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Resumen de la tesis que presenta Carlo German Gonzdlez Vera como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en Biologia Ambiental.

Variacion genética en la concentracién de fenoles y densidad de tricomas asociados a la defensa en
chile silvestre Capsicum annuum var. glabriusculum

Resumen aprobado por:

Dra. Maria Clara Arteaga Uribe Dr. Rafael Bello Bedoy
Co-Directora de tesis Co-Director de tesis

Las especies de plantas que tienen una amplia distribucion geografica estan expuestas a diferentes
ambientes a lo largo de su distribucidn, lo que a su vez repercute en las diferentes interacciones bioldgicas
y estrategias defensivas de la planta. Capsicum annuum var. glabriusculum, tiene una amplia distribucién
en México, y se espera que aquellas poblaciones que se encuentran mas cercanas entre si, sean mas
parecidas tanto genéticamente como en la produccidn de caracteres defensivos. Se realizé un
experimento de jardin comdn donde se evalud la variacién en la defensa e induccion en 31 lineas maternas
de chile silvestre. Como indicador de la produccién de defensas quimicas se utilizé la concentracion de
fenoles totales, y para defensas fisicas, se utilizd densidad de tricomas foliares. Para evaluar la induccién
de defensa, se realizaron dos tratamientos: dafio mecanico, y dafio mecdanico adicionando secreciones
orales del herbivoro Lema daturaphila (Coleoptera: Chrysomelidae). Se encontrd una gran variacion tanto
en la defensa constitutiva como inducida en chile silvestre, lo cual sugiere variabilidad genética en relacion
a caracteres defensivos. Los tratamientos de dafio presentaron diferente efecto en la defensa quimica y
fisica, y la respuesta a los tratamientos de dafio fue diferente al control solo en el caso de la densidad de
tricomas. La ausencia de un trade-off entre contenido total de fenoles y densidad de tricomas sugiere que
para el chile silvestre C. a. var. glabriusculum, las defensas quimica y fisica tienen la capacidad de
evolucionar independientemente.

Palabras clave: Defensa, chile silvestre, chiltepin, densidad de tricomas, fenoles, México, resistencia



Abstract of the thesis presented by Carlo German Gonzalez Vera as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Environmental Biology.

Genetic variation in total phenolic content and trichome density associated to defense in wild chili
Capsicum annuum var. glabriusculum

Abstract approved by:

Dra. Maria Clara Arteaga Uribe Dr. Rafael Bello Bedoy
Co-Directora de tesis Co-Director de tesis

Plant species with a wide geographic distribution are exposed to different environments throughout their
distribution, which in turn affect the different biological interactions and defensive strategies of the plant.
Capsicum annuum var. glabriusculum, wild chili, has a wide distribution in Mexico, and it is expected that
those populations that are closer to each other, to be more similar both genetically and in the production
of defensive traits. A common garden experiment was conducted to evaluate the variation in defense and
induction in 31 dam lines of wild chili. As an indicator of the production of chemical defenses, total phenolic
content was used, and for physical defenses, density of foliar trichomes was used. To evaluate the
induction of defense, two treatments were used: mechanical damage, and mechanical damage adding oral
secretions of the herbivore Lema daturaphila (Coleoptera: Chrysomelidae). Considerable variation was
found in both constitutive and induced defense in wild chili, which suggests genetic variability in relation
to defensive traits. Damage treatments had different effects on chemical and physical defense, and it was
observed that the response to damage treatments was different from control only in the case of trichome
density. The absence of a trade-off between total phenolic content and trichome density suggests that for
wild chili C. a. var. glabriusculum, chemical and physical defenses have the capacity to evolve
independently.

Keywords: Defence, chiltepin, Mexico, phenolics, resistance, trichome density, wild chili
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Capitulo 1. Introduccidn

La herbivoria es una interaccién frecuente en ambientes naturales y agricolas. Los herbivoros causan dafio
al consumir las plantas, reduciendo su supervivencia, crecimiento y adecuacién (Carmona et al., 2011).
Para evitar el efecto negativo del consumo por herbivoros, las plantas han evolucionado mecanismos de
defensa fisicos y quimicos, que reducen o minimizan el impacto causado por los herbivoros (Gong y Zhang,
2014; Howe vy Schaller, 2008; Kessler y Kalske, 2018). A pesar de la relevancia que tienen los rasgos
defensivos de las plantas, es comun detectar variacién en la cantidad de estructuras fisicas o quimicas
dentro y entre poblaciones (Agrawal, 2007; Hahn et al., 2018; Hahn y Maron, 2016; Karban, 2011),
sugiriendo que hay condiciones genéticas y ambientales implicadas en el nivel defensivo. Por ejemplo, los
ambientes de herbivoria pueden variar espacialmente debido a la diferencia en abundancia y/o tipo de
herbivoros resultando en diferencias en la intensidad de dafio (Castillo et al., 2014; Glassmire, 2017;
Moore et al., 2014).Dado que la presencia de herbivoros depende en parte de las condiciones abiéticas de
cada sitio, habrd una presiodn diferencial ejercida en las plantas de cada uno. La presencia de herbivoros
favorece la inversidn de energia en defensa (Agrawal, 1999; Erb, 2018), mientras que en ausencia de ellos,
la inversién de recursos en estructuras defensivas no es tan importante. Como resultado, la inversion de
recursos en defensa puede generar una disyuntiva entre defensa, crecimiento y/o reproduccién (i.e.,
Trade-off) (Koricheva et al., 2004; Leimu y Koricheva, 2006; Neilson et al., 2013), lo que deberia de
favorecer a plantas con menor nivel defensivo. Esto resulta en la formaciéon de un mosaico espacio
temporal en la magnitud de la interaccién planta-herbivoro, con poblaciones que tienen diferente nivel de

resistencia contra herbivoros (Kessler, 2016; Thompson, 1999).

La resistencia es la capacidad de las plantas para evitar o reducir el dafio causado por herbivoros o
patdgenos (Simms y Rausher, 1987). La resistencia estd conformada por estructuras quimicas como
fenoles o alcaloides, y fisicas, como tricomas y espinas (Stenberg y Muola, 2017), las cuales pueden
representar un costo energético elevado para la planta (Agrawal, 2011). Para invertir menos recursos en
ambientes de herbivorismo impredecible, las plantas han desarrollado estrategias de defensa que se
expresan solamente después de que ha ocurrido dafio (Agrawal, 1998; Barton, 2016; Frost et al., 2008).
Las estructuras defensivas que se encuentran continuamente en las plantas se conocen como
constitutivas, en contraste con las inducidas, que son aquellas que se producen o incrementan una vez
que ocurre dafio por herbivoros (Gatehouse, 2002; Schultz et al., 2000). En principio, al tener defensas
inducibles, las plantas invierten pocos recursos en defensa inicialmente, y una vez que el dafo ocurre se
incremente la produccién de mecanismos que reducen su incidencia (Kempel et al., 2011). Una planta

sujeta a dafio frecuente se beneficiara de producir defensas constitutivas, mientras que una planta con
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menor presidon por depredacién tendra preferencialmente defensas inducibles (Rasmann et al., 2015;
Wittstock y Gershenzon, 2002). Asimismo, las defensas constitutivas suelen caracterizarse por ser
efectivas contra una amplia gama de herbivoros y patégenos, y funcionan como proteccion de organismos
no especializados (Kessler, 2015; Vermerris y Nicholson, 2006b; Wittstock y Gershenzon, 2002), mientras
que las inducidas pueden presentar patrones de respuesta especificas al herbivoro que causo el dafio

(Agrawal, 2000, 2011).

Tanto las defensas quimicas y fisicas contra herbivoros pueden ser constitutivas o inducidas. Las defensas
fisicas son un barrera mecdnica contra los herbivoros y estas pueden ser espinas, dureza de las hojas, y
tricomas (Howe y Schaller, 2008). En diversos estudios se ha demostrado que los tricomas reducen el dafio
por herbivoros, indicando un papel defensivo (Holeski et al., 2010; Karkkainen et al., 2004; Kwon et al.,
2006; Peter et al., 1995), especialmente contra insectos (Levin, 1973). Ademas, se ha registrado una
relacién positiva entre la variacién en niumero/densidad de tricomas y la adecuacion de las plantas,
indicando que los herbivoros ejercen una presidén selectiva que favorece la produccién de tricomas
(Valverde et al., 2001). Finalmente, se ha demostrado que el nimero de tricomas incrementa en respuesta
al dafo en muchas plantas, y que este incremento reduce significativamente la tasa de consumo por

herbivoros (Dalin et al., 2008; Kariyat et al., 2017; Tian et al., 2012).

La sintesis de metabolitos secundarios es otro mecanismo de defensa de las plantas contra herbivoros. Las
plantas producen una gran cantidad de metabolitos secundarios implicados en la defensa, entre ellos
fenoles, alcaloides y terpenos. Los fenoles son uno de los grupos mas diversos y numerosos (Bi et al., 1997;
Cheynier et al., 2013; Close y Mcarthur, 2002; Cooper-Driver et al., 1998; Lattanzio et al., 2012; Ozeker,
1999). Estos se caracterizan por poseer uno o mas anillos aromaticos hidroxilados (Boudet, 2007;
Vermerris y Nicholson, 2006b, 2006a), encontrandose en casi todas las plantas, y tienen diversas
funciones, tal como soporte estructural, sefializacion y proteccién (Castro y Demarco, 2008; Li et al., 2010;
Mandal et al., 2010; Nicholson y Hammerschmidt, 1992; Tohge et al., 2013; Vermerris y Nicholson, 2006b).
De igual forma, en plantas, son parte de diversas rutas metabdlicas en respuesta a estrés, tanto bidtico
como abidtico (Close y Mcarthur, 2002; Cooper-Driver et al., 1998; Harborne, 1994; Ozeker, 1999). En
relaciéon a la defensa, los fenoles confieren proteccidon contra herbivoros y patdogenos (Bennett y
Wallsgrove, 1994; Boudet, 2007; del Campo et al., 2013; Karifiho-Betancourt, 2018; Lattanzio et al., 2006;
Mazid et al., 2011; War et al., 2012).

