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1. RESUMEN

En México, los bosques tropicales secos se encuentran en la Peninsula de Yucatan y a lo
largo de la costa del Pacifico. Las principales amenazas incluyen: el cambio climatico global,
la deforestacion, la ganaderia y la agricultura. Después de ocurrir estas perturbaciones, el
habitat se recupera mediante la sucesion ecoldgica, esta sucesion modifica los atributos
funcionales foliares, el metabolismo secundario y la morfologia afectando la incidencia de
herbivoros. Analizamos la variacion morfoldgica, funcional y quimica asociada con los
patrones de herbivoria en dos especies C. roxanae y C. suberosus presentes en bosques
maduros y bosques secundarios en Chamela, Jalisco. Los atributos funcionales mostraron
que el area foliar y el grosor fueron mayores en bosques secundarios, mientras que la
densidad y la masa foliar fresca fueron mayores en bosques maduros. La masa seca de la
hoja, el area foliar especifica, el contenido de clorofila y el contenido de agua mostraron
variaciones entre especies en ambas condiciones. La concentracién de alcaloides, fenoles y
flavonoides mostraron variacion entre especies y los individuos de bosque secundario
presentaron mayor concentracion. C. roxanae mostré mayor herbivoria en bosques maduros
y C. suberosus no mostro diferencias. El analisis morfoldgico mostré que las hojas de bosque
secundario son ligeramente mas largas y anchas que las hojas de bosque maduro.
Encontramos mayor nivel de asimetria fluctuante en bosques secundarios. Encontramos que
la variacion morfoldgica esta influenciada por el entorno donde se desarrollan las plantas.
Nuestros resultados indican los metabolitos secundarios, son efectivos contra el ataque de
herbivoros. Encontramos que la herbivoria y la asimetria fluctuante se relacionan

positivamente en los individuos de bosque maduro de ambas especies, pero no, en individuos



de bosque secundario, por lo tanto, sugerimos que valores elevados de asimetria fluctuante

se relacionan con estrés ejercido por el ambiente y no por la presencia de herbivoros.

PALABRAS CLAVE: Atributos funcionales, sucesion secundaria, variacion morfolégica,

defensa quimica, asimetria fluctuante.



2. ABSTRACT

In Mexico, dry tropical forests are found in the Yucatan Peninsula and along the Pacific coast.
The main threats include: global climate change, deforestation, livestock and agriculture.
After these disturbances occur, the habitat is recovered through ecological succession, this
succession modifies the foliar functional attributes, the secondary metabolism and the
morphology affecting the incidence of herbivores. We analyzed morphological, functional
and chemical variation associated with herbivory patterns in two species, C. roxanae and C.
suberosus, present in mature forests and secondary forests in Chamela, Jalisco. The
functional attributes showed that the leaf area and thickness were higher in secondary forests,
while density and fresh foliar mass were higher in mature forests. The dry mass of the leaf,
the specific leaf area, the chlorophyll content and the water content showed variations
between species in both conditions. The concentration of alkaloids, phenols and flavonoids
showed variation between species and the individuals of secondary forest showed higher
concentration. C. roxanae showed higher herbivory in mature forests and C. suberosus
showed no differences. Morphological analysis showed that secondary forest leaves are
slightly longer and wider than mature forest leaves. We found a higher level of fluctuating
asymmetry in secondary forests. We find that morphological variation is influenced by the
environment where the plants develop. Our results indicate the secondary metabolites, are
effective against the attack of herbivores. We found that herbivory and fluctuating asymmetry
are positively related in mature forest individuals of both species, but not in secondary forest
individuals, therefore, we suggest that high values of fluctuating asymmetry are related to

stress exerted by the environment and not by the presence of herbivores.



KEYWORDS: Functional attributes, secondary succession, morphological variation,

chemical defense, fluctuating asymmetry.



3. INTRODUCCION

Los bosques tropicales secos (BTS’s) presentan una amplia distribucién geogréfica
en el mundo, ya que cubren el 42% de los bosques tropicales (Buzzard et al. 2015). En
México, los BTS’s se encuentran presentes de manera continua en la Peninsula de Yucatan
y a lo largo de la costa del Pacifico (Rzedowski, 1978). La gran biodiversidad asociada a los
BTS’s junto con la gran cantidad de endemismos (Guillespie et al. 2000), han sido dos
factores determinantes para que estos ecosistemas sean identificados como centros de
biodiversidad (Lambin y Ehrlich 1997) ya que los BTS’s albergan la mayor diversidad,
riqueza y densidad de especies arbdreas en el mundo (Crowther et al. 2015; Slik et al. 2015).
Los BTS’s fueron por mucho tiempo, poco considerados para ser incluidos en los programas
de conservacion, a pesar de que, en las Gltimas décadas, han sufrido grandes amenazas como
la fragmentacion a causa del calentamiento global, el incremento de la poblacion humana y
la conversidn del suelo a campos agricolas y ganaderos (Sanchez-Azofeifa et al. 2005; Miles
et al. 2006; Chadzon y Guariguata 2016). Un ejemplo claro es América Latina que presenta
tasas de deforestacion hasta del 40% (Miles et al. 2006) y en el caso particular de México,
solamente se conserva el 27% del BTS como bosque maduro y en algunas regiones se ha
perdido cerca del 60% de la vegetacion original por actividades antropogénicas como
agricultura, ganaderia y turismo (Trejo y Dirzo 2002, Challenger et al. 2009, Portillo-
Quintero y Sanchez-Azofeifa 2010; Meave et al. 2012). De esta manera, se ha determinado
que los estados de vegetacion secundaria y/o regeneracion sean los estados mas frecuentes

de los BTS’s durante las siguientes décadas (Wright et al. 2006).



SUCESION SECUNDARIA

Una vez que han ocurrido las alteraciones antropogénicas en los bosques y después
del abandono de estas tierras, inicia la recuperacion natural del ecosistema a través del
proceso de sucesion ecoldgica (Madeira et al. 2009; Quesada et al. 2009; Neves et al. 2014).
Durante este proceso, la comunidad de plantas se regenera mediante un cambio secuencial
en los atributos del ecosistema como en la riqueza de especies, composicion y diversidad de
las comunidades (Chazdon et al. 2007; Alvarez-Afiorve et al. 2012). El cambio de un bosque
maduro y continuo a un bosque con vegetacidn secundaria tiene un efecto directo sobre los
factores bidticos, debido a que puede reducir o cambiar la diversidad y abundancia de las
especies (Kennard et al. 2002; Lebrija-Trejos et al. 2010). Durante las primeras etapas de la
sucesion ecologica los factores abioticos como la disponibilidad de luz y agua son
abundantes, por lo que los rasgos en las plantas sufren cambios para poder desarrollar
tolerancia a la sequia (Lebrija-Trejos et al. 2010; Lohbeck et al. 2013; Buzzard et al. 2015).
De esta manera, las especies explotan estos recursos abidticos para lograr un crecimiento y
reproduccion exitosa. En cambio, las especies de sucesion tardia mejoran las estrategias de
adquisicion de luz en bosques donde el crecimiento esta limitado por la luz (Alvarez-
Aforve et al. 2012). Se ha comprobado que en los bosques maduros se presenta menor
riqueza de especies y en bosques en estados de sucesion temprana la composicion floristica
es mas simple y existe mayor numero de especies (Lebrija-Trejos et al. 2008). Por esta
razon es primordial evaluar las etapas tempranas de sucesion donde la estructura de la
vegetacion estd dominada por especies pioneras principalmente y en las etapas tardias la
vegetacion se ha recuperado y regresado al estado anterior a la perturbacion (Madeira,

2009; Quesada et al. 2009).



INTERACCIONES BIOTICAS DE ESTADOS DE SUCESION

Algunos estudios han intentado describir los patrones de herbivoria a lo largo de los
gradientes sucesionales, debido a la falta de informacidén que existe sobre bosques
tropicales secos (Quesada et al. 2009). Se ha demostrado que la perturbacion o
fragmentacion de un habitat ha tenido efecto en las interacciones planta-herbivoro (Juan-
Baeza et al. 2015), debido a que los habitats alterados han presentado mayor nivel de
herbivoria debido a una mayor presencia de herbivoros (Gutierrez-Granados y Dirzo 2009;
Ruiz-Guerra et al. 2010). Silva et al. (2012) en un estudio de herbivoria a lo largo de un
gradiente de sucesion en un bosque seco tropical, reportan que existe una disminucion de
insectos masticadores de hojas en etapas de sucesion intermedia y tardia como
consecuencia de la disminucion en el contenido de nitrogeno en las hojas observado durante
la temporada de lluvias. Saavedra et al. (2017) mencionan que durante la sucesion de
bosques tropicales las comunidades de herbivoros residentes aumentan su probabilidad de
persistencia en las etapas sucesionales del bosque y afectan negativamente la persistencia de
especies colonizadoras o de llegada tardia. Segun lo reportado por Fonseca et al. (2018) se
registraron aumentos en la herbivoria desde las etapas tempranas a las intermedias y tardias,
sugiriendo que la riqueza y abundancia de insectos herbivoros es mayor debido a la mayor
complejidad del habitat. Acorde a la teoria de la disponibilidad de recursos propuesta por
Coley et al. (1985), las plantas presentes en ambientes de sucesion temprana, con una alta
disponibilidad de luz y nutrientes, invierten mas recursos en crecimiento y reposicion de
tejidos perdidos por herbivoria, ya que es menos costoso remplazarlos que invertir en
defensa. En tanto que plantas en bosques maduros invierten mayor cantidad de recursos en

defensas ya que es mas factible defenderse que producir tejidos nuevos (Coley et al. 1985;
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Poorter et al. 2004) en un ambiente donde la disponibilidad de recursos es limitada. Bajo este
supuesto, plantas presentes en bosques secundarios serian mas consumidas a causa de una
mayor palatabilidad por ser ricas en nutrientes y menos defendidas (Coley et al. 1983; Poorter

et al. 2004).

ATRIBUTOS FUNCIONALES

Otros factores de gran importancia y que estan estrechamente relacionados con la
capacidad de regeneracion del bosque, son los atributos funcionales (Callaway et al. 2002).
Los atributos funcionales son definidos como las caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y
fenoldgicas asociadas a sobrevivencia, crecimiento y reproduccion, las cuales estan
directamente relacionados con la disponibilidad de agua y de luz (Violle et al. 2007). Los
atributos funcionales reflejan las estrategias ecolégicas de las especies, debido a que influyen
directamente en la adecuacion o “fitness” de las plantas a través de sus efectos sobre el
crecimiento, reproduccion y supervivencia. Estas adecuaciones van a depender de la
respuesta a los cambios ambientales o a las perturbaciones antropogénicas (Lebrija-Trejos et
al. 2011; Lohbeck et al. 2013; Schob et al. 2013). Por ejemplo, el tamafio de la hoja, y el area
foliar especifica (i.e. proporcion del area de la hoja y biomasa) decrecen con la disminucion
de la humedad y/o disponibilidad de nutrientes (Cunningham et al. 1999; Fonseca et al.
2000). Estos cambios fisiologicos y morfolégicos foliares potencialmente tienen
consecuencias sobre las interacciones competitivas entre plantas y en las interacciones

antagoénicas entre plantas y herbivoros (Schob et al. 2013).



