a resistir
la herbivoria pueden cambiar después de un ataque por herbivoros, tales cambios son
referidos como respuestas inducidas (Karban y Baldwin 1997). La resistencia inducida se

refiere a la produccion de nuevos metabolitos secundarios como respuesta al dafio mecanico



de alguna parte de la planta o por el ataque de herbivoros y patégenos (Baldwin 1994, Karban
y Baldwin 1997, Agrawal 1999, Agrawal et al. 1999, Agrawal 2000, Hudgins et al. 2006,
McCall y Karban 2006). Los cambios quimicos inducidos pueden ser en diferentes escalas:
temporales y espaciales, algunos ocurren rapidamente y otros a largo plazo (Hartley y Lawton
1991) y la induccion puede ser sistémica o local (Simms y Vision 1995, Karban y Baldwin
1997).

2. Herbivoria en plantas dioicas

La folivoria puede afectar el crecimiento, reproduccién y capacidad fotosintética de
especies hermafroditas (Rossi y Stiling 1998, Lehtila y Strauss 1999, Mothershead y Marquis
2000, Strauss et al. 2001), asi como a especies de plantas con alguna especializacion sexual
como plantas monoicas (Quesada et al. 1995, Vallius y Salonen 2000, Avila-Sakar et al. 2003,
Parra-Tabla et al. 2004), y plantas dioicas (Houle 1999, Doyle et al. 2002, Bafiuelos y Obeso
2004). Particularmente, durante la Ultima década ha aumentado el nUmero de estudios que
sugieren que los individuos masculinos y femeninos de las plantas dioicas son afectados de
forma diferencial por la herbivoria (Alliende y Harper 1989, Jing y Coley 1990, Krischik y
Denno 1990, Agren et al. 1999, Houle 1999, Doyle et al. 2002, Bafiuelos y Obeso 2004).

Diversos autores han hecho revisiones sobre el tema y han encontrado la misma
tendencia de una mayor herbivoria en los individuos masculinos. Agren et al. (1999) analizé
35 estudios, de los cuales, el 60% indicaron mayores niveles de herbivoria en plantas
masculinas (Danell et al. 1985, 1991, Agren 1987, Polhemus 1988, Alliende y Harper 1989,
Jing y Coley 1990, Krischik y Denno 1990, Hjaltén 1992, Boecklen y Hoffman 1993, Wolfe
1997, Agren et al. 1999), Gnicamente el 17.7% de los estudios sefialaron que las plantas
femeninas presentan mayores niveles de herbivoria que los individuos masculinos (Lovett-
Doust y Lovett-Doust 1985, Oyama y Dirzo 1991), y en el 22% de los trabajos no se
encontraron diferencias entre sexos (Lovett-Doust y Lovett-Doust 1985, Strauss 1990, Hjaltén
1992, Niesenbaum 1992, Ahman 1997). Boecklen y Hoffman (1993) en una revision de 24
casos, encontraron que un 79% de los estudios analizados presentd una mayor herbivoria en
individuos masculinos. En un trabajo mas reciente, Cornelissen y Stiling (2005) realizaron un
metanalisis con 33 estudios de plantas dioicas, y encontraron la misma tendencia de mayor
abundancia y dafio por herbivoros en el sexo masculino que en el femenino.

La teoria de asignacion de recursos (Charnov 1997) propone que las plantas tienen un
namero finito de recursos que son distribuidos diferencialmente entre las funciones de
reproduccién, crecimiento y el mantenimiento (Bazzaz et al. 1987, Herms y Mattson 1992).

Segun esta teoria, las plantas femeninas de especies dioicas asignan mas recursos a la



reproduccién que los individuos masculinos (Agren 1988, Allen y Antos 1988, Garcia y Antor
1995, Marion y Houle 1996, Delph 1999, Obeso 2002, Bafiuelos y Obeso 2004), debido a que
se considera que la produccion de frutos y semillas es un proceso mas costoso que la
produccion de polen (Lloyd y Webb 1977, Obeso 1997, Agren et al. 1999, Nicotra 1999, Obeso
2002). Por lo tanto, las plantas femeninas asignan menos recursos a otras funciones como el
crecimiento y la sobrevivencia (Cipollini y Whigham 1994, Agren et al. 1999). Diversos
estudios han mostrado que este crecimiento retardado en las plantas femeninas favorece la
inversion de recursos a la defensa (Coley et al. 1985, Agren et al. 1999, Cornelissen y Stiling
2005). Estos resultados estan acorde a la hipétesis de la disponibilidad de recursos propuesta
por Coley et al. (1985), que indica que la tasa intrinseca de crecimiento determina el nivel de
defensa. Esto quiere decir que las especies de lento crecimiento tienden a invertir mas
recursos a defensa que las especies de rgpido crecimiento. Jing y Coley (1990) pusieron a
prueba esta hipétesis en especies dioicas, prediciendo que los individuos femeninos al
presentar menores tasas de crecimiento serian mejor defendidas. Otros estudios indican que
las plantas masculinas son menos defendidas y por lo tanto, mas susceptibles a la herbivoria
(Hjéaltén y Palo 1992, Zangerl y Bazzaz 1992, Agren et al. 1999, Dormann y Skarpe 2002),
sugiriendo que las diferencias sexuales en caracteristicas defensivas como la dureza de la
hoja y las concentraciones de metabolitos secundarios son consecuencias del patron
diferencial de crecimiento (Agren et al. 1999). Sin embargo, los estudios que han
documentado el crecimiento vegetativo en especies dioicas han encontrado resultados
contrastantes (Agren et al. 1999). En muchas especies dioicas, las plantas masculinas
presentan un mayor crecimiento vegetativo (Oyama 1990, Agren et al. 1999, Delph 1999), en
contraste, en otras especies los individuos femeninos crecen méas que los masculinos (Grant y
Mitton 1979, Sakai y Burris 1985, Delph y Meagher 1995, Agren et al. 1999), y finalmente,
otros estudios no encuentran ninguna diferencia entre sexos (Sakai y Sharif 1988, Alliende y
Harper 1989, Marion y Houle 1996). De tal modo, no existen patrones claros que muestren
diferencias en la calidad y cantidad de metabolitos secundarios presentes en las plantas

masculinas y femeninas debido a una asignacion diferencial de recursos.

a. Defensa quimica en plantas dioicas

Las diferencias sexuales en las caracteristicas que afectan la calidad del tejido de la
planta como alimento, pueden afectar la preferencia y el desempefio de los herbivoros en
individuos masculinos o femeninos. Estas diferencias pueden estar asociadas a la
concentracion de nutrientes y diferencias cualitativas y cuantitativas de los metabolitos

secundarios, lo cual influye en la palatabilidad a los herbivoros (Agren et al. 1999). Los



estudios disponibles sugieren que los individuos masculinos de especies dioicas contienen
mayores concentraciones de nitrbgeno y menores concentraciones de metabolitos
secundarios (Agren et al. 1999, Hendricks y Collier 2003, Cornelissen y Stiling 2005). En un
meta-analisis que examina el efecto del sexo de plantas dioicas en interacciones bidticas, no
se encontraron diferencias intersexuales en el contenido nutricional. La diferencia en la
calidad del tejido estd asociada a defensas estructurales y compuestos secundarios
(Cornelissen y Stiling 2005).

Cornelissen y Stiling (2005) encontraron mayores concentraciones de fenoles y
terpenos en los individuos femeninos de 53 especies dioicas, mientras que los individuos
masculinos a pesar de contener mayores concentraciones de algunos metabolitos
secundarios, tricomas, resinas y dureza de hojas presentaron mayores niveles de dafio por
herbivoros. La informacién del metabolismo secundario asociado a defensa en especies
dioicas proviene de datos restringidos a especies templadas, principalmente de la familia
Salicaceae (Agren et al. 1999). En el analisis de 13 especies dioicas, la concentracion de por
lo menos un metabolito secundario (principalmente fenoles, taninos y glicésidos fendlicos)
presente en las hojas, corteza o ramas, fue mayor en las plantas femeninas que en las
masculinas. Sin embargo, en 5 especies, los individuos masculinos presentaron mayores
concentraciones de algunos metabolitos secundarios. Las diferencias en la composicion
guimica entre ambos sexos de las especies dioicas puede ser consecuencia de las diferencias
en los patrones de crecimiento y de las diferencias en las presiones ejercidas por herbivoros y
paréasitos (Agren et al. 1999). De acuerdo con la hipétesis de disponibilidad de recursos
(Coley et al. 1985), la tasa intrinseca de crecimiento determina el nivel de defensa: especies
de plantas de lento crecimiento tienden a invertir relativamente menos recursos a la defensa
en comparacion con las especies de rapido crecimiento. Jing y Coley (1990) aplicaron esta
hipotesis en plantas dioicas, asumiendo que si las plantas femeninas presentaban una tasa de
crecimiento mas baja que los individuos masculinos, estarian mejor defendidas contra
herbivoros.

A pesar de que la teoria de asignacion de recursos (Charnov 1997) predice diferencias
intersexuales en la calidad y cantidad de metabolitos secundarios debido a la asignacion
diferencial de recursos, alin es poca la evidencia empirica que corrobora esta hip6tesis ya que
los estudios que han analizado estos aspectos en especies dioicas no son consistentes en sus
resultados (Agren et al. 1999). Por lo tanto, esta hipotesis no se puede generalizar en plantas

dioicas de diferentes ecosistemas.



3. Factores de variacion en los niveles de folivoriay resistencia en plantas

a. Variacién temporal de herbivoria y patrones de herbivoria en bosques tropicales secos

Los bosques tropicales estacionales ocupan el 42% de la superficie tropical mundial
(Murphy y Lugo 1986). Este ecosistema se caracteriza por tener un patron de lluvias
marcadamente estacional (mas de 4 meses secos al afio), una temperatura media anual
mayor a 22°C y un cociente de precipitacion P/T (precipitacion anual —temperatura media
anual) de alrededor de 30 (Murphy y Lugo 1986). Debido a la estacionalidad, la folivoria se
concentra en la época lluviosa, ya que la mayor parte de la flora presente en estos bosques es
caducifolia (Coley y Barone 1996) y estos bosques tropicales estacionales también tienen
vegetacion riparia a lo largo de cafiadas con cruces de agua (Dominguez y Dirzo 1994). Los
patrones de forrajeo temporales y espaciales por parte de los herbivoros han ocupado un gran
interés desde hace varias décadas (e.g. Coley 1983). Particularmente, Filip et al. (1995)
encontraron diferencias interanuales e interespecificas en los niveles de folivoria en 7
especies de arboles de 17 especies analizadas, en un bosque tropical caducifolio, medidos
durante 3 afios consecutivos. Igualmente, en insectos inductores de agallas (11A), Cuevas et
al. (2006) evaluaron los patrones temporales y espaciales de la abundancia y cantidad de
dafio foliar causado por IlIA en habitats caducifolios y riparios en un bosque tropical seco de
México. La abundancia y la cantidad de dafio foliar por IIA fue mayor en habitats caducifolios
gue en riparios durante la estacién hiumeda. Estos resultados indican que plantas de habitats
riparios presentan dos picos de produccion masiva de hojas, y los IIA colonizan las hojas
producidas en el primer pico al inicio de la estacion himeda y se acumulan o recolonizan las
hojas producidas en el segundo pico al inicio de la estacién seca. Oftro factor importante que
afecta temporalmente los patrones de herbivoria es el cambio en la calidad nutricional de las
hojas asociado a la ontogenia de las mismas, lo que produce diferencias en las tasas y
porcentajes de consumo de area foliar dentro y entre temporadas (Janzen y Waterman 1984,
Filip et al. 1995). Por lo tanto, en los bosques tropicales estacionales existen variaciones
temporales en el dafio por diferentes gremios de herbivoros debido a la estacionalidad entre la
estacion lluviosa y seca (Filip et al. 1995, Cuevas-Reyes et al. 2006), y a la considerable
variacion climatica entre afios (Bullock 1986, 1988), que puede afectar los patrones de
fenologia foliar y por lo tanto, la disponibilidad y abundancia de hojas para los diferentes

herbivoros (Janzen 1981, Bullock y Solis-Magallanes 1990).



b. Estratos del dosel

La estratificacion del dosel es uno de los factores que se han relacionado con las
diferencias en los niveles de folivoria y resistencia a la herbivoria de arboles tropicales ya que
representa para los herbivoros una gran diversidad de microambientes potenciales que
pueden colonizar y afectar sus preferencias alimenticias (Kursar y Coley 2003). EIl patrén
general muestra que las hojas expuestas al sol sufren un menor dafio que las hojas de
estratos mas bajos (Lowman 1985). Los factores propuestos para explicar las diferencias en
herbivoria entre los estratos del dosel son: la calidad foliar, el microclima y la depredacion.
Estos factores no son mutuamente excluyentes y su importancia puede variar con el tamafio y
gremio de herbivoros (Coley y Barone 1996).

