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DM4670: genotipo DON MARIO 4670

R1:
R3:
R4.
R5:
R6:
R7:
R8:

comienzo de floracion (escala de Fehr y Caviness)
comienzo de fructificacion (escala de Fehr y Caviness)
plena fructificacion (escala de Fehr y Caviness)

comienzo de llenado de granos (escala de Fehr y Caviness)
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comienzo de madurez (escala de Fehr y Caviness)

plena madurez (escala de Fehr y Caviness)

Tratamientos

SP: soja pura

2A:

soja en mezcla con 2 pl/m? de A. annua

4A: soja en mezcla con 4 pl/m? de A. annua

2C: soja en mezcla con 2 pl/m? de C. album

4C: soja en mezcla con 4 pl/m? de C. album

SPH: soja pura + herbivoria de A. gemmatalis

2AH: soja en mezcla con 2 pl/m? de A. annua + herbivorfa de A. gemmatalis

4AH: soja en mezcla con 4 pl/m? de A. annua + herbivoria de A. gemmatalis

2CH: soja en mezcla con 2 pl/m? de C. album + herbivoria de A. gemmatalis

4CH: soja en mezcla con 4 pl/m? de C. album + herbivoria de A. gemmatalis

SPNH: testigo soja pura sin herbivoria

AP: A. annua pura
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RESUMEN

Relacion entre la emision de sefiales volatiles de las mezclas de Artemisia annua-
soja, Chenopodium album-soja sobre la herbivoria de Anticarsia gemmatalis y sus
enemigos naturales

La expansion del cultivo de soja (Glycine max L.) en el agroecosistema pampeano
estuvo asociada a la pérdida de la diversidad de cultivos y de especies silvestres. Una
alternativa para revertir esta situacion, es el desarrollo de estrategias de manejo que
diversifiquen el sistema productivo. Para ello es importante identificar las especies
candidatas, y conocer su comportamiento en mezclas con los demas componentes del
agroecosistema. El objetivo general de la tesis fue evaluar el crecimiento, la produccion
de compuestos de defensa y la emision de sefiales del cultivo de soja puro o en mezclas
con Artemisia annua y Chenopodium album y su relacion con la herbivoria y
supervivencia del lepidoptero Anticarsia gemmatalis y la comunidad de insectos
asociada. En condiciones semi-controladas durante cuatro campafias consecutivas, se
realizaron experimentos factoriales con tres repeticiones. Los factores fueron, cinco
niveles de densidad: soja pura, soja + 2 y 4 plantas de A. annua/m® y soja + 2 y 4
plantas de C. album/m? y dos niveles de herbivoria de A. gemmatalis: con y sin
herbivoros. La herbivoria se logré introduciendo 100 orugas de A. gemmatalis. Los
resultados mostraron que la herbivoria sobre el cultivo fue significativamente menor
cuando estuvo en mezclas. La presencia de malezas no ocasiond perdidas del
rendimiento del cultivo, gracias a su capacidad compensatoria. La presencia de A.
annua dentro de la mezcla promovio la produccion de determinados “blends” de
compuestos de defensa en soja. Las sefiales quimicas generadas por las distintas
mezclas estuvieron asociadas a distintas comunidades de insectos. La riqueza de

insectos en general y de no herbivoros en particular, fue mayor cuando el cultivo estuvo



XX

en mezclas. Los resultados de esta tesis brindan nuevos aportes al conocimiento de las
interacciones troficas dentro de un agroecosistema y nuevos elementos para el disefio de
estrategias de manejo mas sustentables.

Palabras clave: malezas, competencia, biodiversidad, crecimiento compensatorio,
interacciones troficas.
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ABSTRACT

Relationship between the emission of volatile signals from the mixtures of
Artemisia annua-soybean, Chenopodium album-soybean on the herbivory of
Anticarsia gemmatalis and its natural enemies

The expansion of soybean (Glycine max L.) crop in the pampas agroecosystem was
associated with the loss of crop diversity and wild species. An alternative to reverse this
situation is the development of management strategies that diversify the production
system. Thus, it is important to identify the candidate species, and know how they
behave in mixtures with the other components of the agroecosystem. The objective of
this thesis was to evaluate the growth, the production of defense compounds and the
emission of signals from soybeans crop pure or in mixtures with Artemisia annua and
Chenopodium album, and their relationship with the herbivory and survival of
lepidopteron Anticarsia gemmatalis and the community of associated insects. Under
semi-controlled conditions during four consecutive campaigns, factorial experiments
were performed with three repetitions. The factors were, five levels of density: pure
soybean, soybean + 2 and 4 plants of A. annua /m2 and soybean + 2 and 4 plants of C.
album /m2 and two levels of herbivory of A. gemmatalis: with and without herbivores
Herbivory was achieved by introducing 100 caterpillars of A. gemmatalis. The results
showed that herbivory over the crop was significantly lower when it was in mixtures.
The presence of weeds did not cause crop yield losses, thanks to its compensatory
capacity. The presence of A. annua within the mixture promoted the production of
certain blends of defense compounds in soybeans. The chemical signals generated by
the different mixtures were associated with different insect communities. The richness
of insects in general and non-herbivores in particular, was greater when the crop was in

mixtures. The results of this thesis provide new contributions to the knowledge of



XXIi
trophic interactions within an agroecosystem and new elements for the design of more

sustainable management strategies.

Keywords: weeds, competition, biodiversity, compensatory growth, trophic interactions



CAPITULO 1

Introduccion general







1.1 INTRODUCCION

1.1.1 Agroecosistema pampeano

En los altimos 100 afios la produccidn agricola pampeana evolucion6 de manera
comparable a lo que ocurrid en las regiones agricolas del resto del mundo. Hubo tanto
una continua expansion del area cultivada como un aumento sostenido de la
productividad por unidad de superficie, logrados gracias a las innovaciones tecnoldgicas
en la genética de los cultivos, el manejo de los mismos y el uso de subsidios
energéticos. A principios del siglo XX, los pastizales pampeanos se transformaron
rapidamente en un mosaico heterogéneo y muy diverso, compuesto por fragmentos de
habitats naturales, campos con pasturas y cultivos manejados de manera diversa y una
red de hébitats lineales estructurados por los alambrados (Soriano et al., 1991; Viglizzo
et al., 2001; Paruelo et al., 2005; Baldi y Paruelo, 2008). Esta situacion fue cambiando,
ya que desde fines del siglo XX la intensificacion de la agricultura de la mano de
factores tecnoldgicos y condiciones de mercado, promovié el rapido remplazo de los
habitats naturales y las pasturas por la agricultura continua (Baldi y Paruelo, 2008). Asi,
el mosaico fue perdiendo heterogeneidad, y se fueron incrementando las areas con

monocultivo de soja (Aizen et al., 2009).

En la Argentina las areas cultivadas con soja (Glycine max L.) se han expandido,
ocupando el 91% del area cosechada y el 93.5 % de la produccién de oleaginosas desde
el 2010 al 2015 (Andn, 2015). Durante los ultimos 25 afios, la introduccion y la
adopcion de nuevas tecnologias impulsaron la especializacion de los sistemas agricolas.
En este contexto, la expansion del cultivo soja estuvo acompariada por la generalizacion
del uso de cultivares de soja resistentes a glifosato, que promovio el uso de labranza
cero (siembra directa) como sistema cultural y de herbicidas totales para el manejo de

las malezas. Este paquete tecnoldgico permitié que el cultivo de soja se extendiera a



zonas consideradas como pobres o poco aptas para la agricultura (Satorre, 2005). La
superficie sembrada con soja en el pais fue casi de 20 millones de has. durante la
campafa 2015-2016, con una produccion total de alrededor de 50 millones de toneladas
(Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2016). La Argentina ocupa actualmente
el tercer lugar entre los principales paises productores y exportadores de soja a nivel
mundial, después de Estados Unidos y Brasil. El ingreso de divisas que genera en la
Argentina la exportacion de soja y sus derivados (aceite, harina y biodiesel) representa
alrededor del 5,5 % del PBI. Las cosechas y utilidades récords obtenidas cada afio hacen

que el modelo de soja sea considerado un éxito (Leguizamon, 2014).

Sin embargo, el éxito del cultivo soja en el agroecosistema pampeano estuvo
asociado al empobrecimiento de la diversidad de la agricultura argentina. Por una parte,
la diversidad de cultivos ha disminuido cerca de un 20% entre 1900 y 2006 (Aizen
etal., 2009), el uso indiscriminado de glifosato ha afectado especies “non-target” (no
blanco) del sistema lo que promovio la disminucién de la diversidad especies silvestres
(Ferreira et al., 2017) y, ademas, la destruccion de ecosistemas naturales ha llevado a
una dréstica pérdida de biodiversidad de especies vegetales y animales (Aizen et al.,
2009; de la Fuente et al., 2006; 2010). En términos ecoldgicos, la dominancia de una
especie que monopoliza los recursos determina la exclusion de otras. Por lo general esto
conlleva a una disminucién local y regional de la diversidad bioldgica, tanto en términos
de riqueza especifica (nimero de especies) como de equitatividad en la abundancia

(importancia relativa de las distintas especies) (Hillebrand et al., 2008).

En sintesis, en la Argentina estos cambios han generado pérdidas de
biodiversidad en sentido amplio, es decir, diversidad de cultivos (principalmente soja)
(Aizen et al., 2009), de sistemas de manejo (generalmente el cultivo de soja se siembra

siguiendo un paquete tecnolégico muy similar: siembra directa, materiales RR,



glifosato, etc) (Satorre, 2005) y de especies silvestres (de la Fuente et al., 1999, 2006).
En particular, de La Fuente et al. (2010) encontraron disminuciones en la riqueza de
especies de malezas (dicotiledoneas, perennes y exoticas) y artropodos con el
incremento de la superficie sembrada con soja. El uso intensificado de la tierra afecta
negativamente la biodiversidad de especies, reduciendo la diversidad no solo a escala
local sino a escala regional. Esta disminucién es un indicador de deterioro ambiental,
donde se ven afectados negativamente la diversidad de cultivos, de especies y de

procesos ecoldgicos asociados a los paisajes heterogéneos (Altieri, 1999a).

En sistemas poco diversos ocurren alteraciones del equilibrio natural, que
afectan el funcionamiento, a través de cambios de los bienes y servicios del sistema,
como la regulacion natural de plagas, los polinizadores, entre otros. En los
agroecosistemas, la biodiversidad desempefia un rol importante sobre una variedad de
servicios ecoldgicos mas alla de la produccion de alimentos, incluyendo el reciclaje de
nutrientes, la regulacién del microclima y de los procesos hidroldgicos locales, la
supresion de organismos indeseables y la desintoxicacion de productos quimicos
nocivos (Altieri, 1999a). Por ejemplo, sistemas con poca diversidad presentan un
aumento de la dependencia de insumos, disminucion de la regulacién natural de plagas,
aumento de biotipos resistentes (Ferreira et al., 2017) y disminucién de polinizadores,
de organismos y microorganismos benéficos. A escala global, la agricultura y la
homogeneizacion del paisaje, amenazan a mas especies que cualquier otro sector
productivo (Balmford et al., 2012). Este problema fue reconocido formalmente con el
establecimiento de la convencion de diversidad bioldgica (CDB) en 1992 y avanzo
sustancialmente en 2002 cuando los gobiernos se comprometieron a trabajar hacia un
objetivo internacional de reducir la tasa de péerdida de biodiversidad para 2010 (Mace

et al., 2010). Sin embargo, el objetivo no se alcanzé y sigue faltando mucho por avanzar



en el intento de frenar la pérdida de diversidad de especies, generado en gran medida

por un mal manejo de los agroecosistemas.

Por todas estas razones, es necesario enfrentar el desafio de manejar los
compromisos entre las necesidades humanas inmediatas y la capacidad del ecosistema
de proveernos bienes y servicios a largo plazo (Foley et al., 2005). Actualmente, existe
un acuerdo sobre la necesidad de desarrollar sistemas agricolas que garanticen la
seguridad alimentaria y la nutricion, que proporcionen equidad social y econdmica, y
que sobretodo protejan los servicios ecosistémicos de los que en definitiva, depende la

agricultura (Holt et al., 2016; Landis, 2017).

1.1.2 Posibles soluciones

La problematica actual, sugiere la busqueda de estrategias que no recaigan
unicamente en la utilizacion de agroquimicos, sino que sean capaces de reducir el uso
de pesticidas sobre los cultivos y que ademas generen algin impacto positivo sobre el
ambiente. Una alternativa relativamente reciente, es la utilizacion de organismos
genéticamente modificados (OGM), como los organismos Bt, que resultan toxicos para
insectos lepiddpteros por la incorporacion de proteinas pertenecientes a la bacteria
Bacillus thuringiensis. Esta tecnologia ha reducido considerablemente el uso de
insecticidas para control de orugas defoliadoras. Por el contrario, la adopcion de
materiales resistentes a glifosato, conocidos como Roundup Ready (RR), ha generado
un masivo incremento en la utilizacion de este herbicida (Reboratti, 2010). Otro ejemplo
ha sido el cambio en el uso de la tierra a traves de la implementacion de la siembra
directa. Esta estrategia puede impactar positivamente sobre el recurso suelo ya que

reduce el laboreo, mantiene residuos vegetales en superficie y evita la erosion causada



por el viento y el agua (Satorre, 2005). Sin embargo, el uso reiterado en el tiempo y en
el espacio de estas herramientas no han logrado contener la problematica de plagas y
malezas en los sistemas productivos sino por el contrario, las orugas defoliadoras siguen
representando una de las principales plaga problemas de los cultivos de soja e incluso
han aparecido biotipos resistentes (Tabashnik y Carriere, 2017; Xiao y Wu, 2019), y las
malezas siguen generando nuevos desafios ocasionados por el uso indiscriminado de
productos quimicos para su control (e.g. aparicion de especies lefiosas, tolerantes y
biotipos resistentes) (Busi et al., 2013; Heap y Duke, 2018; Baucom, 2019; Vila-Aiub

etal., 2019).

Otra alternativa hace foco en la diversificacion del sistema productivo, mediante
la incorporacion de cultivos y/o especies acompafiantes que tengan algin impacto
favorable sobre algln servicio del ecosistema, como la regulacion de las adversidades
bidticas (plagas, malezas, enfermedades) o el incremento de los insectos benéficos
(Landis et al., 2000; Moraes et al. 2005; McPherson y Buss 2007). En este sentido, los
policultivos son considerados una aplicacién préctica de los principios ecoldgicos
basados en la biodiversidad, las interacciones entre plantas y otros mecanismos de
regulacion naturales, que generan importantes ventajas no solo en la productividad y
beneficios econémicos a escala local, sino también sobre el ambiente para futuras
generaciones (Malézieux et al., 2009; Gaba et al., 2015). De esta forma, se plantea la
posibilidad de que el cultivo conviva (en policultivos o sélo coexistiendo) con algunas
especies consideradas “ingenieras del sistema”, muchas veces consideradas malezas por
ser distintas al cultivo de interés, pero que su presencia podria impactar positivamente
sobre el sistema. El incremento de la biodiversidad dentro de este sistema agricola
podria traer beneficios como la disminucién de riesgo por invasion de especies

vegetales, plagas y enfermedades a través del aumento del control bioldgico. Existe



evidencia que muestra disminuciones de las poblaciones de insectos perjudiciales en
sistemas de cultivos mixtos cuando son comparados con monoculturas (Malézieux
etal., 2009). En el caso especifico del cultivo de soja, algunas especies de malezas
productoras de metabolitos secundarios como Artemisia annua L. pueden convivir e
interactuar positivamente con el cultivo en altas densidades, enriqueciendo las
comunidades de insectos que interacttan con el cultivo (Lenardis et al., 2011) sin causar

disminuciones en el rendimiento (Morvillo et al., 2011).

Para generar estrategias y/o herramientas que permitan llevar a cabo una
agricultura mas amigable con el medio ambiente, es necesario conocer en detalle las
posibles interacciones entre todos los componentes del agroecosistema que estén
involucrados: cultivo, malezas, depredadores, plagas, patégenos, flora y fauna del suelo

(Figura 1.1).

Interacciones entre componentes del agroecosistema

En un agroecosistema ocurren diferentes tipos de interacciones entre los
componentes (Brown y Mitchell, 1989; Swift y Anderson, 1993) asociadas a la
produccién o consumo de recursos (competencia y herbivoria) y la produccion de
estimulantes o toxinas (alelopatia) (Figura 1. 1 y Figura 1. 2). Estas interacciones
pueden actuar aislada o conjuntamente de manera aditiva, sinérgica o antagonista, y a su
vez provocan interferencias que causan variaciones en la tasa de crecimiento y

desarrollo individual de cada organismo (Einhelling, 1999; Radosevich et al., 2007).



CLIMA SUELO HOMBRE

i Productores iConsumidores
: | DEPREDADORES |

CULTIVO/ 1
PLANTACION : : :
: i| PLAGAS/ PATOGENOS | :

1 . ! x
MALEZAS GANADO :
PASTURAS Descomponedores

FAUNA Y FLORA

e : DEL SUELO

Figura 1. 1.Representacion esquematica de un agroecosistema (caja grande), sus subsistemas
(cajas punteadas), sus componentes (cajas pequefias), los factores que los modulan (flechas de
bloque) vy las salidas del sistema (llaves). Adaptado de Swift y Anderson (1993).

Interacciones entre el cultivo y las malezas

La competencia es una de las interacciones negativas mas importantes y
documentadas (Burkholder, 1952; Vandermeer, 1989; Malézieux et al., 2009; Morvillo
etal., 2011). Fue definida como el proceso a través del cual dos o mas organismos
préximos interactian por recursos (agua, luz, nutrientes y espacio) o por servicios
(polinizadores) del ambiente que estan provistos en cantidades insuficientes para
satisfacer los requerimientos combinados de individuos de la misma especie

(intraespecifica) o de distintas especies (interespecifica) (de Wit, 1960) (Figura 1. 2).

CULTIVO MALEZAS

Competencia / Alelopatia

Herbivoria Herbivoria

(efecto dilucién) ; ..
,¢ Atraccionde

Defensas quimicas .
q -“  enemigos naturales

"

HERBIVORO

Figura 1. 2. Representacion esquematica de las principales interacciones directas (flechas llenas)
e indirectas (flechas punteadas) que ocurren entre el cultivo, las malezas y los herbivoros.
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La competencia por un recurso puede restringir la habilidad competitiva del
cultivo por otros recursos limitantes del sistema (Ballaré et al., 1987; Liu et al., 2009;
Green-Tracewicz et al., 2012a). La competencia entre el cultivo y las malezas afecta de
manera denso dependiente la produccion de biomasa de los componentes de la mezcla
(Guglielmini, 2010) y la produccion de compuestos de defensa (Morvillo et al., 2011).
Esta respuesta puede verse incrementada si ademas las plantas acompafantes liberan
compuestos volatiles, que representen un “stress” para el cultivo y promuevan la pre-
induccidn de respuestas frente a un futuro ataque (Engelberth et al., 2004; Heil y Kost,

2006; Turlings y Ton, 2006; Heil, 2010).

La alelopatia, se define como el efecto directo o indirecto, perjudicial o
beneficioso, de una planta (liberadora) sobre otras (receptoras) a través de la liberacion
de compuestos quimicos (Castro etal., 1983; Rice, 1984; Seigler, 1996). Esta
interferencia puede causar en algunos casos inhibicién del crecimiento (Acciaresi y
Asenjo, 2003; Malézieux et al., 2009; Sobrero y Acciaresi, 2015), la germinacion, el
establecimiento de plantulas y la reproduccion de los cultivos (Rice, 1984; Inderjit y
Callaway, 2003). A su vez, la alelopatia puede interactuar con otros procesos como la
competencia, la simbiosis con bacterias fijadoras de nitrégeno (Morvillo et al., 2011), la
herbivoria y la generacion de compuestos volatiles que actian como una suerte de
herbicidas naturales para las “plantas receptoras” (Arimura et al., 2010). Dentro de los
campos agricolas de la Argentina, existen numerosas malezas reportadas por su efecto
alelopatico, entre las que se pueden mencionar: Cyperus rotundus L. (Gastal y Casela,
1986), Tagetes minuta L. (Gil et al., 2002), Sorghum halepense (L.) Pers. (Acciaresi y
Asenjo, 2003), Cynodon dactylon (L.) Pers., Cirsium arvense (L.) Scop., Cyperus
esculentus L. (Castro etal., 1983), Chenopodium album L. (Leicach etal., 2006),

Artemisia annua L. (Morvillo et al., 2011).



11

En particular, la interaccion alelopatica puede afectar otras interacciones como
la competencia (Sobrero y Acciaresi, 2015). Por ejemplo, la competencia entre el
cultivo de soja y distintas densidades de la maleza alelopatica Artemisia annua L. no
afecta negativamente el rendimiento del cultivo, sino que por el contrario potenciaria la
simbiosis del cultivo con bacterias fijadoras de nitrégeno del suelo (Morvillo et al.,
2011). Por otra parte, la maleza C. album, ademéas de registrar efecto alelopéatico
(Reinhardt et al., 1997; Leicach et al., 2006) sobre varias especies, también presenta una
elevada habilidad competitiva en la interaccion con el cultivo de soja (Guglielmini,

2010).

Interacciones entre el cultivo y los insectos

La herbivoria es la interaccion interespecifica en la cual un animal se alimenta
de las partes vivas de las plantas, siendo positivo para el animal pero perjudicial para la
planta. Juega un papel determinante dentro de las interacciones del sistema, ya que
puede afectar la competencia entre plantas alterando su capacidad de acceder a los
recursos, (hojas defoliadas capturan menos radiacion) (Morris etal., 2005) o
directamente la disponibilidad de recursos. Este caso especifico es conocido como
competencia aparente, y se define como la interaccion indirecta entre dos especies
consumidas por una tercera especie de otro nivel trofico, generando un efecto diferente
al que ocurriria en ausencia de esta tercera especie. La competencia por recursos entre
especies del mismo nivel tréfico y la competencia aparente mediada por una especie de
otro nivel trofico pueden estructurar y generar patrones espaciales diferentes en las
comunidades asociadas al cultivo (i.e. malezas, insectos) (Holt, 1977; Holt y Lawtont,

1992; Morris et al., 2005).
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A lo largo de su ciclo ontogénico, el cultivo de soja es atacado por numerosos
herbivoros. Entre los cuales se destacan una gran variedad de orugas defoliadoras como
la oruga medidora Rachiplusia nu (Guenée), la oruga militar tardia Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith), la oruga bolillera Helicoverpa gelotopoeon (Dyar), la gata
peluda norteamericana Spilosoma virginica (F.) y la oruga de las leguminosas
Anticarsia gemmatalis (Hubner) (Aragon, 2002). Esta dltima, es una plaga muy
importante del cultivo soja, es especialista de leguminosas y en estado larval es una
voraz defoliadora que produce pérdidas del area foliar que pueden llegar al 40%,
principalmente de la zona alta del canopeo, lo que puede conducir a una merma del
rendimiento especialmente si la defoliacién ocurre durante el llenado de granos (R5)

(Perotti y Gamundi 2007).

En general, frente a la herbivoria, las plantas pueden responder a través de
diferentes maneras. Por ejemplo, para tolerar el ataque de insectos herbivoros, el cultivo
de soja presenta como principal mecanismo de respuesta el crecimiento compensatorio
(Haile et al., 1998; Singer, 2001). Es decir, el cultivo puede optimizar el rendimiento a
bajas densidades ante dafios por herbivoria (Haile et al., 1998), a través del ajuste en la
eficiencia de intercepcion (crecimiento de ramificaciones y expansion foliar), en la
eficiencia en el uso de los recursos y en la generacién de nuevos destinos (flores, frutos,
ramas por planta, vainas por rama). Otros autores sefialan el retraso en la senescencia

como una estrategia alternativa de tolerancia ante la defoliacion (Higley, 1992).

Ademas, el cultivo de soja cuenta con una bateria de compuestos quimicos que
le permiten desencadenar la produccion y acumulacion de metabolitos secundarios, que
constituirdn las defensas quimicas luego del ataque de algun herbivoro
(Hammerschmidt, 1999; Zavala et al., 2001; Underwood et al., 2002; Piubelli et al.,

2003, 2009; Moraes et al., 2005, 2009; Michereff et al., 2011; Ballaré et al., 2012).
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Las defensas quimicas son estrategias desarrolladas por las plantas para
soportar o reducir los dafios causados por agentes externos, como pueden ser insectos
herbivoros (Russin, 1989; Cipollini, 2004). En este contexto, Moraes et al. (2005)
sugieren que las plantas en su habitat natural frecuentemente sufren dafios por insectos,
por lo cual han desarrollado dos estrategias principales de defensa. En la primera, la
planta afecta directamente al insecto disminuyendo la concentracion de metabolitos
esenciales para el herbivoro o sintetizando compuestos anti-nutritivos o anti-digestivos
que reducen la alimentacion (Dicke, 1994). En la segunda estrategia, la planta se
defiende indirectamente a través de la liberacién de compuestos quimicos que atraen
enemigos naturales (Moraes et al., 2005; Heil y Kost, 2006; Turlings y Ton, 2006). De
esta forma las plantas que liberan metabolitos secundarios modulan de manera
individual o en conjunto el entorno donde se desenvuelven los insectos incidiendo en la
atraccion, repelencia, alimentacion, crecimiento y reproduccion de los insectos (Bernays
y Chapman, 1994; Cipollini, 2004; Radosevich et al., 2007; Lenardis et al., 2011; Booth

etal., 2013).