Los fenoles se sintetizan por dos rutas metabdlicas, las rutas del acido shikimico y por la ruta del acido

maldnico, sin embargo, la ruta del acido malénico se considera de mayor importancia en hongos y
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bacterias (Ozeker, 1999; Taiz y Zeiger, 2010). A partir de la ruta del &cido shikimico, se sintetizan los
aminoacidos fenilalanina y tirosina, precursores de los compuestos fendlicos (Herrmann, 1995; Santos-
Sanchez et al., 2019). Las enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL) y tirosina amonio liasa (TAL) convierten
a los aminodcidos fenilalanina y tirosina en acido cindmico y acido cumdrico respectivamente. Estas
moléculas son posteriormente modificadas para dar origen a la diversidad de fenoles producidos por las
plantas (Deng y Lu, 2017; Giebel, 1973; Tohge et al., 2013). Una vez que se sintetizan, los fenoles se
almacenan en vacuolas dentro de la célula vegetal, y estos se liberan después de un evento de dafio o
estrés. Una vez liberados, estos pueden funcionar como defensa, o reaccionar por medio de diversos

mecanismos de accién (Beckman, 2000; Kefeli et al., 2003; Lattanzio et al., 2012; Takahama, 2004).

Variacidn geografica de la resistencia

La variacion en el dafo por herbivoros entre y dentro poblaciones es un fendmeno comun en plantas.
Entre otros factores, se ha encontrado que una de las causas que explica las diferencias en el tipo y/o
intensidad de dafio es la defensa de las plantas, ya que esta varia entre poblaciones (Martinez-Diaz et al.,
2015; McGovern y Hellberg, 2002; Moreira et al., 2014; Wahyuni et al., 2011). De acuerdo con la teoria del
mosaico geografico de la coevolucidn es posible entender las diferencias en los niveles de defensa entre
poblaciones si se considera que 1) la presidn selectiva que ejercen los herbivoros sobre las plantas es
heterogénea, y 2) que la presidn selectiva depende de las interacciones bidticas entre dos o mas especies
y las condiciones ambientales particulares donde estas ocurren. Dado que estas condiciones tenderdn a
variar geograficamente, esto da como resultado un mosaico geografico que difiere en la presencia y
magnitud de la seleccidn, reflejandose en las estrategias defensivas de las plantas del sitio (Glassmire et al.,
2016; Karifiho-Betancourt, 2018; Kessler, 2015, 2016; Moore et al., 2014; Thompson, 1999). Por ejemplo,
se ha encontrado que en poblaciones vegetales donde se ha reducido la incidencia de herbivoros también
se reduce rdpidamente la produccidon de compuestos defensivos (Kessler, 2015). Por su parte, Castillo et
al., (2014) detectaron que en D. stramonium L. la diferencia entre poblaciones en la concentracion de

alcaloides estd asociada a la presencia de diferentes herbivoros.

El patrén de variacion de defensa también se ha asociado con la distribucién de la variacién genética de
las poblaciones, pues los genes implicados en la defensa muestran diferenciacién en funcidn de la localidad
(Garrido et al., 2012; Stackpole etal.,, 2011; Zist et al., 2012). Asimismo, un proceso de seleccion
diferencial se observa en el genotipo de las poblaciones, pues se ha encontrado que los polimorfismos
genéticos estan asociados a la presencia de diferentes comunidades de herbivoros (Johnson y Agrawal,

2005; Zist et al., 2012).
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Se ha encontrado que una mayor variabilidad genética se relaciona con una mayor capacidad de resistir
ante organismos antagonistas, tanto herbivoros como patdgenos (Abdala-Roberts et al., 2015; Berny-Mier
y Teran et al., 2013). Dado que los caracteres defensivos estan bajo el control de varios genes, la diversidad
genética promueve diferentes niveles de respuesta y por ende diferente adecuacién al ambiente
(Berenbaum y Zangerl, 2012; Harvell, 1990). Es por esta razén que se considera que la variacion
intraespecifica es necesaria para que una especie pueda responder ante los cambios que puedan ocurrir

en sus poblaciones, asi como como dentro de ellas (Zist et al., 2012).

1.1 Antecedentes

Capsicum annuum L. var. glabriusculum (Dunal) Heiser y Pickergill, 1975, es el ancestro silvestre de los
chiles domesticados (Aguilar-Meléndez et al., 2009; Gonzélez-Jara et al., 2011; Hayano-Kanashiro et al.,
2016; Montes-Hernandez, 2010). En contraste a la importancia culinaria y cultural de C. annuum L. en
México, se conoce muy poco de su historia natural, ecologia y evolucion. Algunos estudios han demostrado
que la capsicina tiene un papel defensivo, protegiendo a las semillas de infeccién por hongos debido a su
actividad fungicida (Tewksbury et al., 2006). Ademas, el picor que causa la capsicina del fruto evita la
depredacién, protegiendo a las semillas (Tewksbury y Nabhan, 2001). Para el caso de su interaccidon planta-
herbivoro, recientemente se han demostrado que existe variacion en el dafno foliar entre poblaciones que
se distribuyen en La Sierra de Laguna, Baja California Sur. Dipp-Alvarez (2015) encontré que en poblaciones
que se distribuyen en La Sierra de Laguna, aquellas con mayor densidad de tricomas en las hojas mostraban
menos dafio foliar en relacién a poblaciones que presentan menor densidad de tricomas foliares,
indicando que los tricomas son un componente de la resistencia contra herbivoros en esta especie.
Asimismo, reportd que la tasa de herbivoria en estas poblaciones varia entre 7 y 12%. Sin embargo, es
posible que haya compuestos quimicos que expliquen parte de la variacion en el dafio observado en estas
poblaciones. Sila relacion entre el dafio y la adecuacion varia entre las poblaciones o regiones geograficas,

esto podria determinar la evolucién diferencial de estrategias defensivas en cada una de sus poblaciones.

El papel defensivo de los compuestos quimicos foliares de C. a. var. glabriusculum contra herbivoros ha
sido poco estudiado. Este aspecto de la quimica defensiva igualmente se desconoce para otras especies
dentro del mismo género. Los poco que se ha estudiado, sugiere que lo fenoles confieren defensa contra
insectos en Capsicum L. (Vijaya y Rani, 2017a). Se ha encontrado que los niveles de fenoles incrementan

ante el ataque por el herbivoro generalista Spodoptera litura Fabricius, 1775 (Vijaya y Rani, 2017b, 2017a).
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Por otra parte, en experimentos donde se ha infectado Capsicum con el hongo patédgeno Phytophthora
capsici Leonian, 1922 se han observado diversos patrones: variacion en la resistencia al patégeno por parte
de los diferentes cultivos inoculados; incremento en la cantidad de fenoles producidos; o reduccién en la
produccién de fenoles iniciales, pero la produccién de una nueva mezcla de fenoles (Candela et al., 1995;

Lizzi et al., 1995).

1.2 Justificacion

Hasta ahora, no hay estudios comparativos que permitan conocer las concentraciones fendlicas entre
poblaciones de chile silvestre y si estas presentan un patrén similar a la densidad de tricomas foliares. De
igual forma, se desconoce si hay una respuesta defensiva diferencial ante dafio por parte de plantas de

chiltepin provenientes de diferentes ambientes.

Por tanto, se desconoce si la concentracién de fenoles totales foliares, asi como la densidad de tricomas
en las plantas de chile silvestre Capsicum anuum var. glabriusculum varia entre genotipos dentro de la
especie. Asimismo, se desconoce si hay una respuesta tras un evento de dafo por herbivoro, y si esta

respuesta es diferente entre los diferentes genotipos.

1.3 Hipoétesis

Las poblaciones de especies de plantas con una amplia distribucion geografica estan expuestas a diferentes
condiciones bidticas y abidticas a lo largo de su distribucion. Si difiere la intensidad de dafio causado por
herbivoros, esta variacidon puede generar una presion selectiva divergente, promoviendo variacién en el
nivel defensivo de las plantas. Con base en este patrdn, se espera variacion en el nivel defensivo de las
poblaciones de Capsicum annuum var. glabriusculum en la concentracidon de fenoles totales foliares y
densidad de tricomas foliares. Se esperaria que las plantas con mayor defensa fueran aquellas donde la
presion por herbivoros fuera menor, y que este patrén fuera independiente de su historia filogenética o

de su distribucion geografica.



1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar la ocurrencia de variaciéon poblacional en caracteres asociados a la defensa contra herbivoros en

chile silvestre Capsicum annuum var. glabriusculum.

1.4.2. Objetivos especificos

= Cuantificar la concentracion de fenoles totales foliares constitutivos e inducidos por herbivoros en

Capsicum annuum var. glabriusculum.

= Cuantificar la densidad de tricomas foliares constitutivos e inducidos por herbivoros en Capsicum

annuum var. glabriusculum.

= Evaluar si existe un trade-off entre la concentracion de fenoles totales y densidad de tricomas

foliares de Capsicum annuum var. glabriusculum.