Se ha argumentado que la calidad nutricional es mayor en el estrato mas bajo que en
el superior, donde la irradiacion puede madificar las propiedades fisicas y quimicas de las
hojas (Lowman 1985, 1992), siendo mas pequefas, gruesas y con mayores concentraciones
de metabolitos secundarios como fenoles (Lowman 1985, Lowman y Box 1983, Givnish 1988).
Estas diferencias afectan directamente la densidad de herbivoros y la composicion de la
comunidad de especies entre estratos (Le Corff y Marquis 1999). Por lo general, el estrato
superior del dosel tiene un microclima mas caliente y seco que afecta severamente a los
insectos herbivoros (Lowman 1985, Le Corff y Marquis 1999). Ademas, la depredacién de
herbivoros, principalmente por pdjaros y hormigas puede ser mas intensa y tener un efecto
negativo en la sobrevivencia de los folivoros en el estrato superior (Dalhsten et al. 1990, Dial y
Roughgarden 1995, Le Corff y Marquis 1999). Otros autores han argumentado que las
diferencias en la densidad de herbivoros entre estratos, no se deben a la defensa quimica,
sino a la calidad nutricional, ya que el dafio en el dosel se concentra en el follaje joven, que es

mAas rico en nitrégeno y agua (Basset 1991).

c. Edad de la hoja

La edad de la hoja es otro factor que determina las diferencias en la resistencia a la
herbivoria y los niveles de folivoria en plantas de bosques templados y tropicales (Coley 1983,
Coley y Barone 1996). Algunos factores que varian con la edad de las hojas y que por lo tanto
afectan diferencialmente la tasa de dafio por herbivoros son la calidad nutricional de la hoja
(Boecklen y Hoffman 1993, Stamp y Casey 1993, Parker 1995) y la diversidad y concentracion
de los metabolitos secundarios asociados a la defensa contra herbivoros (Coley 1983, 1986,
Agren 1987, Jing y Coley 1990, Coley y Barone 1996).



El patrén general de herbivoria muestra mayores niveles de dafio en hojas jovenes
gue en hojas maduras por diferentes gremios de herbivoros (Coley 1983, Coley y Aide 1991,
Steinbauer et al. 1998, Karban y Thaler 1999, Cornelissen y Fernandes 2001). Sin embargo, a
pesar de que este patron ha sido muy documentado, los factores involucrados son poco
conocidos (Kursar y Coley 2003). En el caso particular de los bosques tropicales secos, las
diferencias en los niveles de herbivoria asociadas a la ontogenia foliar (Coley y Barone 1996),
se le han atribuido a la alta calidad nutricional (e.g. contenido de agua y nitrégeno) (Coley y
Aide 1991, Coley y Barone 1996), al alto contenido de metabolitos secundarios de bajo peso
molecular (Coley y Barone 1996), y a la poca dureza foliar que son atributos de hojas jévenes
(e.g. defensa fisica) (Coley 1983, Aide y Zimmerman 1990).

Los cambios del metabolismo secundario asociados a la defensa durante el
crecimiento foliar son muy dindmicos y aumentan exponencialmente durante el desarrollo
foliar y decaen conforme la hoja madura (Kursar y Coley 2003). Se ha demostrado que para
las hojas en expansion es mas ventajoso invertir sus recursos en compuestos de bajo peso
molecular como fenoles (Coley 1983, Choong 1996, Read et al. 2003), terpenos (Crankshaw y
Langenheim 1981, Hall y Langenheim 1986, Mihaliak y Lincoln 1989), alcaloides (van Dam et
al. 1995, 1996) y glucosidos cianogénicos (Lamont 1993, Gleadow y Woodrow 2000) mientras
gue las hojas maduras contienen mayores concentraciones de taninos condensados y
carbohidratos no estructurales (Waltz 1984, Coley y Barone 1996, Kursar y Coley 2003).

Coleman (1986) sugiere que algunas caracteristicas nutricionales de las plantas
cambian con la edad de la hoja: i) el contenido de nitrégeno foliar es mayor en las hojas
jovenes (3-7%) (Coley y Aide 1991) y comienza a declinar gradualmente durante el curso del
crecimiento foliar hasta la senescencia (Mattson 1980), ii) el contenido de agua es menor en
las hojas maduras (Coley y Aide 1991), iii) en muchas especies de plantas, las hojas jovenes
presentan mayores tasas de fotosintesis que las hojas maduras (Bauer y Bauer 1980,
Hutchison et al. 1990, Karban y Thaler 1999). Los elementos nutricionales son esenciales
para el crecimiento de las hojas, principalmente en especies de rapida expansion foliar, como
muchas especies de los bosques tropicales secos (Coley y Barone 1996). Debido a los costos
del crecimiento (Kursar y Coley 2003) y del metabolismo secundario (i.e. biosintesis,
transporte y almacenaje de compuestos secundarios) (Herms y Mattson 1992), se ha
propuesto que las hojas jovenes son menos defendidas quimicamente (Kursar y Coley 2003) y
por lo tanto, sufren de mayores tasas de herbivoria que las hojas maduras (Coley y Barone
1996, Kursar y Coley 2003);



d. Vigor de la planta

Schoonhoven et al. (1998) proponen que las plantas pueden ser consideradas como
recursos suboptimos para los herbivoros debido al bajo valor nutricional y a las altas
concentraciones de compuestos de defensa que en general presentan las plantas. La
preferencia de los herbivoros sobre la calidad del recurso que representan las plantas es un
continuo debido a que existen herbivoros que prefieren plantas estresadas por que
representan un recurso quimicamente mas susceptible para ser atacados (White 1984,
Mattson y Haack 1987), mientras que otros herbivoros prefieren plantas mas vigorosas por
gue son un recurso que ofrece una mayor calidad nutricional (Price 1991). La hipétesis del
vigor de la planta (Price 1991) propone que la interaccion planta-herbivoro es asimétrica, es
decir, los herbivoros prefieren o se desempefian mejor en modulos de la planta, individuos o
especies mas vigorosas (i.e. de mayor tamafio o de mayor tasa de crecimiento) debido a que
los individuos mas vigorosos tienen mayores concentraciones de nutrientes y menores
concentraciones de compuestos de defensa que los menos vigorosos (Price 1991, Inbar et al.
2001). Diversos estudios han corroborado esta hipotesis en diferentes sistemas (Fritz et al.
1987, du Toit et al. 1990, Danell et al. 1991, Prado y Vieira 1999, Bergstrom et al. 2000, Invar
et al. 2001, De Bruyn et al. 2002). En afidos Pemphigus se ha observado que los sitios de
colonizacion elegidos estan relacionados con el tamafio de la hoja y su localizaciéon dentro del
dosel (Karban y Agrawal 2002). Las hojas mas grandes incrementan el peso de las madres y
la progenie, el nimero de progenie, la tasa de desarrollo y la fecundidad (Whitham 1978). El
area foliar, el alargamiento de ramas y el tamafio del individuo son un buen estimador del
crecimiento vegetativo y por lo tanto del vigor de la planta (Niesenbaum 1992).
Consecuentemente, el vigor de la planta es un factor muy importante que potencialmente
puede afectar la incidencia y los niveles de herbivoria por diferentes gremios de herbivoros
(Freitas et al. 1999, Faria y Fernandes 2001, Stastny et al. 2005).

e. Calidad nutricional

El desempefio y la fecundidad de los insectos herbivoros estan influenciados por
diversos factores asociados a la calidad nutricional de la planta huésped, como el contenido
de compuestos secundarios, de elementos nutricionales, caracteristicas fisicas y el género de
la planta (Price et al. 1980, Scriber y Slanski 1981, Haukioja et al. 1985, Krischik y Denno
1990, De Bruyn et al. 2002, Fritz et al. 2003, Hendricks y Collier 2003). EIl contenido de los
elementos nutricionales (e.g. carbono, nitrdgeno y agua) en la plantas es una caracteristica

vital en los procesos metabdlicos de los herbivoros (Mattson 1980), ya que son factores



limitantes para el desarrollo de los insectos (Cooke et al. 1984, Finke 1988) y tiene
consecuencias en los niveles de herbivoria (Moran y Hamilton 1980). Diversos trabajos han
documentado que un bajo contenido de nitrégeno y agua foliar (Scriber y Slansky 1981,
Haukioja et al. 1985, Wold y Marquis 1997, De Bruyn et al. 2002), estan asociados a una baja
fecundidad o desempefio de los herbivoros (Stamp y Casey 1993, Larcher 1995, Wold y
Marquis 1997, Berner et al. 2005). La calidad nutricional de la hoja influye las tasas de
crecimiento de los insectos (Finke 1988), ya que varia entre especies y entre edades de las
hojas (Coley y Aide 1991, Coley y Barone 1996, Kursar y Coley 2003).

A pesar de que existe una gran cantidad de estudios que eval(an la dindmica entre las
plantas y sus herbivoros, los mecanismos por los cuales surgen estos patrones han sido poco
estudiados. Ademas, el numero de trabajos en especies dioicas que han sido examinadas por
diferencias sexuales en las interacciones bidticas es aun limitado en plantas lefiosas de los
bosques tropicales.

Bajo este contexto, en esta tesis examiné las posibles diferencias intersexuales en los
niveles de herbivoria del arbol dioico Spondias purpurea considerando diferentes factores
biéticos como la defensa quimica vegetal, la calidad nutricional, la edad de las hojas, la

estratificacion vertical del dosel y el tamafio de las plantas



II. HIPOTESIS

a. La herbivoria es diferencial entre individuos femeninos y masculinos debido a que los
recursos asignados a la produccion de flores, frutos y semillas en plantas femeninas es
considerada como un proceso mas costoso que la produccion de polen. Por lo tanto, se
espera que si los individuos femeninos invierten mas recursos a la reproduccion, presenten
una menor calidad nutricional, mayor inversion en defensa quimica y menor dafio por folivoros

gue los individuos masculinos.

b. Se espera que las hojas jévenes tengan mayores niveles de herbivoria, mayor calidad
nutricional y menores concentraciones de compuestos secundarios que las hojas maduras

debido a los cambios en los procesos fisiolégicos asociados al desarrollo foliar.

c. Las diferencias en la calidad foliar, microclima local y nivel de depredacion entre los
estratos del dosel, sugieren diferencias en el nivel de folivoria. Por lo tanto, las hojas del dosel
superior al presentar menor calidad nutricional y mayores concentraciones de metabolitos

secundarios, presentaran menores niveles de folivoria que las hojas de estratos mas bajos.

d. La hipétesis del vigor de la planta predice una preferencia de los herbivoros por los
individuos mas vigorosos debido a una mayor calidad nutricional y menores concentraciones
de compuestos de defensa. Por lo que se espera que los individuos mas vigorosos presenten
mayores niveles de folivoria, mayores concentraciones de nutrientes y menores

concentraciones de compuestos secundarios asociados a defensa.



[ll. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Determinar el patron de herbivoria foliar de individuos masculinos y femeninos de
Spondias purpurea de distinto vigor, asi como la importancia de la defensa quimica y calidad
nutricional en los niveles de herbivoria encontrados en hojas de distintas edades y estratos del

dosel.

2. Objetivos particulares

a. Demostrar si existen diferencias en la intensidad de la herbivoria foliar entre individuos
femeninos y masculinos, y la relacion de la folivoria con la defensa quimica y calidad

nutricional en ambos sexos de Spondias purpurea.

b. Establecer si existen diferencias en la intensidad de la herbivoria foliar entre hojas jovenes
y maduras de individuos masculinos y femeninos de Spondias purpurea, y determinar si estas
diferencias estan relacionadas con la calidad nutricional y metabolitos secundarios asociados

a defensa.

c. Determinar si existen diferencias en la intensidad de la herbivoria foliar en los distintos
estratos del dosel de individuos masculinos y femeninos de Spondias purpurea y determinar si

estos niveles estén relacionados con la calidad nutricional y defensa quimica.

d. Demostrar si existen preferencia por lo individuos mas vigorosos y determinar la posible
relacion de esta preferencia con las concentraciones de elementos nutricionales y metabolitos

secundarios.