Arimura etal., (2010) afirman que los compuestos de defensa, ademas estan
implicados en la sefializacion entre drganos de la misma planta. Entre los principales
compuestos que producen las plantas se destacan el néctar extra floral (“Extra Floral
Néctar” EFN), los compuestos organicos volatiles (“Volatile Organic Compounds”
VOC), los volatiles de hoja verde (“Green Leaf Volatile” GLV), y los volatiles
inducidos por herbivoria en plantas (“Herbivory Induce Plant Volatile” HIPV). Estos
compuestos pueden promover la llegada de insectos benéficos (depredadores o
parasitoides), ademas reducen la presion por herbivoria y generan defensas indirectas

(Heil y Kost, 2006; Arimura et al., 2010; Heil y Karban, 2010).
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Defensas quimicas del cultivo soja

En el caso de las defensas directas del cultivo soja, se conocen numerosos
compuestos sintetizados en respuesta a un ataque. Por ejemplo, los inhibidores de
tripsinas (TPI, en inglés) han sido ampliamente estudiados en su rol de defensa contra
lepidopteros (Jongman et al., 1995; Zavala y Baldwin, 2004; Dillon et al., 2017) y los
inhibidores de cisteina (CysPI, en inglés) frente a ataques de coledpteros y hemipteros
(Botella et al., 1996; Zhao et al., 1996). Otro ejemplo son los flavonoides, como la
genistina, quercetina y la rutina, presentes en diferentes genotipos de soja que afectan
negativamente a distintos herbivoros (Hoffmann-Campo et al., 2001; O’Neill et al.,
2010). Piubelli et al. (2005) encontraron aumentos de hasta el 30% en la tasa de
mortalidad de la oruga defoliadora A. gemmatalis alimentadas con genotipos con mayor

concentracion de rutina y genistina.

En el caso de las defensas indirectas, se ha demostrado que el cultivo de soja
atrae insectos benéficos a partir de compuestos quimicos liberados luego del ataque. Por
ejemplo, cuando la planta de soja es consumida por la chinche marrdn, Euschistus heros
(F.) libera un conjunto de compuestos quimicos que atraen a su parasitoide especifico
Telenomus podisi (Ashmead), sin embargo el parasitoide no es atraido cuando el
cultivo es consumido por la oruga defoliadora A. gemmatalis (Moraes et al., 2005).
Asimismo, A. gemmatalis, una de las plagas mas importantes del cultivo soja en
América del Sur y el Caribe (Saunders et al., 1998), es una de las especies que atrae
mayor cantidad de enemigos naturales dentro del cultivo soja, especialmente de especies
parasitoides pertenecientes a los 6rdenes Hymenoptera y Diptera (Luna y Sanchez,
1999). Esto sugiere una fuerte relacion entre las plantas atacadas por insectos fitofagos y

la emision de sefiales quimicas atrayentes de enemigos naturales especificos y que la
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combinacion de los compuestos quimicos liberados por las plantas y por los herbivoros,

condiciona la llegada de los enemigos naturales.

De igual forma, la llegada espontanea de insectos a un sistema también puede
estar relacionada con la presencia de plantas acompafantes. Por ejemplo, conduciendo
las sefiales volétiles desde un cultivo productor de terpenos como el coriandro a un
cultivo de trigo para lograr un trigo con olor a coriandro, se encontrd una relacion
estrecha entre la comunidad de insectos Y las sefiales volatiles independientemente de la
especie cultivada (Lenardis et al., 2007). Dentro de los metabolitos secundarios que
constituyen las defensas quimicas de las plantas estan los alcaloides (Baldwin, 1998),
los terpenos (Gershenzon y Dudareva, 2007) y los compuestos fendlicos (Ayres et al.,
1997; Shirley, 1998). Estos compuestos pueden variar en su concentracion y forma
quimica segun el estado ontogénico de la planta (Bhakuni et al., 2001; Ferreira y Janick,
2004) y la disponibilidad de recursos (luz, agua, nutrientes) del sistema (Herms y

Mattson, 1992).

Interacciones entre malezas e insectos

Las malezas son afectadas por herbivoros especialistas y generalistas, pero
ademéas pueden ser fuente alternativa de alimento para los enemigos naturales que
visitan el sistema. De esta forma, las plantas vecinas a los cultivos pueden representar
un factor de dilucién en la concentracion de plantas del cultivo predominante (Bernays
y Chapman, 1994; Norris y Kogan, 2000, 2005). Root (1973) destaca que el efecto de
dilucion estd dado por la presencia de especies diferentes a la planta hospedadora,
haciendo que el insecto sea menos eficiente en su intento de colonizar o alimentarse, y
en la medida en que existan mas plantas dentro de la mezcla este efecto se vera

incrementado. El efecto de dilucion es uno de los principales beneficios que aportan las
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policultivos, por su efecto directo sobre la disminucion de insectos perjudiciales
(Malézieux et al., 2009). De acuerdo con la teoria de concentracion de recursos, Norris
(2005) y Norris y Kogan (2000; 2005) explican que el herbivoro permanece
preferentemente en hospedadores que crecen en parches densos y puros (cultivo sin

malezas).

Dependiendo de las caracteristicas nutritivas y del tipo de sefiales que liberan las
plantas pueden actuar diferentes mecanismos de interaccion con el cultivo. Por ejemplo,
las malezas productoras de metabolitos secundarios como los terpenos volatiles como A.
annua, pueden liberar al medio sefiales que actlan atrayendo o repeliendo insectos y a
su vez promoviendo la produccién de compuestos de defensa por parte del cultivo soja.
Mientras que malezas como C. album, pueden ser fuente alternativa de alimento
generando un efecto de dilucion en el cultivo de soja, y asi reducir el consumo del

insecto sobre el cultivo.

Lenardis et al. (2011) reportaron varias comunidades de artropodos asociadas a
las distintas mezclas del cultivo de soja y la maleza A. annua, demostrando que la
utilizacion de diferentes especies dentro de un mismo sistema (policultura) puede
generar un impacto “bottom up” favorable en la estructura de comunidades de insectos
benéficos, favoreciendo la biodiversidad del sistema. Las interacciones troficas dentro
del sistema son importantes y estan controladas en gran medida por la disponibilidad de
recursos. Asi, las interacciones ‘“bottom up” ocurren en un nivel tréfico donde los
recursos son limitados (Power, 1992). Por su parte, la teoria “top-down” establece que

las poblaciones estan limitados por los consumidores de los niveles superiores.

Actualmente, hay una importante base tedrica acerca de las interacciones

cultivo-maleza-herbivoro, sin embargo, no hay evidencias concretas que muestren de
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qué manera es afectado el crecimiento, la produccion de compuestos de defensa y la
emision de sefiales del cultivo de soja puro y en mezclas con A. annua y C. albumy su
relacion con la herbivoria y supervivencia de A. gemmatalis y la comunidad de insectos

asociada.

Sobre la base de los antecedentes presentados se plantean a continuacién las

hipotesis y objetivos de la tesis.

HIPOTESIS
Hipdtesis 1

Numerosos factores pueden influir en la herbivoria directa o indirectamente. El
efecto de dilucion puede afectar la herbivoria, haciendo que el insecto sea menos
eficiente en su intento de colonizar o alimentarse; en la medida en que existan mas
plantas de distintas especies dentro de la mezcla este efecto se vera incrementado (Root,
1973; Bernays y Chapman, 1994; Norris y Kogan, 2000, 2005). Las sefiales quimicas
generadas en el sistema también pueden afectar la herbivoria al condicionar la
produccion de compuestos de defensa del cultivo y de las plantas que lo acompafian
(Turlings etal., 1990; Moraes etal., 2005). Ademas, las sefiales ejercen un rol
determinante en la comunidad de insectos asociada al sistema, ya que las plantas
productoras de terpenos pueden actuar atrayendo o repeliendo insectos, mientras que las
plantas que producen metabolitos de base nitrogenada como los alcaloides actian como
fuente alternativa de alimento para los herbivoros y de esta forma se disminuye la
herbivoria directa en el cultivo (Lee, 2000; Chansang et al., 2005). Sin embargo, no
existen evidencias acerca del efecto del cultivo de soja puro o en mezclas con distintas
densidades de malezas productoras de terpenos o alcaloides sobre la herbivoria del

lepidoptero A. gemmatalis.
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Hipotesis 1. La presencia de malezas productoras de distintos metabolitos
secundarios dentro del cultivo, al generar un efecto de dilucion denso-dependiente en el
sistema, afectan la herbivoria sobre el cultivo soja. La herbivoria

sobre el cultivo soja sera mayor en monoculturas de soja, con

Herbivoria

respecto a las mezclas con altas densidades de malezas : HII ﬂ
P oa 4A'2c‘4c‘

productoras de diferentes metabolitos secundarios.

Hipotesis 2

La tolerancia es una estrategia utilizada por la mayoria de las plantas para
compensar el dafio provocado por un factor externo ya sea incrementando la tasa
fotosintética, promoviendo el crecimiento compensatorio, utilizando reservas
almacenadas, generando cambios fenotipicos o activando meristemas dormidos (Tiffin,
2000; Wang et al., 2015). Una planta es tolerante si logra sostener la pérdida de tejido
activo con poco o ningin impacto en su “fitness” (Kessler y Baldwin, 2002a). Entre las
principales respuestas que presenta el cultivo soja para tolerar el ataque de insectos
herbivoros se encuentra el crecimiento compensatorio (Haile et al., 1998; Singer, 2001).
Con respecto a la presencia de especies acompafiantes, la competencia por recursos
entre organismos vegetales, ademas de restringir el crecimiento, la fecundidad, la
supervivencia y la habilidad competitiva del cultivo, puede modular la respuesta del
cultivo frente a la herbivoria (Ballaré etal., 1987, 2012; Liu etal., 2009; Green-
Tracewicz etal., 2012b). Sin embargo, la interaccion competitiva también puede
impactar positivamente sobre las especies involucradas, por ejemplo Morvillo et al.,
(2011) encontraron que la presencia de A. annua en el cultivo de soja aumento la
biomasa radical y la formacion de nodulos en el cultivo. Sin embargo, no existen

evidencias acerca del impacto de la herbivoria de A. gemmatalis y de sefiales
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provenientes de malezas productoras de distintos metabolitos secundarios sobre el
crecimiento compensatorio y la interaccion competitiva entre el cultivo y las malezas
acompafantes.

Hipdtesis 2a. El crecimiento compensatorio en respuesta a la herbivoria es

SP 2A 4A 2C 4C

estimulado en presencia de plantas que emiten sefiales volatiles.

El crecimiento compensatorio del cultivo de soja en respuesta a

Crecimiento soja

la herbivoria de A. gemmatalis sera mayor en mezcla con A.
annua, con respecto a la monocultura de soja o a las mezclas con
C. album.

Hipdtesis 2b. La relacion competitiva del cultivo de soja - malezas
acompariantes en respuesta a la herbivoria de A. gemmatalis es

amortiguada en presencia de especies poco competitivas. La

FR maleza

relacién competitiva del cultivo de soja en mezcla con A. annua en
o ) . . FR cultivo
respuesta a la herbivoria de A. gemmatalis sera incompleta o de tipo

complementaria.

Hipotesis 3

Como respuesta de defensa ante la herbivoria las plantas pueden afectar
directamente al herbivoro disminuyendo la concentracion de metabolitos esenciales para
éste o sintetizando compuestos anti-nutritivos o anti-digestivos que impactan
negativamente sobre el atacante (Dicke, 1994). La produccion y acumulacién de estos
compuestos quimicos de defensa afectan, entre otras cosas, el metabolismo y el
comportamiento de un amplio rango de insectos fitéfagos reduciendo su capacidad de
supervivencia (Hammerschmidt, 1999; Underwood et al., 2002; Piubelli et al., 2003,

2009; Moraes et al., 2005, 2009; Ballaré et al., 2012). A su vez, la emision de estos
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compuestos puede afectar la produccion de compuestos volatiles de plantas vecinas
(Heil y Kost, 2006; Dudareva y Pichersky, 2008; Mumm et al., 2008; Arimura et al.,
2010). Actualmente se ha avanzado sobre la deteccion y caracterizacion de los
compuestos quimicos que sintetiza el cultivo soja en respuesta al ataque de herbivoros
(Dillon etal., 2017, 2018), y como afecta luego sobre la supervivencia y el
comportamiento de los insectos herbivoros (Piubelli et al., 2009; O’Neill et al., 2010;
Michereff et al., 2011). Sin embargo, no existen evidencias acerca del efecto de la
emision de sefiales quimicas sobre la supervivencia de A. gemmatalis dentro del sistema

soja - malezas — herbivoro.

Hipdtesis 3a. La produccion de compuestos de defensa en respuesta a la

herbivoria es estimulada en presencia de plantas productoras de terpenos e de
:&O Q'@
=

. ~ - L. 2 %
que emiten sefiales volatiles. La produccion de compuestos de defensa N %
w
o}

E
en soja como respuesta a la herbivoria de A. gemmatalis sera mayoren <,

2A
mezclas con A. annua, con respecto a la monocultura de soja o a las mezclas
con C. album.

Hipotesis 3b. La supervivencia de A. gemmatalis esta condicionada por la accion
de las defensas producidas por el cultivo, que a su vez son estimuladas por las sefiales

volatiles emitidas por plantas productoras de terpenos. La

supervivencia de A. gemmatalis sera menor cuando el cultivo esté

Supervivencia

en mezclas con A. annua, con respecto a la monocultura de soja o s o
4A ¢ ac

a las mezclas con C. album.

Hipotesis 4
En general, cuando las plantas que acompaiian al cultivo emiten distintos

compuestos volatiles pueden afectar el conjunto de sefiales (huella olfativa) generado
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por un cultivo en un determinado agroecosistema (Heil y Kost, 2006; Heil, 2010). De
esta forma, las plantas que liberan metabolitos secundarios modulan de manera
individual o en conjunto el entorno donde se desenvuelven los insectos incidiendo en la
atraccion, repelencia, alimentacion, crecimiento y reproduccion de los mismos (Bernays
y Chapman, 1994; Booth y Swanton, 2002; Cipollini, 2004; Radosevich et al., 2007;
Lenardis et al., 2011). Por ello, el ensamble de la comunidad de insectos dentro del
sistema cultivo — maleza estd influenciado en gran medida por la liberacion de un
conjunto de sefiales quimicas que son captadas por los insectos en busca de refugio y
alimento (Altieri, 1999b; Khan et al., 2000; Landis et al., 2000). Por ejemplo, Pare y
Tumlinson (1999) sefialan que los terpenos volatiles junto con otros compuestos
presentes en el conjunto de olores (huella olfativa) liberado por las plantas en respuesta
a la herbivoria, representan una sefial determinante en la atraccion de avispas
parasitoides. Estudios recientes muestran como el comportamiento de los insectos,
como la preferencia por cierto genotipo de plantas, es controlado por los cambios en las
sefiales volatiles de las plantas (Balint et al., 2016). Sin embargo, no existen evidencias
acerca de las diferencias entre las huellas olfativas generadas a partir del cultivo de soja
puro o en combinacion con malezas productoras de terpenos o alcaloides y la

herbivoria, sobre la estructura de la comunidad de insectos asociada.

Hipotesis 4a. La presencia de malezas productoras de diferentes metabolitos

- . - . s1
secundarios dentro del cultivo de soja, altera las huellas olfativas |
\ /

particulares cuando el cultivo crece puro y en mezclas con distintas ;. \ss

s2

densidades de las malezas. Las huellas olfativas son distintas s¢ Ns4
13

dependiendo de la combinacion cultivo — maleza - herbivoria y la densidad de las

malezas en la mezcla con el cultivo.
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Hipotesis 4b. Las mezclas del cultivo de soja con malezas productoras de

terpenos volatiles (soja - A. annua), al liberar sefiales quimicas al sistema atrae a los

Soja pura A. annua C. album

insectos en general y los no herbivoros en particular. La riqueza de

Riqueza de insectos

insectos en general y de no herbivoros en particular serd mayor en la

Riqueza de no herbivoros

mezcla soja - A. annua, con respecto a la mezcla soja - C. album o a

las monoculturas de soja.

1.1 OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS

El objetivo general de la tesis es evaluar el crecimiento, la produccion de
compuestos de defensa y la emision de sefiales del cultivo de soja puro y en mezclas con
Artemisia annua y Chenopodium album y su relacién con la herbivoria y supervivencia
del lepidoptero Anticarsia gemmatalis y la comunidad de insectos asociada (Figura 1.

3).

Objetivos especificos

Objetivo 1. Evaluar la herbivoria de A. gemmatalis en el cultivo de soja puro y
en mezclas con distintas densidades de malezas productoras de diversos metabolitos
secundarios.

Objetivo 2a. Determinar el efecto de la herbivoria de A. gemmatalis sobre el
crecimiento en un cultivo de soja acompafiado de malezas productoras de distintos
metabolitos secundarios.

Objetivo 2b. Evaluar la relacion competitiva entre el cultivo de soja y las

malezas acompafantes en respuesta a la herbivoria de A. gemmatalis.
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Objetivo 3a. Determinar el efecto de la herbivoria de A. gemmatalis sobre la
produccion de compuestos de defensa en un cultivo de soja acompafiado de malezas
productoras de distintos metabolitos secundarios.

Objetivo 3b. Evaluar la supervivencia de A. gemmatalis en el cultivo de soja
puro y en mezclas soja - A. annua y soja - C. album

Objetivo 4. Evaluar la comunidad de insectos y su relacion con las sefales
quimicas emitidas por el cultivo de soja puro y en mezclas con malezas productoras de

metabolitos secundarios junto con la herbivoria de A. gemmatalis.

. ,“"'f&{_f
Crecimiento '_#_' FIAN
compensatorio ‘ ‘ ‘
Objetivo2
i / Capitulo 1) 5 gnpug < 2/04M
n
. Compuestos
e Respuesta DIRECTAS —> 0P
A. gemmatalis de defensa
G. max \ ——
Defensas I
guimicas Supervivencia
Objetivo3b

Capitulo IV

XY

INDIRECTAS —> Sefiales

i Jefoliacié volatiles
Nivel de defoliacion Obletivod
Cbietivo 1
2 oitulo | Comunidad de insectos (—,
apitulo I Capitulo V

Figura 1. 3. Diagrama esquematico de los objetivos especificos presentados en la tesis.

1.2 METODOLOGIA GENERAL
Para llevar a cabo los objetivos propuestos y poner a prueba las hipotesis
formuladas se realizaron experimentos en condiciones semi-controladas a escala de

campo Yy determinaciones en condiciones controladas de laboratorio.
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1.2.1 Sitio experimental

El estudio se llevo a cabo en el campo experimental ubicado en el interior de la
Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires (FAUBA), Argentina (34°
35 lat. S, 58° 25" long. O y 25 m.s.n.m).

En cuanto a las caracteristicas del sitio experimental, el suelo puede clasificarse
como un Argiudol vértico (USDA, 1999) (Cuadro 1.1). Las condiciones meteoroldgicas
(temperatura y precipitacion) fueron registradas por la estacion meteoroldgica Villa

Ortuzar (34° 35°S, 58° 25 0), distante a 300 m del area experimental (Cuadro 1. 2).

Cuadro 1. 1. Determinaciones quimicas del suelo correspondiente a un Argiudol vértico
(USDA, 1999).

pH
Prof. 1:25 CT NT P NH4 NO3 N-NO3
Kjeldhal ByK KCL CuS0O4
cm H20 W. Black a/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
0/Kg 0/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg Kg.ha-1
0-20 6,55 19,29 1,67 86,1 28 118 72,17
20-
40 7,1 12,73 1,9 39,5 7 72,7 46,05
C.E.
Prof. (e.s) CIC Ca 2+ Mg 2+ Na+ K+ S(S0O4-2)
cm dS/m  cmolc/Kg cmolc/Kg cmolc/Kg cmolc/Kg cmolc/Kg — mg/Kg
0-20 0,46 25,6 17,3 3 0,24 2,4 12
20-

40 0,5 24,6 17,8 2,1 0,06 2,1 11
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Cuadro 1. 2. Datos climéaticos (temperatura y precipitacion) correspondientes a los afios de

experimento a campo (2011-2015).

\ Enero Febrero Marzo Abril
PP(mm) 46,9 118 154,3 61,4
1 0
AfO 1 Tmin (°C) 20,7 20,0 16,8 12,8
Tmax (°C) 31,8 30,0 26,6 23,2
Tmedia (°C) 26,3 25 21 18
PP (mm) 52,1 104,2 73,4 264,3
1 0
Afio 2 Tmin (°C) 20,2 19,3 15,2 13,9
Tmax (°C) 30,2 29,0 25,2 24,3
Tmedia (°C) 25,18 24,1 20,16 19,0
PP (mm) 251,5 254,7 166,1 126,8
1 0
Afio 3 Tmin (°C) 20,7 19,0 16,1 14,2
Tmax (°C) 31,1 27,0 25,5 22,4
Tmedia (°C) 25,89 23,0 20,7 18,3
PP (mm) 175,9 38,1 18,1 64,9
Afioa Tmin (°C) 19,2 20,0 18,0 15,4
Tmax (°C) 29,4 29,5 28,0 26,0
Tmedia (°C) 24,3 24,7 22,9 20,7

1.2.2 Descripcidn general del experimento a campo

Los ensayos se realizaron en condiciones semi-controladas durante cuatro

campafas consecutivas: 2011-2012 (Afio 1), 2012-2013 (Afo 2), 2013-2014 (Afio 3) y

2014-2015 (Afo 4). El disefio fue completamente aleatorizado en arreglo factorial con

tres repeticiones. Los factores fueron: i) 5 niveles de densidad: soja pura, soja + 2 y 4

pl/m? de A. annua y soja + 2 y 4 pl/m? de C. album v ii) 2 niveles de herbivoria de A.

gemmatalis: con y sin herbivoros, dando como resultado 10 combinaciones. Ademas, se

establecieron parcelas puras de A. annua con 3 repeticiones, como testigos para los

analisis de competencia con el cultivo. Esto conformé un total de 33 unidades

experimentales (parcelas) de 1 m? delimitadas entre si por una tela de tul para evitar el

traslado de orugas entre unidades experimentales. El disefio del experimento asi como el
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tamafo de las parcelas, las densidades de plantas, el tipo y tamafio de las borduras
fueron decididos sobre la base de experiencias previas en este tipo de ensayos (Lenardis

et al., 2007, 2011; Morvillo et al., 2011) (Figura 1. 4).
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Figura 1. 4. Representacion esquematica del disefio experimental y la distribucion a campo de
las unidades experimentales.

Para limitar la entrada de insectos y manejar la herbivoria sin restringir
demasiado las condiciones luminicas del ensayo, se cubrid la totalidad de las parcelas
con una estructura revestida con tela mosquitero (35% interferencia de luz). Las
alteraciones microclimaticas generadas por efecto de la cobertura afectaron igualmente
a todos los tratamientos ya que la tela se distribuyd homogéneamente sobre todo el
ensayo. Luego, a inicios de la etapa de fructificacion (R3, Fehr y Caviness 1977), se

retird la malla que mantuvo cubierta la estructura del experimento (Figura 1. 5).
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Figura 1. 5. Vista general del experimento con el revestimiento total de la estructura.

1.2.3 Material utilizado

Malezas

Las semillas de A. annua fueron provistas por la Universidad Estatal de
Campinas (UNICAMP) Sao Paulo, Brasil. Por su parte, las semillas de C. album se
obtuvieron del laboratorio de semillas FAUBA. Con el fin de sincronizar la emergencia
del cultivo y las malezas, dado el lento crecimiento inicial de estas Ultimas, dos meses
antes de la siembra del cultivo se sembraron las malezas. Esta siembra se realizd en
bandejas de plastico para alméacigos dentro del campo experimental, donde
permanecieron hasta el momento del trasplante a las macetas de 20 litros donde
permanecieron hasta el fin del ensayo. El riego estuvo controlado por capilaridad

durante los dos meses.
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Cultivo

Las semillas de soja utilizadas eran de la variedad DM 4670 perteneciente al
grupo de madurez IV y habito de crecimiento indeterminado. La siembra del cultivo se
realizd en el mes de enero, cuando las plantas de maleza ya habian iniciado la etapa
vegetativa. La soja se sembré a razén de 40 pl/m?, a una distancia de 35 cm entre
hileras. Ademas, se dejé una hilera de 35 cm de soja como bordura entre parcelas. El
experimento en su conjunto ocupd un area total de 100 m?. Luego de la emergencia del
cultivo, las macetas donde crecian las malezas se ubicaron en los entresurcos centrales
de cada parcela para evitar la competencia intraespecifica por los recursos del suelo y
los efectos alelopaticos sobre el medio edafico. Durante todo el experimento el riego se

realizd de acuerdo a las necesidades de las plantas.