MORFOLOGIA FOLIAR: ASIMETRIA FLUCTUANTE Y MORFOMETRIA

GEOMETRICA

Las plantas responden a cambios bioticos y abioticos generados por los estados de sucesion,
mostrando cambios adaptativos en los atributos fisiolégicos y morfologicos acorde a su
plasticidad fenotipica (Atkin et al. 2006; Wright y MacConnaughay, 2002). Estos cambios
en atributos morfoldgicos pueden ser identificados usando herramientas como la morfometria
geométrica (Klingenber y Mclintyre 1998), la cual es definida por Rohlf (1990) como la
descripcion cuantitativa, el analisis y la interpretacion de la variacién del tamafio y la forma
de una estructura bioldgica, asi como su aplicacién en andlisis estadisticos multivariados a
conjuntos de variables cuantitativas, como la longitud, anchura y altura de un atributo. Al ser
estas uno de los 6rganos de la planta con mayor exposicion a los cambios ambientales, se han
interpretados como cambios o adaptaciones a ambientes especificos (Royer et al. 2009; Xu
et al. 2009). Tanto la variabilidad genética como la plasticidad fenotipica contribuyen a esta
variacion, lo cual da lugar a una gran diversidad de formas que depende en gran medida de
las condiciones en las cuales la planta se desarrolla. Esta relacion fenotipo-ambiente ha sido
abordada en estudios ecologicos (Klich, 2000), taxonémicos (Westoby et al. 2002) y
genéticos (Gonzalez-Rodriguez y Oyama 2005). Canche-Delgado et al. (2011) reportaron
que la morfologia foliar de Crataegus tracyi presento variaciones entre sitios perturbados y
de bosgque maduro en un bosque tropical seco, lo que sugiere una alta plasticidad fenotipica
de las hojas para amortiguar el estrés ambiental al que se encuentran sometidas.

Ademas, un buen indicador para evaluar el estrés ambiental en las plantas es la
asimetria fluctuante (AF) (Cuevas-Reyes et al. 2018), la cual es una medida particular de la

estabilidad durante el desarrollo de algun atributo fenotipico en rasgos bilaterales o
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radialmente simétricos optimos (Palmer, 1986). La asimetria fluctuante describe las
diferencias morfologicas entre los dos lados de un cardcter bilateral en los organismos,
ademas es considerada como un buen indicador de la inestabilidad en el desarrollo causado
por estrés genético y ambiental (Cornelissen y Stiling 2005; Cuevas-Reyes et al. 2011b),
estos cambios morfoldgicos en las plantas pueden ser influenciados por factores abidticos
como la contaminacion ambiental, la disponibilidad de luz, agua o por nutrientes
(Cornelissen, 2003; Thelhado et al. 2017) y por factores bidticos como la incidencia de
patdgenos y herbivoros (Cuevas-Reyes et al. 2011b; 2018a). En el estudio realizado por
Cuevas-Reyes et al. (2018a) en individuos de Tibuchina. heteromalla encontraron niveles
elevados de asimetria fluctuante en individuos donde el porcentaje de herbivoria fue mayor,
corroborando el hecho de que la herbivoria es un factor que aumenta el nivel de estrés en las

plantas aumentando los niveles de AF.

DEFENSA QUIMICA

La herbivoria es la relacion antagonica entre las plantas y los animales, un gran nimero de
estudios revela que el dafio causado por insectos herbivoros afecta de manera negativa el
crecimiento, reproduccion y supervivencia de las plantas (Mariano, 2005). Para esto las
plantas han desarrollado diferentes tipos de defensa fisicas (espinas o tricomas) y quimicas
(fenoles, taninos, alcaloides) Estas estrategias han sido desarrolladas para protegerse del
ataque por herbivoros, ademas la respuesta de las plantas al ataque por herbivoros dependera
en cierto grado de la disponibilidad de nutrientes en el suelo y la edad misma de la planta
(Sanchez-Ramos et al. 2010; Maldonado-Lépez et al. 2014; Cuevas-Reyes et al. 2018a).

Cuando un insecto herbivoro remueve parte del tejido foliar, el area fotosintética se reduce y
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se produce una pérdida de reservas de nutrientes y carbono almacenadas en las hojas,
perdiendo recursos que la planta tiene destinados para su crecimiento y reproduccion
(Mariano, 2005). Las alteraciones en una comunidad de plantas durante el proceso de
sucesion secundaria presentan consecuencias para la comunidad de animales con la que se
encuentra asociada (Siemann et al. 1999; Lewinsohn et al. 2005; Vehviléinen et al. 2007),
debido a que se genera un aumento en la diversidad de insectos, lo cual aumenta los
porcentajes de herbivoria (Silva et al. 2012; Neves et al. 2014). Por ejemplo, Neves et al.
(2014) indicaron que la riqueza de insectos chupadores de savia aumento a lo largo de un
gradiente de sucesion, relacionandola con los cambios en la composicion de la comunidad
vegetal y de la estructura del bosque como la altura de la plana y la complejidad del dosel,
por lo que los niveles de herbivoria y la diversidad de herbivoros de insectos fueron mayores
en etapas sucesionales avanzadas. También, Fonseca et al. (2018) reportan que la intensidad
de la herbivoria present6 variacion a lo largo de la escala sucesional en donde la herbivoria
aumento desde las etapas tempranas a las intermedias y tardias de la misma manera que los
estudios realizados por Silva et al. (2012) y Neves et al. (2014). Heredia-Heredero et al.
(2011), evaluaron el efecto de herbivoros en estadios sucesionales en diferentes estratos de
las plantas, en donde confirman que existe una relacion entre el estadio y el dafio causado,
siendo el estadio temprano de las plantas el cual fue mayormente afectado, lo que indica que
los folivoros se inclinan a los estadios mas tempranos de las plantas para alimentarse.

Muchas especies de plantas producen metabolitos secundarios como flavonoides, alcaloides
y fenoles como compuestos de defensa quimica ante el ataque de insectos herbivoros
(Buchanan et al. 2002). Por ejemplo; se ha reportado que los compuestos fenolicos actuan
como defensa contra patdgenos y herbivoros (Lattanzio et al. 2006; Prathyusha y Usha,

2016). Por ejemplo, Fonseca et al. (2018) reporta que el mayor contenido de compuestos
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fendlicos lo presentaron las plantas que se encuentran en una etapa sucesional tardia, ya que
este tipo de defensa les representa costos de mantenimiento mas bajos para las especies de
sucesion tardia (Poorter et al. 2004). Estos cambios en la composicion quimica son el
resultado de la reduccion en el contenido de agua y nitrogeno foliar (Filip et al. 1995).
Comprender la sucesion de los boques tropicales es fundamental para desarrollar
estrategias de conservacion, ya que se ha considerado que los bosques en estados de sucesion
seran el estado méas comun de los bosques tropicales que prevaleceran en el futuro (Sanchez-
Azofeifa et al. 2005). Las tasas de conversion de tierras indican que la mayoria de los bosques
tropicales maduros tenderan a desaparecer debido al manejo inadecuado ya que la mayoria
de su area se encuentra conformada por un mosaico con diferentes estadios de sucesion
(Portillo y Sanchez- Azofeifa, 2010). En este sentido, la mayoria de los paisajes tropicales
actualmente se encuentran en una situacion critica ya que el area conservada esta
desapareciendo y da lugar a fragmentos de selva entremezclados con parches de bosque en
estadios diferentes de sucesion, reas de cultivo, plantaciones forestales, campos fruticolas y
pastizales (Sanchez-Azofeifa et al. 2005; Harvey et al. 2008). Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo es determinar si la variacion morfoldgica se encuentra relacionada con la variacién
en los atributos funcionales foliares y determinar la influencia sobre los patrones de
herbivoria, asimetria fluctuante y composicion quimica entre bosques maduros y bosques

secundarios

12



4. HIPOTESIS

De acuerdo con lo reportado por Alvarez-Afiorve et al. (2012) y Fonseca et al. (2018)
los atributos funcionales presentaran diferencias entre las dos condiciones de bosque,
estas variaciones afectaran la morfologia foliar de las plantas, como respuesta a las
condiciones ambientales y a la disponibilidad de recursos presente en cada sitio.

La variacion de los atributos funcionales en un bosque secundario afectara la
composicion quimica de las especies, por lo tanto, existiran mayores porcentajes de
herbivoria y mayor nivel de asimetria fluctuante como resultado del estrés ejercido

por los herbivoros.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

e Determinar la variacion morfologica, la diversidad funcional y quimica de dos
especies del género Croton y la relacion que existe con los patrones de herbivoria y
de asimetria fluctuante en bosques maduros y secundarios en la region de Chamela,

Jalisco.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar las diferencias en la morfologia foliar en dos especies que ocurren en un
bosque maduro y un bosque secundario.

e Comparar la variacion en los atributos funcionales foliares de cada especie en las dos
condiciones de bosque.

e Determinar la concentracion de los compuestos quimicos asociados a defensa en las
dos especies en cada condicidn de bosque

e Comparar los patrones de herbivoria y de asimetria fluctuante de cada especie en las

dos condiciones de bosque.
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RESUMEN. Los bosques tropicales secos ocupan el 46% de superficie de bosques tropicales a nivel mundial, en
México los bosques tropicales secos se distribuyen en Yucatan y a lo largo de la costa del Pacifico. Las principales
amenazas a estos bosques son el cambio climatico global, deforestacion, agricultura y ganaderia. En México el 60%
de la vegetacion original se ha perdido dando paso a vegetacion con distinto grado de sucesion. El objetivo de este
trabajo fue determinar las frecuencias de herbivoria y los niveles de asimetria fluctuante en dos tipos de bosque.
Seleccionamos cuatro parcelas de bosque maduro y cinco parcelas de bosque secundario, para cada individuo
seleccionamos 25 hojas al azar de los tres estratos del dosel para determinar los niveles de herbivoria y asimetria
fluctuante. Se tomaron imagenes digitales para estimar el area foliar consumida por herbivoros y la asimetria
fluctuante. Encontramos mayor porcentaje de area foliar removida en el bosque maduro y mayor nivel de asimetria
fluctuante en el bosque secundario. Encontramos que existe una relacion positiva entre la herbivoria y la asimetria
fluctuante para el bosque maduro, mientras que en el bosque secundario no encontramos una relacion significativa.

Palabras clave: area foliar removida, sucesion, frecuencia.