= Estimar las relaciones filogenéticas intraespecificas de poblaciones de C. annuum var.
glabriusculum provenientes de diferentes localidades y regiones de Meéxico, empleando

marcadores genéticos de cloroplasto.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Sistema de estudio

Capsicum annuum var. glabriusculum es una planta con una amplia variabilidad morfoldgica, y con un
amplio rango de distribucién. Es arbustiva, con tallos delgados, y con 4 metros de altura maxima. Suele
tener hojas de 1 a4 cm de ancho y 2 a 6 cm de largo. Las flores son solitarias y la corola de color blanco.
Los frutos al madurar se tornan de color rojo, y poseen capsicina, el alcaloide que les da su picor (Hayano-
Kanashiro et al., 2016). Se distribuye desde el sur de Estados Unidos de Norteamérica hasta el norte de
Colombia, en una gran variedad de ambientes (Gonzalez-Jara et al., 2011; Hayano-Kanashiro et al., 2016;
Votava et al., 2002). Presenta variacion intraespecifica para diferentes caracteres morfoldgicos (altura,
diametro del tallo, tamafio de hojas) entre sus poblaciones silvestres, tanto en condiciones naturales como
en aquellas germinadas dentro de un ambiente comun (Lépez-Espaiia et al., 2016). Asimismo, hay gran
variacion en defensas mecdnicas y quimicas, y presentan induccién por accion de patégenos y herbivoros

(Ballina-Gémez et al., 2013; Kim et al., 2012; Lemos et al., 2019; Lizzi et al., 1995; Van Cleef, 2016).

Los escarabajos pertenecientes a la familia Chrysomelidae son considerados como herbivoros defoliadores
de importancia econdmica (Clark et al., 2004; Tejas et al., 2017). Algunos de estos escarabajos tienen una
relacidn estrecha con plantas de la familia Solanaceae (Hsiao, 1986), y se consideran una de las plagas mas
dafiinas para el cultivo de chile (Lopez-Martinez et al., 2007). El escarabajo crisomélido Lema daturaphila
Kogan y Goeden, 1970 es un especialista que se alimenta de solandceas. Se ha reportado que esta especie
ha sido encontrada alimentdndose en plantas del genero Capsicum (Clark et al., 2004). Spodoptera
frugiperda Smith y Abbot, 1797 es un herbivoro generalista, conocido cominmente como cogollero del
maiz. La lista de especies de las cuales se alimenta es extensa, sin embargo, dentro de esta se encuentra
C. annuum (Casmuz et al., 2010; Montezano et al., 2018). Asimismo, se han utilizado especies del mismo
género en diversos estudios para evaluar el efecto de las defensas de Capsicum spp. contra el ataque de

herbivoros, y su efecto en el insecto (Ahn et al., 2011; Vijaya y Rani, 2017a; Vijaya et al., 2018).



2.2 Material vegetal

Para este estudio, se germinaron semillas de C. a. var. glabriusculum, derivadas de la coleccidon de
germoplasma del laboratorio de Genética Ecolégica y Evolucién de la Facultad de Ciencias, UABC. Se
emplearon plantas producidas a partir de semillas provenientes de las regiones Noroeste y Sureste de
Meéxico, de 9 Localidades, con un total de 31 lineas maternas (Tabla 1). Estas se mantuvieron dentro del
invernadero de la Facultad de Ciencias, UABC. Las macetas fueron etiquetadas indicando su localidad y el

numero de planta asignado, con la finalidad de mantener la identidad de las mismas.
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Figura 1: Mapa de los sitios de recolecta de las semillas de las 31 lineas maternas utilizadas en el experimento de
jardin comun. Los marcadores conectados por un circulo se ubican en la misma coordenada, marcada en el centro
del mismo; 16 lineas maternas corresponden a la regién denominada Noroeste, y 15 a la region denominada Sureste.



Tabla 1: Coordenadas geogrdficas de las 31 lineas maternas utilizadas en el experimento de jardin comun.

Region Poblacion Localidad Longitud Latitud Accesion
Noroeste La paz La paz -109.999805 23.715472 BCS 8172
Noroeste La paz La paz -109.999805 23.715472 BCS 8176
Noroeste La paz La paz -109.999805 23.715472 BCS 9199
Noroeste Sonora San Javier -109.7419576 | 28.5951908 SON SJ 227
Noroeste Sonora San Javier -109.7419576 | 28.5951908 SON SJ 229
Noroeste Sonora San Javier -109.7419576 | 28.5951908 SON SJ 233
Noroeste Sonora Parcela -109.7425 29.2885 SON PAR 241
Noroeste Sonora Mazocahui -110.1234632 | 29.5379954 | SON MAZ 250
Noroeste Sonora Mazocahui -110.1234632 | 29.5379954 | SON MAZ 251
Noroeste Sonora Mazocahui -110.1234632 | 29.5379954 | SON MAZ 258
Noroeste Sonora San Pedro de la Cueva -109.7425 29.2885 SON SPC 263
Noroeste Sonora San Pedro de la Cueva -109.7425 29.2885 SON SPC 265
Noroeste Sonora San Pedro de la Cueva -109.7425 29.2885 SON SPC 266
Noroeste Sinaloa Saladito -106.8540969 | 23.8676289 SIN SAL 285
Noroeste Sinaloa Saladito -106.8540969 | 23.8676289 SIN SAL 292
Noroeste Sinaloa Saladito -106.8540969 | 23.8676289 SIN SAL 295
Sureste Veracruz Veracruz -95.169825 18.465149 VER 2
Sureste Veracruz Veracruz -95.169825 18.465149 VER 10
Sureste Veracruz Ney Camp -95.169824 18.465096 VER NC 100
Sureste Veracruz Ney Camp -95.169824 18.465096 VER NC 380
Sureste Veracruz Santa Rosa 95.169824 18.465096 VER SR DEB
Sureste Campeche Siho -90.5933472 19.5011103 CAM SH 400
Sureste Campeche Siho -90.5933472 19.5011103 CAM SH 405
Sureste Campeche Siho -90.5933472 19.5011103 CAM SH 406
Sureste Campeche Siho -90.5933472 19.5011103 CAM SH 408
Sureste Yucatan San Bernardino -89.4076436 20.8927771 YUC SB 415
Sureste Yucatan San Bernardino -89.4076436 20.8927771 YUC SB 429
Sureste Yucatan San Bernardino -89.4076436 20.8927771 YUC SB 433
Sureste Yucatan Banco Germoplasma -89.822049 21.2125809 YUC BG 445
Sureste Yucatan Banco Germoplasma -89.822049 21.2125809 YUC BG 449
Sureste Yucatan Banco Germoplasma -89.822049 21.2125809 YUC BG 456
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2.3 Diseno experimental

2.3.1 Germinacion

Para la germinacidn, se remojaron 50 semillas de cada linea materna en una solucién de acido giberélico
(GA3; 500ppm), esto debido a que las semillas de C. annuum var. glabriusculum presentan un periodo de
latencia (Ballina-Gémez etal., 2013; Cano-Vazquez etal.,, 2015; Hernandez-Verdugo etal., 2019).
Posteriormente, las semillas de cada linea materna se sembraron en macetas de 1 L llenas con suelo
comercial Berger BM2. Las semillas se regaron diariamente hasta su germinacion. Una vez que las plantulas
tuvieron 2-4 hojas bien desarrolladas, se trasplantaron a macetas individuales de 6 pulgadas llenas con

suelo comercial Berger BM2, y regadas ad libitum.

Las plantas germinadas a partir de las semillas de una misma planta parental se denominaron lineas
maternas. Estas plantas comparten un minimo de 1/4 de su material genético, dado que provienen de los

O6vulos de una misma planta, pero se desconoce si son producto de fertilizacion cruzada o de

autofertilizacion (Cheplick, 2015).

En total, se incluyeron 31 lineas maternas provenientes de 9 localidades que abarcan la distribucién de C.
annuum var. glabriusculum en las zonas noroeste y sureste de México. Para cada localidad se utilizaron
semillas provenientes de un mismo fruto (lineas maternas), las cuales representan réplicas de un mismo
genotipo, siendo esta la unidad que se evalué estadisticamente (Cheplick, 2015). De cada una de las lineas

maternas se incluyeron entre 11-12 plantas, lo que resulto en un tamafio de muestra de 362 plantas

2.3.2 Experimento de jardin comun

Las plantas se mantuvieron en el invernadero durante todo el experimento, a temperatura ambiente, con
riego vy fertilizacién semanal con 2 5mL de una solucidn de 2 g/L de fertilizante N-P-K, 19:19:19. Una vez
que produjeron la 4ta hoja verdadera, se separaron 11-12 individuos de talla similar de cada linea materna
para el experimento. La eleccion de plantas de talla similar se hace con la finalidad de reducir la variacién

asociada con el efecto materno (Cheplick, 2015).
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Para analizar la variacidn constitutiva e inducida del contenido total de fenoles y densidad de tricomas
foliares en las diferentes lineas maternas de C. annuum var. glabriusculum se realizdé un experimento de
jardin comudn dentro de un invernadero. Este disefio permite reducir la variacion ambiental a un minimo
sobre cualquier caracter fenotipico de la defensa (e.g., concentracion de fenoles totales y densidad de
tricomas) y atribuir las diferencias encontradas entre genotipos y/o poblaciones a la varianza genética de
cada linea genética dentro de las poblaciones (Antonovics y Primack, 1982; Cheplick, 2015; Garrido et al.,

2012; Hahn y Maron, 2016; Lépez-Espaia et al., 2016).

2.3.3 Cuantificacion de fenoles totales en funcion de tiempo

Para examinar el tiempo de respuesta de las plantas una vez que son dafadas, se hicieron dos
experimentos, uno con Spodoptera frugiperda y otro con Lema daturaphila. El experimento con S.
frugiperda consistié en 3 tratamientos de dano: Dafio mecanico, dafio mecdnico + secreciones orales de
S. frugiperda, y dos larvas de S. frugiperda alimentandose libremente. El experimento con L. daturaphila
consistié en 3 tratamientos: Control, dafio mecanico, y dafo mecanico + secreciones orales de Lema
daturaphila. En ambos casos, las hojas se recolectaron a los 30, 60, 240, 720, y 1440min después de
realizarse el dafio. Las hojas dafiadas fueron recolectadas y se prensaron para la cuantificacion de fenoles

totales utilizando la reaccion de Folin-Ciocalteu.

