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RESUMEN

Los compuestos organicos volatiles (COVs) producidos por plantas superiores son
productos del metabolismo secundario, los cuales desempefian un papel importante en
distintos procesos ecologicos como la comunicacion planta-planta, la comunicacion planta-
polinizador, la comunicacion planta-insecto y la sefializacion tri-tréfica. Ademads, se ha
reportado que actuan en la defensa quimica, la cual puede ser constituva o inducirse ante
el ataque por insectos herbivoros (HIPVs). En algunas plantas que colonizan areas fuera
de su ambiente nativo, los caracteres defensivos se ven atenuados, ya que la presion de
seleccion por insectos herbivoros es nula o se ve disminuida. Datura stramonium, ademas
de alcaloides como compuestos de defensa que han sido ampliamente estudiados, presenta
compuestos organicos volatiles, por lo que, con el uso de metabolémica no dirigida, el
objetivo de este estudio fue identificar y evaluar semicuantitativamente a los compuestos
organicos volatiles presentes en poblaciones nativas (México: Ticumén, Teotihuacén y
Valsequillo) y no nativas (Espafia: Pedroso, Pinilla y Zubia) en plantas con dafio y sin dafio
mecanico. Se encontraron diez COVs en D. stramonium; la variacion en el nimero de
COVs emitidos entre poblaciones esta explicado por el origen. El analisis de diversidad
alfa mostré que la riqueza fue mayor en poblaciones nativas sin dafio foliar y menor en
poblaciones no nativas, la dominancia de compuestos es baja en poblaciones nativas y alta
en poblaciones no nativas, siendo el compuesto 2-Hexenal el compuesto emitido en mayor
cantidad en comparacién a los demas para este ambiente. El 2-Hexenal fue el compuesto
presente en mayor cantidad en ambos origenes en plantas con y sin dafo foliar. No se
detectd un cambio significativo entre las cantidades emitidas de compuestos volatiles en

D. stramonium entre poblaciones nativas y no nativas.



ABSTRACT

Volatile organic compounds (VOCs) produced by higher plants are secondary metabolism
products, which play an important role in different ecological processes such as plant-plant
communication, plant-pollinator communication, plant-insect communication and tri-
trophic signaling. In addition, they have been reported to act in chemical defense, which
can be constitutive or induced after herbivorous insect attack. In plants that colonize a non-
native range the defensive characters are attenuated, due to the selection pressure by
herbivorous insects is null or decreased in the new range. For Datura stramonium, alkaloids
have been widely studied as a type of chemical defense in native (Mexican) and Spanish
(non-native) populations. Therefore, with the use of non-targeted metabolomics, this study
aimed to identify and evaluate semi-quantitatively volatile organic compounds, as another
type of chemical defense, present in undamaged and damage plants from the native range
(Mexico: Ticuman, Teotihuacan and Valsequillo) and non-native range (Spain: Pedroso,
Pinilla and Zubia). Ten VOCs were found in D. stramonium; the variation in the number
of VOCs emitted among populations is explained by the origin. The alpha diversity
analysis showed that the richness was higher in undamaged native populations and lower
in non-native populations, the dominance of compounds is low in native populations and
high in non-native populations, being the compound 2-Hexenal the compound emitted in
greater quantity compared to others for this environment. 2-Hexenal was the compound
most present in both origins in plants with and without leaf damage. No significant change
was detected between the amounts emitted of volatile compounds in D. stramonium

between native and non-native populations.



1. Introduccion

En plantas que colonizan nuevos ambientes se ha reportado que, los insectos herbivoros
con los que han coevolucionado estdn ausentes o atenuados (Castillo ez al., 2019), ademas
de encontrarse con herbivoros novedosos y no adaptados. Tales cambios en las
asociaciones de insectos ejercen presiones de seleccion distintas que pueden conducir a
cambios evolutivos en los patrones de asignacion para los caracteres de defensa y
crecimiento. (Lin et al., 2021). Los caracteres de defensa pueden ser mecanicos, como los
tricomas, o caracteres quimicos, sustancias del metabolismo secundario (Nufiez-Farfan y
Dirzo, 1994; Miranda-Pérez et al.. 2016) como terpenos, glucosidos, taninos, flavonoides,
aminoacidos no proteicos o alcaloides. Hasta ahora, se han descrito mas de 200,000
compuestos relacionados con la defensa de las plantas, siendo los mas abundantes los
terpenos, alcaloides y fenoles (Mithdfer y Boland, 2012). El tipo o magnitud de estos
caracteres evita el dafio provocado por herbivoros al impactar negativamente su preferencia
y desempeiio (antibiosis). Asimismo, las defensas quimicas y fisicas de las plantas pueden
ser constitutivas (presentes sin necesidad de ataque de antagonistas), como el grosor de la
cuticula y metabolitos secundarios como los tropano alcaloides, o inducibles y expresarse
después de recibir dafio por herbivoros o patogenos (Karban y Baldwin, 1997), como es el
caso de los compuestos volatiles inducidos por herbivoros, HIPVs (por sus siglas en inglés
“herbivore-induced plant volatiles”; Dicke y Baldwin, 2010) los cuales sirven como
sefales especificas para niveles tréficos més altos, tales como depredadores y parasitoides
de insectos herbivoros que usan a los HIPVs para localizar a su huésped o presa
(Chengcheng et al., 2023); para los insectos herbivoros se ha reportado el uso de HIPVs
para evitar acudir a las plantas que ya estan ocupadas por herbivoros (Danner et al., 2016).
La defensa inducida implica la sintesis de nuevos metabolitos secundarios, o el aumento
en la concentracion de los existentes. La activacion especifica de estas respuestas inducidas
esta regulada por una red de cascadas de sefalizacion, que incluye la sefializacion de
péptidos, fitohormonas como las sefiales de acido salicilico y etileno y sefiales de oxilipina
derivadas de lipidos (Halitschke et al., 2006).; por lo que el fenotipo quimico constitutivo
se transforma en un fenotipo inducido especifico producido por cada tipo de ataque

(Garcia- Rodriguez et al., 2012).

Para explicar estos cambios evolutivos, existen diversas teorias; la hipotesis de la

liberacion del enemigo (ERH, Enemy Release Hypothesis; Elton, 1958; Crawley, 1986;



Keane y Crawley, 2002) plantea que, durante la introduccion de una especie a un nuevo
ambiente, las poblaciones de plantas experimentan una reduccion en la regulacion por sus
herbivoros especialistas y patogenos (Keane y Crawley, 2002; Callaway y Ridenour,
2004), menores niveles de herbivoria comparada con las especies nativas (Keane y
Crawley, 2002; Agrawal et al., 2005; Mitchell et al., 2006), y por tanto, un incremento en
tamafio, fecundidad y en aquellos caracteres que favorezcan la adecuacion asi como una
disminucion de los caracteres de defensa (por ejemplo, menor cantidad de tricomas
foliares). Como respuesta al cambio, las plantas introducidas en el ambiente nuevo podrian
mostrar un incremento en su habilidad competitiva (EICA, Evolution of increased
competitive ability; Blossey y Notzold, 1995), ya que los recursos ahorrados en defensa
serian reasignados a aquellos caracteres que incrementen su adecuacion. Bajo este
contexto, la seleccion deberia favorecer y mantener aquellos genotipos con altas
capacidades competitivas pero baja asignacion de recursos para defensa contra insectos
herbivoros y/o patogenos (Miiller, 2018). O, para el caso de las plantas introducidas que
no puedan reducir los recursos asignados a la defensa podrian mostrar un cambio en los
caracteres de defensa (SDH, Shifting defence hypothesis; Miiller-Schérer y Steinger,
2004). La hipotesis de SDH estd basada en los principios de EICA, pero considera, ademas,
el conflicto de insectos herbivoros especialistas-generalistas, los cuales ejercen presiones
de seleccion contrarias sobre las concentraciones de metabolitos para la defensa. De
acuerdo con la hipotesis se espera que, en el drea nativa, las plantas presenten
concentraciones medias de estos metabolitos “prefabricados” o de facil produccion, que
ademas actuen a bajas concentraciones. Mientras que en el drea no nativa, se espera que
las plantas sean capaces de incrementar las concentraciones de metabolitos contra insectos

generalistas (Miiller, 2018).

Posterior a EICA y SDH surge la teoria de las armas novedosas (NWH, Novel weapons
hypothesis (Callaway y Ridenour, 2004), la cual sostiene que algunas plantas exoticas
pasan de ser competidores débiles nativos a competidores “agresivos” en el ambiente no
nativo, esto, a través de exudados bioquimicos que son altamente inhibidores (alelopaticos)
para plantas o microorganismos en el ambiente no nativo, pero relativamente ineficaces
contra vecinos naturales que se han adaptado con el tiempo. Garcia- Rodriguez (2012)
sugiere que la aparicion de nuevos metabolitos secundarios toxicos excluiria a los
enemigos de las plantas, pero estos a su vez desarrollarian mecanismos bioquimicos y

comportamentales que los anularian. De acuerdo con esta perspectiva, la mayoria de los
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metabolitos que se encuentran en una planta son o han sido adaptativos y son producto de
la coevolucion (difusa o directa) con sus enemigos naturales y sus mutualistas (Espinosa-
Garcia, 2001). Asi, la invasion de plantas a nuevos ambientes se consideran experimentos
a gran escala con grandes cambios en las presiones de seleccion por herbivoros y enemigos
naturales (Lin et al., 2021), siendo una oportunidad para estudiar y entender los cambios

evolutivos posteriores a la introduccion de especies a nuevos habitats (Lifian, 2021).

Durante los ultimos afios, se ha utilizado a la metabolomica como una herramienta para
investigar las defensas volatiles inducibles y/o constitutivas contra insectos herbivoros
comparando plantas atacadas y no atacadas del mismo fenotipo inicial bajo condiciones
idénticas usando insectos herbivoros especialistas, generalistas (Halitschke et al, 2006,
Ataide et al., 2015, Lin et al., 2021), o dafio mecanico (Ameye ef al., 2018, Villanueva,
2022). Los resultados obtenidos indican que, en hojas no danadas la liberacion de volatiles
constitutivos es baja y, en hojas danadas por insectos herbivoros la liberacion de volatiles
inducidos se incrementa, atrayendo asi parasitoides que atacan a los insectos herbivoros.
La mezcla volatil liberada también varia en funcion de la especie de planta, al tipo de
alimentacion del herbivoro que produce el ataque, e incluso de la etapa de desarrollo del
insecto (Boege et al., 2019) o la planta. Para las plantas, el poseer un mecanismo de defensa
inducida en el nuevo ambiente, proporcionaria mayores beneficios en su adecuacion, que
una defensa constitutiva debido a que la primera no requiere de una constante inversion de

recursos, lo cual es importante si las defensas son costosas (Bautista-Lozada et al., 2012).

Compuestos organicos volatiles en plantas: funcion y clasificacion

Los compuestos orgénicos volatiles (COVs) producidos por plantas superiores son
productos o subproductos de rutas metabolicas primarias (Bautista-Lozada et al., 2012),
consisten en una cadena principal basada en carbono, se evaporan facilmente bajo
condiciones de presion y temperatura ambiente (Faiola y Taipale, 2020). Ademads, son
producidos y liberados en diferentes cantidades, momentos y tejidos; se ha reportado que
su regulacion es contexto-dependiente (Rosenkranz y Schnitzler, 2010), es decir, depende
del espacio, tiempo y desarrollo fenologico de la planta y de factores abidticos como la

sequia, temperatura y luz (Ameye et al., 2016)


https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/ContribAuthorRaw/Halitschke/Rayko

Los COVs desempefian un papel importante en los procesos ecoldgicos como la
comunicacion planta-planta (Arimura et al., 2009; Baldwin et al., 2006), la comunicacion
planta-polinizador (Schiestl y Johnson, 2013), la comunicaciéon planta-insecto (Li y
Blande, 2017), y la sefalizacion tri-tréfica (Dicke, 2009); participan en procesos
ambientales tales como las respuestas a corto y largo plazo a la luz y desempefian un papel
importante en la quimica atmosférica (Bautista-Lozada et al., 2012).