Herbivoro

Los desoves de A. gemmatalis fueron provistos por el Instituto de Microbiologia y
Zoologia Agricola (IMyZA) de INTA Castelar, los mismos se mantuvieron en el
laboratorio de Biologia Integrada de la Céatedra de Cultivos industriales FAUBA a
temperatura ambiente hasta su eclosién. Para la cria de las larvas se mantuvieron las
mismas en bandejas plasticas cubiertas con tul para garantizar el intercambio de aire y
se alimentaron periédicamente con hojas de soja provenientes de las borduras del

ensayo, hasta el momento de su utilizacion en los respectivos tratamientos.
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ESTRUCTURA DE LA TESIS

La tesis se estructurd en seis capitulos articulados entre si (Figura 1. 6).

| Defoliacion i Competencia |
T e D - T
i crecimiento | CAPITULO 2

. Ensayo a campo
compensatorlo (poblacion)

CAPITULO 2y 3
(poblacion y organismo) ittt

Defensas quimicas
directas del cultivo y

supervivencia del
Herbivoro herbivoro

Compuestos volatiles
y atraccion de

_enemigos nalurales CAPITULO 4
CAPITULO 5 Ensayo a campo,
Enemigos analisis de laboratorio y
Ensayo a campo 9 ensayos de preferencia
(poblacion y comunidad) naturales (organismo)

Figura 1. 6. Diagrama de los experimentos realizados segin su nivel de aproximacion y
desarrollo dentro de la estructura de la tesis.

Para el “Capitulo 1. Introduccion general”, se realizé una revision de literatura, y
se detalla el estado del arte actual del tema de estudio sobre el que se sustentan las
hipdtesis y los objetivos. A su vez, se describen y fundamentan las hipdtesis que se
pusieron a prueba en esta tesis, llegando a los objetivos planteados. Por dltimo, se
detalla la metodologia general utilizada para cumplir con los objetivos y poner a prueba

las hipétesis.

En el “Capitulo 2. Cambios en la herbivoria sobre el cultivo de soja”, se
desarroll6 el contenido relacionado al objetivo 1, donde se evalu6 la herbivoria sobre el
cultivo soja generada por la oruga defoliadora A. gemmatalis y otros herbivoros

espontaneos.

En el “Capitulo 3. Respuesta del cultivo frente a la herbivoria: crecimiento

compensatorio”, se desarrollé el contenido relacionado al objetivo 2. Aqui se evaluo el
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efecto de la herbivoria de A. gemmatalis sobre las respuestas ligadas al crecimiento del

cultivo soja en monoculturas o en mezclas con A. annua 'y C. album.

En el “Capitulo 4. Defensas quimicas del cultivo en respuesta a la herbivoria.
Supervivencia de A. gemmatalis frente a las defensas quimicas del cultivo”, se
desarroll6 el contenido relacionado a los objetivos 3a y 3b. Aqui se evaluo el efecto de
la herbivoria de A. gemmatalis sobre la produccion de defensas quimicas directas del
cultivo de soja puro y en mezclas con A. annua y C. album y el efecto de éstas defensas

sobre la supervivencia de A. gemmatalis”.

En el “Capitulo 5. Relacion entre las sefiales volatiles y la comunidad de
insectos”, se desarroll6 el contenido relacionado al objetivo 4 evaluando las diferencias
entre las huellas olfativas de las distintas combinaciones cultivo - malezas - herbivoria,

y su impacto sobre la comunidad de insectos benéficos.

En el capitulo final, “Capitulo 6. Sintesis y discusion general”, se discutio en qué
medida los resultados obtenidos en esta tesis permiten aceptar o rechazar las hipotesis
planteadas inicialmente. Ademaés, se examinaron y fundamentaron los principales
hallazgos en relacién con el estado actual de los conocimientos. Por Gltimo, se hicieron
proyecciones de la aplicabilidad de los resultados obtenidos en el manejo actual de los

ag roecosistemas.
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2.1 INTRODUCCION

Una gran diversidad de plagas ataca al cultivo de soja a lo largo de su ciclo
ontogénico provocandole disminuciones en el rendimiento. Entre ellas se encuentran
diversos insectos herbivoros de los oOrdenes Lepidoptera, Hemiptera, Coledptera y
Orthoptera (Aragon etal., 1998). Durante el periodo vegetativo, muchas orugas
defoliadoras, con diferente capacidad de dafio y susceptibilidad a insecticidas, alcanzan
altos niveles de infestacion y en consecuencia generan grandes reducciones en el stand
de plantas. Las principales especies de lepiddpteros son la oruga medidora (Rachiplusia
nu), la oruga militar tardia (Spodoptera frugiperda), la oruga bolillera (Helicoverpa
gelotopoeon), la gata peluda norteamericana (Spilosoma virginica) y la oruga de las
leguminosas (Anticarsia gemmatalis). A su vez, en el periodo reproductivo se
incrementan las poblaciones de chinches, principalmente Nezara viridula, Piezodorus
guildinii y Dichelops furcatus, insectos que representan una seria amenaza al cultivo por
su gran impacto tanto en el rendimiento como en la calidad de la semilla (Aragon et al.,

1998).

Oruga de las leguminosas

Anticarsia gemmatalis es un lepiddptero defoliador mono6fago de leguminosas.
A pesar de no ser una plaga especialista de la soja es una de las plagas mas importantes
del cultivo de soja en América del Sur y el Caribe (Saunders et al., 1998). Las larvas de
esta especie se alimentan de hojas y vainas de la mayoria de las leguminosas, generando
defoliacion de las plantas en condiciones severas de infestacion. A. gemmatalis presenta
seis estadios larvales y requiere de 15 a 20 dias para alcanzar su maximo desarrollo. Las
pupas se ubican en los primeros centimetros del suelo y después de 10-12 dias aparecen

los adultos. Generalmente tiene varias generaciones al afio (Aragon etal., 1998;
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Saunders et al., 1998), y en la Regién Pampeana, inicia los ataques al cultivo de soja a
fines de febrero, marzo y abril, principalmente en lotes de segunda época de siembra
(Aragon et al., 2002). Esta oruga llega a medir de 35 a 40 mm de longitud y se presenta
en dos formas: una de color verde intenso y otra de color oscuro a negro, con una serie
de lineas blancas longitudinales. Requieren 3 a 4 semanas para alcanzar su maximo
desarrollo. Una oruga puede consumir entre 100 y 110 cm? de hojas, y total o
parcialmente las vainas que no formaron granos o estan en inicio de formacién de los

mismos.

Interaccion cultivo - herbivoro - maleza

La herbivoria sobre el cultivo puede verse afectada por la presencia de las
malezas, principalmente a través del efecto de dilucion, el cual hace que el insecto sea
menos eficiente en su intento de colonizar y/o alimentarse del cultivo cuando esta
acompafiado de otras especies vegetales. Este efecto es denso-dependiente por lo tanto
cuantas mas plantas de distintas especies se encuentren dentro de la mezcla mayor sera
el efecto de dilucién (Root, 1973; Bernays y Chapman, 1994; Norris y Kogan, 2000;
Wisler y Norris, 2005). El efecto de dilucion impacta directamente sobre los insectos
plaga, eso lo convierte en uno de los principales beneficios que aportan las mezclas de
especies o los policultivos frente a cultivos puros (Malézieux et al., 2009; Gaba et al.,

2015).

Las sefiales quimicas emitidas por malezas y cultivos presentes en el sistema
pueden condicionar por una parte el comportamiento de los herbivoros afectando
directamente el grado de herbivoria, y por otra parte la produccion y sintesis de
compuestos de defensa en plantas vecinas (Turlings et al., 1990; Moraes et al., 2005;

Charleston et al., 2006). Por lo tanto, las sefiales liberadas por las plantas ejercen un rol
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determinante de la estructura y composicion de la comunidad de insectos asociada al
cultivo ya que pueden actuar atrayendo o repeliendo insectos. Las plantas que producen
metabolitos de base nitrogenada como los alcaloides, pueden actuar como fuente
alternativa de alimento para los herbivoros presentes en el sistema, y asi disminuir la

herbivoria directa generada sobre el cultivo (Lee, 2000; Lee et al., 2001).

Dependiendo de las caracteristicas nutritivas y del tipo de sefiales que liberan las
plantas acompafiantes del cultivo, acttan diferentes mecanismos de interaccién entre el
cultivo - herbivoro - malezas. Por ejemplo, las malezas productoras de metabolitos
secundarios como los terpenos volatiles (i.e. Artemisia annua L.) pueden liberar al
medio sefiales que atraen o repelen insectos, y a su vez promueven la produccion de
compuestos de defensa por parte del cultivo soja. Mientras que malezas como C. album
L., pueden ser fuente alternativa de alimento para los herbivoros del sistema, y reducir
el consumo del insecto sobre el cultivo por efecto de dilucion (Harder etal., 2007;

Stolcova, 2009a).

Cultivo de soja en el agroecosistema pampeano

En la actualidad, el manejo de plagas en el cultivo de soja continta siendo un
tema de preocupacion dentro de la planificacion integral del cultivo. Si bien existen
novedosas estrategias para el manejo de lepiddpteros (insecticidas, cultivares de soja
BT), su eficiencia de control puede disminuir con su uso recurrente en el tiempo por la
generacion de resistencia en los insectos (Heckel et al., 2007; Tabashnik y Carriére,
2017). Asimismo, a esta problematica se suma la disminucion de la biodiversidad (de
La Fuente et al., 2010) y la contaminacion ambiental asociada a incrementos en el uso
de insumos (energia, agroquimicos) (Satorre, 2005; Aizen et al., 2009). Landis (2017)

propone redisefiar el paisaje agricola para compensar la péerdida de servicios
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ecosistemicos por efecto de la simplificacion del sistema. Por ello, resulta necesario
generar conocimiento sobre nuevas alternativas en el manejo de plagas que reduzcan el
nivel de infestacion y la defoliacién producida en el cultivo, pero que a su vez generen

impactos positivos sobre el sistema.

Una de las alternativas de manejo sustentable mas aceptadas hace foco en la
diversificacion del sistema productivo, utilizando especies acompafantes que impacten
positivamente sobre algun servicio del ecosistema, como la regulacion de las
adversidades bioticas o el incremento de la fauna de insectos benéficos (Landis et al.,
2000; Moraes et al., 2005; McPherson y Buss, 2007). Por ejemplo, la presencia de
plantaciones de flores nativas aumenta la abundancia de abejas silvestres en una gran
variedad de paisajes agricolas, que podria garantizar una polinizacion adecuada y
aumentar el rendimiento de los pequefios agricultores (Garibaldi etal., 2014, 2017).
Otra posibilidad, es que el cultivo conviva con algunas especies consideradas
“ingenieras del sistema” (Jones etal., 1994), ya sea sembrandolo en policulturas o
permitiendo la coexistencia del cultivo con especies consideradas malezas. Existen
evidencias que muestran la disminucién de insectos perjudiciales, y su consecuente
impacto sobre el cultivo, al comparar sistemas de cultivos mixtos con monoculturas

(Malézieux et al., 2009; Malézieux, 2012; Landis, 2017).

Estos antecedentes sugieren que la diversificacion del sistema productivo, a
partir de la presencia de acompafiantes del cultivo genera impactos positivos en el
sistema. Sin embargo, no existen evidencias de si dicho efecto sobre la herbivoria de A.
gemmatalis en el cultivo de soja varia dependiendo de la densidad o del tipo de
metabolito secundario que producen las plantas acompafantes. Por cuanto, se plantean

los siguientes objetivos e hipotesis:
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2.1.1 Objetivo e hipdtesis
El objetivo del presente capitulo es evaluar la herbivoria de A. gemmatalis en el
cultivo de soja puro y en mezclas con distintas densidades de malezas productoras de

diversos metabolitos secundarios.

La hipotesis plantea que:

i. Hipdtesis 1: La presencia de malezas productoras de distintos metabolitos
secundarios dentro del cultivo, al generar un efecto de dilucion denso-dependiente
en el sistema, afectan la herbivoria sobre el cultivo soja. La herbivoria sobre el
cultivo soja serd mayor en monoculturas de soja, con respecto a las mezclas con

altas densidades de malezas productoras de diferentes metabolitos secundarios.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Ensayo a campo

La descripcion general del ensayo, el disefio experimental y los respectivos
tratamientos fueron detallados en la metodologia general, dentro del Capitulo 1. A
continuacion se detalla la metodologia que se llevo a cabo para poner a prueba el

objetivo e hipotesis correspondientes al presente capitulo.

Para evaluar la defoliacion en el cultivo de soja puro y en mezclas con distintas
densidades de malezas productoras de metabolitos secundarios (A. annua y C. album) se

trabajo con dos tipos de herbivoria: impuesta y espontanea (Figura 2. 1).
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Figura 2. 1. Representacion esquematica de los tratamientos y las mediciones implementadas
para cumplir con el objetivo del presente capitulo. Las lineas verticales dentro de las parcelas
representan las hileras del cultivo de soja. R6-R8, el estado fenoldgico (Fehr y Caviness, 1977).

Para el caso de la herbivoria impuesta, en el afio 2 se evalud la herbivoria
generada por la introduccion de la oruga defoliadora A. gemmatalis sobre el cultivo de
soja. En la etapa de plena floracion (R2) (Fehr y Caviness, 1977), para asegurar la
herbivoria a corto plazo se introdujeron 100 orugas de A. gemmatalis sobre las hojas de
la parte media de las plantas ubicadas en el centro de cada parcela con tratamiento de
herbivoria. De esta forma, se generd un nivel de infestacion por encima del umbral de
dafio econdmico (5 o0 méas orugas de 1,5 cm por m de surco) con aproximadamente 5-7

larvas.planta™ (Russin, 1989; Zavala et al., 2001).

Para el caso de la herbivoria espontanea, en los afios 3 y 4 se evalud la
defoliacion generada, de forma natural sobre el cultivo soja, por los herbivoros

presentes en el sistema. Para ello, a inicios de la etapa de fructificacion (R3) (Fehr y
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Caviness 1977), se retird la malla que mantuvo cubierta la estructura del experimento, y

limitaba la entrada de insectos.

En ambos casos, se evalud el nivel de dafio entre los estados fenoldgicos R6 y
R8. En el caso de la herbivoria impuesta, para garantizar que el dafio observado fuera el
generado por A. gemmatalis, se realizo la evaluacion justo antes de retirar la malla que

cubria la estructura (Figura 2. 2).

Figura 2. 2.Vista general del experimento y de las parcelas delimitadas con la tela de tul.

Por el contrario, en el caso de la herbivoria espontanea, la evaluacion se realizd
luego de retirar la malla para garantizar la accion de los herbivoros espontaneos del
sistema. Ambos tipos de herbivoria se estimaron a través de la escala logaritmica
diagramatica de evaluacién de dafio por orugas defoliadoras al cultivo de soja,

elaborada por (Boito et al., 2013) (Figura 2. 3 y Cuadro 2. 1).
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Figura 2. 3. Escala diagramética de dafio por orugas defoliadoras en el cultivo de soja (Boito et
al., 2013).

Cuadro 2. 1. Punto medio y limites inferior y superior para cada clase obtenidos con el
programa DOSLOG (Boito et al., 2013).

Clase Limite inferior Punto medio Limite superior

0 0,00 0,00 0,00
1 0,00 1,91 2,63
2 2,63 3,64 5,02
3 5,02 6,94 9,58
4 9,58 13,23 18,26
5 18,26 25,22 34,83
6 34,83 48,10

La escala propuesta por Boito et al. (2013) consta de siete clases y fue validada
por su exactitud, precision y reproducibilidad. La misma se determind a partir de
defoliacion real sobre foliolos de soja y fue analizada a través de WinFolia y el
programa DOSLOG version 1.0 por Windows® (Osada-Velasquez y Mora-Aguilera,
1997). Es una escala que reduce el riesgo de sobreestimacion visual de los evaluadores,
basandose en la ley de estimulo de Weber-Fechner que establece que “la agudeza visual

es inversamente proporcional al logaritmo del estimulo”.
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2.2.2 Anadlisis de los datos

Los datos se analizaron estadisticamente a través de analisis de la varianza
(ANVA) usando el paquete estadistico “InfoStat - Statistical Software Profesional”
(version 2017) (Di Rienzo etal., 2017). Cuando los efectos o sus interacciones fueron

significativos las medias se compararon con el test HSD Tukey (p<0,05).

Para evaluar el efecto combinado de la competencia y la herbivoria, se realizd un
analisis de porcentaje de pérdida de rendimiento en funcion de la densidad de la maleza
A. annua. Para ello, previamente se calcul6 el rendimiento relativo del cultivo y de la
maleza. Para el calculo del rendimiento relativo se relaciona el rendimiento producido
por cada especie estando en mezcla respecto al rendimiento producido en monocultivo
(ver seccion 3.2: Materiales y Métodos. Capitulo 3). Para ello se analizaron los datos de
las parcelas con mezclas del cultivo soja y la maleza A. annua (2A y 4A) y las parcelas

puras de ambas especies (SP y AP).

2.3 RESULTADOS
2.3.1 Defoliacién por herbivoria de Anticarsia gemmatalis

Los resultados muestran diferencias significativas en el nivel de defoliacion de
A. gemmatalis sobre el cultivo de soja puro con respecto a las mezclas con malezas
acompariantes (p=0,002). Para el afio 2, el tratamiento de soja pura presentd el mayor
nivel de defoliacion (alrededor del 12%), mientras que los tratamientos de soja con
malezas acompafantes presentaron valores de defoliacion mucho mas bajos (entre 2 y
6%) (Figura 2. 4). Por su parte, no hubo diferencias estadisticas entre tratamientos en

relacién al tipo de maleza acompafiante, ni a la densidad dentro de la mezcla.
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Figura 2. 4. Nivel de defoliacién sobre el cultivo soja generada por la oruga Anticarsia
gemmatalis en los distintos tratamientos para el afio 2. Las barras representan el error estandar
de la media, p<0,05 (*).

2.3.2 Defoliacion por herbivoria espontanea

En cuanto a la defoliacién generada de forma espontanea por los herbivoros
presentes en el sistema durante los afios 3 y 4, los resultados muestran diferencias
significativas en el nivel de defoliacién en el cultivo puro con respecto a las mezclas
(p=0,007 y p=0,002, respectivamente). Asi, en ambos afios el tratamiento de soja pura
presentd un nivel de defoliacién mayor (18 y 15 %, respectivamente), con respecto a los
tratamientos con malezas acompafantes que estuvieron alrededor del 5% de defoliacién
en ambas campafias. No hubo diferencias estadisticas asociadas al tipo de maleza

acompafiante, ni a la densidad (Figura 2. 5).

En resumen, tanto con la herbivoria espontanea como con la herbivoria impuesta
los valores de defoliacion en soja pura fueron mayores que los encontrados en las
mezclas, y no se registraron diferencias con el tipo de maleza presente en la mezcla ni

con la densidad de la misma.
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Figura 2. 5. Nivel de defoliacion generada de forma espontanea sobre el cultivo soja en los
distintos tratamientos para el afio 3 (izquierda) y afio 4 (derecha). Las barras representan el error
estandar de la media, p<0,05 (*).

2.3.3 Pérdida de rendimiento

Los resultados del efecto de la competencia muestran por una parte que el
rendimiento del cultivo (kg.ha™) disminuye a medida que aumenta la densidad de la
maleza A.annua sin herbivoria. Esta disminucién no ocurrié cuando los tratamientos de

herbivoria y competencia ocurrieron simultaneamente (2AH, 4AH) (Figura 2. 6).

5000
4000
-~ A.annua
3000j -+ A.annua + Herbivoria
L 4

2000

Rendimiento del cultivo (kg.ha'l)

1000 T
0 2 4

Densidad de A. annua (pI.m'z)
Figura 2. 6. Rendimiento del cultivo de soja en funcion de la densidad de la maleza A. annua,

con (linea segmentada) y sin (linea continua) herbivoria de A. gemmatalis. Las barras
representan el error estdndar de la media.
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El porcentaje de pérdida de rendimiento del cultivo en funcion de la densidad de
la maleza, tiende a aumentar con la densidad de la maleza. Sin embargo, la pérdida no

supera el 20% y tiende a ser menor con herbivoria (Figura 2. 7).
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Figura 2. 7. Porcentaje de pérdida de rendimiento del cultivo soja en funcion de la densidad de
la maleza A. annua, con (linea segmentada) y sin (linea continua) herbivoria de A. gemmatalis.
Las barras representan el error estandar de la media.

2.4 DISCUSION

En este capitulo se evalu6 la herbivoria de A. gemmatalis sobre el cultivo de soja
puro y en mezclas con distintas densidades de malezas productoras de metabolitos
secundarios. Ademas, se analizo la pérdida de rendimiento del cultivo en funcién de la
densidad de la maleza A. annua. Los resultados mostraron que la herbivoria de la oruga
defoliadora, expresado en porcentaje de tejido removido segun Boito et al. (2013), fue
significativamente mayor en las monoculturas de soja que en las mezclas con malezas.
Estas diferencias, pueden estar relacionadas directamente con la presencia de las
malezas acompafantes y/o indirectamente con el impacto que pueden generar estas

especies sobre el sistema (i.e. cambios en el ambiente quimico, insectos relacionados).

La disminucién de la herbivoria sobre el cultivo asociada directamente con la

presencia de las malezas acompafantes, puede explicarse a través del efecto de dilucion
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o por ser refugio o fuente alternativa de alimento para el insecto. En este sentido, las
malezas A. annua y C. album acompafaron al cultivo a lo largo del experimento y al
generar un stand mas diverso y heterogeneo (i.e. cultivo con malezas) podrian haber
afectado la herbivoria por dilucion. Malézieux et al. (2009) resalta que el efecto dilucién
es uno de los principales beneficios que aportan las policulturas, por su efecto directo

sobre la disminucion de insectos perjudiciales.

A su vez, la presencia de plantas acompafiantes dentro del sistema puede provocar
la disminucién de la herbivoria al representar no sélo un refugio, sino una fuente
alternativa de alimento aln para insectos monoéfagos, es decir que se alimentan
solamente de una especie, o de plantas del mismo género (Norris y Kogan, 2000). El
término mondfago estéa relacionado a una definicién quimica, por lo tanto, las plantas
que contienen metabolitos secundarios similares pero que estan en diversos taxones
boténicos pueden ser parte del rango de alimentacion de un insecto mondfago (Norris y
Kogan, 2000). Las malezas Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv., Echinochloa colona
(L.) Link y Digitaria sp., por ejemplo representan una fuente alternativa de alimento
para la “chinche del arroz” — Leptocorisa oratorius (F.) en cultivos de arroz (Morrill
etal., 1990), Kochia scoparia (L.) Schrad., Amaranthus retroflexus (L.), Salsola rigida
Pall., para Cosmobaris americana Casey. en cultivos de girasol (Armstrong, 1997),
mientras que Medicago lupulina (L.) y Melilotus albus Medik. para A. gemmatalis
(Slansky, 1989). En todos los casos, la presencia de malezas generd un efecto positivo
sobre el cultivo del sistema productivo. Este tipo de comportamiento dentro del sistema
podria aplicarse para el caso especifico de la maleza C. album, ya que durante la
realizacion de los ensayos a campo, se observd que esta maleza fue consistentemente

defoliada por distintos herbivoros (e.g. hormigas, orugas).
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Poonia y Upadhayay (2015) resaltan a C. alboum como una especie de un alto
valor energético, con un elevado contenido de minerales, fibras, proteinas y acidos
grasos, que incluso en la actualidad es utilizada en la alimentacion humana. Estas
caracteristicas nutricionales la convierten en una especie altamente atractiva para
numerosos herbivoros. En este sentido, Stolcova (2009b) encontrd defoliaciones de
hasta un 78% sobre plantulas de C. album producida por diferentes insectos, entre ellos
larvas defoliadoras. Asimismo, Harder et al. (2007) reportaron comunidades de insectos
defoliadores pertenecientes al orden Curculionidae y Agromyzidae asociados a esta

especie de maleza.

Por otra parte, las diferencias encontradas en el nivel de defoliacion pueden
explicarse también por los compuestos volatiles liberados al medio, especificamente en
los tratamientos con A. annua. Los metabolitos secundarios liberados por las plantas
como A. annua modulan de manera individual o en conjunto el entorno donde se
desenvuelven los insectos incidiendo en la atraccion, repelencia, alimentacion,
crecimiento y reproducciéon de los insectos (Bernays y Chapman, 1994; Booth y

Swanton, 2002; Cipollini, 2004; Radosevich et al., 2007; Lenardis et al., 2011).