IV. METODOS GENERALES

1. Especie de estudio

a. Distribucion

Spondias purpurea L. (Anacardiaceae) se distribuye desde la parte tropical de México,
hasta Pert y Brasil (Pennington y Sarukhan 1998, Macia y Barfod 2000). Se establece
principalmente en bosques tropicales caducifolios o semicaducifolios de México y en sistemas
perturbados (Barfod 1987). En el bosque tropical caducifolio de Chamela, Jalisco, las
poblaciones de S. purpurea se ubican principalmente en laderas y cimas donde domina el
bosque tropical caducifolio y es menos comin en el bosque tropical subperennifolio
(Mandujano et al. 1994). No es una especie muy abundante en Chamela, comparada con

otras especies de plantas presentes (Lott et al. 1987).

b. Uso tradicional

Los nombres comunes de Spondias purpurea son ciruelo y ciruela colorada
(Mandujano 2002). El uso de sus frutos se remonta a las culturas prehispanicas (De Acosta
1985, Benitez 1986). En épocas recientes, la demanda por los frutos se ha incrementado para
su consumo en fresco y procesado, para elaborar jaleas y bebidas (Cuevas 1994) para lo cual,
S. purpurea es cultivada en los trépicos y subtrdpicos de México (Avitia-Garcia 1997). La
mayoria de los &rboles son encontrados en cercas vivas y jardines (Cuevas 1994). Son
propagados vegetativamente a través de cortes de ramas (Morton 1987). Hoy en dia, la
ciruela mexicana es una especie considerada por la Comisién Nacional para el Conocimiento
y Uso de la Biodiversidad (CONABIO) para utilizarse en la reforestacion de tierras degradadas
(Avitia 1996).

c. Expresion sexual y desarrollo reproductivo de Spondias purpurea

Esta especie presenta variacion latitudinal en su sistema reproductivo en Mesoamérica
(Bullock 1992, Pennington y Sarukhan 1998). Una revision de las descripciones taxonémicas
de esta especie indica que las plantas en el sur de Mesoamérica son monoicas mientras que
las del limite norte son dioicas, como las poblaciones del bosque tropical caducifolio mexicano
(Rzedowski 1978). Las flores son rojas, sésiles y dimérficas (Bullock 1992). Esta especie

florece y madura sus frutos durante la estacién seca (enero-mayo) cuando no posee hojas



(Bullock y Solis-Magallanes 1990, Bullock 1992). Spondias purpurea es polinizada por abejas
y avispas pequefias (Bullock 1994).

d. Contenido nutricional de Spondias purpurea

Las ramas de los arboles femeninos tienen mayor concentracion de carbohidratos no-
estructurales que las ramas de los arboles masculinos al inicio de la época seca (Bullock
1992). Las hojas jévenes son suaves y poco lignificadas, mientras que las hojas maduras son
mas duras, lignificadas y con presencia de carbohidratos estructurales (De Pinto et al. 2000).
S. purpurea produce una goma que estd compuesta por los polisacéridos galactosa,

arabinosa, xilosa, ramnosa y acido glucurénico (De Pinto et al. 2000).

e. Gremios de herbivoros asociados a Spondias purpurea

Estan reportados dos tipos de herbivoros que consumen distintas partes vegetativas
de Spondias purpurea: i) barrenadores de troncos y ramas, tal es el caso de las hembras del
escarabajo Oncideres albomarginata chamela que al inicio de la época seca cortan ramas de
S. purpurea para ovipositar (Mandujano 2002, Uribe-MU y Quesada 2006), modificando la
arquitectura de los arboles notablemente; ii) durante la época de lluvias las hojas de los
arboles adultos sufren un ataque por distintos herbivoros: folivoros como Rothschildia cinta
(Lepidoptera: Saturniidae) (Bullock 1992), y cortadores de hojas como Atta cephalotes
(Rockwood 1973). Ademas, venados y pecaries consumen las hojas de S. purpurea en menor

porcentaje (Mandujano 2002).

f. Metabolismo secundario de Spondias purpurea

Veinticinco de los 76 géneros de la familia Anacardiaceae estan reportados como
téxicos (Mitchell 1990). Algunas especies se caracterizan por producir resinas en conductos
resinosos esquizégenos o lisigenos que producen alergias al tacto (Montiel 1991). Otras
especies producen latex en la corteza y floema. La fitoquimica de esta familia incluye la
produccion de 5-desoxiflavonoides y biflavonoides, acumulan quebrachitol y cominmente
taninos, proantocianinas y acido galico, y rara vez se ha detectado acido elagico, saponinas y
sustancias cianogénicas (Montiel 1991). Los compuestos tOxicos mas comunes en esta
familia son los fenoles: urushiol, cardol, heptadecilresorcinol, cardanol, haptadecadienilfenol y
acidos anacérdicos (Aguilar-Ortigoza et al. 2003). Estos fenoles restringen el crecimiento de

hongos como Alternaria sp. (Cojocaru et al. 1986, Harborne 1999), Fusarium sp. y Helmin



thosporium (Rivero-Cruz et al. 1997). Ademas, Corthout et al. (1992) describié actividad
antiviral de estos compuestos en el género Spondias. Spondias purpurea se caracteriza por la
ausencia de biflavonoides téxicos, resorcinoles y catecoles (Aguilar-Ortigoza et al. 2003) y la
presencia de taninos, alquilfenoles y resinas que estan asociados a funciones de reduccion de
la digestibilidad de insectos (Howard 1988, Bryant et al. 1991, 1992, De Pinto et al. 2000,
Aguilar-Ortigoza et al. 2003).

2. Area de estudio

La Estacion bioldégica de Chamela, situada dentro de la Reserva de la Biosfera
Chamela-Cuixmala, en la Costa Pacifico mexicana en el estado de Jalisco, entre el rio San
Nicolas al norte y el rio Cuixmala al sur (Bullock 1988) en la zona intertropical del hemisferio
norte (19°29'N de latitud y 105°03'W de longitud) dentro del municipio de la Huerta (Bullock
1986, Bullock y Solis-Magallanes 1990). La reserva comprende 13,000 hectareas
principalmente de bosque tropical caducifolio o selva baja caducifolia (Bullock 1986) con areas
pequefias de bosque tropical subperennifolio y de vegetacion secundaria. La precipitacion es
marcadamente estacional, concentrandose en los meses de Junio a Octubre (Garcia-Oliva et
al. 1991). En esta region se encuentran las poblaciones dioicas de Spondias purpurea.
Actualmente se tienen marcados y sexados mas de 100 individuos cuya expresion sexual se
ha monitoredo durante los Ultimos ocho afios. Se ha dado seguimiento a la expresion sexual
para descartar hermafroditismo secuencial (Charnov 1982) en las poblaciones de S. purpurea

de la Reserva de la Biosfera Chamela-Cuixmala.



V. DISENO EXPERIMENTAL

1. Patron de herbivoria

a. Colecta de hojas para determinar diferencias en la intensidad de la herbivoria foliar en las
hojas jovenes y maduras de distintos estratos del dosel en individuos femeninos y masculinos

de Spondias purpurea de distintos tamafios.

Durante dos afios consecutivos (2004 y 2005) y al final de la época de lluvias, se
muestrearon 30 individuos de S. purpurea (15 femeninos, 15 masculinos) en el 2004 y 40
individuos en el 2005 (20 femeninos, 20 masculinos). Los individuos muestreados son
distintos entre afios. Se le midi6 a cada individuo el diametro a la altura del pecho, como
estimacion del tamafio. Para determinar el porcentaje de herbivoria foliar en los distintos
estratos del dosel en individuos femeninos y masculinos, en cada individuo se realizé un
muestreo sistematico en los tres estratos del dosel: basal, medio y superior. En cada estrato,
se colectaron aleatoriamente 4 ramas secundarias, de las cuales se eligieron al azar 60 hojas
de distintas edades por estrato (5400 hojas en el 2004 y 7200 hojas en el 2005) en las que se
determind el porcentaje de folivoria. Para determinar si existia alguna preferencia de los
herbivoros por hojas jévenes o maduras de S. purpurea, se muestreo en las mismas 4 ramas
secundarias elegidas por estrato. Cada rama se dividié en dos categorias de edad, la primera
categoria se consider6 de hojas jovenes a partir del apice de la rama la mitad de la mismay la
segunda categoria de hojas maduras se consideré a partir de la mitad de la rama hasta la
regiéon basal de la rama (3600 hojas en el 2004 y 4800 en el 2005). Las hojas colectadas para
esta seccidon son una submuestra de la colecta para determinar diferencias en la intensidad de
la herbivoria foliar entre individuos femeninos y masculinos. Se tomé una fotografia digital de
cada hoja y se estimd el area foliar total y el area removida por folivoros utilizando el
“software” Sigma Scan Pro 5 (Systat: SPSS 1999).

b. Colecta de hojas para determinar diferencias en la calidad nutricional y defensa quimica en
las hojas jovenes y maduras de distintos estratos del dosel en individuos femeninos y

masculinos de Spondias purpurea de distintos tamafios.

Durante dos afios consecutivos (2004 y 2005) y al final de la época de lluvias, se
muestrearon 30 individuos de S. purpurea (15 femeninos, 15 masculinos) en el 2004 y 40
individuos en el 2005 (20 femeninos, 20 masculinos). Los individuos muestreados son

distintos entre afios. Se le midi6 a cada individuo el didametro a la altura del pecho, como



estimacion del tamafio. Para determinar la calidad nutricional y la defensa quimica en los
distintos estratos del dosel en individuos femeninos y masculinos, en cada individuo se realizo
un muestreo sistematico en los tres estratos del dosel: basal, medio y superior. En cada
estrato, se colectaron aleatoriamente 4 ramas secundarias. Cada rama se dividié en dos
categorias de edad, la primera categoria se consider6 de hojas jovenes a partir del apice de la
rama la mitad de la misma y la segunda categoria de hojas maduras se consider6 a partir de
la mitad de la rama hasta la regién basal de la rama. Se determiné el porcentaje de folivoria
(900 hojas en el 2004 y 1200 en el 2005). Las hojas colectadas se almacenaron en nitrégeno
liquido para analizar la calidad nutricional (contenido de agua, clorofila y carbohidratos no
estructurales) y defensa quimica (fenoles totales, flavonoides totales y taninos: taninos totales,
galotaninos, elagitaninos, taninos hidrolizables, proantocianidinas). Para las muestras

colectadas en el 2004 solo se analiz6 carbohidratos no estructurales y taninos hidrolizables.

2. Analisis estadisticos

a. Folivoria diferencial entre individuos femeninos y masculinos de Spondias purpurea

Para determinar las diferencias en los niveles de herbivoria foliar se realiz6 un
andlisis de varianza de tres vias (ANOVA tres vias) donde el sexo, estratos del dosel y
edad de las hojas se consideraron como variables independientes y el nivel de folivoria
como variable de respuesta. El DAP fue utilizado como covariable. Se utilizaron los datos
transformados, obteniendo el arcoseno de la raiz cuadrada.

Las diferencias en los niveles de folivoria entre afios se evalué aplicando un analisis
de varianza de dos vias (ANOVA dos vias) donde las variables independientes fueron el
sexo y el afio y la intensidad de herbivoria fue la variable de respuesta. Se utilizaron los
datos transformados, obteniendo el arcoseno de la raiz cuadrada.

Para determinar si existia alguna relacion entre el area foliar total y el area
consumida por herbivoria se realizé un analisis de regresion lineal utilizando los valores por

individuo.

b. Determinacion de la calidad quimica de hojas de individuos de Spondias purpurea

Para determinar las diferencias en las concentraciones de los compuestos
secundarios asociados a defensa y los elementos nutricionales entre sexos, estratos del
dosel y edad de las hojas, se realizé tres tipos de analisis estadisticos: a) un andlisis de

componentes principales; b) un andlisis de varianza multivariado (MANOVA); c) analisis de



varianza de tres vias (ANOVA tres vias) donde el sexo, estratos del dosel y edad de las
hojas se consideraron como variables independientes y las concentraciones de los
compuestos como variables de respuesta. ElI DAP fue utilizado como covariable. Se

utilizaron los datos transformados, obteniendo el arcoseno de la raiz cuadrada.

c. Variacion temporal de taninos hidrolizables y carbohidratos no estructurales en hojas de

individuos de Spondias purpurea

Para evaluar la variacion temporal en las concentraciones de taninos hidrolizables y
de carbohidratos no estructurales se realizdé un analisis de medidas repetidas de una via,
donde el afio se consider6 como variable independiente y las concentraciones de los
compuestos como variables de respuesta. Se utilizaron los datos transformados,

obteniendo el arcoseno de la raiz cuadrada.