Hasta la fecha, se han identificado mas de 1,700 COVs diferentes en las emisiones de las
plantas (Dudareva et al., 2006), los cuales se clasifican en tres grandes grupos: 1) terpenos,
(2) fenilpropanoides/benzenoides, y 3) derivados de acidos grasos; aunque también hay
grupos menores como los indoles y los isotiocianatos (Bautista-Lozada et al., 2012).
Dentro de los COV's mas estudiados se encuentran los voldtiles inducidos por herbivoria
(HIPVS) (Hu, 2021; Dicke y Baldwin, 2010) divididos en tres clases generales:
terpenoides, que incluyen monoterpenos, sesquiterpenos y derivados de terpenos (Franks
et al., 2012; Ataide et al., 2016; Effah et al., 2020; Liu et al., 2020), hormonas vegetales,
como el salicilato de metilo y voldatiles de hoja verde (GLVs por sus siglas en inglés, “green
leaf volatiles™) que incluye al grupo de los aldehidos, alcoholes y acetatos ( Matsui, 2006,

Yamauchi et al., 2015).

Con el uso de metabolomica no dirigida (aquella que no esta enfocada en el estudio de
ciertos metabolitos especificos previamente conocidos) es posible estudiar el impacto de la
interaccion planta-herbivoro con el fin de obtener y conocer el perfil de metabolitos
emitidos (Sardans et al., 2021), especificamente de aquellos compuestos volatiles que

participan en esta interaccion.

I1. Sistema de estudio

Datura stramonium L. (Solanaceae), mejor conocida como “toloache”, es una hierba anual
arvense o ruderal, nativa de México (Jiao et al., 2002) donde se encuentra ampliamente
distribuida (Nufiez-Farfan, 1991).

En su ambiente nativo, las poblaciones de D. stramonium son atacadas por una amplia
variedad de herbivoros (Nufiez-Farfan, 1991), entre los que destacan dos coledpteros
especialistas pertenecientes a la familia Chrysomelidae que se alimentan exclusivamente
de Datura o bien de otras especies de solanaceas: Lema daturaphila (Kogan y Goeden,

1970a, b; Peterson y Dively, 1981) y Epitrix parvula (Essig, 1958). También destacan el



herbivoro generalista Sphenarium purpurascens (Orthoptera: Pyrgomorphoidea) (Nufiez-
Farfan y Dirzo, 1994) y el depredador de semillas Trichobaris soror (Coledptera:
Curculionidae). El dafio foliar provocado por herbivoros reduce significativamente la
sobrevivencia y reproduccion de los individuos (Nufiez- Farfan y Dirzo, 1994; Fornoni et
al., 2003; Valverde et al., 2003). Ademas, para el caso de México, estudios recientes
(Villanueva, 2019) han reportado la presencia de parasitoides que atacan al herbivoro
especialista de D. stramonium, L. daturaphila. En la fase de huevo es atacado por
Emersonella lemae, una avispa perteneciente a la familia de las Eulophidae. Para el estado
larval se reportan tres especies de moscas koinobiontes (Patelloa sp., Winthemia sp.,
Heliodorus sp. y Pseudochaeta sp.) de la familia Tachinidae (Villanueva, 2019). Para el
depredador de semillas, 7. soror, también se ha reportado la presencia de la avispa
parasitoide Nealiolus sp., en poblaciones nativas de D. stramonium (Hernandez, 2009).
Datura stramonium también se encuentra distribuida ampliamente alrededor del mundo en
regiones con climas célidos (van Kleunen et al, 2007). Originaria de México, fue
introducida en Europa aproximadamente hace 500 afios. En Espafia ha sido catalogada
como especie invasora (Valverde et al., 2015) y se ha reportado que, en esta érea, las
plantas son significativamente menos dafadas por herbivoros, alcanzan mayor talla y
poseen baja concentracion de alcaloides, en comparacion con las poblaciones nativas
(Valverde et al., 2015; Castillo et al., 2019). Al estudiar distintas poblaciones de D.
stramonium en Espafa, Valverde et al. (2015), reportan que hay una baja riqueza de
invertebrados fitofagos; siendo la polilla generalista Helicoverpa armigera el principal
herbivoro en todas las poblaciones. Ademas de las hojas, las larvas de H. armigera también
perforan los frutos para consumir semillas inmaduras hasta la pupacion. Para el caso de D.
stramonium en Espafia, aun se desconoce la presencia de parasitoides para esta interaccion
tritr6fica. Sin embargo, para H. armigera si se han reportado parasitoides, siendo Archytas
incertus (Tachinidae: Diptera) uno de sus principales depredadores. En cultivos de soya,
Weber et al. (2021) han reportado la presencia de gran diversidad de parasitoides que estan
asociados a H. armigera, como Lespesia sp. (Diptera:Tachinidae), Chetogena sp.
(Diptera:Tachinidae),  Atactosturmia  sp. (Diptera:Tachinidae), Belvosia  sp.
(Diptera:Tachinidae), Gonia sequax (Diptera:Tachinidae) y Archytas marmoratux
(Diptera: Tachinidae).

Las caracteristicas defensivas de D. stramonium contra insectos herbivoros han sido
ampliamente estudiadas. Las poblaciones no nativas de esta especie no tienen la presencia

de insectos herbivoros especialistas y son menos atacadas en el area de introduccion que
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en su area nativa (Torchin y Mitchell ,2004; Blaisdell y Roy, 2014). Castillo et al. (2019)
reporta que para poblaciones nativas de D. stramonium, donde es consumida
principalmente por dos herbivoros especialistas (Lema trilineata y Epitrix parvula), hay
una asociacion geografica entre los caracteres de defensa, factores ambientales y el dafio
foliar.

Por otro lado, para el caso de las poblaciones de toloache localizadas en el sur de Espana,
Valverde et al. (2015) reportan que el dafio foliar fue 20 veces menor que en México. Esta
diferencia en el dafo en las hojas coincide con lo esperado bajo la hipdtesis de la liberacion
del enemigo (ERH). La disminucién del dafio foliar de las poblaciones no nativas podria
deberse a dos posibles factores, el primero es que los dos herbivoros especialistas de D.
stramonium que se encuentran en el area nativa estan ausentes en las poblaciones del sur
de Espafia; en segundo lugar, los herbivoros generalistas registrados durante los estudios
de campo en Espana consumen una cantidad muy pequefia de tejido foliar de D.
stramonium y, por tanto, es poco probable que ejerzan una fuerte presion selectiva para la
resistencia de las plantas en el nuevo entorno. Estudios recientes que ponen a prueba la
hipotesis de EICA a nivel metaboldmico predicen que las concentraciones de metabolitos
de defensa constitutivos en plantas deberdn ser mas bajos en plantas invasoras (Miiller,
2018). En este contexto, el presente trabajo propone un analisis metabolémico en
invernadero con poblaciones nativas y no nativas de D. stramonium, bajo condiciones
controladas, con el fin de evaluar y comparar los perfiles de COVs en plantas con y sin

dafio foliar.

III.  Hipotesis

Al comparar la emision constitutiva e inducible de compuestos orgéanicos volatiles en
plantas nativas y no nativas frente al dafio por herbivoria, se espera que las plantas no
nativas liberen mayores niveles de volatiles constitutivos que disuaden a los insectos
herbivoros generalistas y menor cantidad de volatiles inducibles (Lin et al., 2021.
Asumiendo que la evolucion de los volatiles foliares podria estar mediada por su papel en
la defensa directa o indirecta contra insectos herbivoros y con base en estudios preliminares
con D. stramonium que sugieren una respuesta sistémica de COVs después de recibir dafio
mecanico y por insectos herbivoros (Villanueva, 2022) se espera que: 1) Las poblaciones
nativas y no nativas de D. stramonium expresaran perfiles de compuestos quimicos

volatiles distintos. ii) La liberacion de volatiles inducibles sera favorecida en las
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poblaciones nativas con el fin de atraer parasitoides; la liberacion constitutiva de volatiles
se vera disminuida para evitar la deteccion por insectos herbivoros especialistas y iii) En
el ambiente no nativo la liberacion de volatiles constitutivos se vera favorecida para

disuadir a los herbivoros generalistas.

IV.  Pregunta de investigacion

Si, como se sugiere en estudios previos, la evolucion de las emisiones de los volatiles de
hoja ha sido conducida por desempefiar un papel en la defensa directa y/o indirecta contra
insectos herbivoros (Lin et al., 2021) y, si esta variacion cualitativa y cuantitativa responde
también a factores como el genotipo de la planta e identidad del herbivoro (especialista o
generalista) (Rowen y Kaplan., 2015, Villanueva, 2019) y dafio mecénico (Martins et al.,
2017; Bautista-Lozada y Espinosa-Garcia, 2013; Villanueva, 2019) nos formulamos la
siguiente pregunta: ;La ausencia de herbivoros especialistas y sus enemigos naturales, en
el ambiente no nativo de Datura stramonium ha producido un cambio en las emisiones
constitutivas e inducibles de compuestos organicos volatiles en comparacion con las

poblaciones nativas?

V. Objetivos

Evaluar semicuantitativamente en poblaciones de D. stramonium de México (nativas) y
Espana (no nativas) el perfil de compuestos volatiles (COVs) como tipo de defensa

inducida y/o constitutiva ante el dafio foliar.

VI.  Metodologia

Seleccion de las poblaciones y disefio de experimento

Las poblaciones de estudio se seleccionaron de entre aquellas estudiadas previamente
(Valverde et al., 2015; Castillo et al, 2019) considerando los siguientes atributos:
produccion de alcaloides (baja, media, alta concentracion) , tiempo de almacenamiento de
las semillas y éxito en la germinacion. Dado que la produccion de alcaloides (atropina y
escopolamina) ha sido considerada como un tipo de defensa quimica para D. stramonium
( Valverde et al. 2001; Castillo et al. 2013 ), seleccionar poblaciones que difieran en la

expresion de estos compuestos nos ofrece la posibilidad de planear futuros experimentos y



comprobar si a baja, alta o media produccion de alcaloides la capacidad de producir y/o
liberar COVs también se ve afectada. Por ultimo, el tiempo de almacenamiento esta
relacionado con la viabilidad de la semilla y el éxito en la germinacion; asi, semillas con

poco tiempo de almacenamiento tendran un mayor €xito en la germinacion.

Para cada origen (México y Espaiia) se seleccionaron 3 poblaciones. Para cada poblacion,
se seleccionaron dos familias genéticas distintas, y, para cada familia se tomaron 6 plantas
con la finalidad de tener el nimero de réplicas minimo requerido para andlisis de
cromatografia de gases; de las seis plantas, tres plantas fueron dafiadas mecanicamente y
tres plantas fueron control (sin dafo), dando un total de 72 plantas (Figura 1). Las familias
utilizadas en este experimento corresponden a las siguientes poblaciones; México:

Teotihuacan, Ticumén y Valsequillo; Espafia: Pedroso, Pinilla y Zubia (Tabla 1).

Trabajo en invernadero

Germinacion de semillas de Datura stramonium

Las semillas utilizadas en los procedimientos descritos a continuacion fueron obtenidas a
partir de experimentos anteriores donde los frutos que contenian a estas semillas
representan a la primera generacion filial, F1. Las plantas madre crecieron en un periodo
de tiempo comprendido entre septiembre a diciembre del 2019 y las mas tardias hasta el
mes de enero de 2020, por lo que los frutos de donde provienen estas semillas fueron

recolectados a partir del mes de enero de 2020.