Foliar damage caused by herbivoreinsects and their association with fluctuating
asymmetry in Croton suberosus (Dominguez et al., 1989) in matur e and secondary forests
in Chamela, Jalisco

ABSTRACT. The tropical dry forests occupy 46% of tropical forest area worldwide, in Mexico dry tropical forests
are distributed in Yucatan and along the Pacific coast. The main threats to these forests are global climate change,
deforestation, agriculture and livestock. In Mexico 60% of the original vegetation has been lost giving way to
vegetation with different degree of succession. The objective of this work was to determine the frequencies of
herbivory and the levels of fluctuating asymmetry in two types of forest. We selected four plots of mature forest and
five plots of secondary forest, for each individual we selected 25 random leaves of the three strata of the canopy to
determine the levels of herbivory and fluctuating asymmetry. Digital images were taken to estimate the leaf area
consumed by herbivores and the fluctuating asymmetry. We found a higher percentage of leaf area removed in the
mature forest and higher level of fluctuating asymmetry in the secondary forest. We found that there is a positive
relationship between the herbivory and the fluctuating asymmetry for the mature forest, whereas in the secondary
forest we did not find a significant relationship.

Key words: foliar area removed, succession, frequency.
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INTRODUCCION

Los bosques tropicales secos ocupan alrededor del 46 % de la superficie de los bosques
tropicales a nivel mundial (Miles et al., 2006). En América los bosques tropicales se distribuyen
de México hasta el norte de Argentina (Dirzo et al., 2011), en México los bosques tropicales secos
se encuentran en la Peninsula de Yucatan y a lo largo de la costa del Pacifico (Rzedowski 1978).
Este tipo de ecosistemas cuenta con gran extension de territorio y son catalogados como centros de
biodiversidad por el gran nimero de endemismos (Lambin y Ehrlich 1997, Guillespie et al., 2000).

Los bosques tropicales secos son poco considerados para incluirlos en programas de
conservacion en el mundo, a pesar de son ecosistemas muy degradados, transformados y
fragmentados del mundo en comparacién con los bosques tropicales himedos (Sanchez-Azofeifa
et al., 2005). Las principales amenazas a los bosques tropicales secos incluyen el aumento en la
densidad poblacional, el cambio climatico global, deforestacién, cambio de uso de suelo causado
por la ganaderia, la agricultura y el turismo (Miles et al., 2006). En México permanece intacto solo
el 26 % de bosque maduro y en algunas regiones alrededor del 60% de la vegetacion original se ha
perdido dando paso a vegetacion con distinto grado de sucesioén (Trejo y Dirzo 2002, Portillo-
Quintero y Sanchez-Azofeifa 2010; Meave et al., 2012). Es probable que los estados de vegetacion
secundaria y/o regeneracion sean el estado mas frecuente de los bosques tropicales secos durante
las siguientes décadas (Wright et al., 2006). Comprender la sucesion de los boques tropicales es
fundamental para desarrollar estrategias de conservacion debido a que los bosques tropicales
secundarios son considerados como los bosques del futuro (Sanchez-Asofeifa et al., 2005). El
cambio de un bosque maduro a un bosque secundario ejerce un efecto directo sobre los factores
bidticos, ya que reduce y cambia la diversidad y abundancia de especies y afecta la intensidad de
las interacciones bidticas (e.g. interaccion planta-animal) (Bustamante et al., 2005). La herbivoria
es la relacion antagonica entre las plantas y los animales, un gran nimero de estudios revela que el
dafio causado por insectos herbivoros afecta de manera negativa el crecimiento, reproduccion y
supervivencia de las plantas (Mariano, 2005). La respuesta de las plantas al ataque por herbivoros
depende de la disponibilidad de nutrientes en el suelo y la edad de la planta (Cuevas-Reyes €t al.,
2018, Maldonado-Lopez et al., 2014, Sanchez-Ramos et al., 2010). Cuando un insecto herbivoro
remueve parte del tejido foliar, existe una reduccion del area fotosintética y se produce una pérdida
de reservas de nutrientes, perdiendo recursos que la planta tiene destinados para su crecimiento y
reproduccion (Mariano 2005). Un indicador para evaluar el estrés ambiental en las plantas causado
herbivoros es la asimetria fluctuante (Cuevas-Reyes et al., 2018), la cual es una medida particular
de la estabilidad durante el desarrollo de algin atributo fenotipico en rasgos bilaterales o
radialmente simétricos (Cuevas-Reyes et al., 2018). Los factores bioticos y abioticos aumentan
los niveles de asimetria fluctuante ya que alteran el desarrollo a nivel cromosomico y epigenético
(Albarran-Lara et al., 2010). La asimetria fluctuante se utiliza para indicar el estrés que sufre la
planta por insectos herbivoros (Cuevas-Reyes et al., 2011b; Fernandes €t al., 2015), Por lo tanto
el objetivo principal de este trabajo es comparar los niveles de herbivoria presentes en Croton
suberosus en una condicion de bosque maduro y una condicion de bosque secundario, ademas de
determinar los cambios que existen en los niveles de asimetria fluctuante y si existe relacion con
la herbivoria.

MATERIALESY METODO

El estudio se realizé en la Reserva de la biosfera Chamela-Cuixmala y zonas aledanas situadas
en la Costa suroeste de Jalisco. El Clima es calido subhumedo. La temperatura promedio es de 22
a 26°C vy la precipitacion total anual varia de 400 a 1300 mm distribuyéndose en un periodo de
cuatro a seis meses, lo que determina su marcada estacionalidad. La época seca se presenta de
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Noviembre a Junio (Trejo y Dirzo 2000). La vegetacion predominante es el bosque tropical seco,
con algunas bandas de bosque tropical semideciduo al borde de los arroyos. El género Croton es el
segundo género mas comun Y diverso de la familia Euphorbiacea con un aproximado de 1300
especies de arboles y arbustos (Webster et al., 1996). Se distribuyen en las regiones tropicales y
subtropicales del mundo (Salatino et al., 2007). Croton suberosus es un arbusto caducifolio que
produce hojas durante la temporada de lluvias. Es endémico de la costa sur del Pacifico Mexicano,
distribuido localmente en los estados de Jalisco, Michoacan, Guerrero y Oaxaca. (Dominguez et
al., 1989). Se seleccionaron cuatro parcelas al interior de la reserva las cuales presentan vegetacion
en estado de conservacion las cuales fueron Tejon 1, Tejon 2, UNAM y Limoén 2. Para el bosque
secundario se seleccionaron cinco parcelas Limon 1, José Maria Morelos, Hidalgo Nuevo 2, Ana
Castillo 2 y Ley Federal de Hidalgo, que consisten en campos agricolas de tres a ocho afos de
abandono. Las parcelas tienen un area delimitada de 20 x 50 metros en un area cuya pendiente no
excede los 20°. Para cada individuo se seleccionaron tres ramas de los tres estratos del dosel de
manera aleatoria (inferior, medio y superior) de los cuales se seleccionaron 25 hojas al azar para
determinar los niveles de herbivoria y asimetria fluctuante. Se tomaron imagenes digitales para
poder estimar el area foliar consumida por herbivoros y luego se estimo el area total mediante el
software Image J (Cuevas-Reyes et al., 2018), la asimetria fluctuante fue calculada como el valor
absoluto de las diferencias entre las distancias del lado derecho e izquierdo tomando como punto
de referencia la vena central de la hoja (Ai-Bi) usando el software Image J, dividido por la distancia
promedio (Ai+Bi/2) para corregir el efecto del tamafio (Cuevas-Reyes et al., 2018).

RESULTADOSY DISCUSION

El primer analisis (Figura 1) muestra la distribucion de frecuencia del dafio de las 2,543 hojas
de individuos de bosque maduro. La distribucion de las categorias muestra que el 62.32 % de las
hojas presentaron niveles de dafio mas bajos que la media (x = 3.53 %) y el 37.67 % fue el
porcentaje de hojas con dafio por encima de la media y solamente el 0.27 % de las hojas presento
mas del 24 % de area foliar removida. Para los individuos de bosque secundario (Figura 2) la
distribucion del dafio en 319 hojas muestra que el 60.81 % de las hojas presento menos dafio que
la media (x = 3.34%) y el 39.28 % de los individuos presentaron dafio por encima de la media con
un minimo porcentaje de 0.62 % de hojas con daio superior al 21 %.
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Figura 1. Distribucion de frecuencia del dafio en 2543 hojas de individuos que ocurren en el bosque maduro, con
una media de x = 3.53%, el dafio fue medido en cm?
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Figura 2. Distribucion de frecuencia del dafio en 319 hojas de individuos que ocurren en el bosque secundario, con
una media de x = 3.34%, el dafio medido en cm?2.

El porcentaje de asimetria fluctuante para hojas de individuos de bosque maduro muestra que el
63.27 % de los individuos presentan menores niveles de asimetria con respecto a la media (x=
0.1141 %) y solamente el 36.72 % de las hojas presentaron mayores niveles de asimetria fluctuante
foliar (Figura 3). En las hojas de los individuos de bosque secundario el 57.99 % de las hojas
presentaron menor asimetria fluctuante donde la media es (x = 0.1326 %) y solamente el 42 % de
los individuos presentaron mayor nivel de asimetria fluctuante (Figura 4).
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Figura 3. Distribucion de frecuencia de la asimetria fluctuante en 2543 hojas de individuos que ocurren en el bosque
maduro, con una media de x= 0.1141%, el dafio fue medido en cm.
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Figura 4. Distribucion de frecuencia de la asimetria fluctuante en 319 hojas de individuos que ocurren en el
bosque secundario, con una media de X = 0.1326%, el dafio fue medido en cm.

Encontramos que la asimetria fluctuante se relacion6 de manera positiva con el area foliar
removida los individuos del bosque maduro mostraron una relacion positiva entre asimetria
fluctuante y el area foliar removida (F=30.43, R>= 0.2281 P< 0.0001*) (Figura 5). Para los
individuos que ocurren en el bosque secundario no se encontré relacion entre el area foliar
removida y la asimetria fluctuante (F=4.38, R?= 0.2852 P< 0.0601) (Figura 6).
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Figura 5. Relacion entre el area foliar removida y la Figura 6. En las hojas de individuos presentes en
asimetria fluctuante en individuos del bosque maduro bosque secundario no se encontr6 una relacion entre el
(F=30.43, R>= 0.2281 P< 0.0001%). area foliar removida y el indice de asimetria fluctuante

(F=4.38, R?= 0.2852 P< 0.0601).