Ferreira y Janick (2004) definen a la especie A. annua como una planta
alelopatica que produce una gran cantidad de metabolitos secundarios, entre los que se
encuentran los terpenos, flavonoides, cumarinas, glicosidos, esteroles y fenoles. Muchos
de estos metabolitos son compuestos volatiles que la planta libera al medio
principalmente a través de tricomas ubicados en las flores, hojas y raices (Ferreira y
Janick, 1996). Probablemente el compuesto méas conocido de esta especie es la
artemisinina, un sesquiterpeno lactona endoperoxido actualmente utilizado en la
industria farmacéutica para el control de la malaria (Ivanescu et al., 2015). Incluso se ha

evaluado el potencial efecto herbicida de la artemisinina (Chen y Leather, 1990). Los
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compuestos volatiles liberados por A. annua podrian afectar el comportamiento de la
oruga defoliadora, y alterar su capacidad de herbivoria sobre el cultivo. Estos
compuestos pueden a su vez afectar tanto las defensas quimicas directas del cultivo y la
supervivencia del herbivoro (ver Capitulo 4), como las defensas quimicas indirectas del

cultivo y la llegada de enemigos naturales al sistema (ver Capitulo 5).

Los resultados encontrados también podrian estar relacionados con la llegada de
insectos benéficos producto de la alteracion de los compuestos volatiles del sistema (ver
Capitulo 5). Trabajos anteriores han demostrado que existe una fuerte relacion entre la
liberacion de estos compuestos volatiles por parte de la maleza A. annua en presencia
del cultivo soja y la atraccion de insectos benéficos (Lenardis etal., 2011). Esto
demuestra que la presencia de esta especie dentro del sistema, ya sea de forma
espontanea como maleza o introducida en el marco de una policultura, puede generar un
efecto “bottom up”. Es decir, cambios en ¢l nivel mas bajo de la red trofica (i.e. plantas)
favorecen la estructura de algun nivel trofico superior (i.e. insectos). Por ejemplo,
cambios en los metabolitos primarios y secundarios de plantas pueden afectar tanto la
persistencia y la alimentacion de los herbivoros, como la efectividad de los enemigos
naturales (i.e. entomopatogenos, entoméfagos) (Shikano, 2017). Si ademas, los insectos
atraidos son en su mayoria benéficos (parasitoides, depredadores, polinizadores) se
genera un impacto positivo sobre las plantas involucradas a través de la disminucién de

la poblacion de herbivoros presentes (“top down”) (Hunter y Price, 1992).

Pérdida de rendimiento en funcion de la densidad de A. annua

El andlisis de la pérdida del rendimiento del cultivo de soja en funcion del

aumento de la densidad de la maleza A. annua, en presencia y ausencia de herbivoria,
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muestra una leve tendencia negativa del rendimiento del cultivo en respuesta al aumento
de la densidad de maleza. Sin embargo, al evaluar el efecto conjunto de la competencia
y la herbivoria, resultd una combinacion ligeramente positiva para el cultivo.
Aparentemente, la presencia de la maleza A. annua junto con la herbivoria de A.
gemmatalis genera un efecto “amortiguador” de la competencia sobre el rendimiento del

cultivo.

Estas diferencias indican una posible interaccion positiva entre las malezas
acompafantes y la herbivoria, que se vio reflejado sobre el rendimiento del cultivo. A
escala de campo es muy frecuente que ocurran ambas interacciones. De hecho, la
condicion en que las plantas enfrentan simultaneamente la competencia interespecifica y
la herbivoria podria considerarse lo que se conoce como “el dilema de las plantas”, en
esta situacion, las plantas deben asignar recursos al crecimiento o la defensa (Herms y
Mattson, 1992). Un factor determinante en este tipo de casos es la estructura del cultivo
previo a la herbivoria, especificamente, la generacion de area foliar o el indice de area
foliar (1AF) logrado por el cultivo. Si el IAF esta por encima del IAF critico, el cultivo
de soja es capaz de tolerar defoliaciones severas sin afectar significativamente el
rendimiento. En este ensayo, dado que el cultivo no contaba con limitaciones de
recursos previo al tratamiento de herbivoria, el IAF superaba al critico, esto sumado a
que probablemente la herbivoria estimulé el crecimiento compensatorio hizo que la
situacion de “competencia + herbivoria” resultara positiva en términos de generacién de

biomasa y rendimiento.

Por otra parte, las diferencias de magnitud encontradas entre la herbivoria
impuesta y la espontanea pueden estar relacionadas con el tipo y la abundancia de
herbivoros. En el caso de la herbivoria generada por A. gemmatalis, la abundancia

estuvo controlada por el tratamiento impuesto y la maxima defoliacion encontrada
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estuvo alrededor del 12%. Mientras que, en el caso de la herbivoria espontanea, el tipo
de herbivoro y la abundancia fueron aleatorios y la méaxima defoliacion encontrada
estuvo alrededor del 18% y 15%, para los afios 3 y 4, respectivamente. Entonces, el
nivel de herbivoria generado sobre el cultivo puede variar dependiendo del insecto y la

intensidad con que realice el dafio.

2.5 CONCLUSIONES
Los resultados del presente capitulo permiten extraer las siguientes conclusiones:

i.  La coexistencia del cultivo de soja con las malezas acompafantes a lo largo de
todo su ciclo ontogénico gener6 un impacto positivo minimizando el dafio
generado por los herbivoros presentes en el sistema productivo.

ii. La herbivoria sobre el cultivo de soja, tanto la generada por la oruga A.
gemmatalis como la que se generd por los herbivoros que llegaron de forma
espontanea, disminuyo significativamente con la presencia de malezas
acompariantes dentro del sistema.

iii.  Existe una interaccion positiva entre la presencia de las malezas acompafiantes y
la herbivoria mediada a través de la respuesta compensatoria del cultivo, en
términos de generacion de biomasa y rendimiento.

iv.  La pérdida de rendimiento del cultivo aumentd en funcion del incremento de la
densidad de la maleza presente en la mezcla, sin embargo, las pérdidas se
mantuvieron en niveles bajos, y a su vez, esta respuesta se vio “amortiguada”

cuando del tratamiento de herbivoria estuvo presente en forma simultanea.

Por lo expuesto, ya que no hubo diferencias entre las densidades utilizadas, se

acepta parcialmente la hipotesis 1 que plantea que “La presencia de malezas
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productoras de distintos metabolitos secundarios dentro del cultivo, al generar un
efecto de dilucion denso-dependiente en el sistema, afectan la herbivoria sobre el
cultivo soja. La herbivoria sobre el cultivo soja sera mayor en monoculturas de soja,
con respecto a las mezclas con altas densidades de malezas productoras de diferentes

metabolitos secundarios”.
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Respuesta del cultivo frente a la herbivoria: crecimiento compensatorio
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3.1 INTRODUCCION

La plasticidad fenotipica es la propiedad de un genotipo para producir diferentes
fenotipos fisiologicos o morfoldgicos en respuesta a diversas condiciones ambientales.
Los principales factores que promueven la expresion de la plasticidad fenotipica son las
variaciones del ambiente bidtico y abidtico, y las variaciones genéticas en las plantas
vecinas (Callaway et al., 2003). Es decir, las plantas poseen la capacidad de responder a
los continuos estimulos del entorno: variaciones ambientales, el estrés, la herbivoria, el
parasitismo, relaciones mutualistas, la competencia y las sefiales de plantas vecinas.
Muchas de estas variaciones ocurren de forma simultanea, lo que genera en las plantas
compromisos entre los distintos procesos y mecanismos, como por ejemplo el
compromiso entre la necesidad de crecer y desarrollarse y la urgencia de defenderse

(Herms y Mattson, 1992).

En relacion a la defensa, numerosos autores coinciden en que esta respuesta se
divide en dos mecanismos principales: la tolerancia y la resistencia (Moraes et al., 2005;
Heil y Karban, 2010; Wang et al., 2015). Por un lado, la tolerancia se entiende como la
capacidad de minimizar el efecto negativo del dafio generado por la herbivoria. Por su
parte, la resistencia consiste en afectar negativamente al atacante a través de la sintesis
de compuestos quimicos que detengan la herbivoria afectandolo en forma directa, o
indirecta, a través de la liberacion de compuestos que atraigan enemigos naturales. La
sintesis de los compuestos de defensa se lleva a cabo por la recepcion de las sefiales
introducidas por el herbivoro al momento del ataque mas las sefiales generadas por las
condiciones abioticas que activan diversas rutas de comunicacion cruzada en el
metabolismo de la planta. Luego, dependiendo del atacante y del estrés abiotico se
produce una reconfiguracion metabdlica para determinar la respuesta al ataque: defensas

directas, indirectas o tolerancia (Figura 3. 1) (Kessler y Baldwin, 2002a; Jasshi et al.,
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2010; Schuman y Baldwin, 2016). En un principio se consideraba a estos mecanismos
funcionalmente redundantes, pero estudios recientes respaldan la idea de que son
complementarios entre si, favoreciendo la presencia de patrones de defensas mixtos

(Carmona y Fornoni, 2013).

Este capitulo hace énfasis en uno de los mecanismos de la tolerancia, el
crecimiento compensatorio del cultivo de soja por efecto de la herbivoria de Anticarsia

gemmatalis en presencia de malezas productoras de metabolitos secundarios.

Depredadores/

parasitoides

Estrés abidtico

Ruta de comunicacién cruzada |

!

" - 5 Tol i
Reconfiguracién ST

metabolica H

Defensa
directa

Defensa
indirecta

Figura 3. 1. Representacion esquematica de las defensas de las plantas en respuesta al ataque de
insectos defoliadores (Modificado de Kessler y Baldwin, 2002).

Tolerancia

La tolerancia es una estrategia utilizada por la mayoria de las plantas para
compensar el dafo provocado por un factor externo ya sea incrementando la tasa
fotosintética, promoviendo el crecimiento compensatorio, utilizando reservas
almacenadas, generando cambios fenotipicos o activando meristemas dormidos (Tiffin,
2000; Wang et al., 2015). Una planta es tolerante si logra sostener la pérdida de tejido

activo con poco o ningin impacto en su “fitness” (Kessler y Baldwin, 2002a). Este
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mecanismo depende tanto de caracteristicas fisiologicas como morfologicas que le
permiten a la planta reiniciar el crecimiento después del dafio (Vilarifio y Ravetta,
2008). El reinicio del crecimiento puede tener distintas implicancias: cuando la tasa de
crecimiento disminuye por debajo de lo esperado, en funcion de la proporcion de tejido
removido se considera dafio, pero si la disminucion es menor a lo esperado, se
considera compensacion parcial. A su vez, cuando la tasa de crecimiento de las plantas
defoliadas es igual a las no defoliadas se denomina compensacion total, y si es mayor

se denomina sobrecompensacion (Ferraro y Oesterheld, 2002).

La plasticidad fenotipica juega un rol determinante en la capacidad de cada
especie de compensar luego del dafio (Heil, 2010). Ferraro y Oesterheld (2002)
analizaron numerosos trabajos del efecto de la defoliacion sobre el crecimiento de las
pasturas y encontraron que la frecuencia de la defoliacion y el tiempo de recuperacion

explican gran parte del éxito de la respuesta compensatoria a la defoliacion.

Especificamente la tolerancia a la herbivoria ha sido central en numerosos
estudios, la mayoria de los cuales estuvieron enfocados desde una perspectiva
ecoldgica, ya que juega un rol importante en la evolucion y en la dindmica ecoldgica
entre plantas y herbivoros (Carmona y Fornoni, 2013), pero se sabe mucho menos en

cuanto a la tolerancia en sistemas cultivados.

Muchas evidencias de la tolerancia frente a la herbivoria han generado
controversia a lo largo del tiempo. Las ideas que respaldan el rol positivo de la
tolerancia muestran incrementos en la tasa fotosintética de los tejidos luego de haber
sufrido el dafio, generando en consecuencia incrementos en la tasa de crecimiento y en
el rendimiento. En contraparte, otras ideas sefialan que muchas veces es mayor el costo

que el beneficio (Heil, 2010), por ejemplo cuando son necesarios iNsUMoOs que
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particularmente se encuentran limitantes como el nitrégeno (Baldwin, 2001). A su vez,
esta el riesgo que corre la planta en generar una respuesta sin éxito, ya sea porque el
dafio por herbivoria sea més rapido que la compensacion o porque las condiciones
abioticas no sean favorables. En términos ecologicos, los costos pueden escalar a otros
niveles troficos, por ejemplo herbivoros especialistas que secuestren los compuestos
quimicos de defensas de las plantas y las utilicen para contraatacar o para defenderse de
la llegada de insectos depredadores (Turlings etal., 1990; Alborn, 1997; Kessler y

Baldwin, 2002a).

Tolerancia en el cultivo de soja

El cultivo de soja presenta una elevada plasticidad fenotipica ya que, por ejemplo, posee
la capacidad de compensar variaciones en el stand y el area foliar, e igualar rendimientos a
densidades muy contrastantes (Fehr et al., 1977; Saito et al., 1983). La generacidn de estructuras
vegetativas (hojas y ramas) se extiende hasta muy avanzado el ciclo del cultivo debido a que,
continGian diferencidndose durante la etapa reproductiva a partir de los meristemas axilares
(Figura 3. 2), lo que provoca una gran superposicion en la generacion de estructuras vegetativas
y reproductivas. Esta caracteristica le permite al cultivo de soja contar con muchos meristemas

axilares para responder ante variaciones bidticas y abidticas.

100
80
60
404

20+

Hojas diferenciadas por planta

Dias desde la siembra

Figura 3. 2. Progreso de la diferenciacion de primordios foliares de la planta de soja a partir del
meristema apical del tallo principal (linea llena) y a partir de meristemas axilares (linea
punteada) durante el primer mes desde la siembra (Modificado de Borthwick y Parker, 1983).
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El cultivo de soja puede optimizar el rendimiento a bajas densidades (Carpenter
y Board, 1997a; b; Board, 2000) o ante dafios por herbivoria (Haile etal., 1998),
principalmente a través del ajuste en la eficiencia de intercepcion (ramificaciones y
expansion foliar), en la eficiencia en el uso de los recursos y en la generacién de nuevos
destinos (flores, frutos, ramas por planta, vainas por rama). Otros autores sefialan el
retraso en la senescencia como una estrategia alternativa de tolerancia ante la

defoliacion (Higley, 1992).

Segun Pedigo (1986) la tolerancia del cultivo para evitar la pérdida de
rendimiento luego de una defoliacién depende de: i) la magnitud de la defoliacidn, ii) la
fenologia del cultivo al momento de la defoliacidn, iii) el genotipo, vi) las condiciones
ambientales y v) las interacciones con plantas vecinas. Con respecto al primero, algunos
autores sefialan que el cultivo de soja puede tolerar hasta el 33% de defoliacion sin
reducciones de rendimiento (Haile etal., 1998). En relacién al segundo factor, las
defoliaciones afectan negativamente el rendimiento durante el periodo reproductivo.
Especificamente, entre R2 y R5, el dafio por herbivoria resulta mas dificil de compensar
que durante el resto del ciclo, ya que en ese lapso las reducciones en el nimero de
granos no pueden ser compensadas por aumentos en el peso de los granos (Jiang
Hongfei y Egli, 1995). El tercer factor tiene que ver con las caracteristicas propias de
cada material para tolerar o compensar. Por ejemplo, el habito de crecimiento del
cultivar tiene gran injerencia sobre la respuesta compensatoria. Cultivares
indeterminados suelen ser plantas mas altas, con mayor nimero de nudos en el tallo
principal y con mayor superposicion entre etapas fenologicas. Por ello, una defoliacion
del 50% durante el periodo reproductivo provoca menor pérdida de rendimiento en los

cultivares indeterminados (Fehr et al., 1977). El cuarto factor se refiere a los factores
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ambientales como la disponibilidad recursos y su relacién con la estructura del cultivo,
que modifica la tasa de crecimiento y en consecuencia la capacidad compensatoria del
cultivo luego de un dafio. Por ultimo, la respuesta a la herbivoria puede verse afectada

por la interaccion con otras plantas acompafiantes en el sistema.

Asi la competencia por recursos entre organismos vegetales, ademas de
restringir el crecimiento, la fecundidad, la supervivencia y la habilidad competitiva del
cultivo, puede modular la respuesta del cultivo frente a la herbivoria (Ballaré et al.,
1987, 2012; Liu et al., 2009; Green-Tracewicz et al., 2012b). El grado de competencia
entre dos especies puede analizarse y cuantificarse con distintas medidas, como por
ejemplo: i) la habilidad competitiva de los componentes de una mezcla para obtener
recursos (agua, luz, nutrientes) creciendo en mezclas, ii) la complementariedad de
recursos se refiere a la medida en qué los componentes de una mezcla comparten y
utilizan los recursos limitantes cuando crecen juntos y iii) la severidad de competencia
que mide el stress de un individuo creciendo en competencia con otros (Snaydon y

Satorre, 1989).

La tolerancia del cultivo soja al dafio causado por el lepidoptero Spodoptera
litura (Fabricius) en cultivos de soja permite que defoliaciones de 50% causen
disminuciones en el rendimiento de hasta el 20%, dependiendo del momento en el que
se realiza el dafio, siendo el periodo mas critico entre R2 y R5, donde la recuperacion a

la defoliacion es limitada (Saito et al., 1983).

En sintesis, se sabe que la tolerancia representa uno de los principales
mecanismos de las plantas para compensar el dafio provocado por un factor externo
incrementando la tasa fotosintética y promoviendo el crecimiento compensatorio

(Tiffin, 2000; Wang et al., 2015). A su vez, existen evidencias que muestran que el
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cultivo de soja presenta una elevada plasticidad fenotipica ya que puede tolerar altos
niveles de defoliacion sin alterar significativamente la generacion de rendimiento,
debido a que la generacidn de estructuras vegetativas (hojas y ramas) se extiende hasta
muy avanzado el ciclo del cultivo, lo que le permite al cultivo contar con muchos
meristemas axilares para responder ante factores externos, como una defoliacion (Fehr
etal., 1977; Saito et al., 1983; Pedigo, 1986; Haile et al., 1998). Sin embargo, no existen
evidencias acerca del impacto de la herbivoria de A. gemmatalis y la presencia de
malezas productoras de metabolitos secundarios dentro del sistema, sobre la respuesta

compensatoria del cultivo. Por cuanto, se plantean los siguientes objetivos e hipétesis:

3.1.1 Objetivo e hipotesis

Los objetivos del presente capitulo son:

. Determinar el efecto de la herbivoria de A. gemmatalis sobre el crecimiento en un
cultivo de soja acompafiado de malezas productoras de distintos metabolitos
secundarios.

ii. Evaluar la relaciébn competitiva entre el cultivo de soja y las malezas

acompafantes en respuesta a la herbivoria de A. gemmatalis.

Las hipotesis plantean que:

I. Hipotesis 2a. El crecimiento compensatorio en respuesta a la herbivoria es
estimulado en presencia de plantas que emiten sefiales volatiles. El crecimiento
compensatorio del cultivo de soja en respuesta a la herbivoria de A. gemmatalis
sera mayor en mezcla con A. annua, con respecto a la monocultura de soja o a las
mezclas con C. album.

ii.  Hipdtesis 2b. La relacion competitiva del cultivo de soja - malezas acompafiantes

en respuesta a la herbivoria de A. gemmatalis es amortiguada en presencia de
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especies poco competitivas. La relacion competitiva entre el cultivo de soja en
mezcla con A. annua en respuesta a la herbivoria de A. gemmatalis sera

incompleta o de tipo complementaria.

3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Ensayo a campo

La descripcion general del ensayo, el disefio experimental y los respectivos
tratamientos fueron detallados en la metodologia general, dentro del Capitulo 1. A
continuacion se detalla la metodologia que se llevd a cabo para poner a prueba el

objetivo e hipotesis correspondientes al presente capitulo.

Para asegurar la herbivoria y el dafio de A. gemmatalis en el cultivo de soja puro
0 en mezclas con distintas densidades de malezas, durante la fase de floracion (R2-R4)
se adicionaron 100 orugas de A. gemmatalis (por encima del umbral econémico de
dafio, 5 0 mas orugas de 1,5 cm. m™), sobre las hojas de la parte media de las plantas
ubicadas en el centro de cada parcela con herbivoria, generando un nivel de infestacion

aproximado de 4-7 larvas. planta™” (Russin, 1989; Zavala et al., 2001).

3.2.2 Determinaciones

Para estudiar el crecimiento del cultivo de soja ante la herbivoria de A.
gemmatalis y la presencia de las malezas C. album y A. annua, al finalizar el ciclo del
cultivo se cosecharon todas las plantas presentes en cada una de las parcelas del
experimento. Se estimo la biomasa total de la parte aérea (peso seco) y el peso total de
los granos. Se contabilizé el nimero y el peso de granos por parcela para estimar el

rendimiento (kg ha™). Luego se seleccionaron 10 plantas al azar de cada parcela y se
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midié la altura de la planta, desde la base hasta el apice. Ademas, se cuantifico el

numero de ramificaciones por planta (Figura 3. 3).
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Figura 3. 3. Representacion esquematica de los tratamientos y las mediciones implementadas
para cumplir con el objetivo del presente capitulo. AP: A. annua pura; SP: soja pura; 2A: soja +
2 pl/m? de A. annua; 4A: soja + 4 pl/m? de A. annua. Las lineas verticales dentro de las parcelas
representan las hileras del cultivo de soja y los triangulos cada unas de las plantas de maleza
dentro de la parcela.

En el afio 2, se analiz6 la competencia entre el cultivo y la maleza A. annua.
Para ello, al finalizar el ciclo del cultivo se coseché la parte aérea de todas las plantas
presentes en cada una de las parcelas, es decir, tanto las plantas del cultivo y como las
de la maleza. Las muestras se secaron y pesaron para cuantificar la biomasa aérea total
de cada especie en tratamientos puros (SP y AP) y en mezclas a distintas densidades

relativas (2A 'y 4A).

3.2.3 Analisis de los datos
Los efectos principales y sus interacciones se analizaron a través de analisis de
la varianza (ANVA) usando el paquete estadistico software Infostat (version 2017) (Di

Rienzo et al., 2017). Cuando las diferencias entre tratamientos fueron significativas, las
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medias se compararon utilizando la prueba de Tukey’s (p<0,05). Previamente se
comprobaron los supuestos de homogeneidad de varianza y distribucién normal para

todos los tratamientos.

Para evaluar la compensacion del dafio, se analizo por separado, la biomasa, el
rendimiento, los componentes del rendimiento, la altura y el nimero de ramas a través
de un andlisis de regresion lineal entre tratamientos con y sin herbivoria, y se comparo

con una linea 1:1 (supuesto caso de “ningtin dafio” por herbivoria).

Para determinar si hubo o no crecimiento compensatorio se utilizo el indice de
cambio relativo en la produccion de biomasa total (relative change of total biomass,
RCT) como variable para medir la magnitud de efecto de la defoliacion sobre la

produccion:

RCT = TP(sindefoliar) — TP (defoliadas)/TP (defoliadas)

La produccion total (TP) se obtiene a partir de la biomasa aérea producida en
cada parcela. Es un indice de facil interpretacién, ya que relaciona la perdida
proporcional de biomasa ocasionada por la defoliacion. Valores de RCT=0 indican
compensacion total, es decir las plantas defoliadas y su respectivo control presentan un
comportamiento similar; valores de RCT>0 indica sobrecompensacion, es decir las
plantas defoliadas rinden mas que el control, y valores RCT<0 indica compensacion

parcial o dafio (Ferraro y Oesterheld, 2002).

Para analizar la competencia entre el cultivo y la maleza A. annua, se realiz6 un
analisis bivariado y se estimaron las distintas medidas de competencia (Snaydon y
Satorre, 1989). El rendimiento relativo (RR), indicador de la severidad de la

competencia experimentada, se calculd para cada especie a partir de la biomasa seca
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producida por una especie en competencia respecto de la biomasa aérea total, en peso

seco, producida en monocultura:

RR cultivo = BS(cultivo/maleza) / BS (cultivo monocultura)

RR maleza = BS (maleza/cultivo) / (BS (maleza monocultura)

Ademas, se calculd el rendimiento relativo total (RRT) del sistema como la

sumatoria del rendimiento relativo de cada especie:

RRT = RR cultivo + RR maleza

El RRT estima de qué manera los componentes de la mezcla cultivo-maleza
comparten los recursos limitantes del sistema, si RRT<1 hay exclusion mutua o
antagonismo, si RRT=1 hay plena competencia entre especies, y si RRT>1 hay

complementariedad en el uso de los recursos del sistema.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Efecto de la herbivoria sobre la produccion de biomasa, la altura y el nimero de
ramas del cultivo soja

En relacién al efecto de la herbivoria de A. gemmatalis sobre la generacién de
biomasa aérea del cultivo soja, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (p>0,05). Tanto en las monoculturas de soja (SP+H) como en las mezclas
con malezas (2A+H, 4A+H, 2C+H, 4C+H) la produccion total de biomasa aérea del
cultivo fue similar. En el afio 1 el valor medio de biomasa fue de 784,6 g £ 88,6 con un
rango de 650 a 950 g, mientras que en el afio 2 el valor medio fue menor que el afio

anterior (518 g = 76,4) con rango de valores que vario entre 340 y 710 g (Figura 3. 4).
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Figura 3. 4. Biomasa aérea (g) del cultivo de soja en los tratamientos soja pura (SP), 2
pl/m? de A. annua (2A), 4 pl/m? de A. annua (4A), 2 pl/m? de C. album (2C), 4 pl/m* de
C. album (4C), con (barras punteadas) y sin (barras lisas) herbivoria de A. gemmatalis,
para el afio 1 (arriba) y afio 2 (abajo). Las barras representan el error estandar de la
media.