Lavado y germinacion

Con el proposito de romper la latencia, las semillas fueron colocadas en bolsas de celofan
y refrigeradas durante 24 horas y sometidas a ciclos de lavados. El primero de ellos con
agua caliente a una temperatura de 60° C durante 10 segundos, después se realizaron 8
lavados con agua a temperatura de 37° C durante 10 minutos. Una vez lavadas, se dejaron
remojar en agua a temperatura ambiente por 12 horas. Para ayudar en el proceso de
germinacion se removio la testa y las semillas fueron colocadas en cajas petri con papel
filtro humedecido en cdmaras de ambiente controlado (fotoperiodo de 12:12 horas de
luz/oscuridad, temperatura media 25°/35° C) (Figura la). Se mantuvo un riego constante

aplicando tres gotas de agua por caja durante 4 semanas.
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Siembra, trasplante y riego

Una vez que los cotiledones estuvieron completamente extendidos, las plantulas fueron
colocadas en almécigos con una mezcla de sustrato con 50% arena, 25% perlita (Agrolita
®) y 25% vermiculita (Figura 1b). Las plantulas permanecieron 4 semanas en camaras de
ambiente controlado (fotoperiodo de 12:12 horas de luz/oscuridad, temperatura media
25°/35° C). Finalmente, cuando las plantulas desarrollaron entre de 2-3 hojas verdaderas
fueron transplantada a macetas de 1 litro con una mezcla de sustrato con 50% arena, 25%
perlita (Agrolita ®) para aumentar la aireacion y la retencion de agua, y 25% vermiculita
para favorecer la retencion de nutrientes en el suelo. Las plantas fueron llevadas al

invernadero durante 2 meses y regadas diariamente con 20 mL de agua.

Figura 1. a) Semillas escarificadas de las distintas poblaciones de D. stramonium. b)
Plantulas de D. stramonium en almécigos.

11



Tabla 1.

Ubicacion geografica y caracteristicas climaticas de las seis poblaciones de

D. stramonium utilizadas para la determinacion de COVs. *Datos tomados de Valverde et
al. (2015), Lifian (2021) y Villanueva (2022). PP = precipitacion media anual (mm); T =
Temperatura media anual (°C).

Poblacion Estado, Coordenadas Habitat Altitud PP T
Pais geograficas
(m.s.n.m) mm O

Pedroso Sevilla, 37°N, 5°0 Borde de 383 501.6 17
Espaia carretera

Pinilla Murcia, 37°N, 3°0 Campo de 240 236.6 17
Espaiia cultivo

Zubia Granada, 37°N,3°W Campo de 692 598.2 17
Espaiia cultivo

Teotihuacan  Estado de 19°N, 98° W Matorral 2050 616.6 15.9
México, xeréfilo
México

Ticuman Morelos, 18°N, 99° W Bosque 961 802.1 23.1
México tropical

seco

Valsequillo Puebla, 18°N,98° W Selva baja 2200 668.3 16.2

México caducifolia
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Fertilizacion

Las plantulas fueron fertilizadas al momento de extender completamente los cotiledones.
Durante esta etapa se colocaron tres gotas de fertilizante (Peters20-20-20NPK: 3.9% NH4-
N, 5.8% NO3-N,10% urea-N, 20% P205,20% K20-K) semanalmente a una
concentracion de 1.9gr/L. Al momento del trasplante en macetas de 1L, se agregaron al
sustrato 20 mL de fertilizante con la misma concentracion. La dosis de fertilizante fue de
20 mL cada 7 dias hasta su utilizacion de la planta para la colecta de VOCs. Se suspendio
la aplicacion de fertilizante tres semanas antes previo a la colecta de COVs. Para evitar la
contaminacion por moscas blancas (Bemisia tabaci), las plantulas fueron cubiertas con tela
tul (Fig. 2 a y b). Para estos experimentos no se us6 insecticida o algun otro quimico que

pudiera interferir con el analisis de VOCs.

Seguimiento en el tiempo de las plantas y eleccion de genotipos

Las plantas crecieron durante los meses de enero y febrero de 2022 en invernadero bajo
condiciones controladas de agua y nutrientes. En etapa de floracion de las 180 plantas que
crecieron en el invernadero, se seleccionaron 72 plantas al azar de cada una de las

poblaciones antes mencionadas (Figura 3a y b).
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Figura 2. a) Plantas de D. stramonium en invernadero. b) La tela tul se uso6 para evitar

la proliferacion de plagas dentro del invernadero (a y b).

Daiio foliar

Previo a realizar el dafio mecanico, en cada planta se midio el largo de cada hoja
completamente expandida para estimar el area foliar, utilizando la ecuacién Area foliar =
[Longitud de hoja] * 2.47 + 0.34 *[Longitud de hoja]? - 12.37 (Nufiez-Farfan y Dirzo,
1994; Valverde et al., 2001). Una vez obtenida el area foliar de cada hoja, usamos la

Ecuacion

(Area foliar)(0.3)
(3.1416)(0.55)2

Dario foliar (No. de hoyos) =
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para calcular el 30% del area foliar a dafiar y el nimero de hoyos a realizar por hoja segin
el diametro del sacabocados. En etapa de floracion, se seleccionaron 6 plantas al azar de
cada poblacion. Las plantas que recibirian dafio mecanico fueron retiradas del invernadero
48hrs antes previo a la colecta y separadas a 1m de distancia (esto con la finalidad de evitar
la comunicacion planta-planta, entre plantas con dafio y sin dafio mecanico) y se dafiaron
mecanicamente sustrayendo el 30% del area de cada hoja con un sacabocados metélico #3
haciendo hoyos circulares de area conocida, para simular el dafio que realizan algunos

herbivoros (Fig. 4 a, by c¢). El dafio mecanico se realizo 16 hrs antes de la colecta de COVs.

Por cada poblacion se seleccionaron también tres plantas al azar que servirian como plantas
control, sin daflo mecénico. Estas plantas permanecieron en el invernadero al momento de
la colecta de VOCs. Posterior a la colecta de COVs las plantas fueron desechadas
separando a los frutos de la parte vegetativa.Método de colecta, extraccion e identificacion

de COVs

Se probaron tres métodos distintos de colecta de COVs para D. stramonium, por i)
headspace (Anexo 1), ii) solvente (Anexo 2) y iii) SPME (solid phase micro-extraction)
con el fin de saber cudl método era el mas adecuado para las caracteristicas de nuestra
especie de estudio, recursos y objetivos. Al ser un estudio de metaboldémica no dirigida, no
se buscaba la colecta de algin COV especifico, sino que el interés fue caracterizar la

emision total de este tipo de compuestos.
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Valsequillo » Ticuman | Teotihuacan

Pinilla = S Pedroso

Figura 3. a) Plantas nativas de D. stramonium en etapa de floracion. b) Plantas no
nativas de D. stramonium en etapa de floracion. Fotos tomadas previo a la colecta de
COVs.
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Meétodo para la extraccion de volatiles en fase solida (SPME, solid phase micro-extraction)

Para este método de extraccidon se usaron seis plantas por cada linea o poblacion en etapa
de floracion; tres plantas con tratamiento (30% de dafio foliar) y tres plantas control (sin

dafio foliar).

Figura 4. a) Cada hoja fue medida y etiquetada con el nimero de hoyos a realizar
correspondiente al 30% de dafo. b) Dafio mecénico con sacabocados metalico #3. ¢) Planta

con dafio mecanico.

Colecta de compuestos orgdnicos volatiles

Para cada tratamiento (con y sin dafio mecéanico) se corto una hoja de cada planta con tijeras
esterilizadas con alcohol al 70%. Cada hoja fue colocada dentro de un frasco de vidrio

previamente lavado y esterilizado, con una tapa de hoja aluminio estéril. Después de la
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colecta cada frasco se selld con cinta teflon para evitar contaminacion (Fig. 5 a, b, cy d).
Se tomaron tres réplicas por familia (con dafio y sin dafio), incluyendo dos muestras blanco
de atmosfera fuera y en el invernadero dentro de frascos de vidrio vacios para descartar
cualquier posible contaminacién de COVs. Estos fueron preparados y muestreados de

forma idéntica, con la excepcion de que no habia hoja en el frasco.

Figura 5. a) Colecta de COVs en invernadero de plantas control. b) Hoja colectada y
colocada en frasco de vidrio estéril. ¢) Frasco de vidrio con tapa de aluminio para evitar el
uso de plastico. d) Frasco tapado y sellado con cinta teflon.
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Analisis de las muestras

La hoja colectada en cada frasco fue macerada manualmente durante 60 segundos
utilizando un pistilo de vidrio previamente esterilizado. El frasco sellado se incubd a 40°
C/10 min utilizando una camara de incubacion “handmade” de 35 x 16 x 15 cm, formada
por una plancha de calentamiento con control automatico de temperatura y una cubierta de
acrilico. (Figura 6 a 'y b). Después de transcurrido el tiempo de incubacion, se introdujo la
fibra de SPME a través del aluminio utilizando una septa de teflon/silicon de 1.5 cm de
diametro como soporte para la fibra. Se expusieron 10 cm de la fibra al “headspace”
colocandola aproximadamente a 1.5 cm sobre la superficie del tejido sin tocarlo. Después
se incubod a 40° C durante 30 minutos para permitir la adsorcion de los compuestos en la
fibra expuesta. Finalmente, la fibra se guardd y se desorbié inmediatamente dentro del
puerto de inyeccion del GC-ie-MS (Cromatografo de gases Clarus modelo 580 acoplado a
un detector de masa de ionizacion por impacto de electrones Perkin Elmer modelo 5608,

Estados Unidos).
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Figura 6. a) Frasco de vidrio con muestra homogeneizada manualmente. b) Cdmara
de incubacion “handmade”.

Condiciones del GC-ie-MS

Para la lectura de las muestras también se utiliz6 el cromatdgrafo de gases Clarus 580 con
las siguientes condiciones: temperatura del inyector 250° C, temperatura del inyector 180°
C, temperatura del detector 230° C, temperatura inicial 40° C. Posteriormente se aumento
a 6° C por minuto — 1 a 120° C, se mantuvo 1 minuto, luego aument6 a 12 °C min — 1 y se
mantuvo durante 1 minuto, después, se aplicé una segunda rampa de 12°C min-1 para

alcanzar los 290°C, la cual se mantuvo durante 0 min. La temperatura de la linea de
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transferencia se establecio en 200° C. Los espectros de masa se obtuvieron a 70 eV de
energia de electrones. Las mediciones se realizaron en modo SCAN con un ambiente de
m/z establecido en 34-450. La temperatura de la fuente de iones se establecio en 230° Cy
se opero en 2.9 escaneos por segundo. La fase de cromatografia se realizé en una columna
capilar élite-5 MS (Perkin Elmer, Inc.) (40cm x 250 pm x 0,25 um) y se utilizé helio como
gas portador a una velocidad de flujo constante de 1 mL/min. Se colect6 y analiz6 el perfil
de COVs de 4 frascos de vidrio vacios, como control negativo, y poder analizar los COVs
encontrados en el ambiente al momento del experimento (en el invernadero; donde fueron
tratadas las plantas sin dafo y fuera del invernadero; donde fueron tratadas las plantas con

dafio).

Identificacion de principales COVs diferenciales

Para determinar las principales diferencias en los perfiles de COVs emitidos se hizo un
analisis con las principales librerias de compuestos 'NIST MS Search Program v.2.0g'
(National Institute of Standards and Technology, 2008) y el software AMDIS
(http://www.amdis.net/) se utilizdo para la determinacion del tiempo de retencion y la
extraccion del espectro de masa de cada componente de los cromatogramas. Para la
semicuantificacion del area relativa bajo la curva se utilizé el software TurboMass (Perkin
Elmer, Inc.), la cual se toma como un indicador de las cantidades determinadas de cada
compuesto volatil. La identificacion de COVs se basa en el area de pico, el peso molecular
del tiempo de retencion (TR) y la formula molecular. Los criterios considerados fueron:
pureza > 70 y match > 850. De las moléculas encontradas que cumplieron con los criterios
de seleccion, se hizo un primer filtro para identificar las moléculas que ya han sido
reportadas previamente en la bibliografia por estar presentes en plantas. Posteriormente, se
aplico un segundo filtro para aquellas moléculas que han sido reportadas en plantas y que,

ademas, aparecian en dos de las tres réplicas realizadas.
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Analisis estadisticos

Andlisis comparativo del perfil de COVs emitido antes y después del dario foliar en

poblaciones nativas y no nativas.