3. Cuantificacién de los metabolitos secundarios asociados a defensa

El analisis de la defensa quimica se realizo en las muestras colectadas en el 2005, y
en las muestras colectadas en el 2004 solo se cuantificaron los taninos hidrolizables y
carbohidratos no estructurales. En esta seccidon solamente se mencionan las técnicas

utilizadas y en el APENDICE (pagina 26) hay una descripcion detallada de los métodos.

a. Método de cuantificacion de fenoles totales

Se realizé6 la extraccion con etanol al 80% y se cuantifico con un método modificado de

Folin y Cicalteau (Waterman y Mole 1994).

b. Método de difusion radial de taninos

Se utilizd una modificacion de este método, que permite cuantificar taninos totales a
partir de su capacidad para precipitar proteinas como medida de su actividad biolégica. Se
evalué con albimina de suero de bovino y las muestras se extrajeron con nitrégeno liquido y

acetona acuosa al 70% (Hagerman 1987).



c. Método de cuantificacion de galotaninos: determinacién con rodanina

Es un método basado en la reaccion del grupo funcional del acido gélico con la
rodanina. Se utilizé una modificaciéon del método desarrollado por Inoue y Hagerman (1988).
Las muestras son hidrolizadas con acido sulfdrico para liberar el 4cido gélico presente en la

planta en forma de éster.
d. Método para la cuantificacion de proantocianidinas (pas)

Se utiliz6 una modificacion del método de &cido/butanol para cuantificar taninos
condensados. Este método emplea polivinilpirrolidina para evitar la interferencia de la clorofila

en la absorbancia de las muestras (Watterson y Butler 1983).

e. Método de cuantificacion de taninos hidrolizables (galotaninos y elagitaninos) después de la

reaccion con iodato de potasio

Este método convierte los taninos hidrolizables a metil galato via metandlisis.
Posteriormente el metil galato reacciona con el ioduro de potasio y forma una croméforo
(Hartzfeld et al. 2002).

f. Método de cuantificacion de flavonoides totales

Se realiz6 la extraccion con etanol al 80%. La muestra se analiza con AICl; y se lee la
absorbancia a 510 nm (Abdullin et al. 2001).

g. Método de cuantificacion de elagitaninos
Se utilizé6 una modificacién del método desarrollado por Wilson y Hagerman (1990).

Este método esta basado en la hidrdlisis de los elagitaninos para liberar el acido elagico, que

forma un producto colorido cuando reacciona con el acido nitrico.



4. Cuantificacion de la calidad nutricional de las hojas de individuos masculinos y

femeninos de Spondias purpurea

a. Método de cuantificacion del contenido de agua

Se pesaron 2 g de la muestra en un pesafiltros (tarado), se colocé en una estufa a

105°C por 36 horas. Se paso a un desecador para dejarlos enfriar y se registro el peso.

b. Método de cuantificacién de clorofila

Se cuantificé por medio del método SPAD (Soil Plant Analysis Development, Minolta®
SPAD 502 Modelo DL) que mide el contenido de la clorofila. Los valores SPAD estadn basados
en el principio de que parte de la luz que llega a la hoja es absorbida por la clorofila y el resto
gue es reflejada, entra en contacto con la celda detectora del SPAD-502 y es convertida en

una sefial eléctrica (Krugh et al. 1994).

c. Método de cuantificacion de carbohidratos no estructurales (extraccidbn de azUcares

simples)

Las hojas de Spondias purpurea se secaron en estufa a 40°C. Se utilizé etanol al 80%

para extraer y cuantificar azlcares simples presentes en las muestras.



VI. RESULTADOS

1. Determinacién del patron de herbivoria

Los resultados muestran que hay diferencias significativas en los niveles de folivoria
entre sexos, estratos del dosel y edades de las hojas de los individuos de S. purpurea
colectados en el 2004 y 2005, ademas, en el andlisis de varianza de tres vias se encontrdé una

interaccioén entre los 3 factores (Tabla 1y Figura 1y 2).

Tabla 1. Analisis de la variacion de la folivoria entre sexos, estratos del dosel y edades de las

hojas de los individuos de S. purpurea (ANOVA 3 vias).

Fuente 2004 2005
F gl P F gl P

Sexo 25.42 1 0.0001 3.57 1 0.0001
Estrato 9.49 2 0.0092 3.63 2 0.0268
Edad 5.86 1 0.0029 21.97 1 0.0001
Sexo*Estrato 20.04 2 0.0001 0.09 2 0.9101
Sexo*Edad 21.34 1 0.0006 4.58 1 0.0325
Edad*Estrato 7.5 2 0.4974 1.48 2 0.2275
Sexo*Estrato*Edad 3.31 2 0.0103 0.89 2 0.0409
DAP 0.02 1 0.8845 3.61 1 0.05
Sexo*DAP 0.01 1 0.9403 0.03 1 0.8646
Error 0.0284516 0.1523705

Los porcentajes de herbivoria foliar fueron significativamente mayores (alrededor del
3%) en los individuos femeninos que en los individuos masculinos de S. purpurea, en ambos
afios. En el analisis del 2005, el DAP utilizado como covariable muestra mayores niveles de
herbivoria en los individuos de menor tamafio que en los individuos de tamafios mayores. En

el 2004 no se encontré ningun efecto del DAP.

En el andlisis de varianza de tres vias de la herbivoria del 2004 que considerd sexo,
estrato y edad de las hojas encontramos una interaccién entre estos tres factores. Sin
embargo, encontramos un efecto de estrato por sexo es decir, que el mismo estrato de ambos

sexos, sufre distintos porcentajes de folivoria. EIl patron de folivoria es inverso en ambos



sexos: las hojas de las hembras de estratos mas bajos, son mas consumidas que las de
estratos mas altos. En el caso contrario, las hojas del estrato superior de los individuos
masculinos presentan mayor area foliar removida por herbivoria. La edad de la hoja también
presentd un efecto significativo sobre los niveles de folivoria independiente al sexo. Existe
una tendencia hacia un mayor porcentaje de dafio en las hojas jovenes del estrato superior de
ambos sexos (Figura 1).
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Figura 1. Comparacion de los porcentajes de folivoria entre estratos del dosel y hojas de
distintas edades en individuos femeninos y masculinos de Spondias purpurea colectados en el
2004. Se utilizaron los cuadrados medios minimos para los porcentajes promedio de folivoria
(letras diferentes indican las medias significativamente distintas). Se muestran los datos sin

transformar.

En el 2005 encontramos una interaccidn entre sexo, estrato y edad y un efecto de los
tres factores de forma independiente. Los tres estratos del dosel y las hojas jévenes de los
individuos femeninos son mas consumidos por los herbivoros. Ambos sexos muestran el

mismo patrén, es decir, una mayor tendencia al forrajeo en los estratos mas altos (Figura 2).
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Figura 2. Comparacion del porcentaje de folivoria entre estratos del dosel y hojas de distintas
edades en individuos femeninos y masculinos de Spondias purpurea colectados en el 2005.
Se utilizaron los cuadrados medios minimos para los porcentajes promedio de folivoria (letras
diferentes indican las medias significativamente distintas). Se muestran los datos sin

transformar.

Se compararon los niveles de herbivoria foliar entre afios. Los resultados muestran
que los niveles de herbivoria son mayores en el 2005 para ambos sexos (ANOVA 2 vias,
Sexo: F=64.88, g.l.=1, P<0.0001. Afo: F=35.9, g.l.=1, P<0.0001, Prueba de Tukey-Kramer,
P<0.05) (Figura 3).
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Figura 3. Comparacion de los niveles de herbivoria foliar entre individuos femeninos y
masculinos de Spondias purpurea colectados en el 2004 y 2005. Letras diferentes indican las
medias significativamente distintas (Prueba de Tukey-Kramer, P<0.05). Se muestran los

datos sin transformar.

Los resultados del andlisis de regresion lineal del area foliar total y el area foliar

removida por herbivoria por individuo muestran una relacion positiva en ambos sexos en los



dos afios de muestreo: (a) individuos femeninos (2004: F=22.1935, g.l.=1, P<0.0006,
R?=0.6686. 2005: F=550.23, g.l.=1, P<0.0001, R?>=0.9386) y (b) masculinos (2004: F=5.5272,
g.l.=1, P<0.0366, R?=0.3152. 2005: F=513.80, g.l.=1, P<0.0001, R*=0.9662) de Spondias
purpurea (Figura 4).
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Figura 4. Relacién positiva entre el area foliar total y el area removida por herbivoria en

individuos (a) femeninos y (b) masculinos. Se muestran los datos sin transformar.



2. Determinacion de la calidad quimica de hojas de individuos de Spondias purpurea

a. Concentracion de compuestos quimicos

i. Metabolitos secundarios

Los fenoles totales mostraron la mayor concentracion en miligramos de compuesto por

gramo de muestra, mientras que las proantocianidinas fue el compuesto que presentd una

menor concentracién en ambos sexos (Tabla 2).

Tabla 2. Concentracion promedio de metabolitos secundarios en individuos masculinos y

femeninos de S. purpurea.

Sexo

Femenino

Masculino

Concentracion en mg/g de muestra

Fenoles totales
Flavonoides totales
Galotaninos
Proantocianidinas
Taninos hidrolizables
Taninos totales
Elagitaninos

Fenoles totales
Flavonoides totales
Galotaninos
Proantocianidinas
Taninos hidrolizables
Taninos totales

Elagitaninos

ii. Elementos nutricionales

3.17076775

0.27379862

0.20946232

0.0903378

0.548832429

0.677644946

0.53901846

3.08238427

0.25972711

0.19598112

0.08392577

0.546785178

0.708629039

0.522053658

D.E.

2.40194757

0.25401192

0.17277794

0.06192829

0.166690767

0.441458256

0.166289827

1.85983041

0.2220238

0.04361242

0.02301368

0.148431499

0.469632851

0.151682921

e.e.

0.15735682

0.01712548

0.01647373

0.0061621

0.01596608

0.042091393

0.017060976

0.12426515

0.0153211

0.00423601

0.00227869

0.015228751

0.04605129

0.017285873

Las concentraciones de los elementos nutricionales muestran valores muy similares

entre sexos.

femeninos (Tabla 3).

Se muestra una tendencia a una mayor calidad nutricional en los individuos



Tabla 3. Concentracion promedio de los elementos nutricionales en individuos masculinos y

femeninos de S. purpurea.

FUENTE Concentracion D.E e.e

Femenino Agua 75.54 % 6.69085731  0.61078891
Clorofila 34.78 umol m? 0.30794921  0.01401217
Carbohidratos no estructurales 24.32 mglg 11.027247 1.25667142

Masculino Agua 73.11 % 12.248328 1.1323583
Clorofila 34.76 umol m”? 0.192612 0.00853738
Carbohidratos no estructurales 22.09 mgl/g 10.191346 1.0989611

b. Variacion en la concentracidén de metabolitos secundarios y elementos nutricionales en

individuos femeninos y masculinos de Spondias purpurea

Para determinar las relaciones entre los compuestos quimicos medidos en las hojas de
S. purpurea, se realizd un analisis de componentes principales (Tabla 4, Figura 5). Los

resultados muestran que no hay diferencias entre sexos.

Tabla 4. Analisis de componentes principales de la calidad quimica de las hojas de los
individuos de ambos sexos de S. purpurea. Se muestran los autovectores de los

componentes principales 1y 2.

Variable Componente Principal 1 Componente Principal 2
Flavonoides -0.182 0.355
Proantocianidinas 0.518 0.303
Taninos hidrolizables -0.335 0.492
Galotaninos 0.506 0.345
Elagitaninos -0.348 0.457
Fenoles -0.137 0.165
Taninos totales 0.348 0.339
Agua 0.039 -0.138
Carbohidratos no estructurales 0.246 -0.182
Clorofila -0.087 -0.133
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Figura 5. Analisis de componentes principales de la calidad quimica de las hojas de los

individuos de ambos sexos de S. purpurea.

El andlisis de varianza multivariado muestra que no existe ningun efecto global de los

metabolitos secundarios y de la calidad nutricional (Tabla 5).

Tabla 5. Analisis de varianza multivariado de la concentracion de metabolitos secundarios y

elementos nutricionales en hojas de los individuos femeninos y masculinos de S. purpurea.

Compuestos Prueba Valor F g.l. g.l. P
Numerador Denominador

Metabolitos secundarios Wilks's Lamba 0.6960279 0.9966 39 89 0.4908

Elementos nutricionales Wilks’s Lamba 0.6683336 1.3574 34 93 0.1268

Los resultados de los analisis de varianza de tres vias (ANOVA tres vias) muestran
que ninguno de los compuestos secundarios analizados presenté diferencias entre sexos. Sin
embargo, las concentraciones de algunos compuestos mostraron en algunos casos

diferencias entre estratos del dosel y edad de las hojas (Tabla 6, Figuras 6, 7 y 8).