Por su parte, en relacion al efecto de la defoliacion sobre la altura y la
generacion de ramas por planta tampoco se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos (p>0,05). El tratamiento de herbivoria no gener6 alteraciones en el
valor medio de altura (65,6 cm % 4,6) ni en el valor medio de numero ramas (2,9 ramas.
planta™ + 0,2), tanto en las monoculturas de soja como en ambas mezclas con malezas

(Figura 3. 5).
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Figura 3. 5. Altura de la planta (barras) y numero de ramas (circulos) del cultivo de soja en los
tratamientos soja pura (SP), 2 pl/m? de A. annua (2A), 4 pl/m? de A. annua (4A), 2 pl/m? de C.
album (2C), 4 pl/m? de C. album (4C), con (barras punteadas) y sin (barras lisas) herbivoria de
A. gemmatalis, para el afio 2. Las barras representan el error estandar de la media.

3.3.2 Respuesta compensatoria del cultivo de soja

Biomasa aérea

El efecto de la herbivoria de A. gemmatalis sobre la produccion de biomasa del
cultivo soja estando puro y en mezclas con malezas, no mostré diferencias significativas
al comparar cada tratamiento de herbivoria respecto a su control. En el afio 1 y 2 el
analisis de los resultados de RCT muestra valores cercanos al 0, entre -0,03 y 0,01 en el

primer afo, y entre -0,06 y 0,03 en el segundo (Figura 3. 6).

0,11

0.051 0.05

RCT
o
|_
_|

-0.05 1 -0.05 1

-0,1 T T T T T -0,1 T T T T T

Tratamientos Tratamientos

Figura 3. 6. Cambio relativo de la produccion total (RCT) en plantas defoliadas con respecto a
su control para el afio 1 (izquierda) y el afio 2 (derecha). Las barras representan el error estandar
de la media.
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En los dos afios los valores de biomasa de los tratamientos con herbivoria
tendieron a ser menores que aquellos sin herbivoria. El andlisis de regresion lineal
sefiala en ambos afos que no hubo relacion entre la produccion total de biomasa aérea
(g) con y sin herbivoria, ya que la pendiente de la recta de la regresion no fue
significativamente distinta de 0 (p= 0,44 y 0,47 en los afios 1 y 2 respectivamente). En
el afo 1, todos los puntos se ubicaron cerca o por debajo de la linea 1:1, mientras que en
el afo 2 los puntos se repartieron cercanos (2A y 4A), por encima (2C) y por debajo (SP

y 4C) de la linea 1:1 (Figura 3. 7).
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Figura 3. 7. Relacion entre la produccion total de biomasa aérea (g) con y sin herbivoria de A.
gemmatalis durante los afios 1 y 2. La linea segmentada representa la relacion 1:1

En los dos afios los valores de biomasa logrados en los tratamientos con
herbivoria tienden a ser menores y la produccion de biomasa fue mayor en el afio 1 que
en el 2. En el afio 1, las monoculturas de soja (SP) presentaron un valor promedio de
produccién de biomasa de 799 g + 70,6 con herbivoria; y de 847 g + 151,8 sin
herbivoria. Mientras que en el afio 2, el valor promedio de biomasa de SP fue 501 g +
147,9 con herbivoria; y 559 + 57,2 sin herbivoria. En el afio 1, los tratamientos de soja
en mezcla con A. annua (2A y 4A) con herbivoria presentaron valores promedio de
biomasa de 755 g + 132 y 691 g + 12,3 respectivamente, y sin herbivoria 861 g £ 74,2y

789 g £ 57 respectivamente; ubicandose por debajo de la linea 1:1. Mientras que los
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mismos tratamientos en el afio 2 con herbivoria presentaron valores promedio de
biomasa de 514 g + 55,3 y 460 g + 72,6 respectivamente, y sin herbivoria, 498 g + 61,4
y 454 g + 8,7 respectivamente; ambos tratamientos se mantuvieron sobre la linea de 1:1

(Figura 3. 7).

Por su parte, en el afio 1 las mezclas con C. album (2C y 4C) con herbivoria
presentaron valores promedio de biomasa de 775 g = 108,7 y 751 g + 78,2
respectivamente, y sin herbivoria 789 g + 74,1 y 7859 g + 67,4 respectivamente;
ubicandose por debajo de la linea 1:1. Los mismos tratamientos en el afio 2 con
herbivoria produjeron 555 g + 53,9 y 526 g + 68,7 de biomasa respectivamente, y sin
herbivoria 505 g + 27,9 y 614 g + 88 respectivamente. El tratamiento 2C se ubicé sobre

la linea 1:1 y por su parte el 4C por debajo de la misma (Figura 3.7).

Rendimiento y sus componentes

No hubo relacién entre el rendimiento (kg.ha™*) con y sin herbivoria, ya que la
pendiente de la recta de la regresion no fue significativamente distinta de cero (p=0,88).
Los puntos se repartieron sobre (2A), por encima (2C y 4A) y por debajo (SP y 4C) de

la linea 1:1 (Figura 3. 8).
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Figura 3. 8. Relacion entre el rendimiento (kg.ha™) de los tratamientos con y sin herbivoria
durante el afio 2. La linea segmentada representa la relacion 1:1.
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Con respecto a los componentes del rendimiento, no hubo diferencias
significativas tanto para el peso como para el numero de granos (p=0,88 y p=0,70,
respectivamente) en el analisis de regresion lineal. En ambos casos, los tratamientos de
soja en mezcla con A. annua (2A y 4A) se mantuvieron sobre la linea 1:1, por su parte
el tratamiento 2C se ubicO por encima de la linea 1:1 a diferencia de 4C y SP se
ubicaron por debajo (Figura 3. 9).
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Figura 3. 9. Relacién entre el peso (izquierda) y el nimero (derecha) de granos con y sin
herbivoria durante el afio 2. La linea segmentada representa la relacion 1:1

3.3.2.3 Altura y numero de ramas

No hubo relacion entre la altura y el nimero de ramas por planta obtenidos con o
sin herbivoria, ya que la tendencia no fue significativamente distinta de cero (p=0,17 y
p=0,76, respectivamente). En el caso de la altura por planta, el tratamiento 2A se ubicd
ligeramente sobre la linea 1:1, el tratamiento 4C se ubicé nuevamente por debajo de la
linea 1:1, y el resto de los tratamientos estuvieron sobre la linea 1:1. En cuanto al
nimero de ramas por planta, el tratamiento 2C se ubicé ligeramente sobre la linea 1:1,
el tratamiento SP se ubicd sobre la linea 1:1, mientras que resto de los tratamientos se

ubicaron por debajo de la misma (Figura 3. 10).
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Figura 3. 10. Relacion entre el nimero de ramas por planta (izquierda) y la altura por planta
(derecha) con y sin herbivoria durante el afio 2. La linea segmentada representa la relacion 1:1

3.3.3 Medidas de competencia
3.3.3.1 Diagrama bivariado

Los valores de RRT promedio para los tratamientos 2A y 4A fueron igual a 1,63
y 1,81, respectivamente. El diagrama bivariado contrasta los rendimientos relativos
(RR) de cada especie, muestra situaciones con RRT>1 en la seccion superior del
diagrama indicando complementariedad en el uso de los recursos (Figura 3. 11). El
cultivo mantuvo un elevado rango de RR (entre 0,75 y 1), sin embargo en la figura se
observa una ligera disminucion del RR del cultivo con el incremento de la densidad de
la maleza. Por su parte al comparar entre tratamientos de densidad, las altas densidades
de maleza en la mezcla mostraron mayor RR (entre 0,75 y 1), que los tratamientos con
bajas densidades (entre 0,50 y 0,75). En cuanto al efecto del tratamiento de herbivoria
sobre la interaccion competitiva del cultivo y la maleza, el analisis bivariado no mostro6
ningun efecto de la herbivoria sobre el RR de las especies evaluadas, ya que todos los

tratamientos mostraron un patron de distribucion similar dentro del diagrama.
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Figura 3. 11. Diagrama bivariado: relacion entre el rendimiento relativo del cultivo y el
rendimiento relativo de la maleza. Modificado de Snaydon y Satorre (1989).

3.4 DISCUSION

En este capitulo se evalud el efecto de la herbivoria de A. gemmatalis sobre el
crecimiento, la capacidad compensatoria y el rendimiento del cultivo de soja estando
puro y en mezclas con las malezas A. annua y C. album. Ademas, se analizé la relacion

competitiva entre el cultivo y la maleza A. annua y su interaccion con la herbivoria.

Los resultados mostraron que la herbivoria generada por la oruga defoliadora no
afectd negativamente el rendimiento del cultivo de soja en monoculturas o en mezclas
con A. annua o C. album. Estos resultados sugieren una respuesta compensatoria del
cultivo de soja frente al dafio generado por A. gemmatalis. Ya que, a pesar de la
defoliacion, la biomasa, la altura de las plantas y el nimero de ramas no presentaron
diferencias entre tratamientos, manteniéndose esta respuesta aun cuando el cultivo

estuvo creciendo en presencia de malezas.

En el experimento, el tratamiento de herbivoria se aplicO desde las etapas

tempranas del periodo critico del cultivo (R2-R4, Fehr y Caviness 1977) y generd una
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defoliacion del 15% en promedio que no afectd significativamente la biomasa aérea
total (g) ni el rendimiento (kg. ha™). Esto indicaria que el cultivo de soja puro o en
mezclas en capaz de tolerar defoliaciones del 15% logradas con una infestacion de 100
larvas m™? en R2-R4, sin que se afecte la biomasa y/o el rendimiento. Saito etal.,
(1983), mostraron que incluso defoliaciones del 25% del tejido foliar no causan
disminuciones en el rendimiento del cultivo porque la capacidad compensatoria del

cultivo de soja para tolerar o compensar es altamente efectiva.

Sumado a la eficiente capacidad del cultivo de soja para compensar, es también
importante que tanto las condiciones ambientales como la estructura del cultivo se
encuentren en éptimas condiciones al momento del dafio. La disponibilidad hidrica,
estuvo controlada durante todo el ensayo para satisfacer la demanda del cultivo solo o
en mezclas, minimizando estreses que no fueran la herbivoria. En cuanto a la estructura
del cultivo, especificamente el IAF fue siempre superior al IAF critico (95% de
intercepcion). La tasa de crecimiento esta estrechamente relacionada a la intercepcion
de radiacion solar, que a su vez depende del indice de area foliar (IAF). Por ejemplo, si
el cultivo presenta un IAF por encima del critico puede tolerar con mayor facilidad
defoliaciones severas; por el contrario, el éxito de la respuesta compensatoria se podria

ver alterada (Batchelor et al., 1993)

Por otra parte, no hubo relacién entre las variables medidas con y sin herbivoria,
indicando que la compensacién no es lineal, sino que depende del tratamiento. En
general se observo que los tratamientos con A. annua se ubicaron mas cercanos a la
relacion 1:1, ya sea sobre la linea o incluso por encima de la misma (Figura 3. 7, Figura
3. 8, Figura 3. 9 y Figura 3. 10). Es decir, las plantas de soja en mezclas con esta maleza
aromatica presentaron un rendimiento similar estando con o sin herbivoria. Este

comportamiento puede estar relacionado con las diferencias en el grado de defoliacion
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generado por A. gemmatalis en los distintos tratamientos. Se encontré que la defoliacion
sobre el cultivo de soja fue menor en mezclas con A. annua (ver Capitulo 2). Es decir,
en presencia de A. annua las plantas de soja con herbivoria (2A+H y 4A+H), fueron
similares al control (2A y 4A) en cuanto al nivel de dafio generado por la oruga
defoliadora. Esta similitud entre tratamientos puede explicar la escasa diferencia en el
rendimiento (relacion 1:1). En cuanto a las mezclas C. album, a pesar de que la
defoliacion generada sobre el cultivo estando en mezclas con C. album fue menor (ver
Capitulo 2), el tratamiento 4C se ubicé consistentemente por debajo de la linea 1:1
cuando estuvo presente el tratamiento de herbivoria (Figura 3. 7, Figura 3. 8, Figura 3. 9

y Figura 3. 10).

Las mezclas con C. album en general presentaron mayores rendimientos (4000
kg ha’ en promedio), comparado con las mezclas con A. annua (3000 kg ha™ en
promedio). Estas diferencias pueden estar asociadas al crecimiento logrado por cada
maleza durante el experimento, a pesar de las similitudes de estas dos especies en su
ciclo (anual primavero-estival), porte (erecto y ramificado), y considerable altura y
profundizacién radical. A. annua presenté mayor tamafio y ramificacion, mientras que
las plantas de C. album tuvieron menor tamafio y ramificacion. Una vez alcanzado el
crecimiento maximo del cultivo, ambas especies de malezas superaron en altura al

cultivo y se mantuvieron siempre por encima del dosel (Figura 3. 12).
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Figura 3. 12. Vista general del experimento (fotografia superior), del tratamiento 4A (fotografia
inferior izquierda) y del tratamiento 4C (fotografia inferior derecha)

En cuanto al analisis de crecimiento compensatorio, los valores obtenidos de
RCT se ubicaron siempre entre 0,01 y -0,06. Segun Ferraro y Oesterheld (2002) valores
cercanos al 0 indican que hubo compensacion en cuanto a la biomasa aérea total en
todos los tratamientos (Figura 3. 4). Es decir, sin importar la maleza acompafiante y su
densidad dentro de la unidad experimental, el cultivo de soja sostuvo la capacidad de
compensar la defoliacién generada por A. gemmatalis. Estos resultados muestran que las

plantas de soja compensan la perdida de tejido por defoliacion.

Con respecto al analisis bivariado de la interaccién competitiva entre el cultivo y
la maleza A. annua, todas las parcelas analizadas presentaron valores de RRT mayores a
1. Segun (Snaydon y Satorre, 1989) valores de RRT por encima de 1 indican que la

mezcla es mas productiva que las monoculturas y sugiere la existencia de
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complementariedad de recursos entre los componentes del sistema (Figura 3. 9). Es
decir, el cultivo de soja y la maleza A. annua no compitieron por los mismos recursos
del sistema, sino que hubo complementariedad en el uso de los recursos. Resultados
similares se encontraron en mezclas de soja y A. cristata (Guglielmini, 2010). El
analisis también mostro que el RR del cultivo no se modifico con el incremento de la
maleza Morvillo et al. (2011) mostraron resultados similares, el rendimiento del cultivo

soja permaneci6 estable incluso con densidades mayores de A. annua (8 pl.m?).

La falta de diferencias en la biomasa producida puede analizarse a través del
modelo simple que describe la relacion entre generacion de biomasa y la captura y uso
de recursos por parte del cultivo:

Biomasa = R x€i x EUR

En donde R es el recurso disponible (agua, radiacion, nutrientes), €i es la
eficiencia de intercepcion del recurso y EUR es la eficiencia en el uso del recurso y
representa la capacidad de la planta de producir biomasa por cada unidad de recurso
interceptado. Analizando lo ocurrido entre tratamientos: no todos los recursos
disponibles fueron limitantes ya que hubo complementariedad en el uso de los mismos
(diagrama bivariado, Figura 3. 11). A lo largo del experimento el recurso hidrico fue
suplementado peridédicamente segun las necesidades del sistema y los nutrientes no
fueron compartidos entre cultivo y malezas debido al uso de macetas, por cuanto sélo
hubo competencia por radiacién. En cuanto a la eficiencia de intercepcion, la falta de
diferencias en la biomasa puede deberse a que las diferencias en €i fueron leves a pesar
de la defoliacion del 15 % y la competencia con las malezas. Esto puede estar
relacionado con el hecho de que el IAF fue siempre superior al critico asociado a la
respuesta compensatoria del cultivo. Por su parte, los resultados también podrian

deberse a un aumento en la eficiencia en el uso del recurso. Sin embargo, este
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parametro no se evaluo, y suele ser bastante estable en soja (Grifford et al., 1984) y no
existen evidencias que muestren modificaciones en la eficiencia del uso de la radiacion

asociadas a la herbivoria en soja y escasas en otros cultivos (Sadras y Wilson, 1997).

3.5 CONCLUSIONES

A pesar de la complejidad de las maltiples interacciones y sus respuestas en el
sistema cultivo-maleza-herbivoro en condiciones de campo y las dificultades para
estudiarlas, los resultados desarrollados en este capitulo permiten extraer las siguientes

conclusiones:

i. La herbivoria generada dentro de las etapas tempranas del periodo critico del
cultivo no reduce la biomasa aérea ni el rendimiento del cultivo estando en
monoculturas o en mezclas con malezas productoras de metabolitos secundarios. El
tratamiento de herbivoria tampoco modifica la altura ni el nimero de ramas del
cultivo.

ii. Existe una notoria respuesta compensatoria del cultivo soja frente al tratamiento
de herbivoria aplicado, en presencia de malezas acompafiantes. Las plantas de soja
sostienen la pérdida de tejido activo con poco o ningun impacto en su rendimiento.

iii. La interaccion competitiva de la maleza A. annua con el cultivo soja presentan
complementariedad en el uso de los recursos, es decir, existe un efecto neutro o

positivo en las distintas mezclas con y sin tratamiento de herbivoria.

Por lo expuesto, la respuesta compensatoria del cultivo es independiente del
tipo de maleza acompafiante y de su densidad. Por lo tanto, se acepta parcialmente la

hipotesis 2a que plantea que “El crecimiento compensatorio en respuesta a la
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herbivoria es estimulado en presencia de plantas que emiten sefiales volatiles. El
crecimiento compensatorio del cultivo de soja en respuesta a la herbivoria de A.
gemmatalis serda mayor en mezcla con A. annua, con respecto a la monocultura de soja
0 a las mezclas con C. album”. A su vez, se acepta la hipotesis 2b que plantea que “La
relacion competitiva del cultivo de soja - malezas acompariantes en respuesta a la
herbivoria de A. gemmatalis es amortiguada en presencia de especies poco
competitivas. La relacion competitiva del cultivo de soja en mezcla con A. annua en

respuesta a la herbivoria de A. gemmatalis serd incompleta o de tipo complementaria”.



CAPITULO 4

Defensas quimicas del cultivo en respuesta a la herbivoria

Supervivencia de Anticarsia gemmatalis frente a las defensas quimicas del cultivo
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4.1 INTRODUCCION

Los mecanismos quimicos de defensa son estrategias que han desarrollado las
plantas para soportar los dafios causados por agentes externos, sufriendo un menor
impacto sobre sus funciones y adaptandose al entorno que habitan (Russin et al., 1989;
Cipollini, 2004). La mayoria de estas estrategias estan relacionadas con la activacion de
la biosintesis de metabolitos secundarios. No hay evidencias que confirmen que estas
sustancias participen directamente en el crecimiento o desarrollo de la planta, pero si
acerca de su rol frente a estimulos del entorno. Su composicidn cuali-cuantitativa esta
condicionada genéticamente, pero puede variar con el estado ontogénico y las
condiciones bidticas y/o abioticas del ambiente (War etal., 2012a; Cheynier etal.,
2013; Furstenberg-Hégg et al., 2013; Jeandet et al., 2013). Estos compuestos quimicos
influyen sobre distintos componentes del sistema, pueden por ejemplo repeler insectos
perjudiciales o atraer insectos benéficos como enemigos naturales. Ademas, no sélo
pueden influir sobre los insectos sino también sobre las plantas vecinas, ya sean de la
misma o distinta especie. Esta interaccion recibe en muchos casos el nombre de

alelopatia (Inderjit y Callaway, 2003; Glinwood et al., 2011).

En general, los metabolitos secundarios sintetizados “de novo” en las plantas
frente a situaciones de estrés biotico reciben el nombre de fitoalexinas y se reserva el
nombre de anticipinas cuando dichos metabolitos son preexistentes, es decir que su
presencia es independiente del estrés, aunque también actlen como compuestos de
defensa. Otros autores relacionan el termino fitoalexinas solo a los metabolitos
sintetizados “de novo” frente a la presencia de microorganismos (Ahuja et al., 2012).
Asi, las defensas quimicas de una planta frente a una situacion de estrés biotico pueden
estar constituidas por un conjunto de compuestos integrados por anticipinas y

fitoalexinas.
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Esta respuesta defensiva se inicia con el dafio producido por el herbivoro y el
contacto de las secreciones bucales del insecto sobre el tejido foliar. Esta combinacion
produce en la planta un desbalance en la generacion y neutralizacion de radicales libres
0 especies reactivas de oxigeno (ROS) que afectan las rutas metabdlicas y el normal
desarrollo de la misma. Como primera respuesta frente al estrés oxidativo la planta
incrementa el nivel de sustancias que cambian el estado de oxidacion de los ROS, a fin
de neutralizar el efecto nocivo. Posteriormente, se promueve la biosintesis de
compuestos quimicos de defensa para frenar el ataque. Este tipo de estrategias
evolutivas le permiten a las plantas tolerar o evitar la herbivoria (Cipollini, 2004). Entre

los principales compuestos antioxidantes de ROS figuran los derivados fenolicos.

Proceso evolutivo

Los insectos y las plantas han coexistido durante afios. Durante ese tiempo,
ambos han desarrollado estrategias para explotar o responder con éxito a las reacciones
de adaptacion y defensa reciprocas. Los insectos dependen de las plantas para sobrevivir
y perpetuarse y, a su vez, muchas plantas dependen de los insectos para reproducirse
(i.e. polinizadores). Esta evolucién ha dado lugar al desarrollo de un sistema de defensa
combinado donde las plantas tienden a minimizar el dafio causado por la herbivoria, y
las plagas seleccionan esa respuesta de la planta para fabricar defensas propias. Por una
parte, las plantas han adquirido la capacidad de reconocer las moléculas o sefiales dentro
de las células dafiadas, y activar la respuesta contra los herbivoros. Por otra parte, los
herbivoros responden al contraataque y activan estrategias para vencer y superar las

barreras defensivas de las plantas (War et al., 2012a; Firstenberg-Hagg et al., 2013).

En su habitat natural, las plantas sufren frecuentemente dafios ocasionados por insectos,

por lo cual han desarrollado estrategias de defensa directas e indirectas. En la primera,
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la planta afecta directamente al insecto sintetizando compuestos anti-nutritivos o anti-
digestivos que reducen la alimentacion (Dicke, 1994). En la segunda estrategia, la
planta se defiende indirectamente a través de la liberacion de compuestos quimicos
volatiles que atraen enemigos naturales (Moraes etal., 2005; Heil y Kost, 2006;
Turlings y Ton, 2006). Estas estrategias pueden actuar de forma independiente o
conjunta (War et al., 2012b). Ademas, la activacion del mecanismo de defensa puede
ocurrir en el tejido dafiado a través de una sefial local, o en tejido no dafiado por medio

de una sefal sistémica.

Este capitulo hace énfasis en la evaluacion de los cambios generados sobre las
defensas directas del cultivo de soja en respuesta a la herbivoria estando en mezclas con

malezas. Los cambios sobre las defensas indirectas se evaldan en el capitulo 5.

Defensas directas

En este tipo de estrategia, la planta afecta directamente al insecto a través de
distintos mecanismos de defensa que pueden ser constitutivos, cuando se encuentran
activos en la planta todo el tiempo, o inducidos cuando su concentracion aumenta solo
luego de un ataque. Las defensas constitutivas incluyen estructuras morfoldgicamente
especializadas como tricomas Yy espinas, y compuestos quimicos repelentes,
antinutritivos y/o toxinas que reducen el ataque de muchos herbivoros. Las defensas
inducidas abarcan un amplio rango de metabolitos secundarios y proteinas que tienen
efecto tdxico, repelente y/o antinutricional sobre el herbivoro. Para el caso del cultivo
soja se han reportado dos mecanismos de defensa inducida: la tolerancia a la herbivoria
mediante el crecimiento compensatorio (Haile et al., 1998; Singer, 2001) y la defensa
quimica a través de la acumulacion compuestos quimicos de defensa (Hammerschmidt,

1999).
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Con respecto a la supervivencia del insecto, las defensas quimicas de las plantas,
ya sean constitutivas o inducidas juegan un rol determinante. Existe abundante
evidencia del efecto toxico de los compuestos quimicos de defensa (i.e. inhibidores de
proteina, flavonoides, terpenos, alcaloides, antocianinas, fenoles, quinonas) sobre un
amplio rango de insectos fitéfagos (Hoffmann-Campo et al., 2001; Piubelli et al., 2005;
O’Neill et al., 2010). Estos compuestos estan presentes en el tejido foliar de las plantas
y afectan no sélo el comportamiento del insecto, sino el correcto funcionamiento de su
organismo y su capacidad de supervivencia (Underwood et al., 2002; Piubelli et al.,

2003, 2009; Moraes et al., 2005, 2009; Michereff et al., 2011).