2.3.4 Tratamientos de dano foliar

Para evaluar el efecto del dafio foliar mecanico y mecanico + secrecién oral de un insecto sobre la
concentracién total de fenoles y densidad de tricomas foliares, 12 plantas de cada linea materna se
separaron en 3 tratamientos: 4 Control, 4 dafio mecanico, y 4 dafio mecanico + la secrecidn oral de larva
del escarabajo Lema daturaphila Kogan y Goeden, 1970 (Chrysomelidae), en lo sucesivo denominado dafio
+ S0. En el experimento se utilizaron dos hojas completamente desarrolladas de la zona apical. Las plantas
del tratamiento control no tuvieron dafio alguno. El dafio mecanico se realizé utilizando un sacabocados
de drea 38 mm?, correspondiente a =25% del area de una hoja individual. Las plantas del tratamiento de

herbivoro tuvieron el mismo proceso que aquellas del tratamiento de dafio mecanico, e inmediatamente
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después se aplicaron secreciones orales de L. daturaphila en el sitio de la lesidn utilizando un pincel (Figura

2).

Control Dano mecanico Dafo + SO
n=117 n=122 n=123

Figura 2: Diagrama esquemadtico del experimento de induccion de defensa en Capsicum annuum var.
glabriusculum. Las plantas se asignaron a 3 tratamientos, control, dafio mecanico y dafio mecdanico + secreciones
orales de Lema daturaphila. Para cuantificacion de fenoles totales, las hojas dafiadas se recolectaron 1h después del
dafio. Para cuantificar densidad de tricomas foliares, se tomaron 3 hojas maduras producidas después del
tratamiento.

2.3.5 Prensado de hojas

Una hora después de los tratamientos de dafo, se recolectaron las hojas de los tres tratamientos para
cada planta de cada linea materna. Se utilizo el tratamiento de una hora ya que se observd que los fenoles
foliares de C. annuum var. glabriusculum muestran un cambio después de este tiempo una vez que son
dafiadas (Figura 5B). Las hojas recolectadas se colocaron entre dos hojas de papel dentro de una prensa
para herborizar para transportarlas al laboratorio. La prensa con el material vegetal herborizado se colocé

en un horno de conveccién VWR a 30°C por 5 dias, o hasta que las hojas estuvieran completamente
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deshidratadas. Las muestras se mantuvieron en el horno hasta su procesamiento, para evitar que
absorbieran humedad del ambiente. Las hojas mantuvieron el mismo color verde de cuando fueron

recolectadas, indicando de que no hubo degradacidn de fenoles (Li et al., 2018).

Para determinar la presencia de algun efecto del secado sobre la cantidad de fenoles totales en las hojas
de chile, se llevd a cabo la cuantificacién de fenoles totales en hojas frescas, y prensadas. Las hojas frescas
se utilizaron directamente en la reaccidn de Folin-Ciocalteu. Las hojas prensadas se pesaron antes y
después del secado, para determinar su contenido de agua, y ajustar al momento de llevar a cabo la
comparaciéon entre hojas frescas y secas. Se utilizé materia seca dado que cuando la muestra estd himeda,
la enzima polifenol oxidasa esta activa, por lo que cambia la concentracion de fenoles totales en la muestra
(R. Li et al., 2018; Vega-Galvez et al., 2009). Asimismo, se ha reportado que los compuestos fendlicos de
muestras secas mantienen una actividad constante después de un largo tiempo en almacenamiento

(Mediani et al., 2014).

2.3.6 Cuantificacion de fenoles totales

Una vez que las hojas prensadas fueron deshidratas, se pesaron, maceraron y suspendieron
individualmente en 1 mL de solucién hidrometandlica (MeOH:H,0 80:20 v/v). Después de 24h, el extracto
se centrifugd a 13,000 rpm por 5 min para precipitar los restos de hoja. Se utilizé el sobrenadante para la

reaccion Folin-Ciocalteu para cuantificaciéon de fenoles totales.

Se tomaron 20 pl del extracto hidrometandlico obtenido y se afadieron a un tubo de microcentrifuga con
1ml de agua. Se adicionaron 100 uL del reactivo Folin-Ciocalteu. Posteriormente se agregaron 300 L de
NaCOs, lo que provoca que la solucion se tifia de un color azulado proporcional a la cantidad de fenoles
disueltos. La cantidad total de fenoles total se cuantificé utilizando un ensayo colorimétrico, utilizando el
espectrofotdmetro Genesys 20 (Thermo Scientific) con A=765 nm, usando acido galico como estandar

(Ainsworth y Gillespie, 2007).

Se prepard una curva de calibracidn utilizando acido galico como estandar (Figura 3). El acido galico es
utilizado como un estandar debido a que es un fenol simple y esta presente en una gran variedad de
plantas (Lattanzio et al., 2006), incluyendo C. annuum var. glabriusculum (Hayano-Kanashiro et al., 2016).

Las concentraciones de acido galico utilizadas fueron 2000, 1500, 1000, 500, 250, 150, 100, 50 y 0 mg/L.
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Utilizando estas soluciones, se llevé a cabo la reaccion Folin-Ciocalteu utilizando el método anteriormente
mencionado. Con los valores de absorbancia obtenidos y las concentraciones conocidas, se calculd una
féormula para determinar la concentracion de equivalentes de acido gdlico (GAE) en las muestras
procesadas. Dicha férmula se ajustd a tener una ordenada al origen de 0, dado que la concentracién de

fenoles totales solo puede tomar valores mayores a 0.

3-
y = 0.0013x

_— 2_
) R“=0.9709 @
< O
VZ.
8
(8]
c
©
0
[
(o]
»n 11
0
<

0

0 500 1000 1500 2000

Concentracion de acido galico (mg/L)

Figura 3: Curva de calibracidon para determinar concentracidon de fenoles totales utilizando acido galico como
estandar. La regresion lineal se ajusto a pasar por el origen (x =0, y=0), dado que la concentracion de fenoles totales
no puede tomar valores negativos.

Los valores obtenidos de concentracion de acido gdlico a partir de la curva de calibracidn, junto con el
volumen del extracto y la masa de la hoja se utilizaron para calcular el contenido de fenoles en mg de

equivalentes de acido gélico (GAE) por cada g de masa seca (Alara et al., 2017; Siddiqui et al., 2017).

C=q@*Vs+m? (1)



15
Donde C = Contenido total de fenoles en GAE mg/g, ¢ = Concentracidn de acido galico establecido en la

curva de calibracién (GAE mg/ml), V = Volumen del extracto (mL), m = masa seca de la hoja (g).

2.3.7 Conteo de tricomas foliares

Para obtener la densidad de tricomas foliares por planta, se recolectaron 3 hojas de las mismas plantas
empleadas en la cuantificacién de fenoles totales. Se esperé a que las plantas produjeran hojas nuevas
después del evento de dafio, y una vez que estas estaban completamente expandidas, se prensaron para
posteriormente realizar el conteo de tricomas foliares. Las hojas se consideraron completamente
expandidas cuando alcanzaron el tamafo y coloracién de las hojas completamente desarrolladas (Van
Volkenburgh, 1999). Igualmente, se recolectaron 3 hojas de cada una de las plantas del tratamiento

control.

Utilizando un microscopio estereoscépico Stemi 2000C (Zeiss), ajustado con una cadmara Axiocam ICc5
conectados a una computadora Dell Optiplex 7010 i7, se tomaron fotografias de tres hojas maduras de
cada planta de chile utilizadas en el experimento. El aumento utilizado fue de 25X. Utilizando la luz del
estereoscopio apagada y con un tiempo de exposicidn largo (e.g., > 480 ms), fue posible observar los
tricomas foliares de manera clara. Se realizé el conteo de tricomas en funcién del area definida por la
cdmara (22.540 mm?) en la cara adaxial de la hoja, en el drea posterior a la segunda venacidn secundaria,
en direccion del peciolo a la punta. Para hojas con un tamafio reducido, donde no se podia observar el
area completa, se definidé un area y se calculd el porcentaje del drea total. El total se expresé en nimero

de tricomas por mm? (Figura 4).
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Figura 4: Representacion grafica del area de conteo de tricomas. El conteo se realizé en la parte superior de la
segunda venacién del lado derecho de la cara adaxial de la hoja. La densidad de tricomas se expresé en #/mm?.

2.3.8 Analisis estadistico

Para evaluar si existen diferencias entre lineas maternas y tratamientos de dafio foliar (i.e., induccion)
sobre la cantidad de fenoles totales y nimero de tricomas, se llevd a cabo un analisis de varianza de dos
vias. El ANOVA incluyd los factores fijos linea maternagpandom) Y tratamiento y la interaccién linea
maternaandom) X tratamiento. Las variables de respuesta fueron la concentracién de fenoles totales foliares
y la densidad de tricomas foliares. Un efecto significativo de la linea materna indica que las poblaciones
difieren en la cantidad de fenoles o de tricomas, mientras que la induccién es indicada por un efecto
significativo del tratamiento. Finalmente una interaccion linea materna x tratamiento indica que varia el
efecto del dafio foliar sobre la concentracidn de fenoles totales o densidad de tricomas entre las diferentes
lineas maternas. Para examinar cuales son las lineas maternas que difieren se llevd a cabo una prueba de

bondad y ajuste de Tukey.

Se utilizé un indice de resistencia para calcular la magnitud de la induccién de respuesta en la

concentracién de fenoles totales y densidad de tricomas después de los tratamientos de dafio mecdanico y
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dafio + SO de Lema daturaphila. Este indice se calculé de acuerdo a lo descrito por Cisneros-Silva et al.

(2017).

R: = Drratamiento ~Pcontrol 2)
l _ j—
Dcontrot

Donde R; = indice de resistencia, Dgoniror = Promedio del valor constitutivo para la linea materna de
fenoles totales o densidad de tricomas, Dryqtamiento = Promedio del valor para la linea materna de fenoles
totales o densidad de tricomas después de los tratamientos de dafio mecanico y dafio + SO de Lema

daturaphila.