Tabla 6. Andlisis de variacion de la concentracién de metabolitos secundarios asociados a

defensa y efectos del sexo, estratos del dosel y edades de las hojas de los individuos de S.

purpurea (ANOVA 3 vias).
Fuente Elemento nutricional F g.l. P
Sexo Fenoles totales 0.71 1 0.401
Flavonoides totales 1.34 1 0.2471
Galotaninos 0.18 1 0.6708
Proantocianidinas 0.01 1 0.9822
Taninos hidrolizables (2004) 1.21 1 0.2759
Taninos hidrolizables (2005) 3.76 1 0.054
Taninos totales 0.2 1 0.657
Elagitaninos 1.43 1 0.2336
Estrato Fenoles totales 0.06 1 0.9458
Flavonoides totales 0.62 2 0.5364
Galotaninos 0.85 2 0.4295
Proantocianidinas 0.08 2 0.0061
Taninos hidrolizables (2004) 0.41 2 0.6624
Taninos hidrolizables (2005) 0.78 2 0.4579
Taninos totales 35 2 0.032
Elagitaninos 1.45 2 0.2377
Edad Fenoles totales 2.02 1 0.1564
Flavonoides totales 0.08 1 0.7747
Galotaninos 0.84 1 0.3605
Proantocianidinas 1.66 1 0.1992
Taninos hidrolizables (2004) 1.45 1 0.2427
Taninos hidrolizables (2005 6.75 1 0.0101
Taninos totales 0.74 1 0.3904
Elagitaninos 6.15 1 0.0142
Sexo*Estrato Fenoles totales 234 2 0.0971
Flavonoides totales 0.09 2 0.9118
Galotaninos 0.31 2 0.7334
Proantocianidinas 3.6 2 0.0293
Taninos hidrolizables (2004) 0.06 2 0.9418
Taninos hidrolizables (2005) 0.91 2 0.4052
Taninos totales 0.31 2 0.732
Elagitaninos 1.38 2 0.2545
Sexo*Edad Fenoles totales 0.01 1 0.9036
Flavonoides totales 0.01 1 0.9359
Galotaninos 144 1 0.2314
Proantocianidinas 122 1 0.2713
Taninos hidrolizables (2004) 1.07 1 0.3498
Taninos hidrolizables (2005) 218 1 0.1414
Taninos totales 211 1 0.1478
Elagitaninos 1.55 1 0.2149
Edad*Estrato Fenoles totales 0.67 2 0.5137
Flavonoides totales 13 2 0.2738
Galotaninos 0.49 2 0.6136
Proantocianidinas 1.63 2 0.199
Taninos hidrolizables (2004) 0.62 2 0.6475
Taninos hidrolizables (2005) 0.42 2 0.6585
Taninos totales 0.04 2 0.9622
Elagitaninos 0.37 2 0.6907
Sexo*Estrato*Edad Fenoles totales 0.4 2 0.6731
Flavonoides totales 1.04 2 0.3532
Galotaninos 0.32 2 0.7266
Proantocianidinas 0.58 2 0.5636
Taninos hidrolizables (2004) 0.34 2 0.8477
Taninos hidrolizables (2005) 14 2 0.249
Taninos totales 0.4 2 0.6729
Elagitaninos 223 2 0.1107



Fuente Elemento nutricional F g.l. P

DAP Fenoles totales 0.01 1 0.95811
Flavonoides totales 2.65 1 0.1041
Galotaninos 0.38 1 0.5373
Proantocianidinas 0.51 1 0.4768
Taninos hidrolizables (2004) 0.42 1 0.6768
Taninos hidrolizables (2005) 2.23 1 0.1372
Taninos totales 0.12 1 0.7315
Elagitaninos 1.92 1 0.1679

Sex0*DAP Fenoles totales 0.6 1 0.4381
Flavonoides totales 115 1 0.2849
Galotaninos 0.32 1 0.5695
Proantocianidinas 0.09 1 0.7684
Taninos hidrolizables (2004) 0.68 1 0.1324
Taninos hidrolizables (2005) 4.37 1 0.378
Taninos totales 0.05 1 0.8199
Elagitaninos 134 1 0.2492

Error Fenoles totales 0.00286646
Flavonoides totales 0.00034860
Galotaninos 0.0000657
Proantocianidinas 0.00253771
Taninos hidrolizables (2004) 0.0015169
Taninos hidrolizables (2005) 0.00114950
Taninos totales 0.00361098
Elagitaninos 0.00120060

Los individuos masculinos presentaron mayores concentraciones de proantocianidinas
en el estrato superior (Figura 6).
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Figura 6. Diferencia en la concentracién de proantocianidinas en los distintos estratos del
dosel de individuos masculinos. Letras diferentes indican las medias significativamente

distintas (cuadrados medios minimos). Se muestran los datos sin transformar.

El estrato bajo del dosel de los individuos de ambos sexos presentaron una mayor

concentracién de taninos totales que los estratos medio y alto (Figura 7).
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Figura 7. Diferencia en la concentracion de taninos totales en los distintos estratos del dosel
de individuos de S. purpurea. Letras diferentes indican las medias significativamente distintas

(cuadrados medios minimos). Se muestran los datos sin transformar.

Las hojas maduras de los individuos de S. purpurea presentaron mayores

concentraciones de taninos hidrolizables y elagitaninos que las hojas jévenes (Figura 8).
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Figura 8. Diferencia en la concentracion de a) taninos hidrolizables y b) elagitaninos (mg/g de
muestra) en hojas de distintas edades de los individuos de S. purpurea. Letras diferentes
indican las medias significativamente distintas (cuadrados medios minimos). Se muestran los

datos sin transformar.

En los analisis de varianza de tres vias (ANOVA tres vias) de los elementos
nutricionales, los resultados muestran que los individuos femeninos presentan mayores
concentraciones de clorofila que los individuos masculinos. Los individuos masculinos
presentaron menores concentraciones de carbohidratos no estructurales en el estrato bajo del
dosel que en estratos mas altos. Ademas el DAP fue significativo en la concentracién de
clorofila (Tabla 7).
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Tabla 7. Andlisis de la variacidn en la concentracién de elementos nutricionales entre sexos,

estratos del dosel y edades de las hojas de los individuos de S. purpurea (ANOVA 3 vias).

Fuente

Sexo

Estrato

Edad

Sexo*Estrato

Sexo*Edad

Edad*Estrato

Sexo*Estrato*Edad

DAP

Sexo*DAP

Error

Elemento nutricional

Agua

Clorofila

Carbohidratos no estructurales (2004)
Carbohidratos no estructurales (2005)
Agua

Clorofila

Carbohidratos no estructurales (2004)
Carbohidratos no estructurales (2005)

Agua

Clorofila

Carbohidratos no estructurales (2004)
Carbohidratos no estructurales (2005)
Agua

Clorofila

Carbohidratos no estructurales (2004)
Carbohidratos no estructurales (2005)
Agua

Clorofila

Carbohidratos no estructurales (2004)
Carbohidratos no estructurales (2005)
Agua

Clorofila

Carbohidratos no estructurales (2004)
Carbohidratos no estructurales (2005)
Agua

Clorofila

Carbohidratos no estructurales (2004)
Carbohidratos no estructurales (2005)
Agua

Clorofila

Carbohidratos no estructurales (2004)
Carbohidratos no estructurales (2005)
Agua

Clorofila

Carbohidratos no estructurales (2004)
Carbohidratos no estructurales (2005)
Agua

Clorofila

Carbohidratos no estructurales (2004)
Carbohidratos no estructurales (2005)

F

0.15
1.87
0.31
0.56
0.72
0.73
0.01
3.09
1.66
0.01
157
0.14
0.37
1.53
1.24
0.26
0.01
0.01
0.27

1.1
1.62
10.2
0.9
1.74
1.51
0.37
1.62
0.42
0.06

26.65
1.15
2.11
0.06
0.83
0.02
1.51

g.l.

P P P P PP P NDNDNDNDNDNDNDDNDMDNDEREERPRP P RERPNDNDNDNDNDERERPRPPREPRPRPINDNMDNDDNLERPRIREPRP

1
0.09750548
0.00000468
0.00519075
0.01253647

0.6989
0.0001
0.5801
0.4553
0.4859
0.4808
0.9862
0.0484
0.1984
0.9805
0.8765
0.7121
0.6919
0.2175
0.2951
0.7733
0.9232
0.9232
0.764
0.296
0.2006
0.1251
0.4711
0.1797
0.2234
0.6924
0.1781
0.6543
0.8118
0.0001
0.2578
0.1481
0.809
0.3628
0.7801
0.215

La concentracién de clorofila fue mayor en los individuos femeninos que en los

individuos masculinos (Figura 9).
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Figura 9. Diferencia en la concentracion de clorofila entre los individuos femeninos y
masculinos de S. purpurea. Letras diferentes indican las medias significativamente distintas

(cuadrados medios minimos). Se muestran los datos sin transformar.

Los individuos de S. purpurea muestreados en el 2005 presentaron menores
concentraciones de carbohidratos no estructurales en el estrato bajo del dosel que en estratos

mas altos (Figura 10).

o

N
N
T
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18. . N

BAJO MEDIO ALTO

CONCENTRACION PROMEDIO DE CARBOHIDRATOS
NO ESTRUCTURALES (mg/g)

ESTRATOS

Figura 10. Diferencia en la concentracién de carbohidratos no estructurales en los estratos
del dosel de los individuos muestreados en el 2005. Letras diferentes indican las medias
significativamente distintas (cuadrados medios minimos). Se muestran los datos sin

transformar.

c. Variacion temporal de taninos hidrolizables y carbohidratos no estructurales en hojas de

individuos de Spondias purpurea
Los resultados muestran que la concentracion de taninos hidrolizables fue mayor en el

2004, mientras que los carbohidratos no estructurales presentaron mayores concentraciones
en el 2005 (Tabla 8).

12



Tabla 8. Analisis de la variacion temporal y entre sexos de la concentracién de taninos
hidrolizables y de carbohidratos no estructurales en individuos de S. purpurea (Analisis de

medidas repetidas de dos vias).

FUENTE g.l F P
Taninos hidrolizables 1 14.5 0.002
Carbohidratos no estructurales 1 35.275 0.035
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VIl. DISCUSION

En este estudio, encontré mayores porcentajes de folivoria en los individuos femeninos
de Spondias purpurea que en los masculinos. Este patrén fue consistente durante los dos
afios consecutivos de muestreo (2004 y 2005). Nuestro resultado difiere de lo reportado en la
mayor parte de los estudios que han analizado el dafio por herbivoros en especies dioicas
(Boecklen y Hoffman 1993, Agren et al. 1999, Cornelissen y Stiling 2005). Diversos autores
han realizado revisiones sobre este tema y han encontrado la misma tendencia de mayor
herbivoria en los individuos masculinos. Agren et al. (1999) analizé 35 estudios, de los cuales,
el 60% indicaron mayores niveles de herbivoria en plantas masculinas (Danell et al. 1985,
1991, Agren 1987, Polhemus 1988, Alliende y Harper 1989, Jing y Coley 1990, Krischik y
Denno 1990, Hjaltén 1992, Boecklen y Hoffman 1993, Wolfe 1997, Agren et al. 1999),
Unicamente el 17.7% de los estudios presentaron mayores niveles de herbivoria en los
individuos femeninos que en los masculinos (Lovett-Doust y Lovett-Doust 1985, Oyama y
Dirzo 1991), y en el 22% de los trabajos no se encontraron diferencias entre sexos (Lovett-
Doust y Lovett-Doust 1985, Strauss 1990, Hjaltén 1992, Niesenbaum 1992, Ahman 1997).
Boecklen y Hoffman (1993) en una revision de 24 casos, encontraron que un 79% de los
estudios presentd una mayor herbivoria en individuos masculinos. En un trabajo mas reciente,
Cornelissen y Stiling (2005) realizaron un metandlisis con 33 estudios de plantas dioicas, y
encontraron la misma tendencia de mayor dafio por herbivoros en el sexo masculino que en el
femenino. La teoria de asignacion de recursos (Charnov 1997) propone que las diferencias
intersexuales en el dafio por herbivoros, estdn dadas por la inversion diferencial de los
recursos a la reproduccion, crecimiento y defensa (quimica vy fisica) (Lloyd y Webb 1977,
Agren et al. 1999, Delph 1999). Boecklen et al. (1990) propone que la calidad de las plantas
dioicas varia a lo largo de un gradiente masculino/femenino debido a esta inversién diferencial.
Esta calidad, es frecuentemente expresada como las caracteristicas nutricionales y de
defensa (Scriber y Slanski 1981).