Junto con la herbivoria se genera un intercambio de sustancias planta-herbivoro.
Dependiendo del herbivoro que realiza el dafo, las secreciones bucales varian en cuanto
a caracteristicas quimicas como el pH y el tipo de enzimas y proteinas presentes (Terra
et al., 1994). Esta informacion es especifica de cada atacante y le permite a la planta
identificar al herbivoro, y generar una respuesta defensiva especifica. Un ejemplo es el
pH, por lo general algunos insectos, como los coledpteros presentan dentro del tracto
digestivo un medio con pH é&cido (5 — 7,5), sin embargo, en el caso de las larvas de
lepidoptero el pH tiende a ser basico (9 - 11,5). Otro ejemplo destaca que las proteinas
presentes en la secrecion bucal también difieren segun el atacante. Por lo general, las
tripsinas y las chrimotripsinas son proteasas digestivas caracteristicas de los

lepidopteros, y las cistein-proteasas de los coledpteros y hemipteros (Terra et al., 1994).

Con esta informacion las plantas podrian reconocer con mayor detalle al
atacante, y disefiar estrategias de defensa especificas. Una de ellas, es la sintesis de
sustancias que actuan inhibiendo la actividad de las proteinas presentes en la secrecion
bucal. Por ejemplo, los inhibidores de proteasas digestivas (IP), que al ser ingeridos por

el insecto inhiben la actividad de las enzimas encargadas de hidrolizar las proteinas,
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disminuyendo la asimilacion de aminoacidos por parte del insecto (War et al., 2012a;
Furstenberg-Hégg et al., 2013). En el caso especifico del cultivo de soja, se conocen
numerosos IP vinculados con proteinas de insectos. Por ejemplo, los inhibidores de
tripsinas (TPI, en inglés) han sido ampliamente estudiados en su rol de defensa ante
ataques de lepiddpteros al inhibir la sintesis de aminoacidos en el intestino de las larvas,
lo cual limita su tasa de crecimiento, pero su efectividad dependera de la capacidad del
insecto de aumentar la sintesis de proteasas o de generar proteasas insensibles a los

inhibidores (Jongsma et al., 1995; Zavala y Baldwin, 2004; Dillon et al., 2017).

Asimismo, los inhibidores de cistein-proteasas (CysPI, en inglés) representan
una herramienta de defensa del cultivo soja frente a ataques de coledpteros vy
hemipteros, especificamente al inhibir la actividade de la sulfhidrilo proteinasa (Botella
etal., 1996; Zhao et al., 1996). Los IP del sistema Manduca sexta-Nicotiana attenuata
son unos de los mas estudiados en la interaccion planta-insecto. (Zavala y Baldwin,
2004), mostraron que plantas de N. attenuata transformadas para limitar la produccion
de inhibidores de proteasas afectaron la tasa de crecimiento, la fecundidad y la
supervivencia (40%) de larvas de M. sexta. A su vez, el menor crecimiento las mantiene

en un tamario apetecible para predadores naturales como Geocoris pallens.

Otras de las defensas inducibles en las plantas como respuesta al ataque de
herbivoros son los compuestos fendlicos (Leitner et al., 2005), que al oxidarse en el
intestino del insecto forman o-quinonas, que disminuyen la digestibilidad de las
proteinas al unirse covalentemente a los grupos nucledfilos de éstas (Duffey y Stout,
1996). Otro ejemplo son los flavonoides, como la genistina, la quercetina y la rutina,
presentes en diferentes genotipos de soja y con un marcado efecto negativo sobre la
biologia y fisiologia de distintos herbivoros, confiriéndole cierta resistencia al cultivo

(Hoffmann-Campo et al., 2001; O’Neill et al., 2010). Piubelli et al. (2005), encontraron
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aumentos de hasta el 30% en la tasa de mortalidad de la oruga defoliadora Anticarsia
gemmatalis alimentada con genotipos resistentes de soja, es decir, genotipos con mayor

concentracion de rutina y genistina.

Especificamente la rutina es considerada un compuesto modelo en los estudios
de las defensas anti-herbivoro del cultivo soja, ya que es uno de los compuestos de
defensa mas estudiados y con mayor evidencia que respalda su efecto toxico sobre
insectos (Hoffmann-Campo et al., 2006). De hecho, la resistencia de la soja a algunas
plagas de lepidopteros ha sido asociada a la presencia de rutina (diglicésido de
quercetina) y de genistina (un isoflavonoide glucosilado) en los tejidos vegetales, lo
cual generaria una menor ganancia de peso y una mayor mortalidad de larvas de A.

gemmatalis y Trichoplusia ni (Hoffmann-Campo et al., 2001; Piubelli et al., 2005).

Hay una serie de compuestos quimicos sintetizados en respuesta al dafio que no
afectan directamente al atacante, sino que son liberados al medio como mecanismo de
defensa indirecta. Moraes et al. (2005) encontraron que el cultivo soja libera un
conjunto de compuestos quimicos cuando es consumido por Euschistus heros que atraen
al parasitoide especifico del insecto (Telenomus podisi). A su vez, el parasitoide no es
atraido cuando el cultivo es consumido por otro herbivoro. Cuatro de los compuestos
volatiles inducidos a partir del dafio de E. heros no estaban presentes en el
cromatograma por otro herbivoro como A. gemmatalis. Esto sugiere una fuerte relacién
entre las plantas atacadas por insectos fitéfagos y la emision de sefiales quimicas

atrayentes de enemigos naturales especificos.

Sefializacion entre plantas
Las plantas de diversas afinidades taxonomicas y condiciones ecoldgicas se

vuelven mas resistentes a los herbivoros cuando se exponen a sustancias volatiles de
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vecinos dafiados (Karban et al., 2014). Los metabolitos secundarios que liberan algunas
plantas modulan de manera individual o en conjunto el entorno donde se desenvuelven,
interfiriendo con todos los componentes del sistema (microorganismos de suelo,
insectos, plantas), incluso pueden desempefiar diversos roles en las defensas inducidas
de las plantas vecinas (Bezemer et al., 2003; Heil y Kost, 2006; Mumm et al., 2008;
Arimura et al., 2010). Es decir, plantas expuestas a compuestos organicos volatiles
(VOC, en inglés) provenientes de plantas vecinas pueden activar la produccion de
compuestos de defensa aun sin haber sufrido ningun ataque. En este sentido, los VOC’s
de otras plantas ejercen un efecto “priming” o pre inductor del sistema defensivo de las
plantas receptoras, demostrando que las sefiales quimicas volatiles actian no sélo como
atrayente de enemigos naturales o repelente de insectos plaga, sino también como fuente
de informacidn, que permite a otras plantas ajustar sus propias estrategias de defensa

(Turlings et al., 1990; Kessler et al., 2006; Karban et al., 2014; Kalske et al., 2019).

Engelberth et al. (2004) mostraron que plantulas de maiz expuestas a VOC’s
liberados por plantas vecinas produjeron mayor cantidad de &cido jasmonico (JA) y
sesquiterpenos que aquellas que no fueron expuestas. Asimismo, Heil y Kost (2006)
encontraron que plantas de haba (Phaseolus lunatus) expuestas a VOC’'s y dafiadas
mecanicamente presentaron una produccion de nectar extra floral (EFN)
significativamente mayor (182%) que aquellas que no fueron expuestas, asi como las
que tuvieron exposicion y dafio por separado. Los datos disponibles sugieren que la
presencia de compuestos quimicos, condiciona la respuesta frente a ataques causados

por agentes externos (Karban et al., 2014).
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Costos

El paradigma del costo-beneficio es central en el funcionamiento bioldgico,
ecologico y evolutivo de las plantas. Esta relacion entre el costo y el beneficio asociado
a un rasgo particular, determina su valor dentro del equilibrio de una poblacion. Por
ejemplo, si un rasgo ofrece mas beneficios que costos, la seleccion se conducira a favor
de conservar estas caracteristicas beneficiosas y a su vez, de reducir la variabilidad.
Pero si por el contrario, resulta mas costoso, con el tiempo se favorecera la pérdida de

€Se rasgo.

La herbivoria representa un costo para las plantas en términos de perdida de
tejido pero defenderse, ya sea de forma constitutiva o inducida, también resulta costoso
para muchas plantas, en términos de la particién de energia. La herbivoria reduce
directamente la biomasa producida por las plantas y, en consecuencia, puede reducir la
produccién de semillas y el rendimiento. Por su parte, el costo de las defensas recae en
la necesidad de desviar de recursos que podrian utilizarse para el crecimiento y la
reproduccion, hacia la produccién de compuestos de defensa o a la formacion de

estructuras que limiten el acceso del herbivoro.

Las defensas pueden tener costos fisiologicos, ecoldgicos y evolutivos. Los
costos fisioldgicos, tienen que ver con la asignacion de recursos y la autotoxicidad, es
decir, si los recursos se destinan a las defensas y no estan disponibles para procesos
clave como el crecimiento y la reproduccién. A su vez, estos compuestos pueden ser
también toxicos para la planta, y su expresion constitutiva puede imponer una carga
metabolica importante. Los costos ecoldgicos y evolutivos estan relacionados con el
efecto negativo de los compuestos de defensa sobre las interacciones que las plantas
tienen con su entorno. Los herbivoros pueden adaptarse a los distintos sistemas

defensivos de las plantas, ya sea a través de la metabolizacion de los compuestos de
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defensa 0 mediante el secuestro de los compuestos toxicos y su posterior utilizacion
contra enemigos naturales para su propia defensa (Engelberth et al., 2004; Steppuhum y
Baldwin, 2008; Agrawal, 2011). Este tipo de adaptaciones puede implicar ciertos costos
ya que la ingesta de altas dosis de aleloquimicos tdxicos para el herbivoro, afectan tanto

su comportamiento como su supervivencia (Slansky y Wheeler, 1992).

Muchas teorias sobre la ecologia y la evolucion de las defensas de las plantas se
basan en la relacion costo-beneficio, la evidencia de costos continta siendo escasa,
principalmente, debido a que los costos de un rasgo de defensa especifico estan
genética, metabolica y funcionalmente ligados (Steppuhum y Baldwin, 2008). Zavala y
Baldwin (2004) mostraron que las plantas de N. attenuata afectaron la supervivencia de
M. sexta a través de la induccion de las TPI, es decir, para esta especie, el beneficio que

representa la sintesis de TPI superaria al costo no de producirlas y ser defoliada.

En sintesis, se sabe que entre las principales respuestas que presenta el cultivo de
soja para tolerar el ataque de insectos herbivoros se encuentra en la produccion y
acumulacién de metabolitos secundarios de defensa supervivencia (Hammerschmidt,
1999; Zavala et al., 2001; Underwood et al., 2002; Piubelli et al., 2003, 2009; Moraes
etal., 2005, 2009; Michereff etal., 2011; Ballaré etal., 2012). A su vez, existen
evidencias en diversas especies que muestran que la produccién de compuestos de
defensa puede verse incrementada por la presencia o exposicion de sefiales quimicas
(VOC’s) emitidas por plantas acompafiantes (Engelberth etal., 2004; Heil y Kost,
2006). Sin embargo, no existen evidencias acerca del impacto de la herbivoria de A.
gemmatalis y de las sefiales provenientes de malezas productoras de distintos
metabolitos secundarios sobre la produccién de defensas quimicas del cultivo de soja y
la supervivencia del herbivoro. Por cuanto, se plantean los siguientes objetivos e

hipétesis:
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4.1.1 Objetivos e hipotesis

Los objetivos del presente capitulo son:

Determinar el efecto de la herbivoria de A. gemmatalis sobre la produccién de
compuestos de defensa del cultivo de soja acompafiado de malezas productoras de
distintos metabolitos secundarios.

Evaluar la supervivencia de A. gemmatalis en el cultivo de soja puro o en mezclas

soja - A. annua y soja - C. album.

Las hipotesis plantean que:

4.2

Hipdtesis 3a: La produccién de compuestos de defensa en respuesta a la
herbivoria es estimulada en presencia de plantas productoras de terpenos que
emiten sefiales volatiles. La produccion de compuestos de defensa en soja como
respuesta a la herbivoria de A. gemmatalis serd mayor en mezclas con A. annua,
con respecto a la monocultura de soja o a las mezclas con C. album.

Hipotesis 3b: La supervivencia de A. gemmatalis esta condicionada por la accion
de las defensas producidas por el cultivo, que a su vez son estimuladas por las
sefiales volatiles emitidas por plantas productoras de terpenos. La supervivencia
de A. gemmatalis serd menor cuando el cultivo esté en mezclas con A. annua, con

respecto a la monocultura de soja o a las mezclas con C. album.

MATERIALES Y METODOS

A continuacién, se detalla la metodologia que se llevo a cabo para poner a prueba

los objetivos e hipotesis correspondientes al presente capitulo. La descripcidon general

del experimento, el disefio experimental y los respectivos tratamientos fueron detallados

en la metodologia general, dentro del Capitulo 1.
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El estudio de la produccion de compuestos de defensa en el cultivo de soja frente
a la herbivoria de A. gemmatalis en mezclas con las malezas C. album y A. annua, se
realizd mediante un ensayo de induccién de defensas durante la fase reproductiva del
cultivo (R1-R5, Fehr y Caviness 1977). Para ello se seleccionaron dos plantas al azar
dentro de cada parcela con herbivoria, a las cuales se les afiadieron nueve orugas por
hoja trifoliada. Las orugas que estaban aproximadamente en 3% estadio (una semana
desde que nacieron), se colocaron sobre las hojas y dentro de una bolsa de tul para
asegurar su permanencia en los foliolos seleccionados y el intercambio de aire.
Adicionalmente, se seleccionaron dos plantas al azar a las que se les coloco solo la bolsa
de tul, para conocer el efecto de la bolsa sobre la produccién de los compuestos de
defensa en el cultivo. Luego de 24 horas de colocadas las orugas, se cosecharon las
hojas trifoliadas. Por una parte se evalu6 supervivencia contabilizando las orugas vivas
y por otra parte se evaluaron los compuestos de defensa sobre el material vegetal secado

en estufa a 40 °C con circulacion forzada de aire (Chludil et al., 2009).

Preparacién de muestras

Luego de generado el dafio sobre las hojas de soja, el material vegetal cosechado
y secado fue triturado hasta lograr un tamafio uniforme de particula. Seguidamente se
pes6 0,1 gramos y se realizaron tres extracciones sucesivas con metanol. Los extractos
metandlicos se juntaron y evaporaron a presion reducida hasta sequedad. El extracto
seco se disolvié en metanol (1,5 mL). Luego, para asegurar la ausencia de compuestos
no polares en el extracto se agrego agua (0,9 mL) y se particion6 con cloroformo (0,9
mL), separandose en dos fases: una hidroalcoholica (2,4 mL) y otra cloroférmica (0,9

mL). Todas las determinaciones se realizaron en la fase hidroalcohdlica (Figura 4. 1)
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Figura 4. 1. Representacion esquematica de los tratamientos y las mediciones implementadas
para cumplir con el objetivo del presente capitulo.

Determinaciones
Contenido de fenoles totales (CFT)

Los compuestos fendlicos son un grupo de metabolitos secundarios muy comin
en las plantas e incluyen a los fenoles simples, polifenoles, flavonoides, taninos, entre
otros. Los flavonoides son el mayor grupo de fenoles vegetales y los mas estudiados.
Dado que su concentracion en la planta varia frente al estrés oxidativo estos metabolitos
se encuentran asociados a procesos de estrés bidtico y abidtico. Para su determinacion el
ensayo de Folin-Ciocalteu con una modificacion efectuada por Singleton y Rossi
(1965), que consiste en la mezcla de dos compuestos quimicos [fosfomolibdato y
fosfotungstato (3H,O- P,05-13W03-5M003-10H,0 y 3H,0-P2,05-14W03- 4M00Os3-
10H,0)], conocida como reactivo de Folin-Ciocalteu (FCR) o reactivo de Folin-Denis.
La oxidacion de los fenoles presentes en la muestra causa la aparicion de una coloracion

azul que presenta un maximo de absorcion a 725 nm.
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Para la determinacion del CFT se partié de 100 pL del extracto hidroalcohdlico
de cada muestra, al que se le adiciona 4,4 mL de agua y 50 uL del Reactivo de Folin-C
2N. La muestra se homogenizé en un vortex (10 segundos) y se conservé a temperatura
ambiente. A los 3-5 minutos se le agregd 500 uL de una solucion de carbonato de sodio
(IM) para cortar la reaccion. Luego de treinta minutos, a temperatura ambiente y al
abrigo de la luz, se procedio a leer en espectrofotometro (Hewlett-Packard Modelo
8453) a A 725 nm. Los valores de absorbancia de cada medicion se extrapolaron en una
curva de calibracién construida con diluciones de acido clorogénico donde 1 pmol de

acido clorogénico corresponde a un valor de absorbancia de 2,00101.

Capacidad antioxidante (CA)

Los radicales libres son en gran parte sustancias reactivas de oxigeno (ROS)
generados habitualmente en los procesos metabolicos. Estas sustancias quimicas son
naturalmente controladas y en los procesos normales existe un equilibrio dindmico de su
generacion y neutralizacion. Frente a la herbivoria el contenido de ROS se incrementa y
la planta responde a través de biosintesis de derivados fenolicos que actian como

agentes guelantes o secuestradores de radicales libres (Race Evans et al., 1997).

La capacidad antioxidante se midio a través del método DPPH, ya que es
ampliamente aceptado y su determinacion resulta rapida y simple. La molécula 1,1-
difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es conocida como un radical libre estable debido a la
deslocalizacion de un electrén desapareado sobre la molécula completa, por lo cual la
molécula no se dimeriza, como la mayoria de los radicales libres. La deslocalizacion del
electron intensifica el color violeta intenso tipico del radical, que posee un maximo de
absorcion en metanol a A 517 nm. Cuando la solucion de DPPH reacciona con el

sustrato antioxidante puede aceptar un atomo de hidrogeno y el color violeta se
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desvanece. El cambio de color es monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado

para la determinacion de la capacidad antioxidante de un compuesto.

Para la determinacion de la capacidad antioxidante, se diluyeron 100 pL de
extracto hidroalcohdlico de la muestra en 900 uL de metanol, se adicionaron 2000 uL
de solucién de 1,5 10* M DPPH. Luego, se homogenizé la mezcla y se dejé reaccionar
por espacio de 30 minutos a temperatura ambiente y al abrigo de la luz. Por otra parte,
se estableci6 como blanco de maxima absorbancia una solucién 10* M DPPH y
metanol como blanco de absorbancia cero. El porcentaje de inhibicion de las muestras

se determind a partir de la siguiente formula:

(ApppH - (ApppH — Am)/Apppr) 100.

Las absorbancias observadas se extrapolaron en una curva de calibracion
preparada con diluciones de &cido ascorbico (767.99 1% / umol de acido ascorbico). Los
resultados se expresaron como pmoles equivalentes de 4cido ascoérbico por gramo de

material vegetal seco.

Analisis y caracterizacion de compuestos quimicos en soja (CLAR)

Tanto flavonoides como los deméas derivados fendlicos son principalmente
compuestos polares por lo que su fraccionamiento y analisis se realiza mediante técnicas
de cromatografia liquida. Los extractos hidroalcohdlicos de cada muestra, libre de
pigmentos y compuestos menos polares, se analizaron por cromatografia liquida de alta
resolucion (CLAR) para lo cual se utiliz6 un cromatografo Agilent Serie 1100 con
detector UV de longitud de onda multiple. La separacion se realiz6 en una columna
analitica Eclipse XDB-C18 (5 um, 4.6 x 150 mm). Luego se procedid a resolver la

muestra con distintas fases maviles (distintos gradientes de solventes), hasta conseguir
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un sistema de corrida que permita la separacion y analisis de los compuestos de interés.
Los solventes utilizados fueron acetonitrilo (ACN) y agua MilliQ, ambos acidulados
con &cido acetico glacial 0,1%, los cuales se filtraron al vacio utilizando membranas
filtrantes de Nylon (47 mm x 0,45 um) (Agilent Technologies, Inc.). EI volumen de

muestra sembrado en todos los casos fue de 5 pL.

El sistema de fase movil (ACN-H,0) que mostré mejores resultados fue: inicio
de 10% ACN con incrementos graduales que alcancen 25% a los 30 minutos; luego
70% ACN a los 55 minutos, y finalmente a los 60 minutos 90% ACN. Se realizaron
lecturas del detector UV-Visible a longitudes de onda de 254, 270, 330 y 360 nm con el

fin de evaluar los distintos compuestos presentes en la muestra.

Debido a que en la muestra se analizan compuestos estructuralmente
familiarizados que poseen absortividades semejantes, se cuantificaron a partir de una
curva de calibracion realizada con el patron comercial rutina. Para ello se prepararon
diluciones de distinta concentracion (0,002 a 0,2 pg/uL) de rutina en metanol grado
CLAR. Se sembraron 5 pL de cada una y con el area bajo la curva correspondiente a las
absorbancias leidas se confeccion6 la ecuacion de la recta (Figura 4. 2). Luego,
extrapolando en la curva de calibracion el area correspondiente a cada compuesto se
cuantificd y expresd6 como “pug equivalente de rutina” referido a 1 gramo de material

vegetal seco.
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Figura 4. 2. Relacion entre el &rea de cromatogramas y concentracion de rutina (pg).

La identificacion de los compuestos se realiz6 comparando los tiempos de
retencién en el cromatograma de CLAR con los tiempos de retencion de patrones
comerciales (rutina, quercetina, genisteina, ginistina, daidzina), complementados con
andlisis de datos espectroscopicos y comparacion con datos bibliograficos. El
cromatograma se obtuvo mediante el anélisis de datos de UV-Visible, uso de patrones
comerciales y datos bibliogréficos. La identificacion se confirmo ademas con sistemas
cromatograficos previamente utilizados por otros integrantes del grupo de investigacion

y mediante datos de espectrometria de masas (Dillon, 2017).

Anélisis de los datos

Para analizar la relacién entre los compuestos quimicos presentes en cada
muestra y los tratamientos, los valores del area bajo la curva correspondientes a las
absorbancias de cada compuesto detectado por CLAR, fueron analizados con analisis
multivariado (Jongman etal., 1995), con el andlisis de componentes principales
utilizando PC-ORD Multivariate Analysis of Ecological Data Version 5.0. (McCune y
Mefford, 1995). Este tipo de analisis permite identificar la combinacion de variables

respuesta que mejor representan las diferencias entre tratamientos (ter Braak, 1987a; b).
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La correlacion entre las variables y los ejes se estimo a través del indice de Pearson y

Kendall (McCune y Mefford, 1995).

Para evaluar los efectos principales y sus interacciones, los datos de CFT y CA se
analizaron a traves de analisis de varianza (ANVA), usando el paquete estadistico
software Infostat (version 2017) (Di Rienzo et al., 2017). Cuando las diferencias entre
tratamientos fueron significativas, las medias se compararon utilizando prueba de
Tukey’s (p<0,05). Previamente se comprobaron los supuestos de homogeneidad de

varianza y distribucion normal para los datos de todos los tratamientos.

4.3 RESULTADOS

Perfil cromatografico

Al analizar los perfiles cromatograficos, obtenidos por CLAR, de las muestras
de tejido foliar de soja luego de haber sido defoliado por A. gemmatalis, se observa para
ambos afios un perfil cromatografico complejo donde pueden distinguirse entre catorce

y quince picos correspondientes a los metabolitos secundarios presentes (Figura 4. 3).

1 ID 2‘3 j 3".‘!

Figura 4. 3. Perfil cromatografico de compuestos quimicos presentes en el extracto metanélico
de una muestra de hojas de soja que fue consumida por A. gemmatalis. Las letras sefializan el
minuto en el que eluyen los distintos compuestos analizados.

La identificacion de los compuestos, comparando los tiempos de retencién en el

perfil cromatografico con los de patrones comerciales (rutina, quercetina, genisteina,
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ginistina, daidzina), complementados con analisis de datos espectroscopicos vy
comparacion con datos bibliograficos, muestran que las sustancias méas polares eluyen
con los menores tiempos de retencion, especialmente los acidos fendlicos libres y
derivados glicosilados de flavonoides e isoflavonides. A partir de tiempos de retencién
de 20 minutos se observan picos que corresponderian a las agliconas libres (quercetina,
kaempferol, genisteina, etc). Para facilitar la comparacion de los perfiles
cromatograficos se adopta como criterio el andlisis de aquellos compuestos mas

frecuentes.

Las condiciones cromatogréaficas y el cultivar utilizado fueron similares a las
informadas por (Dillon, 2017), quien analiz6 los derivados fendlicos presentes en

extractos polares del cultivo de soja.