Para examinar si existe un trade-off entre la concentracion de fenoles totales y el nUmero de tricomas, se
llevd a cabo un andlisis de correlacién de Pearson (r) entre ambas variables (Koricheva et al., 2004; Moreira
et al.,, 2014; Parker et al., 2010). Las correlaciones hechas utilizando los valores de todas las plantas
corresponden a las correlaciones fenotipicas. Las correlaciones hechas utilizando los valores promedio por
familia del tratamiento control corresponden a las correlaciones genéticas. Por otra parte, las
correlaciones hechas con los promedios de las lineas maternas tras los tratamientos de induccién fueron
realizadas para determinar si hay un cambio en la correlacidén entre fenoles totales y tricomas en respuesta
al dafio. Un valor negativo de la correlacién (r < 0) y significativo indica la presencia de un trade-off entre
fenoles y tricomas, mientras que un valor positivo (r > 0) indica una asignacién simultdanea a ambos

caracteres.

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software estadistico JMP 7 (SAS Institute Inc., 2007).

2.3.9 Genotipificacion

Se cortd una hoja (masa promedio = 0.2g) de plantas de 4 localidades (2 NO; 2 SE), y en un mortero se
maceraron utilizando N, (l). Se realizé la extraccién de ADN utilizando el método de sales descrito por

Aljanabi y Martinez (1997).

1. Las hojas se maceraron en un mortero utilizando nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino.
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11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

Se pesd el material obtenido, y se transfirieron 0.03 — 0.05 g de tejido a un tubo de
microcentrifuga.

Se agregaron 400pL de buffer de homogenizacién y 40 puL de SDS.

El tubo se colocé en vortex por 15 s.

Las muestras se incubaron a 65 °C por 1.5 h.

Se afiadieron 350 L de solucién de NaCl 5 My se llevd al vortex por 30 s.

Las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm por 30 min.

Se transfirieron 700 plL de sobrenadante a un tubo limpio.

Se agrego un volumen igual al del paso anterior de isopropanol frio (-20 °C).

. Se incubd durante toda la noche.

Se centrifugd a 13,000 rpm, a 4 °C, por 20 min.

Se descarté el sobrenadante, manteniendo el pellet.
Se lavé con 300 pl de etanol 70% frio (-20 °C).

Se centrifugd a 13,000 rpm, a 4 °C, por 10 min.

Se descartd el etanol.

Se lavé con 300 pl de etanol 70% frio (-20 °C).

Se centrifugd a 13,000 rpm, a 4 °C, por 10 min.

Se descartd el etanol.

El pellet se secé a temperatura ambiente =3 h.

Se re suspendié el pellet en 50 pL de agua.
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Para confirmar que se extrajo ADN, se mezcld 1 pL de buffer con 3 puL de muestra de extraccién y se coloco

en un gel de agarosa al 1%, a 100 V por 30 min. Este se observd con ayuda de un transiluminador y el

software Imagelab (Bio-Rad, 2014).

Una vez que se confirmd que se tenia ADN con buena calidad/cantidad, se procedié a amplificar 5

marcadores universales del cloroplasto. Los 5 marcadores corresponden a regiones intergénicas no

codificantes, con excepcion de trnL-trnF, que corresponde a una region intergénica no codificante + un

exon (Dong et al., 2012; Shaw et al., 2005; Shaw et al., 2007; Taberlet et al., 1991), utilizando un volumen

final de reaccién de 25 uL para cada marcador (Tablas 2 - 3).



Tabla 2: Concentracidn de reactivos utilizada para mezcla de PCR.

Reactivo Concentracion | Volumen (uL)

Agua 12.9
Green Buffer 1x 5
MgCl, 1.5 mM 1.5
dNTP 0.16 mM 0.4
Forward 0.4 uM 1
Reverse 0.4 uM 1
Taq polimerasa 1U 0.2
ADN 3
Total: 25

Tabla 3: Marcadores de cloroplasto, y protocolo de PCR utilizado para cada uno.

Marcador Fw Rv Protocolo PCR Referencia
unltmp | CGAAATCGGTA | ATTTGAACTG | 94°C5min; 35X(94°C30s; 59°C | (Shaw etal,, 2005;
GACGCTACG | GTGACACGAG 30s; 72°C 30s); 72°C 8 min Taberlet et al., 1991)
AACARTTYGARA | ATAGGTACTG | 94°C 5min; 35X(94°C 40s; 55°C
PEtAPSb) | )\ GGTTCAATT | TARCYGGTATT |  40s; 72°C 80s); 72°C 8 min (Shaw et al., 2007)
AAAGTGGGTTTT | TTAAAAGCCG | 94°C 5min; 35X(94°C 40s; 55°C
TC-TD TATGATCC | AGTACTCTACC |  40s; 72°C 80s); 72°C 8 min (Shaw et al., 2007)
iz, | CAGTICCAARAR | cTeTrecTan | B/ CETIV SO e OO E | (el 2007
AACGTACTTC | GAGCAGCGT | "ol (lob ) o e ee smin
GTTATGCATGAA | CGCGCATGGT | 20 C 2min; 30X(95°C 1min; 50°C
psbA-trnH CGTAATGC GGATTCACA 1 min; rampa 0.3°C/min hasta (Shaw et al., 2005)
65°C; 65°C 4min); 65°C 5min

19

Después de la amplificacidn, se mezclaron 2L de cada producto de PCR con 1uL de buffer y se colocaron

en un gel de agarosa al 2%, a 70V por 50 minutos. Posteriormente se reveld utilizando un transiluminador.
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Las muestras de la amplificacidn se purificaron utilizando un kit de purificacion de QIAGEN. Esto se hizo
con el propédsito de asegurar la calidad de la muestra para su secuenciacion, y eliminar productos no

deseados.

1. Enun tubo de microcentrifuga, se mezclaron 10uL de producto de PCR con 50uL de Buffer PB.

2. Se colocd la columna QlAquick en el tubo recolector.

3. Lamuestra se llevo a la columna y se centrifugd por 60s a 13,000rpm. Se descarté el liquido del
tubo recolector.

4. Se agregaron 750uL de Buffer PE a la columna y se centrifugd por 60s a 13,000rpm. Se descarté
el liquido del tubo recolector.

5. La columna se centrifugd nuevamente por 60s a 13,000rpm, para eliminar el buffer residual.

6. Lacolumna se colocd en un tubo de microcentrifuga de 1.5ml limpio.

7. Para eluir, se utilizaron 30uL de buffer de elucidn y se dejé reposar por 1min. La columna se
centrifugd por 60s a 13,000rpm.

8. La muestra se analizé en un gel de agarosa para determinar la integridad del producto.

Los productos de PCR obtenidos fueron enviados a la compafiia privada SegXcel Inc. en Estados Unidos de

Norteamérica para su secuenciacion.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Concentracion de fenoles totales: Peso seco vs Peso humedo

Utilizando un ANOVA no se detectd un efecto significativo para la concentracién de fenoles totales entre
hojas deshidratadas y hojas frescas (Fi, 15=0.07; p=0.7; n =16). La concentracidén promedio de fenoles
totales foliares del tratamiento de secado fue de 0.13 GAE mg/g (EE + 0.01 GAE mg/g), mientras que la del
tratamiento de hojas frescas fue 0.13 GAE mg/g (EE + 0.01 GAE mg/g).

3.2 Respuesta temporal ante daio

Para el experimento utilizando Spodoptera frugiperda, el ANOVA detecté un efecto significativo del
tratamiento de dafio, tiempo de respuesta, y de la interaccion tratamiento x tiempo de respuesta, en la
concentracién de fenoles totales (Tabla 4). La concentracién promedio de fenoles totales para el
tratamiento control fue de 28.37 GAE mg/g, para el tratamiento de dafio mecanico fue de 29.95 GAE mg/g,
para el tratamiento de dafio mecanico + secreciones orales de S. frugiperda fue de 30.38 GAE mg/g, y para
el tratamiento con larva de S. frugiperda fue de 36.69 GAE mg/g. Ademas, la interaccidn tratamiento x
tiempo para la concentracion de fenoles totales también fue significativa, indicando que la variacién en la
respuesta difiere con el tiempo (Figura 5A). La mayor diferencia con respecto al control se observo a las
12h, donde el tratamiento de dafio mecanico mostro un incremento de 18%, el de dafo mecéanico +
secreciones del herbivoro un incremento del 19%, y el tratamiento con larva tuvo un incremento del 83%.
En todos los casos, se detectd una disminucion en la concentracién de fenoles totales 24h después del

tratamiento de dafio (Figura 5A).

Para el experimento utilizando Lema daturaphila, el ANOVA detectd un efecto significativo de tiempo de
respuesta, y de la interaccién tratamiento x tiempo de respuesta, en la concentracion de fenoles totales
(Tabla 5). La concentracion promedio de fenoles totales para el tratamiento control fue de 25.12 GAE
mg/g, para el tratamiento de dafio mecanico fue de 29.70 GAE mg/g, y para el tratamiento de dafio
mecanico + SO de L. daturaphila fue de 33.52 GAE mg/g. A pesar de que no fue significativa, los
tratamientos de dafio mecdnico y dafio mecanico + SO tuvieron un decremento de 16% y de 25%

respectivamente después de una hora (Figura 5B).
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Tabla 4: Analisis de varianza de concentracion de fenoles totales en relacion al tiempo y al tratamiento para el

experimento con Spodoptera frugiperda.