La proporcion de area foliar removida esta relacionada con el contenido de agua y tamafio que
presentan las hojas, (Poorter et al., 2004), esta seria una de las principales razones por la cual el
porcentaje de herbivoria es menor en el bosque secundario debido al estrés hidrico que presentan
las hojas en esta condicion. De acuerdo con Cuevas-Reyes et al., (2018) el elevado nivel de
asimetria fluctuante en el bosque secundario esta relacionado con el estrés ambiental al que se
encuentran sometidos los individuos. Segun lo reportado por (Fernandes et al., 2015) se cumple el
supuesto ya que demostramos que existe una relacion positiva entre el nivel de asimetria fluctuante
y el porcentaje de herbivoria donde a mayor frecuencia de herbivoria los niveles de asimetria
fluctuante se incrementan, contrario a lo que pasa en el bosque secundario donde no se cumple esta
regla.
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CONCLUSIONES

La proporcion de area foliar removida fue menor en el bosque secundario debido al estrés
ambiental e hidrico que les representa encontrarse en esta condicion, por esta razon las hojas al
tener menos cantidad de agua se vuelven mas duras y son menos palatables para los herbivoros,
ademas la edad de la planta y la edad de las hojas juega un papel determinante en la incidencia de
los herbivoros, entre mas nuevas son las hojas presentan mayor frecuencia e incidencia de dafio
que las hojas mas viejas y mas duras en una misma planta, la composicién quimica juega un papel
importante en la defensa de las plantas, las hojas mas viejas presentaran una mayor concentracion
de defensas quimicas que las hojas mas nuevas y por esta razon la frecuencia de dafio puede variar
segun la edad de las hojas y de la planta. Los altos niveles de asimetria fluctuante en el bosque
secundario no estarian explicados por la incidencia de los herbivoros, mas bien podrian estar
influenciados por la presion ejercida por el ambiente en el desarrollo de las plantas.
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ABSTRACT

Tropical dry forests are among the most threatened ecosystems in the world. After habitat
perturbation occurs, the habitat recovers naturally through the ecological succession that
implies changes in abiotic factors such as environmental changes and resources availability.
These succession modifies the functional attributes of plants, as well as secondary
metabolism and morphology, that affect herbivorous preference. In this study, we analyzed
the morphological, functional and chemical diversity associated with herbivory patterns in
two Croton species (C. roxanae and C. suberosus) present in mature forest and secondary
forest in the region of Chamela, Jalisco.The functional attributes analysis shows that leaf area
and leaf thickness were higher in individuals of secondary forest, while leaf density and fresh
leaf mass were higher in the three Croton species in mature forest. The dry leaf mass, specific
leaf area, chlorophyll content and water content showed variation between the species in the
two forest conditions. The concentration of total alkaloids, total phenol and flavonoids
showed variation between species and forest conditions, without showing a consistent
pattern. C. roxanae showed higher herbivory in mature forest, and C. suberosus did not show
differences between the two conditions. The general pattern of morphological analysis
showed that the leaves in secondary forest are slightly longer and broader than leaves in
mature forest. On the other hand, C. roxanae and C. suberosus showed higher fluctuating
asymmetry in secondary forest. In our study, we found that morphological variation is
influenced by the environment in which the plants develop. Our results indicate that the
concentration of secondary metabolites, are effective against the attack of herbivores. We
found that herbivory is not associated to high levels of FA, since none of Croton species

were related to this variable.

Keywords: Herbivory; fluctuating asymmetry; functional attributes; morphological

variation; chemical defense.
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INTRODUCTION

Tropical dry forests (TDF) are among the most threatened ecosystems in the world since they
have been highly degraded, transformed and fragmented (Sanchez-Azofeifa et al., 2005).
Particularly, in Mexico, only 27% of TDF remains preserved, while the rest have some degree
of disturbance as result of habitat fragmentation, global climate change, urbanization and the
conversion of mature forests to agricultural fields and livestock soils, generating a mosaic of
forest fragments with different succession stages and secondary forest cover (Miles et al.,
2006, Portillo-Quintero and Sanchez-Azofeifa, 2010; Hansen et al., 201 Chazdon and
Guariguata, 2016). Therefore, secondary forests represent a dominant and frequent type of
vegetation in anthropized tropical landscapes with a potential for biodiversity storage and

ecosystem services (Arroyo-Rodriguez et al. 2015).

Once the anthropogenic alterations have occurred and after the abandonment of the
lands, the natural recovery of the ecosystem begins through the ecological succession
(Madeira et al., 2009, Neves et al., 2014), that involves sequential changes over time, in
community attributes such as species richness, composition and diversity (Chazdon et al.,
2007; Alvarez-Afiorve et al., 2012). Some studies have proposed that TDF are highly
resilience with a rapid recovery of plant species richness and diversity, but a slow recovery
of species composition (Lebrija-Trejos et al., 2008; 2010, Derroire et al., 2016; Beltran-
Rodriguez et al., 2018). Abiotic factors such as solar radiation, temperature and soil water
availability differentially affect the process of succession in TDF (Lebrija-Trejos et al., 2010;
2011). For example, in early stages of succession, environmental conditions are hotter and
drier than later stages (Lebrija-Trejos et al., 2011; Lohbeck et al., 2013), which affects both
plant diversity, increasing tree species diversity from early to late stages and functional plant

attributes (e.g. morphological, physiological and phenological characteristics of plants),

24



decreasing leaf area to minimize evaporation and maximize photosynthetic activity (Schob

et al., 2013, Jimenez-Rodriguez et al., 2018).

Because resources availability (e.g. nitrogen, phosphorus) decrease with the forest
succession progress, plants of early succesional stages, invest more resources in growth and
replacement of tissues lost by herbivory, than in chemical defense (Coley and Barone 1996,
Madeira et al., 2009, Fonseca et al., 2018). In contrast, plant of mature forests allocate more
resources to plant defenses (carbon-based compounds) since it is more expensive to produce
new tissues (Coley et al., 1985; Poorter et al., 2004). Then, it is possible to expect that plants
immersed in secondary forests are more consumed because they are rich in nutrients with
fewer compounds associated to defense (Coley and Barone 1996, Poorter et al., 2004,
Fonseca et al., 2018). Specifically, changes in foliar functional attributes can regulate plant-
herbivore interactions (Schob et al., 2013). The increase in foliar thickness, foliar hardness
and leaf size, affect the incidence and performance of herbivorous insects (Poorter et al.,
2004, Agrawal and Fishbein, 2006, Silva et al., 2015). For example, plant species in early
succesional stages have developed conservative traits to avoid water loss since they allocate
more carbon per unit of leaf area and thus increase water retention efficiency (Lebrija-
Trejos et al., 2010; Alvarez-Aforve et al., 2012; Lohbeck et al., 2013), producing
sclerophyllic leaves, that are less palatable for herbivores (Silva et al., 2015; Fonseca et al.,
2018). Changes in foliar morphology as result of variations in abiotic and genetic factors,
also affects the preference and performace of many herbivorous insects (Telhado et al., 2017,
Cuevas-Reyes et al., 2018Db), but also to phenotypic plasticity that reflects the environmental

conditions where the plant grows (Creighton, 2005; Royer et al., 2009; Xu et al., 2009).
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Pollution, low availability of nutrients and water, hight incidence of pathogens and
herbivores and herbivory levels can be an environmental stress factors for plants (Cornelissen
2005; Freeman et al. 2005; Cuevas-Reyes 2018a). Fluctuating asymmetry (FA) is one of the
main indicator used to evaluate environmental stress in plants (Cuevas-Reyes et al. 2011b;
2018). FA is a measure of instability of plant development in traits with bilateral symmetry
(Cuevas-Reyes et al., 2018a). Therefore, FA show the individual capacity during
development to maintain the homeostasis at the chromosomal and epigenetic levels under
stressful conditions (Mgller and Swaddle, 1997; Albarran-Lara et al. 2010). Because plants
with more asymmetric leaves have higher nutritional quality and fewer defensive
compounds (Cornelissen and Stiling, 2005, Cornelissen and Stiling, 2011, Santos et al.,
2013), a positive relationship between leaf FA and herbivory levels has been reported

(Santos et al., 2013; Cuevas-Reyes et al. 2011).

. Croton (Euphorbiaceae) is the second most common and diverse genus of the
Euphorbiaceae family, with 1300 species, including trees, shrubs and herbs, distributed
mainly in tropical regions (Webster et al., 1996, Salatino et al., 2007). These species are
common components of secondary vegetation in many tropical regions and are especially
important floristic elements of dry and semi-arid regions (Carneiro-Torres et al., 2011). The
populations of Croton have been overexploited for human use, to construct fences in
agricultural fields (Steinmann, 2014). The principal studies of this genus are focused in
chemical and medicinal uses, and ecological studies are scarce (Dominguez and Bullock,
1989).

To understand the ecology of plants during the regeneration processes, it is necessary

to identify how the secondary succession can influence both changes in plant functional traits,
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herbivory and fluctuating asymmetry patterns. Therefore, we analyzed morphological,
functional and chemical variation associated with the patterns of herbivory and fluctuating
asymmetry in Croton roxanae and C. suberosus that occurs in mature and secondary forests
in a tropical dry forest at the Chamela-Cuixmala, Mexico.We addressed the following
questions: (i) Are different the functional attributes and secondary metabolites in secondary
and mature forests? (ii) Do herbivory levels differ in Croton species in mature forest and
secondary forest? (iii) Are levels of leaf FA affected by forest condition in Croton species?
(iv) Does leaf morphology differ in secondary forest and mature forest? (v) Does FA and

herbivory patterns are correlate with the levels of secondary compounds?

METHODS

STUDY SITE

This research was conducted in the Chamela-Cuixmala Biosphere Reserve (19 © 29 '53.2 "N,
105 ° 02' 29.1" W) on the Pacific coast of Jalisco, México, and surrounding areas of
abandoned agricultural fields and secondary forest zones with succession status (Figure 1)
(Sanchez-Azofeifa et al., 2009). The tropical dry forest is the type of vegetation with greater
extension in the region and is considered one of the most diverse in the Neotropics (Gentry,
1995). This region presents a very marked seasonality with a rainy season from June to
October, and a dry season that extends from November to June. The average annual rainfall
ranges from 400 and 1300 mm (Garcia-Oliva et al., 2002). We selected eight permanent
sampling sites: four conserved sites (mature forests) located within the Chamela-Cuixmala
Reserve and four sites of secondary forest within agricultural fields that have between 3 and

8 years of abandonment (Figure 1).
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Study species

Croton roxanae Croizat is a shrub species, that can reach up to 7 m. It is monoecious species
with extended branches of gray color, and leaves of 4 to 8 cm of long and 4.3 cm of wide. It
is located mainly in the tropical dry forest from 600 to 1650 meters above sea level. This
species is endemic of Mexico, with a main distribution from the Sinaloa to Oaxaca State,
along the Pacific coast (Martinez-Gordillo et al., 2002).