Para evaluar si existe una diferencia estadisticamente significativa en el ntimero de
compuestos emitidos en plantas con y sin dafio mecanico en poblaciones de D. stramonium
con distintos origenes, se realiz6 un modelo linear generalizado considerando una
distribucion de Poisson; se uso el software estadistico R (version 4.0.2; R Core Team
2020), con la funcion GLM vy el paquete “MSS” (Jackson, 2011) y “car” (Fox y Weiber,
2019). Para comprobar que las diferencias en el nimero de compuestos fuera por efecto
del tratamiento y no por efecto del tamafio de las plantas (area foliar total) se realizd un
ANCOVA usando el programa estadistico JMP version 16.2.0 (SAS, 2020-2021) y

considerando como covariable el area foliar por planta.

Andlisis de diversidad alfa entre plantas con dario y sin daiio de poblaciones nativas y no

nativas de D. stramonium

Para poder comparar la diversidad de las distintas especies quimicas de COV's presentes en
D. stramononium, se realizo un analisis de diversidad alfa usando los datos del area relativa
bajo la curva para cada COV. El factor poblaciéon no fue significativo en el GLM y para
lograr una mayor robustez estadistica en este analisis, se agruparon las 72 plantas en 4
grupos: a) nativas sin dano (NSD), b) nativas con dafio (NCD), c) no nativas sin dafio
(NNSD) y d) no nativas con dafio (NNCD). Primero, se analizd la riqueza de COV's con el
indice de riqueza (S), se obtuvieron las graficas de acumulacion de especies quimicas
(COVs) para predecir el numero de especies esperadas en funcion del nimero acumulativo
de muestras. Luego, para conocer si un compuesto es mas abundante que otro, se realiz6 el
indice de dominancia de Simpson y Berger-Parker. Para evaluar la interaccion entre la
riqueza de especies quimicas y su abundancia se realizé un anélisis de diversidad tomando
en cuenta los indices de Shannon-Wiener (H"), Shannon max, Pielou (equitatividad) y las
curvas de abundancia relativa. Por ultimo, para probar la hipdtesis nula de que las
diversidades provenientes de los 4 grupos (NSD, NCD, NNSD Y NNCD, medidas con el
indice de Shannon-Wiener) son iguales se realizd una ¢ modificada de Hutchenson
(Hutchenson, 1970) haciendo combinaciones entre grupos: 1) entre poblaciones nativas sin

dafio y con dafio, ii) poblaciones no nativas sin dafio y con dafio, iii) entre poblaciones
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nativas y no nativas sin dafio y iiii) poblaciones nativas y no nativas con dafio. Los datos
del area relativa bajo la curva fueron divididos entre 1,000,000 para un mejor manejo y
apreciacion de los datos y transformados a logl0 para la obtencidon de las curvas de
composicion relativa. Todos los analisis de diversidad fueron realizados con el programa

Past (version 4. 11)

Andlisis semicuantitativo del perfil de COVs entre plantas de D. stramonium de México y

Esparia

Para analizar cambios en el area relativa bajo la curva de COVs entre grupos usando el
software estadistico R (version 4.0.2; R Core Team 2020), se realiz6 un ANOVA de un
factor para: a) evaluar diferencias en la emision de cada volatil entre grupos donde la
variable explicativa fue cada COV emitido y la variable de respuesta el area relativa bajo
la curva y b) evaluar diferencias en la cantidad emitida de volatiles dentro de cada grupo
donde la variable explicativa fue el grupo y la variable dependiente el area relativa bajo la
curva. Se realizd una prueba de Tukey en caso de encontrar diferencias significativas para
contrastar la abundancia relativa de los diferentes COVs encontrados bajo diferentes
condiciones. El resultado de dicha prueba se graficd con diagramas de caja. Para ambos
analisis se transformo el area relativa bajo la curva con la funcidn logaritmo natural para

cumplir los supuestos de normalidad y homocedasticidad de las pruebas paramétricas.

VII. Resultados

Identificacion y caracterizacion de principales COVs diferenciales encontrados en

poblaciones nativas y no nativas de D. stramonium

Se detectaron 66 moléculas por GC-ie-MS que cumplieron con los criterios de pureza y
match, 36 de ellas estan reportadas en la bibliografia como compuestos de plantas presentes
en distintos tejidos como hojas, raices, tallos, flores y semillas. La mayoria ya estan
reportados en la bibliografia como HIPVs (Herbivore-Induced Plant Volatiles) o GLVs
(Grean leaf volatiles) asociados a funciones de defensa contra herbivoros, patdgenos, entre
otras. De los 36 compuestos, s6lo 10 cumplieron con los requisitos para ser considerados
compuestos de D. stramonium (Tabla 2) ya que era indispensable que cada compuesto
estuviera presente en 2 de las 3 réplicas realizadas. De los 66 compuestos obtenidos fueron

eliminados 9 compuestos por estar presentes en las muestras control sin tejido vegetal.
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De los 10 compuestos seleccionados, el grupo quimico mejor representado fue el de los
aldehidos. Este grupo es comun dentro de los GLVs, siendo el 2-Hexenal, (E)- uno de los
mas estudiados. Los alcoholes (como el 3-Hexen-1-ol, (Z2)- pertenecen al segundo grupo

mejor representado entre las muestras.

Al evaluar cada COV de manera general entre todas las muestras, es decir, sin considerar
los grupos, las plantas no nativas presentaron una frecuencia menor de compuestos que van
de 0-3, con mayor frecuencia de un compuesto, mientras que las plantas nativas presentaron
de 1-5 compuestos, con mayor frecuencia de compuestos.

Del total de compuestos volatiles seleccionados, se observd que algunos fueron
encontrados inicamente en poblaciones nativas. Para el ambiente nativo los compuestos
exclusivos fueron el Tridecanal y el 3-Hexen-1-ol, (Z). Los compuestos compartidos para
ambos origenes fueron el 2-Hexenal, (E)-, (S)-3-Ethyl-4-methylpentanol, Decanal,

Nonanal, 2,6-Nonadienal, (E,E)-, Phenylethyl Alcohol, Pentadecanal y el el sesquiterpeno

B-farnesene. El compuesto mas abundante en ambos ambientes (n > 25) fue el Nonanal.

Tabla 2. Compuestos presentes en D. stramonium y su clasificacion. *TR: Tiempo
de retencion. **No todos los compuestos estan clasificados

TR* Compuesto Tipo Localizacion VOCs**
11 2-Hexenal, (E)- Aldehido alifatico Hojas GLVs

11.4 3-Hexen-1-ol, (Z)- Alcohol alifatico Hojas/Tallos GLVS

20.6 Decanal Aldehido graso Hojas HIPVs

18.3 Nonanal Aldehido alifatico Hojas HIPVs

26.4 Tridecanal Aldehido alifatico Hojas

27.5 Pentadecanal- Alcohol graso Hojas

16.2 (S)-3-Ethyl-4- Aldehido graso Hojas, raices,

methylpentanol flor

19.4  2,6-Nonadienal, (E,E)- Derivado del nonanal Hojas

24.8 B-Farnesene Terpeno (sesquiterpeno)  Hojas, frutos

18.5 Phenylethyl Alcohol Hidrocarbono alifatico Hojas
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Analisis comparativo del numero de COVs emitidos en plantas con y sin dafio foliar en

poblaciones nativas y no nativas .

Al realizar el modelo linear generalizado para evaluar si existen diferencias en el nimero
de compuestos emitidos entre ambos origenes y poblaciones en plantas con y sin dafio
foliar, se encontraron diferencias significativas con respecto al origen (p < 0.0001) y la
interaccion origen*dano (p=0.0177). Los factores poblacion, dafio foliar y la interaccion
poblacién*dano no explicaron esta variacion (Tabla 6). Asi, las plantas nativas emitieron

significativamente mayor numero de compuestos en comparacion con las no nativas.

Tabla 3. Modelo linear generalizado donde la variable de respuesta es el nimero de
compuestos a nivel de origen.

Fuente de variacion  g.L L-R Chi? p
Dafio 1 1.67 0.10
Origen 1 16.84 <0.0001
Poblacion [Origen] 4 3.83 0.42
Origen*Dafio 1 3.65 0.0177
Poblacion [Origen]*Dafio 5 10.39 0.06

Alrealizar el ANCOVA (tabla 4) se confirma que la diferencia en el nimero de compuestos
emitidos entre poblaciones nativas y no nativas es significativo por efecto del origen y no

por el tamafo de la planta (area foliar total).
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Tabla 4. ANCOVA del nimero de COVs en Datura stramonium, utilizando como
covariable el area foliar total.

Fuente de variacion gl S.C F )/
Origen 1 19.69 19.54 <0.0001
TOTAL Daio 1 0.68 0.67 0.41
Dano*Origen 1 7.22 7.16 0.0094
Area 1 1.61 1.60 0.21

Analisis de diversidad alfa entre plantas con dario y sin daiio de poblaciones nativas y no

nativas de D. stramonium

Al realizar los analisis de riqueza, abundancia y diversidad de COVs para ambos origenes
en plantas con y sin dafio foliar, las poblaciones nativas sin dafio foliar presentaron una
riqueza de COVs mayor en comparacion con los otros grupos (NCD, NNSD Y NNCD),
los valores mas bajos fueron para las poblaciones no nativas con y sin dafio foliar (Tabla
3).

Tabla 5. Indices de diversidad alfa de COVs para las poblaciones nativas y no nativas

de D. stramonium.

Nativas No Nativas

indice sin dafio con dafio sin dafio con dafo
Riqueza (S) 10 9 8 8
Simpson 0.28 0.37 0.79 0.75
Shannon- Wiener (H") 1.53 1.35 0.53 0.61
Shannon Max 1 0.95 0.90 0.90
Pielou 0.67 0.61 0.25 0.29
Berger-Parker 0.4 0.56 0.88 0.86

Los gréficos de acumulacion de especies quimicas de COV's muestran que para los grupos
NCD, NSD Y NNCD se alcanzé el nimero de compuestos esperado con el nimero de
muestras analizadas (dada por la union de las 3 lineas graficadas: observado, méaximo

modelado y minimo modelado por Mao Taus). En contraste, en el caso de las poblaciones
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no nativas sin dafio foliar, no se alcanz6 el nimero de compuestos requerido, lo que sugiere
que estas plantas presentan una riqueza mayor de volatiles constitutivos que no fue posible

caracterizar en este estudio (Figura 7).

Al evaluar el indice de Simpson, Pielou y Berger- Parker, podemos ver que para el caso de
las poblaciones nativas la dominancia de compuestos fue baja y la equitatibilidad es alta,
lo que significa que la emision de todos los compuestos es similar. Por contrario, para el
caso de poblaciones no nativas con y sin dafio la dominancia fue alta y la equitatibilidad es
baja, lo que se traduce en que hay COVs que fueron predominantes, es decir, son mas
abundantes que otros. Una forma de visualizar graficamente estos indices es con las curvas
de abundancia relativa (Figura 8). En el analisis de diversidad, las poblaciones nativas sin
dano foliar presentaron el valor mas alto de 4"y Shannon max, el valor mas bajo de
diversidad fue para las poblaciones no nativas sin dafo foliar. Al comparar los valores de
H'’ con el estadistico ¢t de Hutchenson entre poblaciones nativas sin y con dafio foliar, el
valor del estadistico fue significativamente distinto (¢ 2643.8 =4.70; p < 0.001) lo que indica
que la diversidad-abundancia de COVs es mayor en las poblaciones nativas sin dafio foliar,
asimismo al comparar poblaciones nativas y no nativas sin dafio foliar (7 3286.7 = -1.28; p =
0.06). (¢30362=25.96; p <0.0001) y poblaciones nativas y no nativas con dafio foliar # 2951.1
= 17.71; < 0.0001). Para el caso de las poblaciones no nativas sin y con dafio no hubo

diferencia significativa (¢ 3286.7 = -1.28; p = 0.06). (¢ 30362 = 25.96; p < 0.0001) (Tabla 4),
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por lo tanto, se cumple la hipotesis nula donde la diversidad-abundancia de COVs es igual

entre ambos grupos.