Los compuestos presentes en la muestra de soja eluyeron a diferentes tiempos de
retencion. Por realizarse la separacidn en una columna C-18 los compuestos eluyen de
mayor a menor polaridad. EI primer compuesto, con tiempo de retencion (Tr)
aproximado de 7 minutos fue el derivado fendélico 1 (m7) con maximos de absorcion a A
270 nm, posiblemente un derivado de &cido fendlico. A 17 minutos de Tr eluye un
derivado de quercetina (m17), cuyos maximos de absorcion se observaron a A 254 y 360
nm, y a un Tr de 19 minutos eluye un derivado de kaempferol (m19) (A 270 y 360 nm).
Los compuestos que eluyen con Tr de 20 y 21 minutos podrian corresponder a
derivados de quercetina o isorhamnetina (m20 y m21) teniendo en cuenta los datos de
espectroscopia UV-Vis (A 254 y 360 nm) y lo informado en la bibliografia (Dillon,
2017). Debido al momento de elucion estos compuestos (m17, m19, m20 y m21)
podrian corresponder con triésidos de flavonoles. A los 22 minutos eluye rutina, un

didsido de quercetina (m22), el cual fue confirmado mediante co-inyeccion de un patrén
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comercial. A un Tr muy proximo su isomero (m23), ambos con maximos de absorcion a
A 254 y 360 nm. A los 23 minutos de Tr se observaron compuestos a bajas
concentraciones cuyos maximos de absorcion se encuentran a A 254 y 360 nm, los
cuales podrian corresponder a derivados monoglicosilados de quercetina o
isorhamnetina. El pico a Tr 24 minutos corresponde a la genistina (m24) (A 254 y 330
nm), corroborado mediante co-inyeccion del respectivo patrén comercial, y los
compuestos de Tr m25, m26, m27 y m28 corresponden a derivados glicosilados de
kaempferol, posiblemente monoglicésidos, segun lo informado en la literatura (Dillon,
2017) (Cuadro 4. 1). El valor de éarea bajo la curva de cada uno de estos compuestos se

utilizé para el analisis estadistico.

Cuadro 4. 1. Compuestos quimicos identificados sobre la base de los cromatogramas obtenidos
en el HPLC y a la bibliografia consultada. EI nombre del pico corresponde con el perfil
cromatografico de la Figura 4.3. Tr es el tiempo de retencion (minutos); A max (nm) es la
longitud de onda de méxima absorcion del compuesto.

Pico Tr (min) A max (nm) Compuesto
m7 7 270 Derivado fendlico 1
m17 17 254y 360 | Derivado de quercetina (triésido)
m19 19 270y 360  Derivado de kaempferol (tri6sido)
m20 20 254y 360 = Derivado de quercetina (tridsido)
m21 21 254y 360  Derivado de isorhamnetina (triésido)
m22 22 254y 360  Rutina (di6sido de quercetina)
m23 23 254y 360  Derivado de quercetina (didsido)
222:;% 23 254y 360  Derivados de quercetina (mondsidos)
m24 24 254y 330 | Genistina
m25, 25
m26, 26 . L
m27, 27 254y 330 | Derivados de kaempferol (didsidos)
m28 28

En ambos afios, la estructura y composicién del perfil cromatografico fue similar
para todos los tratamientos. El cromatograma estuvo conformado por el mismo nimero
y tipo de compuestos fenolicos, principalmente glicosidos de flavonoles (quercetina,

kaempferol e isorhamnetina). Los perfiles presentaron algunas variaciones entre afos, se
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observo que la concentracion de los compuestos detectada por CLAR fue mayor en las
muestras del afio 1, que las del afio 2. Asimismo también hubo diferencias entre
tratamientos, en la mayoria de los compuestos se puede observar que la absorbancia fue

superior para los tratamientos con A. annua (Figura 4. 4).
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Figura 4. 4. Absorbancia a 270 nm de los compuestos quimicos presentes en el extracto
metandlico de una muestra de hoja del cultivo soja en los distintos tratamientos con herbivoria
de A. gemmatalis. Los valores graficados para cada compuesto corresponden a la media del area
bajo la curva obtenido en el HPLC en cada tratamiento para el afio 1 (superior) y afio 2
(inferior).
Relacion entre los compuestos quimicos y los tratamientos

En el afio 1, el analisis estadistico multivariado de componentes principales
(“principal component analysis”, PCA) arrojo un porcentaje de varianza explicado por
los dos ejes principales 1 y 2, de 75,0% y 14,4% respectivamente. ElI ordenamiento
mostré sobre el eje 1 un contraste entre el tratamiento con alta densidad de A. annua
(4A) (parte derecha del diagrama) y los demas tratamientos (parte izquierda del

diagrama). Con respecto a la relacion con los compuestos quimicos (vectores), se

observa que varios de los compuestos mostraron una correlacion con el eje 1
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aumentando en respuesta al tratameinto 4A (m7, m17, m19, m20, m21, m23a, m24,
m26, m27, m28). Por su parte, en el eje 2, hay un contraste entre SP (parte superior del
diagrama) y el resto de los tratamientos (parte inferior del diagrama). Con respecto a los
compuestos quimicos (vectores), se observa que algunos compuestos estuvieron
correlacionados con el eje 2 aumentando hacia el tratameinto SP (m22, m23 y m25)

(Figura 4.5y Cuadro 4. 2).
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Figura 4. 5. Representacion grafica de los dos primeros ejes de ordenamiento del analisis de
componentes principales, considerando los valores de &rea bajo la curva de los compuestos
presentes en hojas de soja, obtenidos en el cromatograma (vectores) en funcion de los
tratamientos (triangulos) para el afio 1.
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Cuadro 4. 2. Correlacion entre las variables (compuestos) con los ejes para el afio 1, estimado a
través de Pearson y Kendall

Compuestos Flel Eje2 Eje3

r r-sq tau r r-sq tau r r-sq tau
M7 ,973 946 451 (-035 ,001 -,055 [,196 ,039 077
M17 ,870 /57 692 |(-33 ,112 -648 [-330 ,109 -,604
M19 ,974 949 582 |,125 ,016 -,187 |-,114 ,013 -,319
M20 ,994 ,987 692 |,039 ,002  -,165 |,007 ,000 -,165
M21 ,993 ,985 626 |,047 ,002  -,143 | ,052 ,003 -,187
M22 ,496 246 451 | -842 710 -,802 |,143 ,021  -,231
M23 ,019 ,000 ,341 |-970 ,941 -868 |-141 ,020 -,253
M23a ,805 ,648 560 |,189 ,036  -,077 |,297 ,088 -,033
M24 ,553 306,363 | ,567 321 -,055 [-580 ,337 -,582
M25 ,345 119 385 [-485 235 -516 |-354 ,126 -,253
M26 , 701 492 516 |[-345 ,119 -297 |-085 ,007 -121
M27 977 ,955 560 | ,086 ,007  -,033 |,160 ,026  -,077
M28 ,809 ,654 385 |, 522 273,099 -250 ,062 -,033

En el afio 2, el andlisis de componentes principales mostré un porcentaje de
varianza explicado por los dos principales ejes de 58,1% y 30,1%, respectivamente. El
ordenamiento mostro sobre el eje 1 un contraste entre los tratamientos con C. album (2C
y 4C) (parte izquierda del diagrama), la monocultura de soja (SP y SPNH) (parte central
del diagrama) y los tratamientos con A. annua (2A y 4A) (parte derecha del diagrama).
El eje 2 mostrd un contraste entre los tratamientos 2C, 4C y 2A (parte superior del
diagrama), la monocultura de soja sin herbivoria (SPNH) (parte central del diagrama) y
los tratamientos SP y 4A (parte inferior del diagrama). Los compuestos m17, m23,
m23a, m22 estuvieron correlacionados al tratamiento 2A. Igual que en el afio 1, los
compuestos m7, ml9, m20, m2l1l, m24, m25, m26, m27, m28 estuvieron
correlacionados con el eje 1 aumentando hacia el tratamientos 4A (Figura 4. 6 y Cuadro

4. 3).
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Figura 4. 6. Representacion grafica de los dos primeros ejes de ordenamiento del analisis de
componentes principales, considerando los valores de &rea bajo la curva de los compuestos
presentes en hojas de soja, obtenidos en el cromatograma (vectores) en funcidon de los
tratamientos (triangulos) para el afio 2.

Cuadro 4. 3. Correlacion entre las variables (compuestos) con los ejes para el afio 2, estimado a
través de Pearson y Kendall

C Eje 1l Eje 2 Eje 3
ompuestos

r r-sq tau r r-sq tau r r-sq tau
m7 ,383 147 276 |-676 ,457 -562 |[-107 ,011 -,048
m17 916 ,840 810 |,285 ,081 ,010 |,268 ,072 ,181
m19 863 ,745 695 |-353 125 -371 |,250 ,062 ,295
m20 449 202 143 |-583 ,340 -467 |-120 ,014 -181
m21 404 163,162 |-599 359 -524 |,061 ,004 067
m22 879 773 752 |-,284 ,081 -238 [,008 ,000 ,086
m23 971 943 /752 |,188 ,035 ,143 |[-137 ,019 -143
m23a 814 662 524 |-09 ,009 -276 |,161 ,026 ,200
m23b 863 ,745 600 |,388 ,151 ,105 |[,030 ,001 -,143
m24 501 251 390 |-,798 ,637 -676 [,220 ,048 ,181
m25 ,696 484 448 |-639 ,408 -543 [-280 ,079 -,143
m26 480 231 219 |-590 ,348 -429 |[-402 ,161 -219
m27 221 049 105 |-876 ,768 -657 |[-172 ,030 ,086
m28 465 216 333 |-817 ,668 -695 |-151 ,023 ,010
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En sintesis, si bien todos los compuestos estuvieron presentes en todos los
tratamientos, los resultados del analisis multivariado en ambos afios mostraron variacion
de la mezcla o “blend” de los compuestos quimicos principalmente asociada a los
tratamientos con alta densidad de A. annua. Los principales efectos se mostraron en
relacion al tratamiento 4A y su relacion positiva con algunos compuestos especificos o
“blend” conformado por la genistina (m24), el triésido y los didsidos de kaempferol
(m19, m26, m27, m28, respectivamente), el tridésido de isorhamnetina (m21), el
derivado fendlico 1 (m7) y el triésido de quercetina (m20). A su vez, en el afio 2 los
resultados mostraron una correlacion positiva entre el tratamiento 2A y un “blend”
conformado por la rutina (m22), el diésido, los mondsidos y el triésido de quercetina

(m23, m23a, m23b y m17, respectivamente) (Figura 4. 5 y Figura 4. 6).

Compuestos obtenidos por cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR)

Al analizar los compuestos del primer “blend” asociado al tratamiento 4A, a
pesar de no haber diferencias significativas (p>0,05), los resultados mostraron una
tendencia de incremento en la produccion de los compuestos cuando la maleza estuvo
en altas densidades, con respecto al resto de los tratamientos. Estas tendencias fueron
mas evidentes en el afio 1, sin embargo en todos los casos el tratamiento 4A presentd

altas concentraciones de los compuestos evaluados (Figura 4. 7 y Figura 4. 8).
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Figura 4. 7. Rutina equivalente (ug) en funcion de los tratamientos para los principales
compuestos que conformaron el “blend” asociado al tratamiento 4A (m7 - derivado fendlico 1;
m19 - Derivado de kaempferol (triésido); m20 - Derivado de quercetina (triésido); m21 -
Derivado de isorhamnetina (tridsido); m24 — Genistina; m26, m27 y m28 - Derivados de
kaempferol (di6sidos), en el afio 1. Las barras representan el error estandar de la media.
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Figura 4. 8. Rutina equivalente (ug) en funcion de los tratamientos para los principales
compuestos que conformaron el “blend” asociado al tratamiento 4A ((m7 - derivado fendlico 1;
m19 - Derivado de kaempferol (triésido); m20 - Derivado de quercetina (triésido); m21 -
Derivado de isorhamnetina (triésido); m24 — Genistina; m26, m27 y m28 - Derivados de
kaempferol (diosidos), en el afio 2. Las barras representan el error estandar de la media.
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Por su parte, se analizaron por separado los compuestos m17, m22, m23 y m23a
que conformaron el “blend” que estuvo asociado al tratamiento 2A. Los resultados no
mostraron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05), sin embargo, la rutina
(m22), los triésido, diosido y mondsido de quercetina (m17, m23 y m23a,
respectivamente) tendieron a presentar en todos los casos mayor concentracion en el

tratamiento 2A (Figura 4. 9).
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Figura 4. 9. Rutina equivalente (ug) en funcidon de los tratamientos para los principales
compuestos que conformaron el “blend” asociado al tratamiento 2A (m17 - Derivado de
quercetina (triésido); m22 - Rutina (diésido de quercetina); m23 - Derivado de quercetina
(didésido) y m23a - Derivado de quercetina (monésidos), en el afio 2. Las barras representan el
error estandar de la media.

Contenido de fenoles totales (CFT)

En relacién al efecto de la herbivoria de A. gemmatalis sobre el CFT en hojas
defoliadas del cultivo soja, no se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos para ninguno de los afios (p=0,06 y p=0,29, respetivamente). En el afio 1 el
rango de valores fue amplio (entre 80 y 110 pumoles de ac. clorogénico por gramo de
hoja). En el afio 2 el rango de valores fue menor (entre 48 y 63 pmoles de ac.
clorogénico por gramo de hoja). A pesar que en ambos afios los resultados presentaron

pocas variaciones entre tratamientos, se pueden destacar ciertas tendencias. Por
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ejemplo, no se observan variaciones entre las distintas densidades de C. aloum (2C y
4C), pero al comparar las mezclas con A. annua se observa que en ambos afios las bajas
densidades (2A) presentaron valores de CFT ligeramente mayores que el tratamiento
4A. Por otra parte, en el afio 2, se afiadidé un tratamiento de soja pura sin herbivoria
(SPNH) como testigo “blanco”, pero sin embargo no hubo diferencias entre éste

tratamiento y el resto (Figura 4. 10).

120+ 1204
[=]
2
(=
= T
s an a0
a
“
2 T
O
o 04 A0
o
[
£

04 [l

SP 24 48, 2 4c SPSH SP 2Aa 44 20 4ac
Tratamienine Tratamientas

Figura 4. 10. Contenido de fenoles totales en el cultivo de soja en respuesta a la herbivoria de
Anticarsia gemmatalis para los distintos tratamientos en el afio 1 (izquierda) y el afio 2
(derecha). En el afio dos se agregd un tratamiento de soja pura sin herbivoria como testigo
(SPNH). Los datos se expresan en pumoles de &cido clorogénico/gramo de hoja seca. Las barras
representan el error estandar de la media.

Compuestos con actividad antioxidante (CA)

En cuanto a la CA, cuantificada como el contenido de sustancias que modifican
el estado oxidativo de las ROS, los resultados muestran que en ambos afios no hubo
diferencias significativas entre tratamientos (p=0,45 y p=0,60, respetivamente). Al igual
que en el CFT, en el afio 1 el rango de valores fue mayor (entre 19 y 26 pmoles de acido

ascorbico por gramo de hoja), mientras que el afio 2 los valores estuvieron entre 6 y 15

pmoles de acido ascdrbico por gramo de hoja (Figura 4. 11).
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Figura 4. 11. Actividad antioxidante en el cultivo de soja en respuesta a la herbivoria de
Anticarsia gemmatalis para los distintos tratamientos en el afio 1 (izquierda) y el afio 2
(derecha). En el afio dos se agregd un tratamiento de soja pura sin herbivoria como testigo
(SPNH). Los datos se expresan en pmoles de &cido ascdrbico/gramo de hoja seca. Las barras
representan el error estandar de la media.
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Supervivencia de Anticarsia gemmatalis

En relacion al efecto de las defensas quimicas del cultivo soja sobre la
supervivencia de Anticarsia gemmatalis, los resultados mostraron que no hubo
diferencias significativas entre los tratamientos evaluados (p=0,17). Los valores de

supervivencia se mantuvieron siempre alrededor del 100% (Figura 4. 12).
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Figura 4. 12. Supervivencia de Anticarsia gemmatalis en funcién de los tratamientos. Las barras
representan el error estdndar de la media.
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44 DISCUSION

En este capitulo se evalu6 el efecto de la herbivoria de A. gemmatalis en el cultivo
de soja estando solo o en mezclas con las malezas A. annua y C. album sobre las

defensas quimicas presentes en el tejido foliar del cultivo.

4.4.1 Relacion entre los compuestos quimicos y los tratamientos

Hay evidencias que muestran que la exposicion a compuestos volatiles de
plantas vecinas genera un efecto pre-inductivo (“priming”) sobre la bateria de
compuestos quimicos de defensa de algunas plantas. Es decir, plantas expuestas a
volatiles provenientes de otras plantas pueden responder de manera mas rapida, e
incluso més fuertemente frente a la herbivoria (Dicke y Bruin, 2001; Engelberth et al.,
2004; Heil y Kost, 2006; Baldwin, 2010; Pierik et al., 2014). En este sentido, las
correlaciones positivas encontradas en los dos afios de experimentos entre los
compuestos presentes en el perfil cromatografico del cultivo y los tratamientos de soja
con A. annua, podrian estar relacionadas con el efecto de los volatiles liberados por la

maleza sobre el sistema de defensa del cultivo soja.

Por una parte, se encontr6 un “blend” de compuestos que respondid
positivamente al incremento de la densidad de la maleza, ya que estuvo
consistentemente asociado al tratamiento 4A. Es decir, la produccién de estos
compuestos en relacion a la presencia de la maleza respondié de forma denso-
dependiente (Figura 4. 5, Figura 4. 6 y Figura 4. 7). Mientras que el afio 2, otro “blend”
estuvo asociado al tratamiento 2A, y sus compuestos aumentaron cuando la maleza
estuvo en menor proporcion dentro de la mezcla. La respuesta de estos compuestos a las
bajas densidades de la maleza, podria relacionarse a que algunos metabolitos

secundarios aumentan su sintesis cuando esta en menor proporcién dentro de la mezcla,
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efecto dilucidon (Norris y Kogan, 2000, 2005). De esta forma, ciertos metabolitos de A.
annua que son liberados estando a bajas densidades, podrian estimular la produccion de
los compuestos que conformaron este “blend” (Figura 4.9). A su vez, las correlaciones
negativas encontradas los dos afios entre todos los compuestos presentes en el perfil y la
presencia de la maleza C. album (tratamientos 2C y 4C), también explicaria el efecto
inductor de los volatiles de la maleza A. annua sobre las defensas del cultivo, en

comparacion con una especie no aromatica como C. album.

En cuanto a la naturaleza de los compuestos, se mostrd que la conformacion de
cada “blend” se generd a través de la agrupacion de compuestos quimicos similares (i.e.
didsidos de quercetina, triosidos de kaempferol). La literatura sefiala, que muchos de los
compuestos que son quimicamente parecidos, suelen ser inducidos o inhibidos por los
mismos factores. Como es el caso de los ocho compuestos del “blend” asociado al
tratamiento 4A: los derivados fenodlicos, derivados de kaempferol, derivados de
isorhamnetina y la genistina, respondieron positivamente al incremento de la maleza.
Asimismo, los derivados de quercetina y la rutina conformaron el “blend” de cuatro
compuestos y estuvieron relacionados al tratamiento 2A. Estas correlaciones muestran
que los compuestos quimicamente parecidos presentan comportamientos similares
(Figura 4. 5 y Figura 4. 6). En cuanto al tiempo que eluyen los compuestos dentro del
perfil (tiempo de retencion), los resultados coinciden con la bibliografia: para el caso de
los triglicésidos de flavonoles el tiempo de elucion relativo estuvo en linea con lo
esperado: quercetina<kaempferol<ishormanetina (Mabry et al., 1940; Dillon, 2017). En
el caso de la rutina y la genistina el tiempo de retencion se compard por coelusion con

estandares (Sigma-Aldrich).
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442 CLAR

Si bien los VOC’s de una planta pueden alterar el metabolismo de las plantas
vecinas, en algunos casos pueden ser insuficientes para provocar un cambio en la
quimica de algin compuesto particular del sistema defensivo de otra planta, pero
pueden preparar su fisiologia defensiva para producir rapidamente compuestos de
defensa, si llegan a ser dafiados (Barbosa etal., 2009). En este sentido, cuando se
analizaron los compuestos en forma individual, no se obtuvieron diferencias
significativas entre tratamientos (Figura 4. 7, Figura 4. 8 y Figura 4. 9). Estos resultados
coinciden con los mostrados por (Dillon, 2017), donde encontraron diferencias en la
genistina y malonil genistina por efecto de la herbivoria de A. gemmatalis, pero no
encontré diferencias en flavonoides totales y en agliconas como la quercetina,
kaempferol, isorhamnetina y genisteina en cultivo de soja. Esto puede estar relacionado
a que en general las respuestas quimicas de las plantas suelen generarse por cambios en
un conjunto o “blend” de compuestos, y no por un solo compuesto actuando de forma
aislada, aunque la variacion de su proporcion relativa dentro de la mezcla sea la méas

importante (Cavar et al., 2012).

Sin embargo, existen evidencias que muestran incrementos significativos en
algunos compuestos particulares. Por ejemplo, O’Neill et al. (2010) reportaron la
induccién de genistina en hojas en respuesta al dafio producido por un lepidéptero en
soja, mientras que derivados de quercetina y kaempferol no se vieron alterados.
Asimismo, Murakami et al. (2014) también reportaron la induccion de daidzeina y un
grupo malonilo en respuesta al dafio de S. frugiperda. Estas respuestas, pueden estar
relacionadas con varios factores como pueden ser la severidad del dafio ocasionado, el
lapso de tiempo en cual se genero el ataque, el genotipo o cultivar utilizado, entre otros.

En cuanto al primer factor, en esta tesis se garantizO que las orugas ingresaran al
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experimento en estadios tempranos, momento en el cual son mas voraces y generan
mayor severidad de dafio (Aragon etal., 1998; Saunders et al., 1998). En cuanto al
tiempo del ataque, si bien el lapso de exposicion de las orugas en el cultivo estuvo
restringido por las condiciones experimentales, se consulté la bibliografia para
garantizar que el tiempo fuese el suficiente para generar una respuesta en el cultivo y
poder cuantificarla. Sin embargo, los tiempos de respuesta son muy diferentes entre
materiales y compuestos. (Woldemariam et al., 2011) sefiala que las primeras respuestas
defensivas se dan en minutos (i.e. &cido jasmonico) y los factores de transcripcion en
horas (i.e. AINAC, AtORA, AtMYB), algunos de los compuestos de defensa necesitan
dias (i.e. VSP, glucosinolatos, flavonoides). Por altimo, sefiala que el material utilizado
también puede generar amplias variaciones en cuanto a la respuesta quimica de las
plantas. Dillon (2017) encontr6 diferencias significativas en algunos compuestos de
defensa en 24 horas de herbivoria, mientras que en otros recién a las 72 horas o 6 dias.
Asimismo, mostraron diferencias contrastantes entre los cultivares de soja utilizados en
cuanto a la respuesta frente a la herbivoria de A. gemmatalis, algunos materiales no

presentaron respuestas de defensa, mientras que otros si.

Entre las publicaciones que estudian la interaccion entre plantas mediadas por
compuestos volatiles, predominan aquellas que muestran un efecto priming por la
accion de compuestos quimicos liberados por las plantas luego de un ataque, por
ejemplo, los volétiles de plantas inducidos por herbivoria (HIPV, en inglés), o los
volatiles de hoja verde (GLV, en inglés). Incluso muchos de los estudios se refieren a
aquellos VOC’s que fueron liberados por efecto de un estrés (i.e. dafio, herbivoria,
patogeno). En el caso de la relacion entre el cultivo de soja y la maleza A. annua, al ser
ésta Ultima una especie aromatica que libera al medio volatiles provenientes de

compuestos constitutivos, la interaccion ocurre continuamente. Los resultados de esta
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tesis muestran que la presencia de esta maleza dentro del sistema, tiene un efecto
positivo sobre la produccion de un conjunto de compuestos conocidos por tener un rol

dentro de la defensa del cultivo soja.

4.4.3 Contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante

Ambas variables exploraron rangos de valores mas amplios en el afio 1, con
respecto al afio 2. Algo similar a lo encontrado en el capitulo anterior en cuanto a
biomasa y rendimiento. Es decir, hay una relacion directa entre la biomasa producida
por planta y el nivel de los compuestos quimicos encontrados en las muestras de tejido

foliar.

En cuanto al contenido de fenoles totales, a pesar de no presentar diferencias
significativas entre tratamientos, la tendencia entre tratamientos de A. annua fue similar
entre afios: el tratamiento de menor proporcién de la maleza 2A, fue siempre
ligeramente superior al tratamiento 4A. Esto podria estar relacionado con el
comportamiento del “blend” de cuatro compuestos asociado al tratamiento 2A. Por otra
parte, el tratamiento sin herbivoria (SPNH) no present6 diferencias significativas frente
a los tratamientos con herbivoria. Es decir, las diferencias encontradas en los
compuestos estuvieron relacionadas con la presencia de la maleza, dependiendo de la

densidad de la misma dentro del sistema, y no a la herbivoria de A. gemmatalis.

Todas las variables evaluadas mostraron que las diferencias estuvieron
relacionadas con la presencia de las distintas malezas dentro del sistema y/o con su
densidad dentro de la mezcla, y no con el tratamiento de herbivoria. Es decir, las
variaciones en las defensas del cultivo estuvieron asociadas a los cambios en el

ambiente y no al dafio generado por A. gemmatalis. Algo similar encontraron (Dillon
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etal., 2017) al mostrar que las principales diferencias en los compuestos de defensa
evaluados estuvieron explicadas por cambios en la calidad de la luz. A su vez, las
principales variaciones se mostraron en relacion a la maleza A. annua, lo que podria
indicar una posible sefializacion con el cultivo a traves de los compuestos volatiles de la

maleza (Karban et al., 2014; Kalske et al., 2019).