En este trabajo, no encontré diferencias en la concentracion foliar de agua y
carbohidratos no estructurales entre los individuos masculinos y femeninos de S. purpurea.
Sin embargo, la concentracion de clorofila fue mayor en los individuos femeninos. El
contenido de clorofila es una medida indirecta de la capacidad fotosintética de las plantas
(Baker y Hardwick 1973, Kursar y Coley 1992). La clorofila absorbe la energia luminosa
necesaria para la fotosintesis, cuyos productos principales son el oxigeno y el carbono
asimilado en forma de hidratos de carbono (Larcher 1995, Mathews y van Holde 1998). La
mayor concentracién de clorofila en los individuos femeninos de S. purpurea, podria

representar una mayor capacidad de fotosintesis y una mayor fijacién de carbono en forma de
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carbohidratos (Larcher 1995). En el caso particular de las especies dioicas, las diferencias en
la demanda de carbono estan asociadas con la reproduccion de machos y hembras. De tal
modo, las tasas de fotosintesis parecen estar reguladas en gran medida por el balance entre
los tejidos de la planta productores de carbohidratos que son drganos fotosintéticos y de
almacenamiento y los tejidos que son consumidores de carbohidratos como flores y frutos
(Retuerto et al. 2006), por lo que la tasa de fotosintesis podria incrementarse dependiendo de
la demanda de carbohidratos de la planta (Laporte y Delph 1996). Por lo tanto, es probable
gue los individuos femeninos de S. purpurea presentan mayor concentracion de clorofila
debido a la alta demanda de recursos que necesitan para llevar a cabo los eventos de
reproduccién en comparacion con los individuos masculinos, y por lo tanto, las diferencias
encontradas en la concentracion de clorofila entre sexos sea un evento independiente al dafio
causado por herbivoros e intrinseco solo a la diferenciacion sexual (Retuerto et al. 2006).

La mayor parte de los estudios quimicos en especies dioicas, muestra que las plantas
femeninas contienen mayores concentraciones de fenoles y terpenos y menores niveles de
herbivoria, mientras que los individuos masculinos tienen una mayor calidad nutricional,
tricomas y resinas y mayores niveles de herbivoria (Danell et al. 1985, Agren 1987, Allen y
Antos 1988, Polhemus 1988, Boecklen et al. 1990, Jing y Coley 1990, Krischik y Denno 1990,
Danell et al. 1991, Hjaltén 1992, Cipollini y Whigham 1994, Agren et al. 1999, Verdu et al.
2004). En este trabajo, no encontré diferencias significativas en la concentracion de los
metabolitos secundarios entre individuos masculinos y femeninos de Spondias purpurea. Este
resultado esta acorde con lo reportado en otros estudios de especies templadas y tropicales
(Agren et al. 1999, Dormann y Skarpe 2002). Sin embargo, los niveles de herbivoria fueron
mayores en individuos femeninos, lo cual sugiere que la defensa quimica no tiene un papel
importante sobre la diferencia en el consumo foliar en ambos sexos de S. purpurea. A pesar
de que diversos estudios han demostrado la funcion defensiva de los fenoles (Karban y Myers
1989, Haukioja 1990, Karban y Baldwin 1997) y flavonoides (Harborne y Williams 2000) ya
que reducen la digestibilidad del tejido fotosintético (Ayres et al. 1997), existe la posibilidad de
gue la razdén de ser de estos compuestos sea independiente a la defensa de la planta, ya que
los fenoles tienen funciones de proteccidn a la luz ultravioleta, soporte estructural, resistencia
a la desecacion y regulacion fitohormonal (Herms y Mattson 1992, Karban y Baldwin 1997),
actividad antioxidante (Hagerman et al. 1998), actividad antimicética, antimicrobiana y
alelopatica (Harborne 1991). Por lo tanto, una explicacion alternativa es que los metabolitos
secundarios presenten en Spondias purpurea pueden ser efectivos contra otros gremios de
herbivoros, o estén relacionados con la actividad antiviral y antimicético que han sido
reportadas para el género Spondias (Cojocaru et al. 1986, Corthout et al. 1992, Harborne
1999).
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El patrén general de los analisis de varianza de tres vias muestra un mayor dafio por
folivoros en los individuos femeninos. Existe un mayor riesgo de herbivoria en hojas jévenes y
de estratos bajos de los individuos femeninos. Independientemente del sexo y del estrato, si
una hoja logra salir de los estadios ontogénicos tempranos, la probabilidad de ser consumida
disminuye considerablemente. Este estudio muestra mayores niveles de folivoria en estratos
bajos y hojas jovenes de los individuos de S. purpurea. Esto concuerda con lo reportado en
diversos estudios, que indican que los estratos mas bajos del dosel sufren mayores niveles de
herbivoria foliar (Coley y Barone 1996, Kursar y Coley 2003) y las hojas jévenes son mas
consumidas por los herbivoros que las hojas maduras (Mole y Waterman 1987, Bernays et al.
1989, Cork y Foley 1991). Estos patrones se han atribuido a distintos factores como la calidad
nutricional y la defensa vegetal (Coley y Barone 1996).

A pesar de que se encontraron mayores concentraciones de carbohidratos no
estructurales en los estratos més altos del dosel de ambos sexos, lo que indica una mayor
calidad nutricional, presentaron menores niveles de folivoria. Por lo tanto, las diferencias en
folivoria por estrato estdn asociadas a la mayor concentracion de taninos hidrolizables en los
estratos mas altos. Esto sugiere que la defensa quimica tiene un papel importante sobre la
preferencia de hojas de estratos bajos. Ademas, en el caso de los individuos masculinos, la
mayor folivoria en el estrato superior del dosel también esta asociado a la mayor
concentracion de proantocianidinas en este estrato. Esta diferencia en la cantidad de taninos
puede deberse a la variacion de luz y temperatura entre estratos (Le Corff y Marquis 1999).
Diversos trabajos han demostrado que las proantocianidinas son taninos condensados
asociados a la defensa de las plantas contra diferentes herbivoros (Schultz 1989, Waterman y
Mole 1994). Estos compuestos quimicos presentan una alta afinidad por las proteinas de los
tejidos foliares y forman complejos poco digeribles para el herbivoro (Bernays et al. 1989,
Waterman y Mole 1994, Hagerman 1998). En el analisis de varianza de tres vias del 2004,
encontramos que los individuos masculinos presentaron mayores niveles de folivoria en el
estrato superior debido a la mayor herbivoria en las hojas jovenes de este estrato. Por lo
tanto, este resultado podria estar asociado a una mayor abundancia de follaje juvenil en el
estrato superior del dosel. Algunos autores han propuesto que los altos regimenes de luz
solar incrementan la produccién de hojas jévenes en el estrato superior del dosel (Basset et al.
1992, Lowman 1992). Basset (1991) analizé los niveles de folivoria en los estratos del dosel
de Argyrodendron actinophyllum (Sterculiaceae), un arbol subtropical de Australia. EI autor no
encontré diferencias de folivoria entre estratos, sin embargo, propone que el dafio es mayor
en los sitios del dosel con mayores niveles de iluminacion, debido a la mayor abundancia de
hojas juveniles, mientras que la calidad nutricional y la defensa quimica de las hojas no tiene

un papel importante en los niveles de forrajeo entre los estratos del dosel.
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Las hojas jovenes de los individuos de ambos sexos de S. purpurea presentaron
mayores niveles de folivoria que las hojas maduras. Esta diferencia esta asociada a la mayor
concentraciéon de proantocianidinas y elagitaninos en las hojas maduras. Esto sugiere que la
defensa quimica tiene un papel importante sobre el consumo de hojas jévenes por parte de los
herbivoros. El carbono, al igual que todos los recursos, es limitado en tejidos en proceso de
crecimiento (Herms y Mattson 1992). Por lo tanto, mientras que algunos aleloquimicos
clasificados como toxinas o disuasivos disminuyen su concentracién con la edad de la hoja,
los compuestos que reducen la digestibilidad generalmente presentan el patrén contrario
(Schoonhoven et al. 1998), ya que se encuentran en bajas concentraciones en las hojas en
etapa de crecimiento y aumentan cuando la hoja llega a su etapa de madurez, ya que la
asimilacion de carbono es mayor al consumo (Schoonhoven et al. 1998, Waterman y Mole
1994, Cornelissen y Fernandes 2001).

Los niveles de herbivaoria foliar encontrados en individuos femeninos de S. purpurea
variaron entre 5.9% y 37.4% en el 2004 y 8.6% y 32.5% en el 2005, mientras que los
porcentajes de folivoria de los individuos masculinos oscilaron entre el 4.8% y 58.4% en el
2004 y 8.5% y 29.5% en el 2005. Diversos estudios han demostrado que porcentajes bajos de
remocion foliar pueden tener un efecto negativo sobre el crecimiento y la reproduccion de las
plantas (Houle 1999, Krupnick et al. 2000, Doyle et al. 2002, Bafiuelos y Obeso 2004). En
este trabajo no se evalué el efecto de la folivoria sobre el éxito reproductivo de S. purpurea.
Sin embargo, Uribe-MU y Quesada (2006) evaluaron el efecto de la remocién de ramas por el
cerambicido Oncideres albomarginata chamela, y encontraron un efecto negativo sobre la
produccion de flores de ambos sexos y frutos, siendo los individuos femeninos los que
presentaron mayor herbivoria y un mayor efecto negativo sobre la reproduccidén. Es probable
gue la folivoria en Spondias purpurea tenga un efecto negativo sobre algiin componente del
crecimiento o la reproduccion ya que el porcentaje promedio de &rea foliar consumida por
folivoros en hembras y machos es considerablemente mayor que en otras especies de plantas
tropicales (Coley y Barone 1996). Sin embargo, se ha documentado que el efecto de la
herbivoria en hojas, ramas, raices y flores sobre el crecimiento y la reproducciéon de las
plantas, es diferencial, habiendo mayores efectos cuando el dafio ocurre en 6rganos de mayor
valor como ramas y flores (Zangerl y Bazzaz 1992).

Contrario a lo planteado por la hipotesis del vigor de la planta (Price 1991) que
propone que los herbivoros prefieren los modulos de la planta, individuos o especies mas
vigorosas (i.e. de mayor tamafio o de mayor tasa de crecimiento), en este trabajo encontré
mayores niveles de herbivoria en plantas de S. Purpurea de menor diametro en ambos sexos.
Debido a que no se encontraron diferencias en la concentracion de metabolitos secundarios

en los individuos de distintos tamafios, los individuos de menor tamafio de Spondias purpurea
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no representan un recurso quimicamente mas susceptible para ser atacados, por lo que este
resultado puede ser explicado por las mayores concentraciones de clorofila en los individuos
de menor didmetro, lo que ofrece una mayor calidad nutricional. Otro resultado muestra una
correlacién positiva entre el area foliar total y el porcentaje del area foliar consumida por
herbivoros en individuos femeninos y masculinos de S. purpurea en los dos afios de estudio.
Una mayor area foliar puede implicar una mayor susceptibilidad a la herbivoria (Feeny 1976,
Lawton 1983, Cornelissen y Stiling 2005). Algunos trabajos han sugerido que los herbivoros
pueden estar influenciados por caracteristicas de las plantas que incrementen su desempefio,
como tamafio y nimero de hojas o tallos (hipétesis del vigor en plantas sensu Price 1991,
Rossi y Strong 1991, Preszler y Price 1995). Esto indica que una mayor disponibilidad de
alimento esta asociada a un mayor consumo de hojas en ambos sexos de S. purpurea. El
tamafio de la hoja potencialmente puede afectar tanto la eficiencia de forrajeo, abundancia y
preferencia de los herbivoros, asi como los niveles de depredacién que pueden presentar
(Agren et al. 1999). Brown y Lawton (1991) proponen que hojas mas pequefias reducen la
efectividad de forrajeo de los insectos herbivoros, afectando el consumo del area foliar.
Karban y Agrawal (2002) encontraron que los afidos Pemphigus eligen los sitios de
colonizacion basados en el tamafio de la hoja y la localizacion. Las hojas mas grandes
incrementan el peso de las madres y la progenie, el nUmero de progenie, la tasa de desarrollo
y la fecundidad de los insectos (Whitham 1978).