No nativa sin dafio (NNSD) No nativa con daiio (NNCD)
10 10
g 8
g 8 % 8
2 6 g 6
g =)
[=] =]
o 4 (3] 4
< 3
S 2 s 2
Z Z
0 0
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 1 3 5 7 9 11 13 15 17
No. de individuos No. de individuos
Nativa sin dafio (NSD) Nativa con dafio (NCD)
10 10
g s g s
5] 3
E 6 g 6
g g
3 8
L] 4 L] 4
=] o
S 2 s 2
z Z
0 0
1 3 5 7 9 11 13 15 17 1 3 5 7 9 11 13 15 17
No. de individuos No. de individuos
Maximo modelado (Mao Taus) = = = Observado Minimo modelado (Mao Taus)
Figura 7. Para el caso de las poblaciones nativas sin dafio, nativas con dafio y no

nativas con dafio se alcanz6 el nimero de COVs esperados con el nimero de plantas
muestreadas. Para el caso de las poblaciones no nativas sin dafio, no se logr6 cubrir el
numero de COVs esperados, lo que supone que estas poblaciones presentan una riqueza
mayor de COVs.
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Figura 8. Las curvas de abundancia relativa muestran que en las poblaciones NSD,

NCD, NNSD y NNCD el compuesto que mostro las emisiones mas altas fue el 2-Hexenal,
por el contrario los compuestos emitidos en cantidades bajas fue el Tridecanal, el
Pentadecanal y el Decanal. En cantidades intermedias se encuentran el nonanal, (S)-3-
Ethyl-4-methylpentanol, Phenylethyl Alcohol, B-farnesene y el 2,6-Nonadienal, (E,E)-. Se
aprecia también la dominancia de COVs siendo baja para poblaciones nativas y alta en
poblaciones no nativas.
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Tabla 6. Valores de H'y su analisis con el estadigrafo # de Hutchenson al comparar
la diversidad de COVs entre combinaciones de grupos (NCD-NCD, NNSD-NNCD, NSD-
NNSD-NCD y NCD-NNCD.

Tratamiento H’ Varianza t gl )2

NSD 1.53 0.00058 4.70 2643.8 <0.0001
NCD 1.35 0.00087

NNSD 0.53 0.00088 -1.28 3286.7 0.06
NNCD 0.61 0.00087

NSD 1.53 0.00058 25.96 3036.2 <0.0001
NNSD 0.53 0.00088

NCD 1.35 0.00087 17.71 2951.1 <0.0001
NNCD 0.61 0.00087

Analisis semicuantitativo de VOCs presentes en poblaciones nativas y no nativas de D.

Stramonium

Se contraron diferencias significativas al comparar el area relativa bajo la curva de todos
los compuestos entre ambos tratamientos y origeneslos cuando se consideré como variable
explicativa cada COV (Figura 9; Tabla 8). Por tanto, cantidad emitida
de volatiles difirid significativamente entre compuestos para cada grupo (Tabla 8). EI 2-
Hexenal y el 3-Hexen-1-ol fueron los volatiles que fueron emitidos en mayor cantidad. El
B-farnesene, el (S)-3-Ethyl-4-methylpentanol, Phenylethyl Alcohol, Nonanal y el 2,6-
Nonadienal mostraron valores intermedios. EI Decanal, Pentadecanal y el Tridecanal

fueron los compuestos que fueron emitidos en menor cantidad (Figura 9).

Sin embargo, al evaluar individualmente la emision de cada compuesto, considerando el
grupo como variable explicativa (NNSD, NNCD, NSD y NCD) el andlisis de varianza
no detectd diferencias significativas (Anexo 3, Tabla 3). Es decir, la emision de COVs no
aumento y/o disminuyo6 significativamente en plantas con dafio foliar en comparacion con

las plantas control (Figura 10).
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Figura 9. Semi cuantificacion de compuestos organicos volatiles presentes en las

poblaciones nativas y no nativas de D. stramonium. Las unidades de area bajo la curva
fueron transformadas con la funcion logaritmo natural, siendo ahora consideradas
“unidades arbitrarias”. Tratamientos: Plantas no nativas con dano (NNCD), plantas no
nativas sin dafio (NNSD), plantas nativas con dafio (NCD), plantas nativas sin dafio (NSD).
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Figura 10.  Semi cuantificacion de los 10 compuestos orgéanicos volatiles de D.
stramonium en los 4 escenarios: Plantas no nativas con dafio (NNCD), plantas no nativas
sin dafio (NNSD), plantas nativas con dafio, plantas nativas sin dafio (NSD). Valores
transformados con la funcién logaritmo natural.
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Tabla 7. ANOVAs para el érea relativa bajo la curva (en unidades arbitrarias) de
cada compuesto en funcion del origen y tratamiento.

Fuente de
Tratamiento gl S.C. C.M. F D
variacion

Abundancia por

Nativa sin 9 68.62 7.625

compuesto 17.18 0.001
dano

Residuales 57 25.3 0.444

Abundancia por
Nativa  con 7 85.26 12.18

compuesto 46.81 0.001
dano

Residuales 40 10.41 0.26

Abundancia por
No nativa sin 8 54.29 6.786

compuesto 5.229 0.001
dafio

Residuales 31 40.23 1.298

Abundancia por
No nativa con 7 85.26 12.18

compuesto 46.81 0.001
dano

Residuales 40 10.41 0.26
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Figura 11.  Prueba de Tukey sobre boxplot de la abundancia relativa (concentracion) de los
COVs encontrados en i) poblaciones no nativas con daio. El grupo verde oscuro (a) esta
conformado por el 2,6-Nonadienal; el grupo naranja (ab) por el Decanal y Pentadecanal; el grupo
morado (abc) por el (S)-3-Ethyl-4-methylpentanol y B-farnesene; el grupo rosa (bc) por el Nonanal,
el grupo verde claro (c) por el Phenylethyl Alcohol y el grupo amarillo (d) por el 2-Hexenal; ii)
poblaciones no nativas sin dafio: el grupo verde oscuro (a) esté constituido por el E)-, (S)-3-Ethyl-
4-methylpentanol, Nonanal, 2,6-Nonadienal, Phenylethyl Alcohol y el Pentadecanal; el grupo
naranja (ab) por el Decanal, B-farnesene y Tridecanal; el Gtlimo grupo, color morado (b) esta
conformado por el 2-Hexenal; iii) poblaciones nativas con daiio: el grupo verde oscuro(a) esta
conformado por el Decanal; el grupo verde claro (bc) por el (S)-3-Ethyl-4-methylpentanol; el grupo
naranja (abc) por el B-farnesene y el 2,6-Nonadienal, (E,E)-; el grupo café (d) por el 2-Hexenal; el
grupo amarillo (bd) por el 3-Hexen-1-ol, (2); el grupo rosa (ac) por el Nonanal y pentadecanal; por
ultimo, el grupo morado (abed) esta constituido por el Phenylethyl Alcohol vy iiii) poblaciones
nativas sin daiio: el grupo verde oscuro (a) esta integrado por el Decanal y Pentadecanal; el grupo
morado (b) por el (E)-, (S)-3-Ethyl-4-methylpentanol; el grupo naranja (ab) por el B-farnesene,
Nonanal, 2,6-Nonadienal, (E,E)- y Phenylethyl Alcohol; por tltimo, el grupo rosa (c) contiene al
2-Hexenal y 3-Hexen-1-ol, (Z).
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Al evaluar la emision de los COVs totales entre cada grupo (NSD, NCD, NNSD, y ECD),
se obtuvieron resultados siginificativos en las pruebas de ANOVA, por tanto, se realizo la
prueba de Tukey sobre graficos de diagrama de caja (Fig. 10). A nivel general se observa
que, en las plantas de poblaciones no nativas y nativas sin dafio foliar los COVs se
comportan de manera similar, ya que estan agrupados en menor medida (alta
homogeneidad en la cantidad de compuestos volatiles emitidos), pero, en plantas de
poblaciones nativas y no nativas con dafio foliar los grupos se diversifican (disminuye la
homegeneidad y la cantidad emitida de compuestos volatiles se vuelve mas heterogénea).
Para los 4 grupos, el 2-Hexenal fue el compuesto que se diferencia sustancialmente de los
demas COVs emitidos. Estos resultados sugieren que el dafio foliar influye en el cambio

de las cantidades emitidas de COVs en ambos origenes.

Al analizar los COVs a nivel individual con la prueba de Tukey, para las poblaciones
nativas sin dafio se aprecia que no hay diferencias significativas entre el Decanal y el
Pentadecanal; entre el B-farnesene, Nonanal, 2,6-Nonadienal y el Phenylethyl Alcohol
(siendo este el grupo homogéneo mas grande conformado por 4 COVs) y entre el 2-
Hexenal y el 3-Hexen-1-ol. EI compuesto que fue significativamente distinto a todos los
demas COVs fue el (S)-3-Ethyl-4-methylpentanol (Figura 11). Para las poblaciones nativas
con dafio foliar los grupos se diversifican y aumentan a siete. No se encontraron diferencias
significativas entre el B-farnesene y el 2,6-Nonadienal y entre el Nonanal y el Pentadecanal.
El decanal y el 2-Hexenal son los COVs que no se comportan como algun otro compuesto

en su emision (Figura 12).

En el caso de las poblaciones no nativas sin dafio foliar también mostraron una baja
agrupacion, al conformarse sélo tres grupos. No se observaron diferencias significativas
entre el Decanal, el B-farnesene y el Tridecanal; el grupo méas homogéneo fue el
conformado por el (S)-3-Ethyl-4-methylpentanol, el Nonanal, el 2,6-Nonadienal, el
Phenylethyl Alcohol y el Pentadecanal donde tampoco se observaron diferencias
significativas. El 2-Hexenal fue el unico compuesto que se emitio en cantidades
significativamente mayores al resto. Por ltimo, para el caso de las poblaciones no nativas
con dafio foliar, también hubo un incremento en el nimero de grupos en comparacion de
las poblaciones sin dafio foliar, conformandose seis. Siendo el 2-Hexenal (emitido en
mayor cantidad) y el Phenylethyl Alcohol (emitido en cantidades medias) los unicos

compuestos significativamente diferentes a los demas compuestos emitidos (Figura 14).¢c¢
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VIII. Discusion

Actualmente, la expansion de especies exodticas invasoras sugiere la existencia de
mecanismos de adaptacion que brindan una ventaja sobre las especies nativas y una mayor
resistencia a presiones selectivas como la herbivoria. Algunos de estos mecanismos pueden
implicar una flexibilidad bioquimica que permite una mejor adaptacion a diferentes
habitats (Skubel et al., 2020). Para el caso de D. stramonium las especies nativas han
coevolucionado con patégenos naturales y herbivoros (tanto especialistas como
generalistas), los cuales controlan su densidad y distribucion (Nuniez-Farfan, 1991); en este
ambiente se ha reportado también la presencia de parasitoides asociados al especialista L.
daturaphila y T. soror (Villanueva, 2019) que probablemente también controla sus
poblaciones. El nivel de dafio foliar causado por estos insectos herbivoros es diferente
entre origenes (México y Espafia); las poblaciones no nativas experimentan en promedio
menor nivel de dafio en comparacion a las poblaciones mexicanas siendo de 2.5 % y 50.
3% respectivamente (Valverde et al. 2015). En D. stramonium los alcaloides han sido
considerados defensas quimicas que pueden actuar contra insectos herbivoros generalistas
y/o especialistas; se ha reportado que la produccion de alcaloides también varia entre
origenes; las poblaciones nativas producen alrededor de 20 a 40 veces mads alcaloides que
las poblaciones del rango no nativo, esto apoya la hipotesis de que una reduccién de
caracteres de defensa ante la ausencia o disminucion de enemigos naturales es mediada por
la seleccion natural (Castillo et al., 2019). Por tanto, siguiendo uno de los aspectos centrales
de la teoria de la invasion, la liberacion de enemigos naturales en el ambiente no nativo
deberia cambiar las presiones de seleccion en los caracteres defensivos de las plantas no
nativas, resultando en una divergencia fenotipica (Castillo ez al., 2019). Bajo este escenario
nos planteamos la siguiente pregunta: Si como se reporta en Villanueva (2019), los COVs
tienen un papel en la defensa indirecta atrayendo a los parasitoides de L. daturaphila,
herbivoro nativo especialista de D. stramonium, ;Cudles son los COVs presentes en
poblaciones nativas y no nativas de D. stramonium?, si dichos COVs estan implicados en
la defensa contra insectos herbivoros y la atracciéon de parasitoides, ;Cambiaria la
diversidad y cantidades emitidas en poblaciones nativas en comparacion con las
poblaciones no nativas donde las presiones de selecciéon por herbivoria son débiles o

inexistentes?
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Por ello, el objetivo de este estudio fue analizar otro tipo de defensa quimica para D.
stramonium, como es el caso de los compuestos organicos volatiles (los cuales pueden ser
constitutivos y/o inducibles por herbivoria) y analizar si existen diferencias entre la mezcla

de COVs emitida entre las poblaciones nativas y no nativas al producir dafio mecanico.