Croton suberosus is a deciduous shrub that produces leaves before the rainy season between
July and August. This a monoecious species (Narbona et al., 2010), endemic to the south
coast of the Mexican Pacific. The distribution includes the states of Jalisco, Michoacan,
Guerrero and Oaxaca. Croton suberosus is found in contrasting sites such as the interior of
the forest or sites with a degree of disturbance and completely exposed to solar radiation

(Dominguez et al., 1989).

Sampling design

Sampling was carried in 2016 at the end of the rainy season. In each site, we established a
permanent transect of 20 x 50 meters (0.1 ha). In each transect, we selected individuals of
Croton species, with diameter at breast height (DBH) higher than 2 cm (Cuevas-Reyes et al.,
2006). For each individual, we randomly selected three branches of each tree canopy strata
(low, middle and high) (Cuevas-Reyes et al., 20011b). In each individual, we choose
randomly 25 leaves to estimate herbivory damage, and 25 leaves without apparent damage
to analyze the foliar morphology using geometrical morphometric techniques and fluctuating
asymmetry levels (Cuevas-Reyes et al., 2018a). To quantify the functional plant attributes,
we selected 5 mature and fully expanded leaves, exposed to sun radiation and without

herbivory damage (Jiménez-Rodriguez et al., 2018). To determine the chemical defense, we

28



collected for each individual, 10 leaves that were transported to the laboratory in liquid

nitrogen, and then stored at -80°C for subsequent analysis (Maldonado-L0Opez et al., 2014).

Functional attributes

We evaluate traits closely related with growth and survival of plants, since they reflect
physiological responses to environmental changes and the resources availability in
environments with different degrees of vegetal succession (Alvarez-Afiorve et al., 2012,
Reich et al., 2003). We analyzed the following traits: 1) attributes related to water use: leaf
water content (LWC) defined as the difference between fresh and dry mass per unit area of
the leaf; percentage of leaf water (PLW) calculated as water content*100/fresh weight/foliar
area cm?; ii) attributes related with light acquisition: specific leaf area (SLA) defined as leaf
area per unit dry mass; leaf density (LD) as dry leaf mass/(leaf area*leaf thickness); iii)
attributes related to the use and conservation of nutrients: total leaf area (TLA) using a Image
J software; leaf thickness (LT) with a vernier caliper; leaf fresh mass (LFM) defined as leaf
fresh mass per unit area and leaf dry matter content (LDMC) calculated as dry weight/ fresh
weight*100 and chlorophyll content (CC) using a SPAD-502 (Konica Minolta Sensing

Europe).
Chemical plant metabolites and herbivore damage

To determine de chemical metabolites associated to plant defense, in each plant species
presented in each forest condition, ten intact leaves were collected from each individual
shrub and immediately stored in liquid nitrogen for chemical analyses. We measured the

total
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content of soluble phenolics using a Folin-Ciocalteau method (Maldonado-Ldpez et al.,
2014), flavonoids (Ali et al., 2006 Maldonado-Lépez et al., 2014), and total alkaloids (Somit
et al. 2013).

To estimate the leaf area removed by folivores, we first obtained a digital image of
each leaf, and then, the total leaf area, leaf area consumed by insects and the percentage of

herbivory were calculated using the Image J analysis software (Abramoff et al., 2004).

Morphometric analysis of leaves

To determine the differences in leaf morphology and size of each Croton species between
forest condition, we colected 25 intact leaves with no apparent damage by herbivoresin each
individual. We obtained a digital image of each leaf and, on each image, 32 anatomical marks
were placed with two additional marks as size reference. All morphological marks
correspond to homologous loci, which are unambiguous and repeatable marks, representing
the shape of the leaves (i.e. ‘landmarks’ sensu Bookstein 1991; Cuevas-Reyes et al. 2018b).
We recorded the coordinates (X, y) of the 32 anatomical marks in each leaf image with the
TpsDig program (Rohlf 1990). A Procrustes superimposition analysis was performed with
the CoordGen6 program in the Integrated Morphometrics Package (IMP series:

http://www.canisius.edu/~sheets/morphsoft.html). We considered the average configuration

of all leaves as reference and then, we calculated the shape variables (Procrustes distances)
based on superimposition coordinates to eliminate the effect of leaf size (Cuevas-Reyes et al.
2018b). We applied a canonical analysis of variance (CAV) for each Croton species to
determine the differences in leaf morphology between individuals that living in mature and

secondary forests considering the configuration of all leaves.
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Fluctuating asymmetry

Fluctuating asymmetry was calculated in 25 fully expanded intact mature leaves of each
Croton individual sampled. A digital image was obtained for each leaf. We measured the
distance from the right side (Rw) and left side (Lw), from the leaf edge to midrib at the
midpoint of the leaf corresponding to its widest part. Fluctuating asymmetry was calculated
as the absolute value of the difference among the distances from the midvein to the left and
right margins of the leaf (JAi — Bil), divided by the average distance (Ai + Bi / 2), to correct
for the fact that asymmetry may be size-dependent (Cornelissen and Stiling 2005; Cuevas-
Reyes et al. 2011a, 2018). Additionally, 10 leaves were blindly re-measured, without
reference to previous measurements to control the measurement error in FA. We then
evaluated the degree of significance of FA relative to measurement of error using two-way
mixed-model ANOVA. The significance of the interaction (individual x leaf x side) indicated
that variation in FA was greater than expected by measurements error: (Fo2s5 = 22.4; P <
0.002).

According to Palmer and Strobeck (1986), there are three types of asymmetry, each
characterized by a different combination of mean and variance of the distribution of right-
minus-left (R-L) differences. Fluctuating asymmetry is found when the R-minus-L
differences are normally distributed with a mean value of zero. Directional asymmetry is
found when the R-minus-L differences are also normally distributed, but with a mean that is
significantly different from zero. Antisymmetry is characterized by a platykurtic or bimodal
distribution of R-minus-L differences about a mean of zero. To determine whether our data
fitted only FA and not other types of asymmetry, we performed a Student's t test and
Lilliefors’ normality test to test whether mean values of signed right-minus-left values

differed significantly from zero (Telhado et al. 2010; Alves-Silva and Del-Claro 2016). We
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found that R-minus-L measurements did not differ from zero (t = 1.1; P > 0.05), and
therefore, we discarded the presence of directional asymmetry in our data. In the same way,
we also reject the presence of antisymmetry because our data (R-minus-L) exhibited a normal

distribution (P > 0.05).

Statistical analysis

For each Croton species, we used a multivariate analysis of variance (MANOVA) to
determine the differences in foliar functional attributes and secondary metabolites
respectively between individuals that occurs in mature and secondary forests (SPSS 23.0).
When significant effects were identifying by MANOVA test, we performed a one-way
ANOVA test for each variable. In all cases, the normality was tested after suitable
transformations (Maldonado-L6pez et al 2015).

We performed a one-way ANOVA test to identify the effects of forest condition on
herbivory levels in each plant species studied. Forest condition (mature and secondary forest)
was consider as independent variable and leaf area removed as response variable. A similar
analisis was used to determine de effects of forest condition on FA levels. Forest condition
(mature and secondary) was consider as independent variable and leaf area removed as
dependent variable (SAS 2000, SAS 2000). An LSMeans test was used for posteriori
comparisons in each ANOVA test performed (SAS, Stokes et al. 2000).

A correlation analysis was performed between the FA and concentration of secondary
metabolites in the two forest conditions. Finally, we use multiple regressions in order to
identify the relationship between functional attributes and chemical compounds on herbivory

(SAS 2000).
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Results

Morphometric analysis

In each Croton species analyzed, we found differences in leaf morphology between
individuals of secondary and mature forests. The variation of leaf shape based on the mean
configuration of the coordinate superimposition analysis showed that leaves of individuals
of C. roxanae that grow in mature forests were wider at the base with the apiculate apex in
comparison with leaves of individual of secondary forests (Figure 2a). The canonical variate
analysis distinguished two groups: individuals of secondary forests and individuals of mature
forets (CVA 1 explains the 45 % of total variance; A= 0.689; d.f.= 60; P< 0.0003) (Fig. 2Db).
Individuals of C. suberosus of mature forest had leaves with a slightly rounded base and the
apex with a cuspidate shape, while the individuals of secondary forest had a reniform base
and their apex sharply acuminate (Figure 3a). The CVA 1 explained 46.77% of the total

variance (A = 0.681, d.f. = 60, P <0.0006) (Figure 3b).

Funtional attributes

We found that means for some functional attributes varied among forest conditions in C.
roxanae (i.e. Total leaf area, leaf density, leaf thickness, chorophyll content) and in C
suberosus (i.e. Total leaf area, leaf fresh mass, leaf thickness, specific leaf area and
chorophyll content) (Table 1a).

The overall MANOVA effects showed differences in foliar attributes between forest
conditions in both Croton species analyzed (Table 1b). In C. roxanae, TLA, LT, and CC
were higher in secondary forests, while LD and LWC were higher in mature forests (Table
1c). Similarly, Croton suberosus had higher values of TLA, LT, CC in secondary forest

individuals, while LFM, SLA, were highers in mature forest individuals (Table 1c).
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Chemical defense and herbivory

We found variation in secondary metabolites between forets conditions in both Croton
species (Figure 2a). The general effects of the MANOVA test showed that Croton species
had significant differences in the concentration of secondary metabolites (Table 2b).
Particularly, individuals of C. roxanae that grow in secondary forests had higher total
alkaloids, flavonoids and total phenols concentration than individuals of mature forest.
Similar pattern was observed in individuals of C. suberosus that occurs in secondary forests,
they had greater concentration of alkaloids, flavonoids and total phenols than individuals of
mature forests (Table 2c).

We found a significant effect of forest condition on herbivory levels of Croton
roxanae. In mature forests, we found higher levels of herbivory (3.78 + 0.10) in comparison
with individuals of secondary forests (2.30 £ 0.13) (F = 30.1, d.f. = 1, P < 0.0001) (Figure
4a). No significant differences were found in the percentage of herbivory in between imature
and secondary forests in individuals of Croton suberosus (F =0.69, d.f. =1, P < 0.4) (Figure
4h).