Se encontrd variacion en el dafio por folivoros y concentracion de taninos hidrolizables
y de carbohidratos no estructurales entre afios. Los niveles de area foliar removida por
herbivoros fueron mayores en el 2005 que en el 2004. Algunos trabajos han demostrado que
en los bosques tropicales secos esta variacion entre afios en los niveles de dafio por
diferentes gremios de herbivoros (Filip et al. 1995) puede deberse a distintos factores:

i) diferencias entre afios en la calidad quimica de las hojas, lo que afecta las tasas y
niveles de consumo de area foliar dentro y entre temporadas. En nuestro estudio la
concentracion de taninos hidrolizables fue mayor en el 2004. Los niveles mas bajos de
folivoria y las mayores concentraciones de taninos hidrolizables ocurrieron en el 2004, tanto
para individuos femeninos como para masculinos. Esto podria sugerir que los taninos
hidrolizables actian como compuestos de defensa reduciendo el dafio por folivoros en este
afo, sin embargo, cuando comparé por individuo, la variacién en el dafio y defensa entre
afos, no encontré esta relacion, es decir, que los individuos que sufrieron menores folivoria,
no presentaban mayores concentraciones de taninos hidrolizables. Por el contrario, los
carbohidratos no estructurales fueron mas abundantes en el 2005 en ambos sexos, y los
mayores niveles de folivoria de este afio se relacionaron con una mayor calidad nutricional

expresada en los carbohidratos no estructurales.
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i) la marcada variacién climatica (Bullock 1986, 1988). La precipitacion en el BTS de
Chamela es marcadamente estacional, concentrandose en los meses de Junio a Octubre
(Garcia-Oliva et al. 1991). El promedio de precipitacion anual varié considerablemente en los
afios 2003-2005: para el 2003 fue de 817.57, para el 2004 fue de 651.76, y para el 2005 fue
de 383.79. Aunque los muestreos se realizaron en los afios 2004 y 2005, la precipitacion
anual promedio del 2003 es importante, ya que representa una medida indirecta de la cantidad
de agua que las plantas pueden almacenar, para el crecimiento vegetativo del siguiente afio.
La diferencia considerable en el promedio de precipitacién anual entre el 2004 y 2005 pudo
haber afectado la calidad o disponibilidad de hojas en S. purpurea para los diferentes
herbivoros, y por lo tanto, la abundancia de herbivoros.

Finalmente, aunque distintos autores han encontraron que una mayor preferencia y
herbivoria por los individuos masculinos de las especies dioicas (Boecklen y Hoffman 1993,
Agren et al. 1999, Cornelissen y Stiling 2005). Los resultados de mi trabajo, al igual que los
obtenidos por Uribe-MU y Quesada (2006) demuestra que Spondias purpurea tiene una
tendencia muy marcada a presentar mayor herbivoria en los individuos femeninos por
folivoros y barrenadores de ramas. A pesar de que algunas revisiones indican que la calidad
nutricional no es un factor determinante en las preferencias de los herbivoros comparado con
la importancia de los compuestos de defensa (Agren et al. 1999, Cornelissen y Stiling 2005),
este estudio demuestra que la calidad nutricional es el factor que determina la preferencia por
los individuos femeninos de S. purpurea. Esto corrobora los resultados obtenidos por Uribe-
MU y Quesada (2006), donde encontraron una preferencia por las ramas de las hembras
debido al mayor contenido de nitrdgeno. La importancia de la defensa quimica de S. purpurea
es independiente del sexo y solo se ve reflejada a nivel de los estratos del dosel y las edades
de las hojas. Las especies de rapido crecimiento y expansion foliar, como S. purpurea
(Pimienta y Ramirez 2003) tienen una mayor capacidad de reemplazar el tejido perdido que de
invertir en defensas para proteger estas estructuras (Coley et al. 1985) ya que no guardan una
alta proporcion del carbono en el follaje, a diferencia de las especies siempre-verdes
(Vanderklein y Reich 1999). Ademas, datos no publicados de Uribe-MuU (Tesis PhD Claudia
Uribe-MU0) muestran que posiblemente los niveles de resistencia en ramas de arboles hembras
y machos de Spondias purpurea no tengan ningun efecto sobre la sobrevivencia de las larvas
de Oncideres albomarginata chamela.

Para poder entender las preferencias de los herbivoros por los sexos de especies dioicas,
se necesitan mas estudios de interaccion planta-herbivoro en plantas dioicas de diversos
sistemas, sobre todo en arboles de especies tropicales. La revision de Cornelissen y Stiling
(2005) muestra que la mayor parte de los estudios en especies dioicas han analizado

diferencias morfologicas y fisiologicas mas frecuentemente que la herbivoria y calidad

19



nutricional de la planta. Este estudio ha aportado informacion de importancia en el estudio de
las interacciones bibticas de plantas dioicas, ya que, mientras la tendencia a una mayor
herbivoria en los individuos masculinos parecer ser un patron comuan, nuestro estudio no
corrobora esta hipétesis. Por lo tanto, no se puede generalizar el patron de herbivoria mediada

por el sexo en especies dioicas.
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VII. CONCLUSIONES

Spondias purpurea es una especie de arbol dioico que presenta mayor dafio por
folivoros en los individuos femeninos que en los masculinos, debido a una aparente mayor
calidad nutricional que los individuos masculinos. La defensa quimica de S. purpurea es
independiente del sexo y parece explicar el mayor dafio en hojas jovenes y estratos del dosel
bajos. Los individuos de S. purpurea de menor tamafio en ambos sexos, presentaron
mayores niveles de folivoria y también esta aparentemente relacionado con una mayor calidad

nutricional de estos individuos.



IX. APENDICE

1. Métodos de andlisis cuantitativo de metabolitos secundarios asociados a defensa

a. Método de cuantificacion de fenoles totales

Se pesaron 125 mg de una muestra de cada hoja y se molieron con nitrégeno liquido y
10 ml de etanol al 80%. La muestra se centrifugé a 3000 rpm por 10 min y se conservo el
sobrenadante. Un ml de sobrenadante se adiciond a 7 ml de agua desionizada. EI blanco
para calibrar se preparé agregando 1 ml de etanol en lugar de muestra y se agitd con vortex.
Se agreg6 0.5 ml de reactivo de Folin y Cicalteau (2.0 N, Sigma®). A los 8 minutos, se
adicion6 1 ml de carbonato de sodio al 20%, y se agité nuevamente. Después de 1 hora (a
partir de los 30 minutos) se leyo la absorbancia a 760 nm. El compuesto estandar usado fue
el &cido tanico. La ecuacién obtenida mediante la curva de calibracion se utilizé para realizar

la transformacién a miligramos/gramo de muestra.

b. Método de difusion radial de taninos

i. Preparacion de la muestra

Se extrajeron 200 mg de cada muestra de hoja con nitrégeno liquido y 10 ml de
acetona acuosa al 70%, macerdndose por una hora a temperatura ambiente con agitacion
constante y se centrifugaron por 10 minutos a 3000 rpm. El material fue re-extraido 2 veces
con el mismo disolvente. El extracto de acetona se redujo a la fase acuosa por evaporacion a
temperatura ambiente, se congelo y liofiliz6. Se utiliz6 acido ascorbico al 0.1% como

conservador.

ii. Reactivos

Buffer acetato 0.05 M conteniendo 60 uM de acido ascoérbico pH 5.0. Para un litro, se diluyd
2.85 ml de acido acético glacial en 800 ml, se afiadié 10.6 mg de acido ascérbico y se ajusté a
pH de 5.0 con NaOH 2N. Después se afor6 hasta 1 litro con agua destilada.

Agarosa: tipo |, bajo EEO, punto del gel 36°C (Sigma® a-6013).

Albumina de Suero de bovino (ASB): fraccion V en polvo, 96-99% albimina (Sigma® a-3350).



iii. Preparacion de los platos

Para preparar 8 cajas petri (80 muestras) se afadio 1.0 g de agarosa a 100 ml de
buffer en un matraz de 150 ml, se calenté con agitaciéon constante hasta que la agarosa se
disolvié. La solucién no debe dejarse sobre-hervir. Se colocé la solucidn caliente en un bafio
de agua a 45°C, se dejo enfriar la solucién con agitacién ocasional. Cuando la solucion
alcanzé los 45°C, se afadido 100 mg de ASB con agitacion y se disolvio sin permitir que la
solucién se enfriara. Se utilizé una pipeta serolégica de 10.0 ml para dispensar 9.5 ml de la

solucion en cada caja petri, las cuales fueron almacenadas a 4°C.

iv. Ensayo

Cada muestra se resuspendié en 200 pl de acetona al 70%. Se hicieron 10 hoyos por
plato, con un sacabocados (4.0 mm de diametro). Se utiliz6 una micropipeta para aplicar 100
pl de muestra en los pozos. Después de aplicar las muestras se cubrieron los platos y se
sellaron con parafilm. Se colocaron en la incubadora por 96 horas a 30°C. Los platos se
retiraron de la incubadora y se agregd anilina al 1.2% en K3PO, para visualizar los anillos.
Con un Vernier se midid el diametro del anillo formado. El cuadrado del didmetro es

proporcional a la concentracion de taninos en la muestra.

v. Curva de calibraciéon

Se prepararon las siguientes diluciones de &cido tanico por dilucion: 0, 0.4, 0.8, 1.2,

1.6, 2.0, 2.4, 2.8 mg/ml. Se sigui6 el mismo procedimiento de las muestras.

c. Método de cuantificacién de galotaninos: determinacién con rodanina

i. Preparacion de la muestra

Las muestras de 200 mg se extrajeron con nitrégeno liquido y 10 ml de acetona
acuosa al 70%, macerandose por una hora a temperatura ambiente con agitacién constante y
se centrifugaron por 10 minutos a 3000 rpm. El material fue re-extraido 2 veces con el mismo
disolvente. El extracto de acetona se redujo a la fase acuosa por evaporacidon a temperatura

ambiente, se congeld y liofilizé. Se utilizé acido ascoérbico al 0.1% como conservador.



ii. Reactivos

Rodanina (Sigma®) 0.667% (P/V) en metanol (0.667g en 100 ml de metanol). Se almacend
en refrigeracion. La solucion es estable por 2 semanas.

KOH 0.5 N. KOH en agua (2.8 g en 100 ml). Es estable por varias semanas si se mantiene
tapado previniendo la absorcién de CO..

H,SO4 4N. En agua, estable indefinidamente.

iii. Hidrdlisis y determinacién de acido galico

Se colocéd 1 ml de extracto disuelto (el liofilizado) en 1 ml de H,SO4 1M en un tubo de
vidrio de cultivo con tapa de rosca de teflon (volumen de 2 ml). El tubo se tapé y la hidrélisis
se llevé a cabo por 4 hrs. a 100°C. Después los tubos se abrieron y se tomé 0.1 ml de
hidrolizado y se diluy6 a 1 ml con agua destilada. En un tubo de ensaye se afiadié 0.3 ml de
rodanina metandlica al 0.667% a 0.2 ml de la muestra. Después de 5 minutos, se afiadié 0.2
ml de KOH 0.5 M después de 2.5 min. La mezcla se diluyé a 3 ml con agua destilada.

Después de 5 a 10 min se leyo la absorbancia a 520 nm.

iv. Curva de calibracion

Se estandariz6 con acido galico utilizando las siguientes concentraciones por dilucion
0,0.4,0.8,1.2,1.6, 2.0, 2.4, 2.8 mg/ml en H,SO,4 0.2N.

d. Método para la cuantificaciéon de proantocianidinas (pas)

i. Preparacion de la muestra

Cada muestra de 200 mg se extrajo con nitrdgeno liquido y 10 ml de acetona acuosa
al 70%, macerandose por una hora a temperatura ambiente con agitacion constante y se
centrifugaron por 10 minutos a 3000 rpm. EI material fue re-extraido 2 veces con el mismo
disolvente. El extracto de acetona se redujo a la fase acuosa por evaporaciéon a temperatura

ambiente, se congelo y liofilizé. Se utilizé acido ascaorbico al 0.1% como conservador.



ii. Reactivos

Polivinilpirrolidina (PVP) insoluble (Polyclar AT) (Sigma® P-6755). Se hirvié el PVP por 10 min
en HCl al 10%, se decantd, filtr6 y se seco a temperatura ambiente.

Acido butanol: se mezcla 950 ml de n-butanol con 50 ml de HCI concentrado.

Reactivo de hierro: 2% de sulfato férrico amonio en HCI 2N. 16.6 ml de HCI concentrado se
mezcld con 100 ml de agua destilada para hacer el HCI 2 N. Se disolvié 0.5 g de FENH4(SO4),

x 12 H,0O en 25 ml de HCI 2N. Se almacend6 en un frasco ambar.

iii. Modificacion por pigmentos

Si las muestras estaban coloreadas antes del calentamiento, debido a los pigmentos
naturales, se ley0 la absorbancia de la muestra antes del calentamiento y se sustrajo ese valor

de la lectura después del calentamiento.

iv. Método

Se coloco 0.1 g de PVP en un tubo de cultivo con tapa de rosca de 13x100 mm. Se
afadié 1.0 ml de extracto conteniendo clorofila. Se adicion6 5.0 ml de metanol grado reactivo
y se mezcld por 5 min. La muestra se centrifugé con PVP (10 min, 3000 rpm). Se descarto el
sobrenadante de clorofila, y se repitid este paso hasta que el sobrenadante fue incoloro.