Los diez COVs encontrados en nuestro estudio para D. stramonium (Figura 15) han sido
reportados previamente por sus funciones en la interaccion planta-herbivoro-parasitoide en
D. stramonium y otros sistemas de estudio. El (Z)-hex-3-en-1-ol esta reportado por ser un
GLYV (Grean-leaf volatiles) que participa en la defensa indirecta de las plantas. Para el caso
de las solanaceas, en un estudio realizado por Schuman y colaboradores (2012), el (Z)-hex-
3-en-1-ol incrementd la depredacion de Manduca spp (Lepidoptera: Sphingidae). sobre
Geocoris (Hemiptera: Geocoridae) lo que se tradujo en un aumento de la adecuacion de
Nicotiana attenuata en su ambiente nativo, demostrando que las plantas que emiten GLVs
tienen mayor adecuacion que las plantas que no los producen. En otro estudio, al exponer
a Brassica rapa con herbivoros generalistas nativos y exoticos se indujo una mayor
produccién de (Z)-hex-3-en-1-ol con herbivoros nativos (Danner et al., 2018). Estos
hallazgos coinciden con nuestros resultados, ya que, este compuesto fue encontrado
unicamente en poblaciones nativas, lo que sugeriria que su emision se ve favorecida bajo
presiones constantes de herbivoria como las que ejercen los herbivoros generalistas y
especialistas en ambientes nativos. La cantidad emitida fue similar entre plantas con y sin
dafio, no se reportd un incremento y/o disminucion en la emision de este compuesto en

plantas con dano foliar.

El compuesto 2-Hexenal, (E)-, considerado un GLV, estd reportado en la bibliografia
como uno de los compuestos principales que son liberados por las plantas tras el dafo
foliar. Engelberth y colaboradores (2020) en un estudio realizado con 50 especies de
plantas distintas sugieren que el 2-Hexenal, (E)-, es el principal GLV producido
particularmente en aquellas plantas que son “altamente emisoras de volatiles” como son
Vigna radiata, Momordica charantia, Bryonia dioica, Cucumis sativa, y Ruellia simplex.
En nuestro estudio, este compuesto fue encontrado tanto en poblaciones nativas como no
nativas cony sin dafio foliar, lo que sugeriria que para D. stramonium se trata de un volatil
constitutivo, ademas de ser el compuesto emitido en mayores cantidades para todas los
grupos. Se ha reportado que los GLVs desempefian un papel esencial en la respuesta contra

la herbivoria, ya que las plantas y tejidos que han sido danados liberan casi
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instantaneamente GLVs en grandes cantidades, convirtiendo a los GLVs ideales
mensajeros quimicos para las plantas vecinas (Engelberth y Engelberth, 2020) o pueden
producirse también de manera sistémica en respuesta al dafio por herbivoria. Entonces,
ademas de ser inductores de defensas, también preparan a la planta (“priming”) para que
responda de forma acelerada y/o aumentada a un ataque por herbivoria (Scala et al., 2013).
Ademés, se sabe que los aldehidos son producidos principalmente por células dafiadas, y
los compuestos siguientes como alcoholes y ésteres son producidos por las células vecinas
intactas (Engelberth y Engelberth, 2020).

Se detectdé también la presencia del sesquiterpeno B-farnesene. Un gran nimero de
terpenos actuan como toxinas contra insectos y patégenos, siendo los sesquiterpenos el
grupo mas abundante (Dudareva, 2007). Los sesquiterpenos volatiles estan involucrados
en la defensa de las plantas y son inducidos por herbivoria o infeccion por patdégenos (Liu
et al., 2021; Kessler y Baldwin, 2001; Badra et al., 2021), ademas de ser uno de los
principales grupos reportados como defensa quimica en plantas invasoras como
Eupatorium adenophorum (Liu et al., 2021. En el caso particular de D. stramonium, este
compuesto también estd en ambos origenes en plantas con y sin dafio foliar y es emitido
en cantidades intermedias. Los terpenoides ya han sido reportados en D. stramonium. En
un estudio realizado por De la Cruz y colaboradores (2021) con poblaciones
experimentales nativas de D. stramonium identificaron un compuesto triterpenoide
implicado como defensa contra el herbivoro especialista que causa mayor cantidad de dafio

foliar a la especie, las larvas de Lema daturaphila (Chrysomelidae).

El decanal también fue detectado en este estudio y esta reportado como HIPV por reforzar
las interacciones tritroficas al mejorar la atraccion de parasitoides y relacionado por
participar en la respuesta a ataque por plagas, como afidos (Ali ef al., 2022; Badra et al.,
2021). En un estudio realizado por Martins y colaboradores (2017), al comparar distintos
tratamientos (control, dafio mecanico y los herbivoros Thelosia camina 'y Hedypathes
betulinus) en la especie llex paraguarensis, el decanal fue el compuesto mejor
representado en plantas con dafio mecénico y plantas control. Esto sugiere que el decanal
pudiera estar implicado en la defensa constitutiva, ya que estuvo presente en plantas antes
de recibir dafio mecanico o por herbivoria. Sin embargo, en otras especies como Trifolium
pratense se ha reportado que en condiciones de campo los niveles de decanal han
aumentado después de la herbivoria (Kigathi ef al., 2009). En D. stramonium, el decanal

fue de los compuestos mas frecuentes encontrado en plantas con dafio y sin dafio mecanico
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en poblaciones nativas y no nativas, pero sus emisiones no difirieron significativamente
entre tratamientos. Otro aldehido identificado, el nonanal, ha sido asociado a la defensa y
también es catalogado como HIPV (Badra ef al., 2021); ademas que se ha observado que
es comunmente liberado en conjunto con otros compuestos como el decanal; en este
estudio, ambos compuestos se encontraron en todas las poblaciones en plantas con dafio y
sin dafio foliar y estuvieron presentes en conjunto como han reportado estudios previos.
En otro estudio bajo condiciones de campo, ha disminuido sus niveles después del dafo
foliar por herbivoria (Kigathi et al., 2009), pero ha aumentado su expresion después de la
infestacion por afidos (Badra et al., 2021). También ha sido reportado por estar presente
en plantas control y plantas infestadas, sin embargo, Anastasaki (2018) reporta que las
hembras de Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae) no respondieron a la emision de este
compuesto (Anastasaki, 2018), pero si a la emision del (z)-3-hexen-1-ol, también
encontrado en D. stramonium. Ademas, en otro estudio las altas concentraciones de
nonanal estuvieron correlacionadas positivamente con una mayor presencia de avispas
parasitoides y con bajas concentraciones de B-farnesene. Aqui, las emisiones de nonanal
fueron mayores que las emisiones de decanal en todas las poblaciones y tratamientos. Por
tanto, el decanal, nonanal y B-farnesene son compuestos clave que contribuyen al atractivo
de la mezcla volatil total, como se ha observado en experimentos con plantas de algodon
que atraen al parasitoide Microplitis croceipes al ser atacadas por orugas de Heliothis
virescens (Morawo y Fadamiro, 2016). Por tltimo, Danner y colaboradores (2018) reporta
que el decanal y nonanal, fueron emitidos en cantidades significativamente mayores al
exponer a plantas de Brassica rapa a herbivoros nativos en comparacion con herbivoros

exoticos.

El phenylethyl alcohol (feniletilo alcohol) es otro HIPVs ampliamente conocido por
participar en la interaccion tritrofica e influir en el comportamiento de la comunidad de
artropodos (Braasch y Kaplan 2012; Braasch et al., 2012), en este trabajo, se sugiere que
podria ser un volatil constitutivo ya que estuvo presente en cantidades intermedias en todas
las poblaciones y tratamientos. Por otra parte, el compuesto 2,6-Nonadienal, (E,E),
compuesto derivado del nonanal, ha sido reportado por atraer insectos herbivoros
generalistas, como es el caso de las hembras adultas de Aulacophora foveicollis
(Coleoptera: Chrysomelidae) una plaga que ataca a las plantas de Solena amplexicaulis;
donde se ha reportado que las emisiones del 2,6-Nonadienal, (E,E) aumentan en frutos que

han sido dafiados (4 hrs posterior al dafio) en comparacion con los frutos sin dafio
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(Karmakar, 2020). Para D. stramonium, posiblemente se trate de un volatil constitutivo
con concentraciones bajas en la mezcla total de volatiles.

El tridecanal y pentadecanal han sido menos estudiados. En un estudio con plantas de
Ipomoea batatas al aplicar dafio mecanico y dafio por el herbivoro Spodoptera littoralis se
detecto la emision de 40 volatiles en las hojas, entre ellos el pentadecanal y tridecanal, por
lo que se sugiere que ambos compuestos podrian ser HIPVs y estar asociados a funciones
defensivas en plantas (Meents et al., 2019). En nuestras poblaciones de D. stramonium, el
pentadecanal fue emitido en bajas concentraciones en todas las poblaciones y tratamientos,
y el tridecanal s6lo estuvo presente en bajas concentraciones en plantas sin dafo foliar de
origen nativo.

Por ultimo, el (S)-3-Ethyl-4-methylpentanol también se encontr6 en todas las poblaciones
y tratamientos en cantidades intermedias, a este compuesto se le han atribuido distintos
usos, pero en plantas de Coffea arabica se sugiere que la combinacion del (S)-3-Ethyl-4-
methylpentanol con otros volatiles incrementa la atraccion de herbivoros (Mendesil et al.,
2009). Los estudios descritos anteriormente también advierten que el papel de un
compuesto se evaliia mejor en el contexto de otros compuestos, y las mezclas de volatiles
se perciben mejor en conjunto que como componentes individuales.

Es importante mencionar que, la induccién de volatiles responde a distintos factores
asociados al tipo de dafio foliar, asi, la produccion y tipo de volatil varia segun las
caracteristicas del herbivoro (nativos, exoticos, especialistas, generalistas, masticadores,
consumidores de savia, entre otros) o cuando se infringe dafio mecénico (Rowen y Kaplan,
2016; Baustista-Lozada y Espinoza-Garcia, 2013; Villanueva, 2019, Lin ef al., 2021). Por
tanto, los resultados mostrados a continuacién son una primera aproximacion a lo que
ocurre en la emision de COVs de poblaciones nativas y no nativas de D. stramonium

simulando el dafio por herbivoros con dafio mecénico.

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Villanueva (2022) donde, para el caso
de poblaciones nativas de D. stramonium que fueron sometidas a distintos tratamientos
por herbivoria (especialistas: Huevos, larvas y adultos de L. daturaphila; generalistas:
Adultos de Sphenarium purpurescens; dano mecanico; herbivoros generalistas +
especialistas y plantas control) se encontraron 5 COV's en comun, los cuales son: nonanal,
decanal, (Z)-hex-3-en-1-ol, 2-Hexenal, (E)- y el (S)-3-Ethyl-4-methylpentanol. De estos
compuestos, a excepcion del decanal todos fueron detectados en plantas sin dafio foliar lo

que sugiere que estos compuestos podrian considerarse constitutivos para D. stramonium.
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Ademés, el 2-Hexenal, (E)- fue también el compuesto emitido en mayores cantidades,

seguido del (Z)-hex-3-en-1-ol.