Fuente de Variacion g.l. | Suma de Cuadrados F Significancia
Tratamiento 2 2052.33 13.23 <0.0001*
Tiempo 5 3548.61 9.15 <0.0001*
Tratamiento x Tiempo 10 2415.79 3.11 0.0010*

Tabla 5: Analisis de varianza de concentracion de fenoles totales en respuesta a tiempo y tratamiento de dafio
para el experimento con Lema daturaphila.

o
=

IS
=)

de fenoles totales (GAE mg.g™"

N
o

entracion

Conc

Fuente de Variacién g.l. | Suma de Cuadrados F Significancia
Tratamiento 2 212.389 1.17 0.3133
Tiempo 5 1294.383 2.86 0.019*
Tiempo x Tratamiento 10 1914.191 212 0.0307*
B
© Dafio Mecanico
T SO S. frugiperda © Control
* Larva S. frugiperda ~e0y “ Dafio Mecanico
IS © SO L. daturaphila
%40
§20
0 30 60 240 720 1440 o 0 30 60 240 720 1440

Tiempo (m)

Tiempo (m)

Figura 5: Variacion temporal en la concentracion de fenoles totales foliares en respuesta a dafio. A: Respuesta en
la concentracion de fenoles totales en respuesta a dafio mecanico, dafio mecanico + SO de S. frugiperda, y dos larvas
de S. frugiperda alimentandose libremente. El control se midié en el tiempo inicial. B: Respuesta en la concentracion
de fenoles totales en respuesta a dafio mecdanico y dafio mecdnico + SO de L. daturaphila. El control se midié en cada

punto de muestreo.

3.3 Concentracion de fenoles totales en respuesta al dafo

La concentracion de fenoles totales mostro una amplia variacién entre y dentro de las lineas maternas asi

como entre los tratamientos para cada familia. El ANOVA indicé diferencias significativas entre lineas

maternas y su induccién ante los tratamientos (Figura 6). El valor promedio de la concentracién de fenoles
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totales foliares del tratamiento control fue de 32.12 GAE mg/g (20.57 — 52.14 GAE mg/g). Las lineas
maternas que presentaron mayor concentracién de fenoles totales foliares fueron YUC SB 429 (Yucatdn;
SE) con 52.14 GAE mg/g (EE £ 4.11 GAE mg/g) y VER 10 (Veracruz; SE) con 47.83 GAE mg/g (EE + 4.11 GAE
mg/g), y las de menor concentracién fueron BSC8 176 (Baja California Sur; NO) con 20.57 GAE mg/g (EE
4.11 GAE mg/g) y BCS9 199 (Baja California Sur; NO) con 21.42 GAE mg/g (EE + 4.11 GAE mg/g). Aunque el
efecto del tratamiento de dafio no fue significativo, la interaccién familia x tratamiento de dafio fue

significativa (Tabla 5), indicando que el tratamiento afectd de forma diferencial a las familias (Figura 7).

Tabla 6: Analisis de varianza de concentracion de fenoles totales para las 31 lineas maternas, el tratamiento y su
interaccion. N = 362. R%q= 0.65

Suma de Cuadrados

Fuente de Variacién g.l Cuadrados medios F Significancia
Linea Materna (random) 30 26383.9 879.463 | 2.1563 0.0057*
Tratamiento 2 836.12 418.06 1.0286 0.3637

Tratamiento x Linea Materna (random) 60 24506.7 408.445 6.0444 <.0001*
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Figura 6: Variacion de 31 lineas maternas de chile silvestre en la concentracion de fenoles totales. Se indica la media
global + ES.
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Figura 7: Induccién en la concentracién de fenoles totales. Se representa utilizando un indice de resistencia al dafio
en lineas maternas de Capsicum annuum var. glabriusculum. La linea en 0 (cero), indica el valor constitutivo de
defensa. Valores positivos indican una induccién positiva de la defensa, mientras que valores negativos indican
induccion negativa. Los cuadros blancos indican induccion por dafio mecanico y el promedio con un cuadro negro.
Los triangulos grises indican la induccién por dafio mecanico + SO y el promedio con un tridngulo negro.

3.4 Numero de tricomas foliares en respuesta al daino

La densidad de tricomas foliares mostro una amplia variacion entre familias maternas y dentro y entre los
tratamientos para cada familia. EIl ANOVA detectd diferencias significativas entre lineas maternas y su
induccion ante los tratamientos (Figura 8). El valor promedio de la densidad de tricomas foliares del
tratamiento control fue de 1.63 tricomas/mm? (0.47 — 4.79 tricomas/mm?). Las lineas maternas que
presentaron mayor densidad de tricomas foliares fueron SON SJ 233 con 4.79 tricomas/mm? (EE + 0.95
tricomas/mm?) y SON PAR 241 con 3.45 tricomas/mm? (EE + 0.63 tricomas/mm?), y las de menor densidad
de tricomas fueron YUC SB 433 con 0.47 tricomas/mm? (EE + 0.06 tricomas/mm?) y SON SPC 266 con 0.48
tricomas/mm? (EE + 0.05 tricomas/mm?). Tanto el tratamiento de dafio mecénico como el tratamiento de
dafio + secreciones orales difirieron significativamente del tratamiento control, sin embargo, no difirieron

significativamente entre si (Tukey post hoc, a = 0.05; Figura 9).
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Figura 8: Microfotografias mostrando el intervalo de densidad de tricomas foliares para Capsicum annuum var.
glabriusculum. A: SON SJ 233 con una densidad de 4.79 tricomas/mm?. B: YUC SB 433, con una densidad de 0.47

tricomas/mm?.

Tabla 7: Analisis de varianza de densidad de tricomas foliares para las 31 lineas maternas, el tratamiento y su

interaccion. N = 361. R%q=0.73

Fuente de Variacién g.l C?J:rc'l‘raaggs cugn:rdéitailca F Significancia
Linea Materna (random) 30 413398 13779.9 10.1443 <.0001*
Tratamiento 2 36178.5 18089.2 13.3515 <.0001*
Tratamiento x Linea Materna (random) 60 81605.9 1360.1 2.6885 <.0001*
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Figura 9: Promedio del nimero de tricomas para el tratamiento control, daiio mecdanico y dafio mecanico + SO de

Lema daturaphila. Niota=362.
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3.5 Trade-off entre concentracion de fenoles totales vs densidad de tricomas

El analisis de correlacién de Pearson (r) detecté una correlacion fenotipica significativa entre la
concentracién de fenoles totales y la densidad de tricomas foliares para las plantas del tratamiento
control. El coeficiente de correlacidn fenotipico para las plantas control fue de r =-0.18 (p=0.046), mientras
que el coeficiente de correlacidn de Pearson de la correlacidn genética fue de r =-0.27 (p=0.14), pero no
fue estadisticamente significativa. Para las plantas del tratamiento de dafio mecanico, no se encontraron
valores significativos, ni para el coeficiente de correlacidon fenotipico r =-0.13 (p=0.16), ni para el
coeficiente de correlacién genética r =-0.14 (p=0.45), para una disyuntiva entre fenoles y tricomas.
Tampoco se encontraron valores significativos para el coeficiente de correlaciéon fenotipico r =0.17
(p=0.06), o para el coeficiente de correlacién genética r =0.26 (p=0.15) para las plantas del tratamiento de

dafio + secreciones orales.

3.6 Genotipificacion

Las secuencias obtenidas se caracterizaron por tener una gran cantidad de ruido de fondo, haciendo dificil
la determinacion de la secuencia exacta y de sitios polimadrficos. Para el marcador trnL-trnF, las secuencias
obtenidas fueron mayormente idénticas, con 2 sitios polimdrficos encontrados en regiones altamente
repetitivas o de baja calidad. El marcador petA-psbJ fue mayormente idéntico, con 4 sitios polimadrficos
encontrados en regiones altamente repetitivas o de baja calidad. Para el marcador TC-TD no se
encontraron sitios polimarficos, y las secuencias obtenidas se caracterizaron por ser de baja calidad. Para
el marcador rpl32-trnL no se encontré variacion importante, con un solo sitio polimérfico, encontrado en
una regién altamente repetitiva. El marcador psbA-trnH tuvo un solo sitio polimdrfico, encontrado en una
region altamente repetitiva. En los casos donde se obtuvo una secuencia limpia, los sitios polimérficos se
encontraron en sitios altamente repetitivos, por lo que no se puede determinar claramente si son
polimorfismos reales o artefactos de la secuenciacién (Tabla 8). No se encontré variacién marcada entre
las secuencias de las diferentes localidades, por lo que se considera que estas regiones intergénicas del
cloroplasto no tienen la resoluciéon necesaria para inferir relaciones filogenéticas a escala fina en C.

annuum var. glabriusculum.
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Tabla 8: Tamafio promedio obtenido para cada region de cloroplasto amplificada, asi como el nimero total de
polimorfismos encontrados para cada uno.

Marcador | n | Tamaino promedio obtenido | Polimorfismos
trnL-trnF | 6 760 2
petA-psbJd | 6 650 4
TC-TD 6 650 0
rpl32-trnL | 4 950 1
psbA-trnH | 4 560 1
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Capitulo 4. Discusion

La interaccion planta-herbivoro, y la ecologia y evolucién de la defensa, han sido ampliamente estudiadas
desde el siglo pasado (Bernays, 1981; Edwards y Wratten, 1983; Feeny, 1970; Fox y Macauley, 1977;
Johnson, 1975; Karban y Myers, 1989; Levin, 1976; Levin, 1971; McNaughton, 1983; Price et al., 1980;
Rhoades, 1985). Los estudios se han enfocado principalmente en plantas modelo tales como Arabidopsis
Heynh (Symonds et al., 2005); cultivadas, y silvestres como Datura L. spp. (Kant et al., 2015) y Asclepias L.
spp. (Agrawal y Fishbein, 2006). Sin embargo, la ecologia evolutiva de la defensa de las especies silvestres
de variedades cultivadas han recibido poca atencidn, entre ellas, el chile silvestre mexicano, C. a. var.

glabriusculum.