Our results show that in Croton roxanae, FA levels were highers in individuals of secondary
forests (0.11 + 0.007) compared with individuals of mature forests (0.10 = 0.002) (F= 5.6,
d.f. =1, P < 0.01) (Figure 5a). Croton suberosus showed the same pattern, individuals of
secondary forest had more levels of FA (0.132 £ 0.006) than individuals of mature forests
(0.13 £ 0.006) (F = 7.6, d.f. = 1, P < 0.005) (Figure 5b). Finally, the multiple regression
analysis a positive relationship of leaf area removed with total leaf area, leaf dry matter
content, leaf fresh mass and specific leaf area for C. roxanae (Table 3a). In the case of C.

suberosus, leaf area removed was negatively related with leaf dry matter content (Table 3b).
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Discussion

The analysis of plant functional attributes allows to undestand the response capacity of
species to environmental variation (Pla et al. 2012). In the case of plant species in TDF, they
respond to abiotic variation along succesional stages (Alvarez-Afiorve te al., 2012) with
functional adaptations such as greater photosynthetic efficiency and water use (Fonseca et
al., 2018). In our study, we found a high variation in foliar functional attributes of the two
Croton species. In C. suberosus, we found a lower specific foliar area and higher amount of
chlorophyll in secondary forest individuals than mature forest. For C. roxanae the specific
leaf area was higher as well as the chlorophyll content in secondary forest. Chlorophyll is
related to an increase in photosynthetic capacity per unit area of the leaves (Souza et al.,
2004) and depends on environmental factors such as the incidence of light, temperature and
precipitation (Bielinis et al. 2015; Wang et al. 2014). Croton individuals in secondary forest
are exposed to higher incidence of sunlight and higher light energy, and therefore greater
chlorophyll concentration. This pattern could represent a greater capacity of photosynthesis
and a greater carbon fixation in carbohydrate form (Larcher 1995). The rate of photosynthesis
could be increased depending on the demand of carbohydrates of the plant (Laporte and
Delph 1996). Therefore, it is probable that individuals in secondary forest presented greater
chlorophyll concentration due to the high demand of resources to grow in comparison with
individuals in mature forest. The differences found in chlorophyll concentration between
sexes are an independent event to the damage caused by herbivores.

As reported by Niiments (2001) and Alvarez-Afiorve et al. (2012), the specific leaf
area tends to decrease in low water availability, as an adaptation of leaves to avoid drying.
This pattern was found in C. suberosus in secondary forest individuals, since the specific leaf
area was smaller, which could be suggested as an adaptation to avoid desiccation since there
is a higher solar incidence increases, transpiration and consequently the loss of water. On the
other hand, Croton roxanae had a lower specific leaf area but higher water content in the
mature forest, which suggests that each species has different physiological adaptations in
order to tolerate the low availability of water that they suffer from being in dry places
(Cornwell and Arckley, 2009). As reported by Alvarez-Afiorve et al. (2012), in species in
successional stage, the specific foliar area will decrease due to the low availability of water
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and nutrients, in order to allocate more energy for the defense of the leaves, the leaf density
will increase in order to maintain photosynthetic performance. This implies that the leaves
of species that are in a later successional stage are better protected against herbivores due to
a greater concentration in chemical defenses than species that are in an early stage of
succession (Coley, 1983; Poorter et al. 2004). In the same way, Cornelissen et al. (2003)
argue that the specific leaf area will be lower in species that invest a greater amount of energy
for the defense of the leaves, species with a longer life span of the leaf, and with lower
metabolic rates. Leaf thickness is an important structural attribute as a physical defense
against the attack of herbivores. Croton roxanae and C. suberosus had greater leaf thickness
in secondary forest, in which, the percentage of herbivory was lower, compared with the
mature forest, so we can corroborate that the leaf thickness helps the plants to reduce the
attack by herbivores. On the other hand, the highest levels of dry leaf mass and foliar density,
show leaves biomechanically resistant against physical threats and damage by herbivores
(Poorter, 2009). According to our results, the two species studied showed variation in the
content of dry mass and leaf density, where both species presented hihger content of dry mass
and leaf density in the mature forest, where herbivory presented a higher percentage, which
indicates that in our study species the content of dry mass and density are not attributes that

reduce the attack by herbivores.

Morphological variation

Plants have the capacity to respond to the biotic and abiotic changes, generated by
habitat disturbance, through adaptations of physiological, chemical and morphological
attributes, according to the ability of individuals to tolerate stress (Alvarez-Afiorve et al.,
2012; Schob et al., 2013; Cuevas-Reyes et al., 2018Db). In the same way, these adaptations
involve the size and shape of the leaves (Fonseca et al., 2018, Derroire et al., 2018), since the
phenotypic plasticity allows them to adapt to the new conditions in which they are found
(Mclintyne and Strauss, 2014; Yuan et al., 2016). Plants that are in environments with greater
intensity of light, and high temperatures, have smaller leaves to reduce the loss of water
through transpiration (Freeman et al., 2004, Tripathi and Singh, 2008). In our study, we found
the contrary pattern since the leaves of the species in secondary forest had a greater leaf area.

Accodring to some authors, environmental conditions in succession are less stressful, since
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there is a high availability of light, water and nutrients (Alvarez-Afiorve et al., 2012), besides
present a high phenotypic plasticity and its development is influenced by environmental
conditions (Fernandes et al., 2015). On the other hand, the environmental conditions within
a mature forest represent conditions of greater stress, due to the limited conditions of water
and nutrients influence the limitation of energy to carry out regulatory processes and induce
instability in development, affecting the development of the ideal or perfect shape of the
leaves (Costa et al., 2012). These differences in morphology can be explained because in
stages of succession the greater availability of light helps plants invest more energy in growth
(Alvarez-Afiorve et al., 2012). Because in mature forest there is a low availability of light,
water and nutrients, there are higher energy costs to present larger leaves, so they use the few
resources they have in defending their leaves, assigning more resources to chemical defense
and survival and reducing the leaf area (Coley et al., 1985; Poorter et al., 2004; Alvarez-
Aforve et al., 2012).

Similarly, FA in C. roxanae and C. suberosus showed higher levels in secondary
forest. Some studies have shown that stress caused by herbivores can increase FA levels
(Cuevas-Reyes et al., 2018a), where more asymmetric leaves are more consumed by
herbivores due to higher nutritional value and lower concentrations of secondary metabolites.
In our study, FA did not show any relationship with herbivore damage, therefore, herbivory
Is not a factor that affects AF levels. According to Cornelissen and Stiling (2011), herbivory
is a factor that increases FA levels. For C. pseudoniveus greater herbivory in secondary forest
individuals but lower levels of FA. In the case of C. roxanae we found the highest percentage
of herbivory in individuals of mature forest and lower FA, for C. suberosus we did not present
differences in the percentage of herbivory between the two conditions, but greater FA in the
secondary forest.

However, for an herbivore, the plant quality is associated to nutrients concentration,
secondary metabolites and physical defenses (Dyer et al., 2007). In our study the
concentration of secondary metabolites in C. roxanae and C. suberosus presented the highest
concentration of metabolites such as phenolds, flavonoids and alkaloids, in individuals of
secondary forest where the herbivory presented was low. Therefore, the chemical defense

imposes limits on the rates of herbivore consumption, providing protection (Coley, 1983,
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Coley and Barone, 1996 Pascual-Alvarado et al. 2006; Zhang y Liu, 2015; Kortbeek et al.,
2018).

In early successional stages it has been demonstrated that there is a high availability
of resources such as light and nutrients, which favor the species that assign more energy to
growth than to defense (Coley 1983; Poorter et al., 2004; Fonseca et al., 2018). According to
this, the species that are in a habitat with high availability of light and nutrients, have a high
content of nutrients and low content in carbon-based chemical defenses, which makes the
leaves more palatable for herbivores (Coley 1983; Coley and Barone 1996; Poorter et al.,
2004). In our study, C. roxanae and C. suberosus presented lower herbivory, where the
concentration of alkaloids, flavonoids and total phenols was higher in individuals of
secondary forest. In this species the three compounds had effect on the protection of the
leaves against the incidence of herbivores as mentioned by the studies of Aboshi et al.,
(2018). Movva and Phatipati (2017) found that phenolic compounds are highly toxicity for
Spodoptera litura that consumes leaves of Capsicum annuum. Our results indicate that the
compounds associated with the defense in Croton leaves assume the role of care against the
attack of herbivorous insects. Fonseca et al. (2018) found higher phenolic compounds in later
stages of the succession where the vegetation is fully recovered.

Secondary forests provide a series of ecosystem services that are closely related to
the resilience of the forest (Lohbeck et al., 2015). It is important to evaluate resilience in
tropical dry forest plants and the factors that affect them (Arroyo-Rodriguez, 2016, Derroire
et al., 2016), since the resilience of biomass is the ability to tolerate disturbance and return
to its original state (Poorter and Bongers, 2016) and the secondary forest will be increasingly
frequent during the following decades (Sanchez-Azofeifa et al., 2005, Wright et al., 2006,
Alvarez-Afiorve et al., 2012). During early stages of succession in TDF, a change in
environmental conditions is generated and water is a factor that influences the change in
plant communities (Lebrija-Trejos et al., 2010, 2011). Therefore, the increase in water
availability during the succession predicts a change in the conservative strategies of plants
(Reich, 2014) and it has been demonstrated that leaf phenology and morphological traits
are responsible for controlling the loss of water (Poorter and Bongers 2016). It has been
documented that many plant species are distributed according to water availability and that

sites with lower rainfall have greater presence of deciduous species (Balvanera et al., 2011).
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According to our results C. roxanae had lower leaf area and specific leaf area in mature
forest individuals but higher foliar water content which indicate that this species have
adapted their morphological characteristics to avoid water loss, and, therefore, use it as a
strategy to tolerate the desiccation and maximum use of water (Poorter and Bongers 2016;
Balvanera et al., 2011). On the other hand, C. suberosus showed the contrary pattern,
presenting lower leaf water content and smaller leaf area, but higher specific leaf area in
mature forest individuals, so we suggest that the functional characteristics affect the
structure and produce a variation in the plants depending on the habitat in which they are,
(Messier et al., 2017, Derroire et al., 2018).

In our study, we found that morphological variation is influenced by the
environment in which the plants develop. Our results indicate that the concentration of
secondary metabolites, are effective against the attack of herbivores. We found that
herbivory is not associated to high levels of FA, since none of Croton species were related

to this variable.
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Table 1. Multivariate analysis of variance (MANOVA) of foliar functional attributes of C.

roxanae and C. suberosus in mature and secondary forests

(a) Mean + standard error

Species Croton roxanae Croton suberosus
Response

variable Mature forest Secondary forest Mature forest Secondary forest
TLA 10.8 £ 0.96 125+0.3 67.5+0.6 88.3+2.2
LD 0.7+0.1 0.3+0.04 0.8+0.1 0.3+0.04
LMDC 309+1.4 27.10+£1.0 320714 31.53+£8.0
LFM 0.02 £ 0.002 0.02 £ 0.001 0.02 £ 0.001 0.01 £0.002
LT 0.1+£0.01 0.17+0.01 0.16 + 0.004 0.25+0.02
SLA 194.9+£9.9 208.30 £ 25.1 182.80 + 8.4 123.64 + 6.7
CC 39.9+0.9 4945+5.1 43.73+0.8 49.19+1.6
LWC 0.04 £ 0.005 0.011 + 0.002 0.01 £0.001 0.02 £ 0.002

(b) MANOVA test for overall effects

Species Croton roxanae Croton suberosus

Source Pillai F df. P Pillai F df. P
trace trace

Intercept 098 4254 69 0.001* 099 3828 77 0.001

Forest Condition 0.179 1102 69 0.01 0.199 1116 77 0.03

(c) One-way ANOVA test between-subjects effects

Species Croton roxanae Croton suberosus
Response df. P F d.f. P
variable

TLA 324 1 0.0001* 116.14 1 0.0001*
LD 4.34 1 0.04* 1.87 1 n.s.
LMDC 1.05 1 n.s. 0.017 1 n.s.
LFM 0.5 1 n.s. 4.13 1 0.04*
LT 7.10 1 0.01* 6.03 1 0.02*
SLA 0.3 1 n.s. 5.43 1 0.02*
CcC 9.6 1 0.003* 5.57 1 0.02*
LWC 4.2 1 0.04* 4.8 1 n. s.