Andalisis de diversidad alfa entre plantas con dario y sin dario de poblaciones nativas y no

nativas de D. stramonium

Al evaluar el indice de riqueza de especies quimicas de COVs, las poblaciones nativas sin
dafio mostraron una mayor cantidad de COVs, seguidas de las poblaciones nativas con
dafio. Para el caso de las poblaciones no nativas con y sin dafio foliar, la riqueza de COVs
fue igual, asi como los COVs encontrados. Con el indice de Shannon, contrario a lo
esperado, se observo un patrdn interesante, debido a que las poblaciones nativas mostraron
los valores mas altos de diversidad-abundancia, seguidas de las poblaciones no nativas con
dafio y, con el valor més bajo se encontraron las poblaciones no nativas sin dafio; lo que
contradice a lo predicho por expectativa de que plantas de poblaciones nativas liberaran
menores cantidades de volatiles constitutivos para evitar la deteccion por herbivoros
especialistas y liberaran mayores cantidades de HIPVs que atraigan a los parasitoides (Lin
et al, 2019). Otro aspecto interesante, es que los indices de dominancia y equidad de COVs
demuestran que para las poblaciones nativas (NSD Y NCD), la dominancia de compuestos
fue baja, por tanto, los COVs presentes estan siendo emitidos mas equitativamente que en
el resto de los grupos. Caso contrario ocurrié en poblaciones no nativas (NNSD Y NNCD),
en las cuales la dominancia de compuestos fue alta, siendo el 2-Hexenal y el nonanal los
compuestos emitidos en mayores cantidades con respecto a los demas; lo que se traduce
en una mayor cantidad de compuestos (mayor riqueza) emitidos en cantidades similares
para el rango nativo y una menor cantidad de compuestos (menor riqueza) donde algunos
se emiten en cantidades mayores con respecto a los demas COVs para el rango no nativo;
de ser asi, una pregunta para futuros estudios seria probar si, juna mayor riqueza de COVs
estard ligada a una baja dominancia y una riqueza menor favoreciendo la dominancia de
algunos COVs?. No obstante, los graficos de acumulacion de especies quimicas de COVs
indican que para el caso de las poblaciones no nativas sin dafio, el nimero de COVs
presentes en estas poblaciones no fue detectado en su totalidad, si a esto le sumamos que
estas poblaciones obtuvieron el valor mas bajo en riqueza de especies quimicas de COVs,
quedaria la pregunta abierta para futuros estudios, ;Realmente, las poblaciones
provenientes de Espafia, tendrian una riqueza mayor de COVs en comparacion con las

poblaciones nativas en plantas sin dafio foliar que no pudo ser muestreada en este estudio?.
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El indice de Shannon nos dio informacién sobre la riqueza-abundancia presente en los
grupos; al evaluar si la diversidad de compuestos fue diferente entre grupos se encontrd
que el perfil de COVs emitidos es distinto entre a) poblaciones nativas sin dafio y nativas
con dafio b) poblaciones nativas sin dafio y poblaciones no nativas sin dafio y c)
poblaciones nativas con dafio y no nativas. En contraste, no hubo una diferencia
significativa entre poblaciones no nativas con y sin dafio mecéanico. Por otra parte, con el
modelo linear generalizado se determindé que la cantidad de COVs emitidos de D.
stramonium esta explicado por la variable origen y origen*tratamiento de dafio mecanico;
el dafio mecanico por si solo y la poblacion no explican esta variacion; lo que nos daria
evidencia que, la evolucion de los volatiles en plantas estd mediada por su papel en la

defensa directa e indirecta contra insectos herbivoros.

Analisis semicuantitativo de COVs presentes en poblaciones nativas y no nativas de D.

stramonium

Los compuestos volatiles fueron emitidos en cantidades significativamente distintas en la
mezcla volatil total de cada planta, tanto para las poblaciones nativas y no nativas de D.
stramonium. Al aplicar la prueba de Tukey, en plantas nativas y no nativas sin dafio
mecanico los compuestos se agrupan en menor cantidad, es decir, los COVS estan siendo
emitidos en cantidades similares . Sin embargo, en plantas nativas y no nativas con dafio
foliar los grupos conformados se diversifican. Esto sugiere que, en plantas que han sido
dafiadas mecanicamente los COVs difieren entre ellos en su emision como es el caso del
2-Hexenal. Los COVs que fueron emitidos sustancialmente distinto con respecto a los
demas en a) NSD: es el E)-, (S)-3-Ethyl-4-methylpentanol, emitido en cantidades medias;
b) NCD: son el Decanal (emitido en baja cantidad) y 2-Hexenal (el compuesto emitido en
mayor cantidad); esta diferenciacion del decanal en plantas con dafio mecanico podria
explicarse debido a su funcion de atraer parasitoides (Ali ef al., 2022) y para el 2-Hexenal
por ser de los compuestos liberados por plantas después de recibir dafio foliar (priming)
(Scala et al., 2013); ¢c) NNSD: es el 2-Hexenal (emitido en mayor cantidad con respecto al
resto de los COVs) y d) NNCD: el 2-Hexenal (emitido en mayor cantidad) y el 2,6-
Nonadienal, (E,E).

De acuerdo con la hipotesis de EICA, se espera que las poblaciones nativas de una especie
presenten mayor cantidad de metabolitos “prefabricados” o de fécil produccion actuando

a bajas concentraciones, mientras que en el ambiente no nativo se espera que las plantas
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sean capaces de incrementar las concentraciones de metabolitos, especificamente contra
insectos generalistas. Esto coincide con nuestros resultados, ya que, para el caso de nuestra
especie, la dominancia de COVs fue baja en el ambiente nativo, lo que apoya la idea que
en México, los compuestos volatiles se emiten en cantidades medias-bajas; mientras que
en el ambiente no nativo podria verse favorecido un incremento en la emision de ciertos
compuestos. Esto puede apreciarse claramente con el compuesto 2-Hexenal, el cual
alcanz6 una mayor cantidad emitida en plantas no nativas con y sin dafio foliar en
comparacion con otros compuestos. Villanueva (2022) reporta este compuesto para plantas
nativas que fueron dafiadas por herbivoros generalistas o en combinacion de dafio por
herbivoros generalistas + especialistas. Por tanto, de acuerdo con nuestras hipotesis se
esperaria que, en el ambiente nativo, las altas presiones de seleccion por herbivoria
conducirian a disminuir la liberacion de volatiles constitutivos para evitar la deteccion por
insectos especialistas y de aumentar la liberacion de HIPVs que atraigan a los parasitoides,
asi, en el ambiente no nativo donde los insectos especialistas y sus parasitoides no estan
presentes, se favoreceria un aumento en la produccion de volatiles constitutivos que actuen
contra insectos herbivoros generalistas; sin embargo, en este estudio, no hubo liberacion
de compuestos nuevos en plantas con dafio mecanico de los previamente encontrados en
poblaciones sin dafilo mecénico, en otras palabras, las plantas nativas sin dafo tienen una
riqueza mayor de COVs; las cantidades de COVs emtitidas tampoco difirieron
significativamente entre los grupos; por lo que, la emision de cada COV parece ser similar
entre origenes. Pero, si bien no hubo un cambio al comparar a los cuatro grupos, si hubo
un cambio significativo al analizar cada COV entre grupo, ademds que, en plantas no
nativas hay COVs mas dominantes con respecto al resto, donde la dominancia del 2-
Hexenal podria ser un indicio que este compuesto actuan contra insectos generalistas y por
tanto, la seleccion ha favorecido su produccion. Al igual que los alcaloides, otros
metabolitos secundarios como los COVs estan involucrados en la defensa contra insectos
generalistas y se espera un incremento en su produccion en el ambiente introducido

(Castillo et al., 2019).

HIPVs y su funcion en la defensa contra insectos herbivoros en poblaciones nativas y no

nativas .

Para explicar la evolucion de los compuestos voldatiles en plantas como defensa directa o

indirecta contra insectos herbivoros han surgido diversas teorias, como la existencia de
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una sefial de “grito de ayuda” donde, al ser atacada por herbivoros, se recurre a los
enemigos naturales (Dicke, 2009), los cuales desempefian una funcion de
“guardaespaldas” para la planta (Rosenkranz y Schnitzler,2016). Diversos estudios han
demostrado el papel defensivo de los HIPVs y su rol en la interaccion planta-herbivoro-
parasitoide en distintos sistemas de estudio (Danner et al., 2018; Turlings y Erb, 2018; Lin
etal.,2021. En el caso especifico de poblaciones nativas D. stramonium se reporta que la
herbivoria y la presencia del herbivoro especialista Lema daturaphila inducen la liberacion
de COVs y por tanto, estos compuestos podrian ser usados por los parasitoides para
localizar al huésped (Villanueva, 2022). Sin embargo, si los volatiles han evolucionado
para servir como defensa en plantas atin sigue en debate (Lin ef al., 2021).

Al estudiar los efectos de los compuestos organicos volatiles en las comunidades, trabajos
previos (Dicke, 1986; Bernasconi et al., 1998; Kesler y Baldwin, 2001) han comprobado
que algunos herbivoros, como la araia roja (acaros arafia), los afidos o las polillas, son
repelidos por los HIPVs, mientras que otros son atraidos, como los escarabajos (Halitschke
et al.,2008), los afidos (van Tol et al., 2009) y las polillas (Rojas, 1999). Asi, la infestacion
de una planta por un herbivoro puede dar como resultado respuestas diferenciales en
diferentes miembros de la comunidad (Dicke y Baldwin, 2010). En los estudios realizados
con plantas nativas de tabaco (Nicotiana attenuata) en el suroeste de EE.UU. (Halitschke
et al., 2008; Meldau et al., 2009) , reportan que al “silenciar” genéticamente la produccion
de volatiles de hoja verde (GLVs), componente importante de los HIPVs de N. attenuata
(Kessler, 2001), se reduce el nivel de herbivoria en estas plantas modificadas cuando se
plantan en localidades nativas. Estos resultados hacen hincapié en el “doble filo” de las
emisiones de HIPVs (Dicke y Baldwin, 2010). Las consecuencias selectivas netas de
liberacion de HIPVs para una planta probablemente dependen de la composicion de la
comunidad de insectos herbivoros asociada a ella, asi como de las consecuencias relativas

de la adecuacion que resultan del ataque de cada uno de estos herbivoros (Poelman et al.,

2008).

Para estudiar la variacion natural presente en las emisiones de HIPVs, se han utilizado
plantas cultivadas, como maiz, tomate, entre otras especies. Diversos estudios (Gouinguene
et al., 2001; Kollner et al., 2008; Degen et al., 2004) realizados en cultivos de maiz,
gerbera, manzana y algodon han reportado variaciones en las emisiones de HIPVs. Esta
variacion no solo es cuantitativa, también hay variacion en la composicion del perfil

metabolomico. Con estos estudios se sugiere que hay variacion en las emisiones de HIPVs
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entre los diferentes genotipos de plantas. Los primeros estudios que abordaron la variacion
natural de las emisiones de HIPVss fueron realizados en plantas pertenecientes a la familia
de las solanaceas, como Datura wrightii (Hare, 2007) o N. attenuata (Schuman et al.,
2009). Por ejemplo, las accessiones obtenidas de plantas de N. attenuata ubicadas a <1 m
de distancia en una poblacion nativa de Utah difieren en su composicion de HIPVs. Se
registrd variacion para varios terpenos y para un volatil de hoja verde, asi como para el
perfil total de VOCs detectables. En estos experimentos, se minimizo el efecto de factores
ambientales, que pueden modificar la emision de COVs (como la luz y temperatura), de
modo que los resultados obtenidos son probablemente una variacioén genética (Schuman et
al., 2009). Para comprender la importancia evolutiva de los HIPVs, es necesario ampliar
los estudios de las variaciones naturales en las emisiones de HIPVs, en términos de
cantidad y composicion de las emisiones. Estos conocimientos proporcionaran informacion
sobre la gama de variaciones a las que estan expuestos otros miembros de la comunidad y
tendran un papel fundamental en la comprension de las fuerzas selectivas que afectan y

modifican las emisiones de HIPVs (Dicke y Baldwin, 2010).