Este trabajo es el primero en mostrar variacion genética en caracteres fenotipicos de defensa contra
herbivoros (i.e., concentracion de fenoles totales y densidad de tricomas), empleando 31 lineas maternas
de chile silvestre C. annuum var. glabriusculum. Los resultados mostraron diferencias en la produccion
constitutiva e inducida de fenoles y tricomas entre lineas maternas, apoyando la idea de que las lineas
maternas poseen una diferente constitucidon genética para la resistencia. Mientras que las diferencias
observadas en el grupo de plantas control indican la variacion constitutiva en la defensa de las plantas, la
variacion genética inducida es explicada por las diferencias en concentracién de fenoles y tricomas entre
las plantas de los tratamientos de dafio mecanico y daiflo mecanico + secrecién oral de Lema daturaphila.
Ademas, encontramos variacion en el efecto de los tratamientos entre las diferentes lineas maternas,
indicando que no todas ellas responden igual, posiblemente por diferencias en su constitucidon genética.
Se encontrd una relacion negativa entre la produccién de fenoles y tricomas a nivel fenotipico, lo que
sugiere que se puede generar un conflicto de asignacidn de recursos entre fenoles y tricomas. Asimismo,
se encontré un trade-off entre la produccién de fenoles y constitutiva empleando correlaciones genéticas
(i.e., valores promedio por linea materna), pero esta no fue significativa. No fueron significativas, ni las
correlaciones fenotipicas inducidas, ni las genéticas inducidas de la concentracidén de fenoles y tricomas.
En conjunto, estos resultados indican que las plantas de chile silvestre poseen variacién genética en dos
caracteres de resistencia contra herbivoros y/o patégenos y la ausencia de disyuntivas sugiere que pueden

evolucionar independientemente (Bradshaw, 1965).
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4.1 Variacion genética de la resistencia

La presencia de variacién fenotipica (i.e., rasgos) es imprescindible para que ocurra la evolucién por
seleccidn natural (Darwin, 1859; Futuymay Moreno, 1988; Mayr, 1954). Sin embargo, los rasgos que estan
sujetos a selecciéon no pueden responder a la seleccidn si su expresidon no esta determinada por la
constitucién genética del individuo (Falconer y Mackay, 1996). Por ello es relevante determinar que
fraccion de la variacidn fenotipica de un caracter de interés es explicada por la variacidon genética. Los
caracteres quimicos y fisicos que confieren resistencia contra herbivoros en las plantas tienen bases
genéticas. Estudios similares a este han reportado variacidon en Arabidopsis lyrata O'Kane y Al-Shehbaz
(Karkkainen et al., 2004), Asclepias (Agrawal y Fishbein, 2006; Hunter et al., 1996), Datura Stramonium L.
(Garrido et al., 2012), y Solanum lycopersicum var. cerasiforme (Dunal) Spooner, G.J. Anderson y R.K.
Jansen (Sanchez-Pefia et al., 2006), indicando que los rasgos defensivos tienen una gran variabilidad y que
parte de esta variacidn es explicada por las diferencias genéticas que existen entre las familias materas

dentro de las poblaciones y entre las poblaciones.

Los resultados del presente estudio muestran variacidn en la concentracidn de fenoles totales y densidad
de tricomas foliares entre 31 lineas maternas de Capsicum annuum var. glabrisuculum en 9 localidades a
lo largo de su distribucién geografica en México. Ya que las plantas de una linea materna comparten una
fraccion de la varianza genética (Cheplick, 2015; Falconer y Mackay, 1996), las diferencias observadas
entre lineas maternas sugieren la presencia de variacidn genética asociada a la produccion de fenoles y

tricomas.

Estudios previos para C. annuum var. glabriusculum han detectado una relacién positiva entre la
produccién de tricomasy la adecuacion, demostrando que en la naturaleza el dafio causado por herbivoros
ejerce una presién selectiva que favorece a los individuos con mas tricomas (Dipp-Alvarez, 2015). Los
resultados de este estudio tienen implicaciones que se pueden discutir en un contexto de evolucion
adaptativa de la defensa. Por ejemplo, se encontrd que hay diferencias en la concentracidon de fenoles
totales y densidad de tricomas tras la induccién por dafio mecanico y dafo + secreciones orales entre la
diferentes lineas maternas. Se ha observado que dentro de una familia de plantas, hay diferente respuesta
por parte de dos especies relacionadas ante el ataque del mismo herbivoro (Schmelz et al., 2009;
Waterman et al., 2019). El resultado observado en el presente trabajo sugiere que es posible que este

patrén también sea intraespecifico.
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4.2 Concentracion de fenoles totales

La concentracién constitutiva de fenoles totales encontrada en la variedad silvestre de C. annuum varia de
forma similar a la reportada para una variedad de C. annuum no especificada (Estiarte et al., 1994). Sin
embargo, la concentracidn de las familias con los valores mayores y menores de concentracién de fenoles
encontrados en este estudio son 21% mayores y 36% menores en relacion a estudios previos (Estiarte
et al., 1994). La diferencia en el nivel de fenoles puede deberse al nimero y tipo de accesiones empleados
en cada estudio, pero sugiere que la variacidén fenotipica para concentracién de fenoles totales es mas
amplia de lo antes considerado. Mientras que este estudio analizo la quimica fendlica de 31 lineas
maternas genéticas que provienen de semillas de 9 poblaciones diferentes recolectadas en estado
silvestre, Estiarte et al., (1994) reporta semillas de C. annuum, que generalmente se refiere a una variedad
domesticada. Dos factores pueden explicar que este estudio haya encontrado mayor variacién que la antes
reportada, 1) las variedades domesticadas tienden a ser mas homogéneas que las silvestres (Brozynska
et al,, 2016; Mastretta-Yanes et al.,, 2018); 2) las semillas utilizadas en este estudio provienen de 9
localidades de zonas geograficas alejadas entre si, lo cual se ha relacionado con diferenciacion genética

(Gonzalez-Jara et al., 2011).

La concentracidn constitutiva de fenoles totales en chile silvestre encontrada varia entre 16.39 — 89.11
GAE mg/g. Este rango es amplio comparado con otras especies en los que se han hecho estudios similares.
Por ejemplo, para Asclepias spp. se han reportado valores de concentracién de fenoles totales entre GAE
2.5-8.6 mg/g (Agrawal et al., 2009) y 11.45 —24.10 GAE mg/g para Arabidopsis Heynh (Fiscus et al., 1999).
La concentracion fenoles totales que se encontrd para chile silvestre se asemeja a la de arboles, por
ejemplo Alnus glutinosa (L.) Gaertn con 27 — 76 GAE mg/g y Eucaliptus globulus Labill con 64 — 98 GAE
mg/g (Graga et al., 2005).

A pesar de que no se han llevado a cabo estudios de resistencia inducida por herbivoros con chile silvestre
C. annuum var. glabriusculum, si se han realizado con variedades domesticadas (Latournerie-Moreno
et al., 2015; Meena et al., 2008; Vijaya y Rani, 2017a). La variacion en la concentracién de fenoles totales
y su respuesta al dafio reportada para cultivares de chile (C. annuum) coincide con lo encontrado en este
trabajo. Un estudio encontré que 3 de los 4 genotipos utilizados mostraron un incremento en la actividad
de la enzima polifenol oxidasa tras dafio por mosca blanca (Bemisia tabaci Gennadius, 1889), mientras que
uno de ellos, el jalapefio, tuvo un decremento en la actividad de la enzima (Latournerie-Moreno et al.,
2015). Por otra parte, otros estudios con C. annuum reportan un incremento en acumulacion de fenoles

totales foliares tras el ataque de una herbivoro, asi como tras la infeccion de un virus (Meena et al., 2008;
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Vijaya y Rani, 2017a). Las lineas maternas utilizadas en este estudio muestran respuesta en ambos
sentidos, pues se observa que en algunas lineas la concentracién de compuestos fendlicos totales
incrementa tras los tratamientos de dafio mecanico y/o dafio mecanico + secreciones orales, en otras
disminuye. Que la accidon de compuestos fendlicos no son una respuesta generalizada en los diferentes
genotipos de C. annuum indica que la capacidad de las plantas para responder al dafio por herbivoros es
especifico para cada linea materna. Ya que las plantas estuvieron en un jardin comun, donde el ambiente
fue el mismo para todas las plantas, las diferencias en la respuesta inducida por los tratamientos de dafio
apoya la idea de que las lineas maternas tienen una constitucidn genética que difiere entre ellas (Falconer
y Mackay, 1996). Estudios en invernadero han encontrado que los efectos de dafio foliar difieren entre

lineas maternas, aun cuando la magnitud de dafo es igual (Cisneros-Silva et al., 2017; Fornoni et al., 2003).

4.3 Densidad de tricomas

La densidad de tricomas foliares constitutiva en C. annuum var. glabriusculum se encuentra en un intervalo
de 0.47 — 4.79 tricomas/mm?. Estos valores se encuentran dentro del rango reportado para variedades de
Capsicum annuum (Abdala-Roberts et al., 2014; Valenzuela-Apodaca, 2016). Sin embargo, esta densidad
es baja comparada con plantas de otros géneros de la familia Solanaceae, por ejemplo Datura stramonium
L. (Castillo et al., 2013), Solanum carolinense L. (Kariyat et al., 2013), tomate (Solanum lycopersicum L.)
(Oney y Bingham, 2015) y patata (Solanum tuberosum L.) (Kaplan et al., 2009). El papel defensivo de los
tricomas en Capsicum annuum contra herbivoros ha sido cuestionado (Abdala-Roberts et al., 2014),
sugiriendo que otros caracteres son mas relevantes en términos de defensa (Vijaya y Rani, 2017b). Sin
embargo, en cuatro poblaciones de chile silvestre en Baja California Sur, se encontré una relacidn negativa
entre la densidad de tricomas y el dafio foliar (Dipp-Alvarez, 2015). Esto apoya la idea de que los tricomas
tienen un papel adaptativo para defensa en poblaciones naturales, y que este puede depender del
herbivoro presente (Carmona et al., 2011). En conjunto, la evidencia sugiere que las plantas silvestres de
chile poseen variacion genética para la produccién de tricomas foliares, asi como en la induccién al dafo

(i.e., plasticidad).