Se afiadié 7.0 ml de butanol-HCI al PVP y 0.2 ml de reactivo de hierro. Se agité por
una hora a temperatura ambiente. Se centrifugd y se leyd la absorbancia a 550 nm del
sobrenadante. El sobrenadante se regreso a los tubos de PVP-muestra.

Los tubos cerrados de manera floja se calentaron a 95°C por 1.5 hr. Se enfriaron a
temperatura ambiente y se centrifugd la muestra con PVP. Se leyé la absorbancia a 550 nm

del sobrenadante. Se sustrajo la absorbancia obtenida anterior al calentamiento.

v. Curva de Calibracioén

Los estandares se trataron de acuerdo al procedimiento adin cuando no contenian
clorofila, ya que la absorcién del PVP altera el color de la reaccion.

La solucién stock de tanino Catequina se prepard en acetona acuosa (70:30 v/v) con
las siguientes concentraciones: 0, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2.0, 2.4 de catequina mg/ml en acetona
acuosa. De la curva de calibracion se derivd una ecuacion de regresion. Las concentraciones

presentes en las muestras se obtuvieron de la ecuacion.



e. Método de cuantificacién de taninos hidrolizables (galotaninos y elagitaninos) después de

reaccion con iodato de potasio

i. Reactivos

Metanol anhidroso, grado reactivo.

Acido sulfarico concentrado, 18M.

Etanolamina (liquida, preparacion comercial al 100%).

Acetato de amonio 3.7M (281.3 g para 1 litro de agua destilada).
Metil galato 5.00 mg/ml (Sigma®) disuelto en metanol.

HCI 0.3 N.

KlO3 5% (p/v) 5 g de KIO3 para 100 ml de agua destilada.

ii. Metandlisis y ajuste de pH

Se pesaron 20 mg de tejido seco de cada hoja en un tubo pirex con tapa de teflon de
16x125 mm (20 ml), la parte superior del tubo actia como condensador durante la metandlisis.
Se afiadié 2.0 ml de metanol y 200 pL de acido sulfurico concentrado (18M). Los tubos deben
de estar bien cerrados para evitar que el solvente se evapore durante el calentamiento. Los
tubos se colocaron en la estufa a 85°C y se dejaron reaccionar por 20 horas a 85°C.

Los tubos se centrifugaron brevemente a 3000 rpm y se transfirid el sobrenadante a un
cilindro graduado de 5.0 ml. El tubo de metandlisis se lavé 3 veces con volimenes minimos
de agua destilada, y se re-centrifug6 lo necesario. Se ajustd el volumen a 3.0 ml con agua
destilada. Se afadi6 50 pL de etanolamina con agitacion suave en cada adicion. La
neutralizacién produce un calentamiento alto de la muestra, por lo que la etanolamina debe de
ser afladida cuidadosamente y en pequefias alicuotas.

Se afiadieron 500 pl de acetato de amonio 3.7M y se ajustd el pH a 5.5 utilizando
pequefias cantidades de etanolamina diluida o de &cido sulfarico.

El volumen de la muestra se ajusté a 4.0 ml con agua destilada y se mezcl6. Se
almacené bien tapada a 4°C por un maximo de 48 hrs. Se puede formar un precipitado
durante el almacenamiento, por lo que la solucion se re-centrifuga brevemente y se remueve

el precipitado antes del andlisis.



iii. Reaccién con el KIO;

Las muestras se analizaron por reaccion con iodato de potasio, que forma un pigmento
caracteristico con longitud de onda maxima de 525 nm. Si la muestra esta pigmentada, la
lectura de absorbancia debe de corregirse, analizando en paralelo la muestra de reaccion y la
mezcla pigmentada a un pH bajo.

Se dispensaron 100 pL de la muestra (metanolizada proveniente del extracto y con pH
ajustado, o el estandar metil galato) en un tubo de microcentrifuga de 2.0 ml. El reactivo
blanco se afadié a la muestra para llevar el volumen a 100 pL.

Se adicion6 350 pL de agua y 1 ml de metanol a la muestra, y se agité en un vortex.
Los tubos se taparon bien y se colocaron en un bafio de agua a 30°C por 50 minutos.

Se prepard una mezcla “background” para cada muestra, de la misma forma que las
muestras de reaccion, excepto que los 350 yL de agua son remplazados por 350 uL de HCI
0.3 N.

Se afiadi6 40 pL de KIOz al 5% (p/v) a cada muestra, a intervalos de tiempo. Los tubos
se taparon y se agitaron en un vortex y se llevaron al bafio de agua a de 30°C. Cincuenta

minutos exactos después de afiadir el KIOz se ley6 la absorbancia a 525 nm contra agua.

iv. Curva de calibracion

Se estandarizé el método con acido tanico. La solucién stock del tanino se prepar6 en
acetona acuosa (70:30 v/v) con las siguientes concentraciones: 0, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2.0, 2.4 de
acido tanico mg/ml en acetona acuosa. Se metanolizaron y se ajusto el pH segun lo indicado
para las muestras. Se derivO una ecuacion de regresion. Las concentraciones presentes en

las muestras se derivaron de la ecuacion.

f. Método de cuantificacion de flavonoides totales

i. Preparacion de la muestra

Las muestras de 200 mg se extrajeron con nitrégeno liquido y 15 ml de etanol al 80%,
macerandose por 24 hrs a temperatura ambiente con agitacion constante y se centrifugaron
por 10 minutos a 3000 rpm. EIl sobrenadante se concentré en rotavapor a presion reducida a
40°C vy el residuo se redisuelve en etanol al 96% y se mantiene en un frasco oscuro a

temperatura ambiente.



ii. Cuantificaciéon

0.1 ml del extracto se diluyd en etanol al 80% (0.9 ml). Una alicuota de volumen
conocido (0.5 ml) se afiadid a un tubo de ensaye. Se afor6 la muestra a 5 ml con agua
destilada y se agregd 0.3 ml de NaNO, (1:20). Después de 5 min se agregé 3 ml de AICI;
(1:10 o 5%). 6 minutos después, se afiadio 2 ml de NaOH 1M. La solucién se mezclo en

vortex y se leyé la absorbancia a 510 nm.

iii. Curva de calibracion

El contenido de flavonoides totales se calculé a partir de una curva estandar de
quercetina con las siguientes concentraciones por dilucién: 0, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0
mg/ml. Se trataron segun lo indicado para las muestras. Se derivd una ecuacion de

regresion.

g. Método de cuantificacion de elagitaninos

i. Reactivos

2N H,S0,

Solucion de lavado: acetona/agua/ HCI concentrado (70/30/1, viviv).

NaNO; 1% en agua: 1.00 gr de NaNO; a 100 ml de agua.

Solucién stock de acido elagico. Acido elagico (Sigma) 0.5 mg/ml

Piridina

Filtro de policarbonato (Nucleopore SN:110607 PC MEMB 4 um) vy filtros de fibra de vidrio
(Gelman tipo E).

ii. Preparacion de la muestra

Se pesaron 50 mg de la muestra seca, en tubos de vidrio obstruido de la mitad hacia
abajo. Se afiadié 5.0 ml de H,SO,4 2N y se congelaron. Los tubos se extrajeron al vacio y se
calentaron por 24 hrs a 100°C. Después de la hidrdlisis, se filtrd la muestra con vacio (el
acido elagico es insoluble en solvente bajo hielo y se lava para eliminar los pigmentos)
utilizando filtros de policarbonato. Posteriormente se lavo el material insoluble varias veces y

se descartaron los lavados.



Se colocé cuidadosamente el material insoluble en un tubo y se afiadid 10.0 ml de
piridina, se mezcld con el vortex para diluir el acido elagico. Podrian estar presente material
insoluble de la planta. Se filtré la solucién con un filtro de fibra de vidrio para remover el

material insoluble y salvar la solucion de piridina para reutilizar.

iii. Determinacion del acido elagico

El volumen de las muestras fue de 2.1 ml de piridina y 2 ml de muestra. Se afiadié 0.1
ml de HCI concentrado a la muestras y se colocaron a 30°C en un bafio de agua por 5
minutos. Al tiempo cero, se afiadieron 0.1 ml de NaNO,, se llevaron al vortex y se leyd la
absorbancia a 538 nm. Se colocaron las muestras en un bafio de agua. Exactamente 36
minutos después de afadir NaNO,, se leyd de nuevo la absorbancia. La diferencia entre

absorbancias es una funcion de la concentracion del acido elagico.
iv. Curva de calibracion

El contenido de elagitaninos se calculd a partir de una curva estandar de acido elagico
con las siguientes concentraciones por dilucion: 0, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0 mg/ml. Se
trataron seguln lo indicado para las muestras. Se derivl una ecuacion de regresion.
2. Métodos de andlisis cuantitativo de la calidad nutricional
a. Método de cuantificacion del contenido de agua
i. Procedimiento

Se peso6 2 g de la muestra en un pesafiltros (tarado), se colocé en una estufa a 105°C
por 36 horas. Se pas6 a un desecador para dejarlos enfriar y se registré el peso.
ii. Célculos
Gramos de muestra = peso del pesafiltros con la muestra himeda — peso del pesafiltros

constante (vacio)

Gramos de humedad = peso del pesafiltros con la muestra hiimeda — peso del pesafiltros con

muestra seca

% de humedad = gramos de humedad/gramos de muestra X 100



b. Método de cuantificacién de clorofila

Se cuantificd el contenido total de clorofila por medio del método SPAD (Soil Plant
Analysis Development, Minolta® SPAD 502 Modelo DL).

i. Fundamentos del instrumento

El SPAD mide la absorbancia a 650 y 940 nm y determina el contenido relativo de
clorofila o “indice de clorofila” (Richardson et al. 2002). Los valores SPAD estan basados en
el principio de la absorcion de luz de la clorofila, una parte del espectro de luz es absorbido y
el resto es reflejado. La luz entra en contacto con la celda detectora del SPAD-502 y es
convertida en una sefial eléctrica. La cantidad de luz captada por la celda es inversamente
proporcional a la cantidad de luz utilizada por la clorofila, la sefial es procesada, y la
absorbancia es cuantificada en valores dimensionales que van de 0 a 199, por lo que las
unidades SPAD seran siempre las mismas de acuerdo con el tono verde de las hojas (Krugh
et al. 1994).

ii. Procedimiento

En cada uno de los 40 arboles muestreados, se colectaron 20 hojas de cada edad por
estrato. Se hicieron 6 lecturas con el medidor de clorofila en distintos puntos de la hoja
(Yadava 1986), y se obtuvo un valor promedio (Krugh et al. 1994).
iii. Célculos

Se aplicé la ecuacion de regresion lineal obtenida con los valores del SPAD vy la

cuantificacién de clorofila en hojas de Spondias purpurea por el método quimico de extraccion

con dimetilsulfoxido (Hisox e Israelstam 1979).
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c. Método de cuantificacion de carbohidratos no estructurales
i. Extraccién de azucares simples
Extraccion

Las hojas de Spondias purpurea se secaron en estufa a 40°C. Se afiadié 1.5 ml de
etanol al 80% a un tubo de microcentrifuga con la muestra seca, previamente pesada (20
mg aproximadamente). Los tubos se agitaron por 12 hrs a 27°C en bafio de agua.
Posteriormente, los tubos se centrifugaron por 10 minutos a 10000 rpm, y se separo el
sobrenadante en un tubo de ensaye. Se afiadi6 5 ml de etanol al 80% y se agito la
muestra 2 hrs a 27°C en bafio de agua. Nuevamente se centrifugd la muestra y se separd
en el tubo de ensaye. El sobrenadante se afor6 a 5 ml con agua desionizada y se

almacend a 4°C.
Cuantificacién

Con una pipeta calibrada se preparé un blanco con 2 ml de agua desionizada. Las
muestras se prepararon afiadiendo 1 ml de la muestra y 1 ml de agua en un tubo de
ensaye. Se adicioné 50 ul de fenol al 80% a cada tubo. Se mezclé en vortex por 5
segundos y se adicioné 2 ml de H,SO,4 al 80% mezclando en vortex 20 seg. Las muestras

se leyeron a 487 nm.



Curva de calibracion

El contenido azucares simples se calculé a partir de una curva estandar de glucosa.
Las siguientes concentraciones se prepararon por dilucién: 0, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0
mg/ml. Se trataron segun lo indicado para las muestras. Se derivd una ecuacion de

regresion.
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