*Significant values

TLA (Total leaf area (cm?)), LD (leaf density (g*cm®)), LMDC (leaf content of dry mass (%)), LFM (leaf
fresh mass (g*cm?)), LT (Leaf thickness (mm)), SLA (Specific leaf area (cm?*g)), CC (Chlorophyll content

(mg m2)), LWC (Leaf water content (gr/cm-2)).
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Table 2. Multivariate analysis of variance (MANOVA) of secondary metabolites in C.
roxanae and C. suberosus in mature and secondary forest.
(a) Mean = SE

Species Croton roxanae Croton suberosus
Response Mature forest Secondary Mature forest ~ Secondary
variables forest forest
Alkaloids 95.9+0.2 249.1+0.3 135.0£0.3 155.6 £0.2
Flavonoids 0.6 +0.01 0.9 +£0.02 0.5+0.01 0.9+0.03
Phenols 0.1+0.01 0.2+0.01 0.1+0.01 0.35+0.01
(b) MANOVA test for overall effects
Species Croton roxanae Croton suberosus
Source Pillai gy p Pl p
trace trace
Intercept 0.393 947 20 0.0001* 0.479 99.7 57  0.0001*

Forest condition 0.261 705 20 0.0001* 0.338 91.7 57 0.0001*

(c) One-way ANOVA test between-subjects effects

Species Croton roxanae Croton suberosus
Response F d.f. P F d.f. P
variable

Alkaloids 18.4 1 0.0001* 35.8 1 0.0001*
Flavonoids 10.3 1 0.004* 194 1 0.003*
Phenols 9.4 1 0.01* 114 1 0.0001*

* Significant values
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Table 3. Multiple regression analysis for the effects of fuctional attributes and herbivory

levels in the two Croton species studied. P-value of the model (Least Squares Standard)

performed after the multiple regression analysis.

(a) Croton roxanae

Estimate Standard error  t P<
Variables
TLA 0.107 4.1 54 0.0001*
LD 0.001 0.007 1.6 n.s.
LMDC 0.160 0.04 3.6 0.002*
LFM 411.5 76.9 5.4 0.0001*
LT 0.02 0.12 0.2 n.s.
SLA 0.02 0.06 3.1 0.02*
CC 0.01 0.02 0.6 n.s.
LWC 18.3 154.2 0.12 n.s
FA 41.8 9.2 5.5 0.001*
b) Croton suberosus

Estimate Standard error  t P<
Variables
TLA 0.01 0.02 0.7 n.s.
LD 0.004 0.05 0.8 n.s.
LMDC -0.2 0.03 -6.7 0.0001*
LFM 81.3 41.0 3.8 0.01*
LT -18.2 7.1 3.3 0.01
SLA
CC 0.03 0.02 1.8 0.03
LWC 92 8.0 3.6 0.01
FA 32.0 6.1 5.3 0.001

TLA (Total leaf area (cm?)), LD (leaf density (g*cm®)), LMDC (leaf content of dry mass (%)), LFM (leaf
fresh mass (g*cm?)), LT (Leaf thickness (mm)), SLA (Specific leaf area (cm2*gt)), CC (Chlorophyll content
(mg m2)), LWC (Leaf water content (gr/cm?)
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Legend to figures

Figure 1. Map of the different study sites in the region of Chamela, Jalisco, Mexico

Figure 2. Morphological variation of leaves between two forest conditions: the form shows
the average of the coordinates of the configuration of the leaves, C. roxanae (a) and C.
suberosus (c). Differences in leaf shape morphology between species according to the
canonical analysis of variance (CVA), C. roxanae (b) and C. suberosus (d).

Figura 3. Differences in the percentage of foliar area removed by herbivores in secondary
forest and mature forest.

Figura 4. Variation in the levels of fluctuating foliar asymmetry in species that occur in

secondary forest and mature forest.
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Fig. 2
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Figure 3
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Figure 4

Leaf area removed (%)
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Figure 5

Leaf fluctuanting asymmetry
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8. DISCUSION GENERAL
Variacion morfologica

Los bosques tropicales han sido uno de los ecosistemas méas perturbados y
modificados debido a la alteracién estructural, afectando el curso de los procesos
ecoldgicos (Avila-Cabadilla et al. 2012; Fonseca et al. 2018). Las causas principales que
amenazan estos ecosistemas es el cambio climatico global, el rapido crecimiento
poblacional influyendo directamente en el cambio de uso de suelos para actividades
agricolas y ganaderas (Chadzon et al. 2007; Miles et al. 2006, Chazdon y Guariguata, 2016).
Bajo este escenario se generan cambios en los factores bioticos y abidticos debido a que
influyen directamente en la forma y el tamafio de las hojas obligando a las plantas a modificar
sus atributos funcionales quimicos y morfoldgicos, de acuerdo a la plasticidad fenotipica de
los individuos para tolerar y amortiguar el estrés inducido por un ambiente perturbado
(Alvarez-Aforve et al. 2012; Schob et al. 2013; Mclintyne y Strauss, 2014; Yuan et al. 2016;
Cuevas-Reyes et al. 2018b; Derroire et al. 2018). Por ejemplo, Lebrija-Trejos et al. (2010)
descubrieron que existen gradientes ambientales desde bosques joévenes los cuales presentan
un dosel abierto hasta los bosques més viejos en donde el dosel se encuentra practicamente
cerrado, por lo tanto las plantas que se encuentran con una exposicién mayor a la intensidad
de luz y altas temperaturas tienden a producir hojas mas pequefias con la finalidad de
minimizar la perdida de agua por medio de la transpiracion (Freeman et al. 2004, Tripathi y
Singh, 2008). En nuestro trabajo encontramos que las hojas de los individuos de ambas
especies que se encuentran en el bosque secundario presentaron mayor area foliar, ya que
segun lo reportado por Alvarez-Afiorve et al. (2012) y Fonseca et al. (2018) las condiciones
ambientales presentes en una etapa de sucesion vegetal son menos estresantes debido a que

existe una alta disponibilidad de luz, agua y nutrientes. Por otro lado, Costa et al. (2012)
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menciona que las condiciones ambientales presentes en un bosque maduro representan mayor
estrés debido a la baja disponibilidad de agua y nutrientes lo que induce a una inestabilidad
durante el desarrollo de las plantas afectando la forma de las hojas. En este sentido la
variacion morfoldgica representa un ajuste morfoldgico y fisioldgico para amortiguar los
cambios de las condiciones ambientales mediante la plasticidad fenotipica (Fernandes et al.
2015). De acuerdo con nuestros resultados se sugiere que los cambios o variaciones en la
morfologia foliar de las dos especies en las dos condiciones se encuentran asociados a la
plasticidad fenotipica que presentan estas especies al encontrarse bajo el estrés ejercido por

las condiciones ambientales.

Asimetria fluctuante

Nuestros resultados indican que el nivel de asimetria fluctuante fue mayor en
individuos de bosque secundario de ambas especies. En el primer capitulo de nuestro trabajo
mostramos que los individuos de C. suberosus de bosque secundario presentan mayor
porcentaje en la frecuencia de asimetria fluctuante pero menor porcentaje en la frecuencia de
la herbivoria. Ademas, encontramos que existe una relacion positiva entre la herbivoria y la
asimetria fluctuante en los individuos de bosque maduro, relacion que no presentan los
individuos de bosque secundario. En el caso de C. roxanae, encontramos que el mayor
porcentaje de herbivoria lo presentaron los individuos de bosque maduro con menor nivel de
asimetria fluctuante. Estos resultados concuerdan con estudios previos por ejemplo Cuevas-
Reyes et al. (2018a) reportan que los niveles altos de herbivoria aumentan los niveles de
asimetria fluctuante, afectando el crecimiento y la forma fisica de las plantas teniendo como
consecuencia mayor estrés en la planta. Cornelissen y Stiling (2011) mencionan que las

condiciones ambientales como la baja disponibilidad de agua y nutrientes afectan la
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inestabilidad en el desarrollo de la planta provocando mayor nivel de estrés, lo cual se
encuentra relacionado con nuestros resultados ya que en C. roxanae al no encontrar relacion
entre la herbivoria y la asimetria sugerimos que las condiciones ambientales presentes en un
bosque secundario son el detonante niveles elevados de asimetria fluctuante (Albarran-Lara
et al. 2010). Ademas, encontramos que el area foliar fue mayor en el bosque secundario, lo
que en nuestro estudio puede aumentar el nivel de asimetria ya que las hojas mas grandes

necesitan mas recursos para su produccion (Fernandes et al. 2015).