Las defensas contra herbivoros en la familia de las solandceas pueden ser completamente
inducibles o completamente constitutivas. De esta familia, el género Datura constituye un
excelente modelo para el estudio de la evolucion adaptativa de la defensa por la gran
variedad de herbivoros especialistas y generalistas (Nufiez-Farfan y Dirzo, 1994; Hare et
al., 2003), que ejercen distintas presiones de seleccion en poblaciones naturales (Carmona
y Fornoni, 2013). Por ello, se propone la realizacion de experimentos donde se considere
la emision diferencial de COVs y se cuantifique el éxito reproductivo en Datura
stramonium para evaluar si la adecuacion de las plantas incrementa con la liberacion de
COVs que atraigan a los enemigos naturales de los herbivoros. Si esta hipotesis es cierta,
existe diferenciacion genética de los rasgos que mejoran la capacidad competitiva en el
ambiente introducido, y éstos son beneficiosos en el nuevo escenario selectivo (Bossdorf
et al., 2005), tendriamos mas evidencia y mejor comprension del cambio evolutivo
adaptativo en la emision de metabolitos secundarios (como los alcaloides y terpenoides),

en las poblaciones no nativas de D. stramonium.
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Consideraciones técnicas

Como se describi6 previamente en los métodos, en este estudio probamos distintos métodos
de colecta de COVs: colecta por push-pull system, por solvente y por SPME. Cada método
tiene sus pros y contras (Tabla 9), en nuestro caso, las muestras colectadas por push-pull
system no pudieron ser procesadas debido a que se rebas6é el tiempo Optimo de
almacenamiento. Para el caso de las muestras colectadas con hexano y diclorometano, se
obtuvieron resultados preliminares (Anexo 4, Tabla A4; Anexo 5, Tabla AS5) en los cuales
se obtuvieron compuestos distintos a los encontrados por SPME, entre los que destaca la
presencia del D-Limonene, un compuesto volatil ampliamente estudiado. Con esto, se
sugiere la realizacion de estudios futuros bajo condiciones in situ o en invernadero que
incluyan diversas técnicas de colecta y factores clave como el tiempo, ya que esto podria
ocasionar que no se observe un cambio en los perfiles metabolomicos en plantas con o sin
dafio como reportan algunos estudios. Ademas, es importante considerar que la emision de
volatiles y su especificidad es desencadenada a partir de la deteccion de compuestos
especificos (elicitores), presentes en las secreciones orales de insectos herbivoros, en
secreciones asociadas a sus huevos o en el oviducto de las hembras (Turlings y Erb, 2018,
Villanueva, 2022), por lo que, se sugiere la realizacion de experimentos que consideren la

naturaleza del insecto herbivoro.
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Tabla 8. Técnicas de colecta de COVs utilizadas en este estudio: ventajas y
desventajas.

Método Ventajas Desventajas

Headspace _Transfiere todos los volatiles -El tiempo de almacenamiento es
recogidos en la trampa a la variable.
columna de CG. -Realizar pruebas para cada
-Mayor sensibilidad especie
-Capacidad de observar los -Infraestructura
metabolitos “mads volatiles” -Los volatiles desorbidos sélo

pueden medirse una vez

SPME -Pueden utilizarse para -Los analitos compiten por sitios
preconcentrar volatiles del medio de union en el SPME
(aire) o de una solucion. -“Snapshots” “in situ” al momento
-Muy buena opcion para detectar del dafio
volatiles -Una sola lectura
-Captura cierto tipo de compuestos | -No son almacenables
de acuerdo con el tipo de fibra -Problemas con la cuantificacion
elegida.
-Método rapido y limpio
-No requiere solventes

Solvente -Da un perfil mas completo de -Es probable que se extraigan

metabolitos incluyendo la
representacion de especies
hidrofilicas polares.

-Varias lecturas.

-Control interno, corrigen
cualquier pérdida de volatiles que
se produce durante el proceso de
preparacion de la muestra.
-Almacenamiento facil de
muestras.

-La lectura en el CG se automatiza
de forma répida y fiable.

materiales no volatiles como ceras
foliares, triterpenos, entre otros.
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IX. Conclusiones

Se encontraron diez COVs en poblaciones de D. stramonium. La riqueza de COVs mas
alta fue para las poblaciones nativas sin dafio, se observd una baja dominancia de
compuestos en poblaciones nativas y una alta dominancia del compuesto 2-Hexenal en
poblaciones no nativas. No se detectd un cambio significativo entre las cantidades emitidas

de compuestos volatiles en D. stramonium entre poblaciones nativas y no nativas.

La emision de COVs por una planta esta regulada por multiples factores abioticos y por la
presencia de polinizadores, patogenos, parasitoides, insectos herbivoros, entre otros.
Ademas, si todos estos elementos los contextualizamos en ambientes nativos y no nativos,
las presiones de seleccion ejercida por insectos herbivoros sera distinta. Estos cambios,
ejerceran presiones de seleccion distintas sobre las emisiones de compuestos volatiles. En
el caso particular de Datura stramonium, seria interesante analizar como cambian estas
emisiones de COVs constituvos y/o inducibles entre plantas nativas y no nativas al
exponerlas a insectos nativos y exoéticos y si este cambio en inversion de caracteres tiene

un impacto en la adecuacion de las plantas.
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X. Anexos

Anexo 1. Colecta de COVs por filtro de carbono (headspace)

Para la colecta de volatiles, las plantas se encontraban en etapa de floracion. Se usaron tres
plantas por cada linea, dos plantas con tratamiento de dafio foliar y una planta control sin
dafio foliar. -En invernadero, se colectaron los volatiles emitidos por las plantas de las seis
poblaciones de D. stramonium. El protocolo utilizado ha sido el establecido en el
Laboratorio de Ecologia de Plantas, CINVESTAV-Irapuato (Heil et al., 2004; Hernandez-
Zepeda et al., 2018; Razo-Belman et al., 2018). Después de la colecta de COVs, se
analizaron las principales diferencias de los perfiles de los COVs emitidos por D.

stramonium ante el daflo mecanico.

Las plantas de D. stramonium (Fig. Al) se cubrieron con una bolsa de folia de PET
(‘Bratschlauch', Toppits, Minden, Alemania) y los COVs emitidos por estas ramas se
colectaron durante 24 h usando micro- bombas (modelo DC 06/21 FK, Fiirgut, Tannheim,
Alemania) y filtros de 1.5 mg de carbon activado (CLSA- Filters, Le Ruissaeu de
Montbrun, Francia) (Donath y Boland, 1995).

Anexo 2. Método para la extraccion de volatiles y semivolatiles con hexano

Para este método de extraccion se siguieron las mismas condiciones; las plantas se
encontraban en etapa de floracion. Se usaron seis plantas por cada linea; tres plantas con
tratamiento (dafo foliar) y tres plantas control (sin dano foliar).

Una vez hecho el dafio mecanico (30% de dafio foliar) se cortdé una hoja de cada planta
(preferentemente la sexta hoja totalmente expandida). Cada hoja fue pesada y se tomo el
registro del peso fresco. Posteriormente cada hoja fue colocada en un frasco de vidrio
previamente lavado y esterilizado.

Se agregod una cantidad conocida de n-hexano, para evitar degradacion de tejido y volatiles.
Con este método, la muestra puede estar por tiempo prolongado en el REVCO almacenada
a-70° C (Figura A2 ay b). Para la lectura, se agregaron 80 puL de bromodecano y se trituro
el tejido con el solvente en un mortero con pistilo previamente lavado y limpiado con el

solvente de la muestra (para lavar impurezas).
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Figura A1. Colecta de COVs por el método de headspace. Como control negativo,
se colecto el aire dentro de una bolsa PET vacia. Las muestras fueron almacenadas
para su uso posterior.

Figura A2. (a) Colecta de volatiles por solvente. (b) Frasco sellado para
evitar pérdida de compuestos.
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Anexo 3. Semicuantificacion de los COVs encontrados en poblaciones nativas y no

nativas de D. stramonium.

Tabla A3. Analisis de varianza para el 4rea relativa bajo la curva (en unidades arbitrarias)

de cada tratamiento en funcion de los compuestos. No se encontrd diferencias significativas

Compuesto Fuente de gl. | S.C C.M. F p
variacion

B-Farnesene Tratamiento 3 0.393 0.1309 |0.157 |0.921
Residuales 5 4177 | 0.8355

Decanal Tratamiento 3 0.0173 | 0.00578 | 0.055 | 0.983
Residuales 27 2.8497 | 0.10554

(S)-3-Ethyl-4- Tratamiento 3 2.646 | 0.8818 | 1.394 |0.262

methylpentanol Residuales 33 20.881 | 0.6328

2-Hexenal, (E)- Tratamiento 3 9.52 3.175 1.585 |0.217
Residuales 26 52.09 |2.003

3-Hexen-1-ol, (Z)- Tratamiento 1 0.1029 |0.1029 | 0.292 | 0.609
Residuales 6 2.1185 | 0.3531

2,6-Nonadienal, (E,E)- Tratamiento 3 2.522 0.8407 | 1.034 |0.423
Residuales 9 7.32 0.8133

Nonanal Tratamiento 3 0.41 0.1368 | 0.624 | 0.602
Residuales 51 11.17 0.2191

Pentadecanal- Tratamiento 3 0.041 0.01368 | 0.103 | 0.955
Residuales 6 0.7951 | 0.13252

Phenylethyl Alcohol Tratamiento 3 0.4578 | 0.1526 | 1.404 |0.28
Residuales 15 1.6302 | 0.1087
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Anexo 4. Método para la extraccion de volatiles y semivolatiles con diclorometano

Tabla A4. VOCs presentes en D. stramonium colectados por el método de disolvente

(diclorometano). TR: Tiempo de retencion; AP: area debajo del pico.

Metabolitos extraidos con disolvente (Diclorometano)

Sin dafio Con dano

TR AP Compuesto TR AP Compuesto

4,776 1,023 D-Limonene 4,776 0,857  D-Limonene

5,449 0,362 Undecane, 5-methyl- 6,588 0,574  Dodecane, 4,6-

dimethyl-

7,189 1,839 4-Isopropyl-1,3- 8,511 3,947  Phenol, 2,4-bis(1,1-
cyclohexanedione dimethylethyl)-

8,519 3,101 Phenol, 2,4-bis(1,1- 9,649 0,322  Eicosane
dimethylethyl)-

9,561 0,474 Eicosane 9,890 0,534  Tetracosane

13,240 1,155  Atropine
14,226 2,181  Scopolamine
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Anexo 5. Método para la extraccion de volatiles y semivolatiles con hexano.

Tabla AS. VOCs presentes en D. stramonium colectados por el método de disolvente

(hexano). TR: Tiempo de retencion; AP: area debajo del pico.

Metabolitos extraidos con solvente (Hexano)

Sin daiio

TR

2,564

5,401

6,475

8,519

8,824

9,890

11,942

AP

0,892

0,715

0,500

4,623

0,483

1,283

0,473

Compuesto

2-Pentanol, 4-methyl-

Decane, 3,7-dimethyl-

Benzaldehyde, 3,5-
dimethyl-

Phenol, 2,4-bis(1,1-
dimethylethyl)-

Pentacosane

Ficosane

9-Octadecenoic acid,

methyl ester, (E)-

Con dafio

TR AP
2,604 0,532
2,636 0,650
3,021 1,343
3,133 0,733
6,475 0,558
7,269 0,610
8,519 3,894

Compuesto
3-Hexanone
2-Hexanone

2,4-Dimethyl-1-
heptene

2-Hexenal, (E)-

Benzaldehyde, 3,5-
dimethyl-

Dodecane, 2,6,11-
trimethyl-

Phenol, 2,5-bis(1,1-
dimethylethyl)-
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