La variacion encontrada en este estudio puede ser explicada por las diferencias en las comunidades de
herbivoros de donde son originarias las plantas, y por las diferencias en la presién selectiva impuesta por
los herbivoros sobre los tricomas (Dipp-Alvarez, 2015). Por ejemplo, en poblaciones donde el dafo es

predecible, se esperaria que las plantas tuvieran niveles de defensa constitutiva mayor, en comparacién
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con poblaciones en donde el dafio es menos predecible, o en sitios donde hay poco dafo. De acuerdo
Bello-Bedoy (Com. Pers.), las plantas silvestres que se distribuyen en el noroeste de México reciben mas
dafio foliar por herbivoros que aquellas del sureste. La variacién observada en este estudio es consistente
con lo reportado previamente, pues las plantas de poblaciones del noroeste tienen mayor densidad de
tricomas que las del sureste. Este resultado apoya la idea que la mayor presién selectiva por dafio foliar
en el noroeste favorece una mayor densidad de tricomas, en comparacion con plantas del sureste, donde

hay menor presién por dafio foliar y producen significativamente menos tricomas foliares.

Los tricomas son estructuras fisicas las cuales incrementen en ndmero en las hojas posteriores al dafo
para reducir dafios en las hojas nuevas (Schaller, 2008). Evidencia empirica en otras especies ha
encontrado que el acido jasmodnico (JA) que se libera después del dafio, induce la produccién de un mayor
numero de tricomas en las hojas jovenes de la planta por medio de la activacién de genes relacionados a
la defensa (Dalin et al., 2008; Ledn et al., 2001). En este estudio se encontro que los dos tratamientos de
dano, mecdnico, y dafio mecanico + secreciones orales, inducen la produccién de tricomas foliares. Esto
coincide con la respuesta reportada anteriormente, donde se ha encontrado un incremento en el nUmero
de tricomas en las hojas que se desarrollan después de un evento de dafio (Agren et al., 2008; Karban y
Myers, 1989; Kwon et al., 2006; Oney y Bingham, 2015). La magnitud de la inducciéon para la produccién
de tricomas encontrada para Capsicum annuum var. glabriusculum se encuentra dentro del rango

reportado para 20 familias de plantas (Barton, 2016).

Los cambios en la densidad de tricomas asociados con el tratamiento de dafio son dificiles de comprender,
ya que se detectaron respuestas positivas y negativas del dafio en la produccién de tricomas en nuevas
hojas. Sin embargo, mientras unas familias consistentemente produjeron mas tricomas, y otras menos, los
cambios son particulares para las lineas genéticas. Es decir, la magnitud de la induccién para las lineas
maternas difiere, lo que es indicativo de que existe variabilidad genética asociada a la plasticidad fenotipica
para los caracteres defensivos. La heterogeneidad en las condiciones a las que estdn sujetas las plantas
puede favorecer el desarrollo de estos caracteres plasticos (Schlichting y Pigliucci, 1998) y si el dafio por
herbivoros es impredecible esto puede generar cambios en la expresidn de los tricomas una vez que ocurre
el daifio. Es necesario realizar experimentos con diferentes herbivoros que nos permitan predecir las

trayectorias y explicar la complejidad de las respuestas.
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4.4 Trade-off defensivo

La teoria de la defensa en plantas (y otros organismos) ha propuesto histéricamente que dos estructuras
defensivas redundantes deberian de mostrar un trade-off entre ellos, y se deberia de detectar una relacion
negativa entre ellas, ya que seria poco eficiente asignar energia a dos estructuras que cumplen la misma
funcién (Agrawal, 2011; Agrawal y Fishbein, 2006; Koricheva et al., 2004; Leimu y Koricheva, 2006; Neilson
et al., 2013; Roff y Fairbairn, 2007; Traw, 2002). Sin embargo, la deteccidn de trade-off entre estrategias
defensivas es poco frecuente, particularmente cuando se estiman los trade-off con valores de correlacién

genéticos debido a tamafios de muestra bajos (Koricheva, 2002).

Se han sugerido dos cosas que explican la ausencia de trade-off entre caracteres defensivos de las plantas,
uno estadistico y uno bioldgico. El estadistico sugiere que el bajo poder estadistico debido al nimero
reducido de familias empleado en diferentes estudios, dado que reduce la probabilidad de deteccién de
una correlacién significativa (Leimu y Koricheva, 2006). Bioldgicamente se propone que la ausencia de
correlaciones ocurre porque se han cuantificado diferentes estructuras de defensa que no antagonizan en
su asignacion de recursos, como los quimicos y fisicos (Leimu y Koricheva, 2006). Una alternativa es que
la seleccién favorece la ruptura (i.e., no formacion) de correlaciones antagoénicas entre caracteres que
pueden actuar de forma sinérgica positiva, es decir, que incrementan en conjunto el nivel defensivo de las
plantas contra herbivoros. En cambio, para la defensa inducida, el tiempo de respuesta entre diferentes
caracteres puede determinar que no se presenten disyuntivas de asignacion de recursos, lo que no

promoveria la ocurrencia de trade-offs (Leimu y Koricheva, 2006).

Los resultados de este estudio concuerdan con los reportados por otros estudios donde no encuentran un
trade-off utilizando correlaciones genéticas entre caracteres constitutivos e inducidos (Cohen et al., 2017;
Gardner y Latta, 2007). Este estudio empled 31 lineas maternas, lo que resulta en un nimero no tan
reducido para detectar una correlacion genética, aunque no es posible descartar esta posibilidad en el
presente estudio. Ya que si se detectd una relacién negativa entre fenoles y tricomas constitutivos usando
los valores fenotipicos, emplear un nimero mayor de rasgos haria posible detectar correlaciones genéticas

negativas significativas. Sin embargo, no es posible determinarlo en este estudio.

La ausencia de un trade-off en defensa constitutiva e inducida a nivel genético puede ser explicado por la
diferencia en el tiempo de respuesta de los fenoles y los tricomas (Traw, 2003). En este caso, los fenoles
totales del chile mostraron un tiempo de respuesta rapido (ver figura 5), en comparacion a la respuesta

de los tricomas, cuya respuesta se mide 4 hojas después. De esta forma, la oportunidad de detectar un
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trade-off entre un rasgo quimico y un fisico de resistencia contra insectos, que ademas difiere en tiempo
de respuesta, es una explicacion plausible a ausencia de un trade-off (Leimu y Koricheva, 2006). Es
necesario hacer un experimento que apoye los resultados de este estudio, por ejemplo, evaluar los costos
de cada una de las caracteristicas de defensa fisicas y quimicas, emplear mas lineas maternas genéticas y

herbivoros en diferentes estados de desarrollo (Kariyat y Stephenson, 2019).

Para trabajos posteriores, seria de gran utilidad conocer la identidad de los metabolitos secundarios
producidos por C. annuum var. glabriusculum, asi como cuantificar si la mezcla de estos varia entre
diferentes accesiones. Por otra parte, la variacién en la respuesta ante un mismo herbivoro entre
genotipos de una misma especie es importante, ya que promueve la blisqueda de variedades que tengan
una respuesta adecuada contra herbivoros de importancia econdmica, y puedan servir para introducir
caracteres fenotipicos utiles a las variedades domesticadas del pais. Asimismo, es importante considerar
al herbivoro, pues muchos de estos tienen asociaciones cercanas con bacterias patégenas que interfieren
con las defensas de la planta, por lo que se puede buscar si hay una bacteria que induzca respuesta en la
planta o si sea un grupo de ellas. Si es asi, es posible proponer un sistema que promueva la defensa en
plantas sin la necesidad de aplicar algun otro tipo de dafio. Es importante realizar un estudio mas a detalle
de los diferentes metabolitos secundarios inducidos por la defensa, asi como de aquellos que son volatiles.

Esto dara una imagen mas completa de lo que ocurre en chiltepin como respuesta ante el dafio.
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Capitulo 5. Conclusiones

Se encontraron diferencias entre familias genéticas en la produccién de fenoles totales y densidad de
tricomas, apoyando la hipdtesis de que hay variacidon genética en estructuras de defensa contra herbivoros
en Capsicum annuum var. glabriusuculum. Ademas se encontré que el dafio por el herbivoro Lema
daturaphila indujo cambios en la concentracién de fenoles totales y densidad de tricomas foliares
dependiendo de la linea materna, indicando la presencia de plasticidad fenotipica. La respuesta es
diferente para las lineas maternas estudiadas, sugiriendo variacién genética en la plasticidad fenotipica
entre familias (i.e., norma de reaccion; Schlichting y Pigliucci, 1998). La deteccién de variacidn genética
en dos caracteres de resistencia de C. annuum var. glabriusculum es importante porque indica que esta

especie tiene la capacidad de responder a ambientes selectivos de herbivorismo.

Ademas, la ausencia de trade-off genético tiene implicaciones evolutivas importantes para la evolucién de
las defensas, ya que en ausencia de limitantes genéticas o de asignacion de recursos, las plantas pueden
evolucionar mds de un cardcter defensivo simultdneamente, confiriendo una gran ventaja evolutiva al
ampliarse los mecanismos de defensa (Koricheva et al., 2004). De esta forma C. annuum puede tener dos
o0 mas estructuras de defensa, pero con diferente capacidad de respuesta para reducir el dafio por
herbivoros eficientemente, particularmente protegiendo los tejidos jévenes ante futuros ataques por
herbivoros. Un experimento que incluya mas de dos caracteres que responden de forma inmediata y tardia
podria ayudar a entender si la limitacién en la deteccion de trade-off es debido a la forma de cuantificar

la naturaleza de las estructuras fisicas y quimicas.

Los marcadores moleculares de cloroplasto utilizados no mostraron diferencias importantes entre plantas
de diferentes localidades, por lo que no se consideran lo suficientemente sensibles para inferir relaciones
a escala intraespecifica para C. annuum var. glabriusculum. Es necesario obtener informacion de todo el
genoma para poder estimar las relaciones filogenéticas. Ademas, permitira estudiar la adaptacién local o

regional de C. annuum var. glabriusculum en ambientes bidticos y abidticos.
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