Herbivoria y defensa quimica

En las primeras etapas de sucesion, se ha documentado que la disponibilidad de
recursos como la luz y los nutrientes favorecen a las especies debido a que asignan mas
energia al crecimiento que a la defensa (Coley, 1983; Poorter et al. 2004; Fonseca et al. 2018).
De acuerdo con esto, las especies que se encuentran en un habitat con alta disponibilidad de
recursos presentan un alto contenido de nutrientes y un bajo contenido de defensas quimicas
basadas en el carbono, lo que hace que las hojas sean mas sabrosas para los herbivoros
(Coley, 1983; Coley y Barone 1996; Poorter et al. 2004). En nuestro estudio, C. roxanae
presentd mayor concentracion de alcaloides, flavonoides y fenoles en individuos que se
encuentran en de bosque secundario, mientras que C. suberosus presentd mayor
concentracion de flavonoides y fenoles totales en el bosque secundario, mostrando un bajo
porcentaje de herbivoria en las dos especies en esta condicién. Nuestros resultados
concuerdan con el estudio realizado por Aboshi et al. (2018), en el cual hacen alusion sobre
la presencia de flavonoides en Basella alba, estos compuestos actian como inhibidores en el
crecimiento de larvas de Spodoptera litura. Por otro lado, Macel (2011) mencionan que la

supervivencia de afidos generalistas como Myzus persicae se ve afectada por una elevada
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concentracion de alcaloides en hojas jovenes de Senecio por tal motivo estos herbivoros
tienen preferencia por hojas mas viejas donde la concentracion de estos compuestos
disminuye. Ademas, se ha reportado que los compuestos fenolicos son altamente toxicos y
les representan costos mas bajos a las plantas, por ejemplo, Mediavilla et al. (2018)
reportaron mayor concentracion de fenoles en cuatro especies de Quercus donde los adultos
fueron més atacados, sugiriendo que las plantulas son mas defendidas debido a que los
metabolitos de defensa fenolica son relativamente baratos para biosintetizar. En el estudio
realizado por Maldonado-Lo6pez et al. (2014) encontraron menor herbivoria en plantas macho
de Spondias purpurea en el bosque tropical seco. Estos resultados estdn asociados a una
mayor concentracion de compuestos quimicos de defensa, comparados con las hembras.
Mientras que Fonseca et al. (2018) reportan mayor concentracion de compuestos fenolicos
en etapas tardias de la sucesion donde la vegetacion esta totalmente recuperada, lo que indica
que existe mayor competencia por los recursos lo que las plantas invierten mas en defesa ya
que recuperar los tejidos perdidos por el dafio de herbivoros requiere mayor asignacion de
recursos. Nuestro estudio no concuerda con la teoria de asignacién de recursos propuesta por
Coley (1983), que indica que el bosque con vegetacion en estado de conservacién presenta
mayor defensa quimica. En nuestro estudio encontramos un patrén contrario, ya que la mayor
concentracion de compuestos asociados a la defensa los encontramos en estados sucesionales
corroborandolo con menores porcentajes de herbivoria, lo cual puede estar explicado por un
menor contenido de nitrogeno, ya que este actia como un atrayente para los herbivoros, Por
lo tanto, las hojas jovenes son mas vulnerables a los herbivoros ya que son mas tiernas y
nutritivas, una vez expandidas completamente las hojas comienzan a endurecerse y son

menos digeribles para lo herbivoros (Kursar y Coley 2003).
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Atributos funcionales

Las especies de plantas de los bosques tropicales secos, responden de manera
diferencial a la variacion abiotica en una secuencia sucesional (Alvarez-Aforve et al. 2012).
Algunas especies presentan adaptaciones funcionales que ayudan a la eficiencia fotosintética
y uso del agua (Fonseca et al. 2018). En nuestro estudio, encontramos una gran variacion en
los atributos funcionales foliares en las dos especies, por ejemplo la concentracién de
clorofila fue mayor en los individuos de bosque secundario sugiriendo una la alta capacidad
fotosintética generada por la alta disponibilidad de luz, confiriéndoles mayores recursos
asignados al crecimiento y/o defensa, en cambio en los bosque maduros esta baja
concentracion de clorofila esta relacionada con un bajo crecimiento (Souza et al. 2004) y
depende de factores ambientales como la incidencia de luz, temperatura y precipitacion
(Bielinis et al. 2015). El area foliar especifica disminuye cuando la disponibilidad de agua es
baja, segun los estudios de Niiments (2001) y Alvarez-Afiorve et al. (2012) esta es una
adaptacion de respuesta de las hojas para evitar la desecacion, nuestros resultados indicaron
patrones contrastantes entre las especies y entre tipo de bosque por lo que sugerimos que el
presentar un area foliar especifica mas grande o mas pequefia es resultado de la adaptacion
foliar para evitar la desecacion ya que el bosque tropical seco se caracteriza por su alta
incidencia solar, lo que lleva a las plantas a presentar mayor transpiracion y mayor pérdida
de agua (Cornwell y Arckley 2009). Segun lo informado por Alvarez-Afiorve et al. (2012),
en especies en etapa sucesional, el area foliar especifica disminuird debido a la baja
disponibilidad de agua y nutrientes, con la finalidad de asignar mayor energia para defender
sus hojas, por lo tanto, la densidad de la hoja aumentard para mantener el rendimiento

fotosintetico. Esto implica que las hojas de especies que se encuentran en una etapa de
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sucesion tardia donde las caracteristicas del bosque ya se han regenerado casi por completo,
estarian menos protegidas contra herbivoros debido a la baja disponibilidad de luz, afectando
las concentraciones de clorofila presentando menor concentracion de defensas quimicas
comparadas con especies de una etapa temprana de sucesion (Coley, 1983; Poorter et al.
2004). Cornelissen et al. (2003) sostienen que el area foliar especifica serd menor en las
especies que invierten una mayor cantidad de energia para la defensa de las hojas, especies
con una vida atil més larga y con tasas metabolicas méas bajas. EI grosor de la hoja es un
atributo estructural importante como defensa fisica contra el ataque de los herbivoros.
Cuevas-Reyes et al. (2018a) reporta que el grosor foliar en un estudio con T. herteromalla
aayuda contra el ataque de los herbivoros. Nuestros resultados indican que para ambas
especies el grosor foliar fue mayor en los individuos presentes en el bosque secundario donde
el porcentaje de herbivoria fue menor comparandolos con los individuos de bosque maduro,
sugerimos que el grosor se encuentra relacionado con la escler6filia foliar ya que las hojas se
vuelven mas duras con la finalidad de disminuir el ataque por herbivoros (Hanley et al. 2007).
Otro estudio que apoya esta idea es el realizado por Neves et al. (2010) en el cual indica que
los arboles con menor concentracion de nutrientes en el suelo presentardn mayor esclerofilia
foliar y por lo tanto la incidencia de herbivoros serd menor. La densidad foliar y el contenido
de materia seca foliar se han catalogado como defensas fisicas o biomecéanicas contra el
ataque de los herbivoros (Poorter, 2009). Nuestros resultados de ambas especies mostraron
variacion en los dos atributos por ejemplo las dos especies presentaron mayor contenido de
masa seca Yy densidad en el bosque maduro, en donde la herbivoria fue mayor, indicandonos
que en nuestro trabajo estos dos atributos no se encuentran actuando como defensa fisica de
acuerdo a lo planteado por (Poorter, 2009). Durante las primeras etapas de sucesion en los

boques tropicales secos, se genera un cambio en las condiciones ambientales, donde el agua
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es un factor que influye en el cambio en las comunidades de plantas (Lebrija-Trejos et al.
2010; 2011). Por lo tanto, el aumento en la disponibilidad de agua durante la sucesién predice
un cambio en las estrategias conservadoras de las plantas (Reich, 2014), donde la fenologia
de las hojas y los rasgos morfologicos son responsables de controlar la pérdida de agua
(Poorter y Bongers 2016). Se ha documentado que muchas especies de plantas se distribuyen
de acuerdo con la disponibilidad de agua y que los sitios con menor precipitacion tienen
mayor presencia de especies de hoja caduca (Balvanera et al. 2011). C. roxanae tenia un area
foliar mas baja y un érea foliar especifica en individuos de bosque maduro, pero un mayor
contenido de agua foliar que indica que esta especie ha adaptado sus caracteristicas
morfoldgicas para evitar la pérdida de agua y, por lo tanto, utilizarla como una estrategia para
tolerar La desecacion y el uso maximo del agua (Poorter y Bongers 2016; Balvanera et al.
2011). Por otro lado, C. suberosus mostré un patrén contrario, presentando un menor
contenido de agua en las hojas y un éarea foliar mas pequefia, pero un area foliar especifica
mas alta en individuos de bosque maduro, por lo que sugerimos que las caracteristicas
funcionales afectan la estructura y producen una variacion en las plantas. dependiendo del

habitat en el que se encuentren, (Messier et al. 2017; Derroire et al. 2018).

9. CONCLUSIONES

Encontramos variacién morfologia foliar entre especies de bosques maduros y bosques
secundarios, esta variacion en la forma y tamafio de las hojas se encuentra relacionada a la
mayor disponibilidad de luz encontrada en un bosque secundario, sitio en el cual, existe una
mayor disponibilidad de nutrientes y por lo tanto las plantas invierten mas recursos en el

crecimiento, contrario a lo que sucede en un bosque maduro donde la existe mayor
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competencia por los recursos ya que estos se encuentran mas limitados y en consecuencia el
tamano foliar es reducido. Estos resultados en la variacion en la forma y el tamafio de las
hojas sugieren que las especies de Croton presentan plasticidad fenotipica como respuesta al

estrés inducido por las condiciones ambientales en las que se encuentran establecidas.

Los atributos funcionales presentaron variacion entre las dos condiciones de bosque, por
ejemplo, el contenido de clorofila fue mayor en el bosque secundario, por lo tanto, las
especies que se encuentran en esta condicion presentaran mayor actividad fotosintética, la
cual es utilizada como recurso para el crecimiento o defensa. Por lo tanto, la mayor area foliar
la encontramos en el bosque secundario como respuesta de una mayor actividad fotosintética
derivada de la alta disponibilidad de luz. El grosor foliar fue mas alto en las dos especies de
bosque secundario, sugiriendo que este atributo actiia como proteccion fisica contra el ataque
de los herbivoros, esto concuerda con nuestro estudio debido a que los niveles méas bajos de

herbivoria los presentaron las especies de bosque secundaria.

Encontramos que la concentracién de compuestos quimicos fue mayor en individuos de
bosque secundario, donde las especies presentaron menor porcentaje de herbivoria, por lo
tanto, concluimos que la teoria de asignacion de recursos propuesta por Coley (1983) no es
aceptada en nuestro estudio debido a que las especies que se encontraron en un bosque
maduro mostraron menor concentracion de compuestos quimicos asociados a la defensa y

mayor porcentaje de herbivoria, un patron completamente inverso a lo propuesto.

Los patrones de asimetria fluctuante no se encuentran relacionados con el estrés causado por

la incidencia de los herbivoros, por lo que sugerimos que los niveles més altos de asimetria
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fluctuante presentes en el bosque secundario se encuentran influenciados por el estrés
generado por las condiciones ambientales. Por lo tanto, sugerimos que las especies de bosque
secundario presentan plasticidad fenotipica como respuesta al ambiente. Finalmente, los
resultados muestran también que tanto la morfometria geométrica como la asimetria

fluctuante son una excelente herramienta de monitoreo ambiental en ambientes perturbados.

Finalmente, llegamos a la conclusion de que los atributos funcionales son fundamentales
durante un proceso de sucesion ecoldgica, debido a que son los principales reguladores de la
respuestas morfoldgicas y fisiologicas de las plantas, ya que tienen la capacidad de alterar
los nutrientes que las plantas utilizan para su crecimiento y defensa ante el ataque de los
herbivoros. Este es uno de los primeros estudios que evaluaron la ecologia de dos especies
del género Croton ya que trabajos realizados en este género se han centrado en cuestiones
clinicas y no existen trabajos suficientes que evallen la respuesta de estas especies ante el

cambio de bosques maduros a bosques en estado de sucesion.

10. AGRADECIMIENTOS

“Uso de la reflectancia espectral de la vegetacion para el estudio de la funcionalidad,
diversidad y procesos ecologicos operando en las comunidades de plantas tropicales UNAM-

CONACyt 222202”.
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