4.4.4 Supervivencia

Si bien los resultados mostraron una relacion positiva entre algunos “blends” de
compuestos de defensa y los tratamientos con A. annua, las larvas de A. gemmatalis que
se alimentaron del cultivo soja estando en dichos tratamientos no sufrieron alteraciones
en la supervivencia. Es decir, la induccion de estos compuestos no afectd la mortalidad
del herbivoro, al menos dentro del rango de tiempo evaluado. En cuanto a los
compuestos fenolicos, su toxicidad depende del estado redox (Appel, 1993; Felton et al.,
1994; Pourcel et al., 2007) y para el caso de los flavonoides no estd claro qué papel
cumplen en la resistencia de la planta frente al ataque insectos, ya que hay resultados

contradictorios en cuanto a su funcién (Simmonds, 2003).

Otra explicacion podria apuntar a que, a pesar de ser compuestos de defensa, éstos no
impacten directamente sobre funciones vitales del herbivoro, sino sobre aspectos no
evaluados en esta tesis como su comportamiento, reproduccion o ganancia de peso
(Bernays y Chapman R. F., 1994; Zavala y Baldwin, 2004; Zavala et al., 2008, 2013).
Los efectos de los cambios en el metabolismo secundario de las plantas sobre los
insectos, son muy variables y poco predecibles (Zavala et al., 2013). En cuanto al
comportamiento de los herbivoros, la bibliografia sefiala que, al modificar la calidad del
alimento, los principales cambios ocurren en el consumo. En algunos casos, cambios en

la calidad del alimento aceleran el consumo para compensar las deficiencias
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nutricionales del tejido (Slansky y Wheeler, 1992; Zavala et al., 2013). En otros casos,
la tasa de consumo del herbivoro se desacelera, disminuye la frecuencia o detiene el
consumo Yy busca nuevas fuentes de alimento, por lo general otra hoja dentro de la
misma planta. Las hojas mas jovenes suelen ser mas nutritivas (mayor contenido de
proteina), pero al mismo tiempo ésas hojas estan en zonas donde el herbivoro quedaria
mas expuesto frente a otros ataques (i.e. enemigos naturales) (Slansky y Wheeler, 1992;

Zavala et al., 2008).

En este sentido, las reducciones significativas en el nivel de defoliacion
generadas sobre el cultivo soja cuando el cultivo estuvo en mezclas con la maleza A.
annua (Capitulo 2), confirmarian que los “blends” asociados a los tratamientos 2A y 4A
alteraron la tasa de consumo tanto de A. gemmatalis como de los herbivoros
espontaneos que llegaron al sistema. Estos resultados gque muestran una posible
sefializacion entre la maleza, el cultivo y los insectos del sistema, son similares a los
encontrados por Kessler et al. (2006), que mostraron como los VOCs provenientes de
Artemisia tridentate, redujeron la herbivoria de la oruga defoliadora Manduca sexta
sobre las plantas de tabaco, a través de la induccion en la sintesis de inhibidores de la

tripsina.

En términos de costos para el cultivo, la herbivoria reduce directamente la
biomasa producida por las plantas y esto puede impactar negativamente sobre la
produccion de semillas y el rendimiento. En este caso, los resultados obtenidos en el
Capitulo 3 de esta tesis mostraron que la herbivoria de A. gemmatalis sobre el cultivo de
soja no redujo la biomasa ni el rendimiento en ninguno de los tratamientos. Sin
embargo, el costo de las defensas quimicas podria haber afectado la asignacion de
recursos a la produccion de metabolitos secundarios, en lugar de utilizarse para procesos

clave como el crecimiento y la reproduccion. En ese sentido, los resultados mostraron
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que el aumento en la produccion de los compuestos de defensa del cultivo de soja
estando en mezclas con A. annua (Figura 4. 5 y Figura 4. 6) no implicé costos en la

produccion de biomasa, ni en el rendimiento (Capitulo 3).

A su vez, la produccion de defensas puede implicar costos ecoldgicos al tener alguin
impacto negativo sobre otro componente del sistema. En este sentido, los resultados
mostraron que los compuestos de defensa no impactaron sobre la tasa de supervivencia
del herbivoro (Figura 4. 12), pero si sobre la estructura de la comunidad de insectos del
sistema (Capitulo 5). Sin embargo, cuantificar el costo de algun rasgo de defensa
especifico resulta muy dificil ya que puede estar ligado a distintos roles dentro del

funcionamiento y metabolismo de las plantas.

45 CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos en el presente capitulo permitieron extraer las siguientes

conclusiones:

i.  La herbivoria generada dentro de las etapas tempranas del periodo critico del
cultivo en conjunto con la presencia de las malezas acompafiantes resulté en un
perfil cromatografico similar para todos los tratamientos.

ii.  La produccion de los compuestos de defensa evaluados en el tejido foliar del
cultivo aumentaron cuando la soja estuvo en mezcla con la maleza A. annua.
Especificamente los resultados mostraron un conjunto de compuestos “blends”
asociados a los tratamientos 4A y 2A.

iii.  La presencia de las malezas acompafiantes en conjunto con la herbivoria de A.
gemmatalis no alterd la produccién de los compuestos fenolicos ni de aquellos

gue desempefian un rol antioxidante dentro de las defensas del cultivo.
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iv.  Lainduccion de los compuestos de defensa en el cultivo de soja por la presencia
de la maleza A. annua no generd alteraciones en la supervivencia de la oruga A.

gemmatalis.

Por lo tanto, se acepta la hipotesis 3a que plantea que “La produccion de
compuestos de defensa en respuesta a la herbivoria es estimulada en presencia de
plantas productoras de terpenos que emiten sefiales volatiles. La produccion de
compuestos de defensa en soja como respuesta a la herbivoria de A. gemmatalis sera
mayor en mezclas con A. annua, con respecto a la monocultura de soja o a las mezclas
con C. album”, y ademas, se rechaza la hipotesis 3b que dice que “La supervivencia de
A. gemmatalis estd condicionada por la accion de las defensas producidas por el
cultivo, que a su vez son estimuladas por las sefiales volatiles emitidas por plantas
productoras de terpenos. La supervivencia de A. gemmatalis sera menor cuando el
cultivo esté en mezclas con A. annua, con respecto a la monocultura de soja o a las

mezclas con C. album”.






CAPITULO5

Relacién entre los volatiles del sistema y la comunidad de insectos®

! Parte del contenido de este capitulo fue publicado en Torcat Fuentes, M., Lenardis, A., de la Fuente,
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51 INTRODUCCION

Una gran variedad de plantas libera metabolitos secundarios al medio, ya sea de
forma constitutiva (i.e. plantas aromaéticas) o inducida (i.e. en respuesta a algun estrés o
dafo). Estos metabolitos pueden modular de manera individual o en conjunto el entorno
donde se desenvuelven, afectando tanto en el comportamiento de las plantas vecinas
como en la atraccion, repelencia, alimentacion, crecimiento y reproduccion de los
insectos del sistema (Bernays y Chapman R. F., 1994; Booth y Swanton, 2002,
Cipollini, 2004; Radosevich etal., 2007; Lenardis etal., 2011). Estos compuestos
volatiles son responsables de la comunicacion entre plantas e insectos, ademés de estar
implicados en la sefializacion entre 6rganos de la misma planta (Arimura et al., 2010).
Actualmente es ampliamente reconocido el efecto de estos compuestos como
mediadores en la interaccion de las plantas con herbivoros, enemigos naturales,

polinizadores, y con plantas vecinas (Pierik et al., 2014; Aljbory y Chen, 2018).

Si bien todas las plantas presentan estrategias de defensa, en muchas especies
cultivadas como cereales y oleaginosas, el mejoramiento ha potenciado la produccion de
metabolitos primarios (carbohidratos, proteinas y lipidos) y reducido indirectamente la
produccién de metabolitos secundarios (terpenos, alcaloides), que sirven de base para
las defensas quimicas de las plantas. En este contexto, las plantas acompafantes pueden
desempefiar un rol positivo en los agroecosistemas, ayudando a cubrir la falta de

defensas quimicas volatiles que tienen la mayoria de los cultivos actualmente.

En este sentido, numerosos trabajos muestran que la llegada espontanea de
insectos a un sistema puede estar estrechamente relacionada con la presencia de plantas
acompariantes en el sistema. Lenardis et al. (2007) trabajaron con cultivos similares en

cuanto al ciclo de vida y estructura de planta, pero pertenecientes a diferentes grupos
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funcionales en relacion a la familia y la produccion de metabolitos secundarios. En
dicho trabajo, conduciendo las sefiales volatiles desde el coriandro al trigo para lograr
un trigo con “olor” a coriandro, encontraron una relacion estrecha entre la comunidad de
insectos y las sefiales volatiles independientemente de la especie cultivada. Es decir, las
plantas vecinas pueden atraer o repeler insectos al sistema, pero ademas pueden actuar
como fuente alternativa de alimento tanto para los enemigos naturales como para los
consumidores primarios (herbivoros) representando un factor de dilucion en la
concentracion del cultivo predominante (Bernays y Chapman, 1994; Norris y Kogan,

2000, 2005).

La idea de proveer fuentes de VOC's a través de la incorporacién de plantas
acompafantes al agroecosistema es una practica interesante, pero las especies
candidatas no siempre se analizan por su funcién en relacion a los insectos en el
sistema. Por ejemplo, muchas especies de malezas has sido analizadas por su efecto
alelopético dentro de los campos agricolas argentinos: Cyperus rotundus L. (Gastal y
Casela, 1986), Tagetes minuta (Gil etal.,, 2002), Sorghum halepense (L.) Pers.
(Acciaresi y Asenjo, 2003), Cynodon dactylon, Circium arvense, Cyperus esculentus
(Castro et al., 1983), Chenopodium album L. (Leicach et al., 2006), Artemisia annua L.
(Morvillo et al., 2011), pero no se ha analizado el efecto de estos compuestos quimicos

sobre la comunidad de insectos.

Sin embargo, en el caso especifico de Artemisia annua L., se vio que los
metabolitos secundarios (principalmente terpenos) que libera la maleza, interactian
positivamente con el cultivo soja, favoreciendo la comunidad de insectos benéficos
(Lenardis etal., 2011), sin disminuir el rendimiento (Morvillo et al., 2011). Por otra
parte, los metabolitos secundarios producidos por la maleza Chenopodium album L. son

atractivos para algunos insectos (Sigsgaard et al., 2008; Stolcova, 2009b) al representar



121

una fuente alternativa de alimento. De esta forma la presencia de malezas acompariantes
puede mitigar la presion de los herbivoros del sistema, al diluir la concentracion del
cultivo. Asimismo, el cultivo de soja produce y libera un conjunto de compuestos

quimicos al ser consumido por insectos (Moraes et al., 2005).

Existen numerosos trabajos que evaltan el papel de los compuestos voléatiles en
las interacciones entre las plantas y su entorno bidtico en condiciones controladas
(Gouinguené y Turlings, 2002; Moraes et al., 2005; Heil y Kost, 2006; Michereff et al.,
2011; Gols et al., 2012) y en mucho menor medida en condiciones de campo (Gil et al.,
2002; Lenardis etal., 2011). La informacién obtenida a nivel de érgano o planta no
siempre puede ser extrapolada a escala de agroecosistema. En la actualidad, hay
relativamente pocos estudios de campo que incluyan distintos niveles de integracion
bioldgica, con nuevos conocimientos sobre el papel de los volatiles en el ensamble de
comunidades ecoldgicas (Pierik et al., 2014). Jessing et al. (2014) remarcan esta falencia
en el caso de estudios de la maleza A. annua, destacando que existe mucha evidencia a
escala de laboratorio que analiza el efecto de los extractos vegetales (fresco o seco) y de
los aceites esenciales de la maleza sobre el comportamiento de los insectos, pero que la
informacion es limitada en estudios a escala de campo. Asimismo, el rol de los
compuestos quimicos producidos tanto por A. annua como por otras plantas
acompafantes dependera de la proporcion relativa de la especie dentro del sistema, de
su estado ontogeénico y de la biomasa producida (Ferreira y Janick, 1996; Lenardis et al.,

2011).

En sintesis, se sabe que las plantas responden indirectamente a la herbivoria a
través de la liberacién de compuestos volatiles, y que a su vez estos volatiles son
capaces de atraer enemigos naturales especificos (Heil y Kost, 2006; Arimura et al.,

2010; Heil, 2010a). A su vez, existen evidencias que muestran que las sefiales quimicas
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generadas por un cultivo en un determinado agroecosistema pueden verse afectadas
cuando a su vez las plantas que acompafian al cultivo emiten distintos compuestos
volatiles (Engelberth et al., 2004; Heil y Kost, 2006). Entonces, el conjunto de sefiales
quimicas de un sistema (huella olfativa), determinada por las distintas especies
presentes (cultivo — maleza — herbivoro), pueden modular el entorno donde se
desenvuelven los diferentes componentes y determinan el ensamble final de la
comunidad de insectos (Bernays y Chapman R. F., 1994; Booth y Swanton, 2002;
Cipollini, 2004; Radosevich et al., 2007; Lenardis et al., 2011). Los datos disponibles
sugieren que la combinacion de los compuestos quimicos producidos tanto por las
malezas como por los cultivos, condicionaria la llegada de los enemigos naturales al

sistema.

En este sentido, considerando que la diversificacion del sistema agricola genera
sefiales quimicas complejas y distintas comunidades de insectos asociadas y que no
existen evidencias acerca del impacto de la herbivoria de A. gemmatalis y de las sefiales
provenientes de malezas productoras de distintos metabolitos secundarios sobre las
huellas olfativas del sistema y la comunidad de insectos asociada, se plantean los

siguientes objetivos e hipdtesis:

5.1.1 Obijetivo e hipdtesis

El objetivo del presente capitulo es evaluar la comunidad de insectos y su
relacion con las sefiales quimicas emitidas por el cultivo de soja puro o en mezclas con
malezas productoras de metabolitos secundarios junto con la herbivoria de A.

gemmatalis.
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Las hipétesis plantean que:

I. Hipotesis 4a: La presencia de malezas productoras de diferentes metabolitos
secundarios dentro del cultivo de soja, altera las huellas olfativas particulares
cuando el cultivo crece puro y en mezclas con distintas densidades de las malezas.
Las huellas olfativas son distintas dependiendo de la combinacion cultivo —
maleza - herbivoria y la densidad de las malezas en la mezcla con el cultivo.

ii. Hipotesis 4b: Las mezclas del cultivo de soja con malezas productoras de terpenos
volatiles (soja - A. annua), al liberar sefiales quimicas al sistema atrae a los
insectos en general y los no herbivoros en particular. La riqueza de insectos en
general y de no herbivoros en particular serd mayor en la mezcla soja - A. annua,

con respecto a la mezcla soja - C. album o a las monoculturas de soja.

52 MATERIALESY METODOS

La descripcion general del ensayo, el disefio experimental y los respectivos
tratamientos fueron detallados en la metodologia general, dentro del Capitulo 1. A
continuacion se detalla la metodologia que se llevo a cabo para poner a prueba los
objetivos e hipotesis correspondientes al presente capitulo.
5.2.1 Determinaciones

Para evaluar las sefiales quimicas (huellas olfativas) emitidas por el cultivo de

soja puro o en mezclas con malezas productoras de metabolitos secundarios junto con la
herbivoria de A. gemmatalis, se realizaron mediciones periddicas con la nariz
electronica (e-nose). La nariz electronica es un instrumento equipado con un sistema
capaz de reconocer olores simples y complejos a través de un conjunto de sensores
quimicos electronicos (Szpeiner et al., 2009). La “e-nose” permite monitorear de forma

no invasiva los compuestos organicos volatiles (VOC's) liberados por las plantas y
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obtener informacion funcional sobre el crecimiento, defensa y salud de las plantas (Cui
et al., 2018). Si bien puede haber cierta deriva en dias con viento esto se minimizo
mediante la instalacion de borduras de soja entre parcelas y la medicion de sefiales e
insectos en dias soleados y sin viento (Figura 5.1). Una vez que se establecieron los
tratamientos mediante la incorporacion de las malezas al sistema, se realizaron

mediciones con la “e-nose” en estados claves del cultivo como R1, R4, R6.

Por otra parte, para evaluar la estructura y riqueza de la comunidad insectos, en
estados avanzados de la fase reproductiva cultivo (R5 - Madurez) se procedio a retirar la
malla protectora del ensayo. Luego de 48 horas de retirada la malla, entre las 10.00 y
15.00 horas de dias soleados y sin viento se realizaron muestreos de insectos aéreos a
través de “pan tramps” con agua y jabon, ubicadas en el centro de cada parcela (Figura

5.1y Figura5. 2).
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Figura 5. 1. Representacion esquematica de las mediciones y determinaciones que se llevaron a
cabo para cumplir con el objetivo del presente capitulo.
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Figura 5. 2. Vista general del experimento sin el revestimiento general y con las “pan tramps”
colocadas.

Estructura faunistica y funcional

La estructura faunistica se analizd en términos de la abundancia, riqueza y
composicion de especies. En los casos en los que fue posible, los insectos fueron
identificados a nivel de especie, de lo contrario se identificé a nivel de morfoespecie. El
analisis a nivel de morfoespecie permite el estudio de comunidades de insectos, ya que
las diferencias entre el nimero de morfoespecies y especies taxondmicas son, en
muchos casos, muy pequefias (Derraik et al., 2002). La estructura funcional se analizé
sobre la base de las caracteristicas anatomicas, la etapa de crecimiento y la consulta de
bibliografia (Arroyo Varela y Vifiuela Sandoval, 1991; Colomo de Correa y Roig-
Alsina, 2009; Duarte Gomez y Zenner de Polania, 2009; Urretabizkaya et al., 2010;
Gramajo y Mulieri, 2011). Los insectos se clasificaron segln su habito de alimentacion
principal en dos grupos: herbivoro o no herbivoro. Aquellos que causan algun dafio al
tejido foliar, como los succionadores y defoliadores, son considerados herbivoros, y el

resto de los insectos, como los depredadores, parasitoides y polinizadores se clasificaron
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como no herbivoros. Los insectos lepidopteros recolectados en estado de adulto se

clasificaron como no herbivoros.

3.2.4 Andlisis de los datos

Los efectos principales y sus interacciones se analizaron a través de analisis de
varianza (ANVA) usando el paquete estadistico software Infostat (versién 2017) (Di
Rienzo et al., 2017). Cuando las diferencias entre tratamientos fueron significativas, las
medias se compararon utilizando la prueba de Tukey (p<0,05). Previamente se
comprobaron los supuestos de homogeneidad de varianza y distribuciéon normal para

todos los tratamientos.

Para evaluar la relacion entre las huellas olfativas y las comunidades de insectos
presentes en el sistema, se realizd un andlisis multivariado (Jongman et al., 1995), de
componentes principales utilizando PC-ORD Multivariate Analysis of Ecological Data
Version 5.0. (McCune y Mefford, 1995). Este tipo de analisis permite identificar la
combinacion de variables respuesta que mejor representan las diferencias entre
tratamientos (ter Braak, 1987a; b). Para determinar la relacion entre los insectos y las
variables explicatorias asociadas a las huellas olfativas (sensores), se construyé una
matriz secundaria con los datos de los sensores y se gener6 graficamente un “biplot” al
superponer un diagrama vectorial basado en coeficientes de las funciones canonicas que
describen cada eje canénico.

Las diferencias en cuanto a la composicion de especies de las comunidades de
insectos asociadas a cada tratamiento fueron analizadas con el Procedimiento de
Permutacion de Respuesta Multiple (Multi-Response Permutation Procedure - MRPP)
(Mielke, 1984). Para este andlisis, la abundancia de especies se evaluo utilizando los

tratamientos como variable categorica.
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A partir de la informacion relevada se estimaron la abundancia total de especies
(ndmero total de individuos por morfoespecie y por tratamiento), la riqueza total
(nimero total de morfoespecies por tratamiento), la riqueza media por parcela
(promedio de morfoespecies por tratamiento) y la constancia (proporcion de parcelas
dentro del mismo tratamiento, donde aparecié la morfoespecie) (Whittaker, 1975;
Magurran, 1988). Los datos de abundancia y la riqueza de insectos fueron

transformados de variables discretas a continuas mediante la raiz cuadrada.

5.3 RESULTADOS

5.2.1 Relacion entre las huellas olfativas y la comunidad de insectos

El andlisis de componentes principales de los datos del segundo afio para evaluar
la relacion entre las huellas olfativas presentes en el sistema y las comunidades de
insectos arrojo un porcentaje de varianza explicado por los tres principales ejes de
81,3%. El eje 1 explica un 54,4%, mientras que los ejes 2 y 3 explican un 18,6 y 7,4%,
respectivamente. El eje 1 mostrd un contraste entre los tratamientos con A. annua
asociado con los insectos O. insidious y Gymnopterus sp. (parte izquierda del diagrama,
linea punteada) y los tratamientos con C. album y de soja pura, asociado con los
insectos Polistes sp. y C. mus (parte derecha del diagrama, linea segmentada). Las
principales variables explicatorias de las comunidades de insectos fueron los sensores 5
y 6 para el eje 1 (r= 0,26 y r= 0,24, respectivamente), y los sensores 7 y 8 para el eje 2

(r=-0,25, r=-0,23, respectivamente) (Figura 5. 3).
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Figura 5. 3. Representacién grafica de los dos primeros ejes de ordenamiento de componentes
principales, considerando los insectos como matriz principal y las sefiales volatiles como matriz
secundaria para el afio 2. Los vectores o biplots representan cada uno de los sensores de la e-
nose.

Por su parte, el analisis del tercer afio arrojo un porcentaje de varianza explicado
por los tres principales ejes de 52,4%. El eje 1 explica un 21,2%, mientras que los ejes 2
y 3 explican un 16,7 y 14,4%, respectivamente. El eje 1 mostré un contraste entre los
tratamientos con altas densidades de A. annua asociado con los insectos Gymnopterus
sp. y V. ruralis (parte derecha del diagrama, linea solida), los tratamientos con C. album
y de soja pura, asociados al insecto A. mellifera (parte baja-derecha del diagrama, linea
segmentada) y los tratamientos con baja densidad de A. annua asociado con Hemiptera
1, Hymenoptera 1 y Polistes sp (parte baja-izquierda del diagrama, linea punteada). Las
principales variables explicatorias de las comunidades de insectos fueron los sensores 7
y 8 para el eje 1 (r= 0,38 y r= 0,32, respectivamente), y los sensores 5 y 7 para el eje 2

(r=-0,20 y r=-0,17, respectivamente) (Figura 5. 4).
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Figura 5. 4. Representacion grafica de los dos primeros ejes de ordenamiento de componentes
principales, considerando los insectos como matriz principal y las sefiales volatiles como matriz
secundaria para el afio 3. Los vectores o biplots representan cada uno de los sensores de la e-
nose.

5.2.2 Composicion de las comunidades de insectos

El efecto de las combinaciones cultivo - maleza - herbivoria sobre la
composicion de las comunidades de insectos presentes en el sistema se analiz6 para los
afios 2 y 3. Las especies de insectos se organizaron en tablas socioldgicas incluyendo las
comunidades de insectos asociadas a los tratamientos. En ambos afios, se identificaron
cuatro grupos de insectos (G, M, C y A), y en el afio 3, se identific6 ademas un quinto
grupo (R). El grupo G, estuvo conformado por especies que presentaron alta constancia
en el relevamiento, y que fueron comunes a todos los tratamientos. Las especies
Gymnopterus sp. y Apis mellifera estuvieron presentes en el grupo G en ambos afios. El
grupo M, estuvo conformado por las especies presentes en los tratamientos con soja y

malezas acompariantes, el grupo C por especies presentes solo en tratamientos con C.
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album, el grupo A, por especies que estuvieron presentes solo en tratamientos con A.
annua y el grupo R por especies presentes en tratamientos con soja pura y en mezclas

con A. annua.

En el afio 2, se muestrearon un total de 178 insectos pertenecientes a 13
morfoespecies distintas. La estructura funcional fue 31% herbivoros y 69% no
herbivoros. En el afio 3, se muestrearon un total de 52 insectos pertenecientes a 25
morfoespecies distintas. La estructura funcional fue 20% herbivoros y 80% no
herbivoros. En ambos afios, los insectos asociados a los tratamientos con A. annua
fueron principalmente no herbivoros, mientras que los herbivoros estuvieron asociados

a los tratamientos con C. album y soja pura (Cuadro 5. 1 y Cuadro 5. 2).
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Cuadro 5. 1. Grupo, orden, familia, funcion, especie y constancia de insectos que visitaron los

diferentes tratamientos durante el afio 2.
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Cuadro 5. 2. Grupo, orden, familia, func

diferentes tratamientos durante el afio 3.
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5.2.3 Riqueza de insectos

Al igual que en los resultados mostrados en capitulos anteriores, no se
encontraron diferencias asociadas al tratamiento de herbivoria. Por tanto, a continuacion

se muestran resultados de los tratamientos agrupados por tipo de maleza acompariante.

En relacion al efecto de las combinaciones cultivo — maleza - herbivoria sobre la
riqueza de insectos en general, y de herbivoros y no herbivoros en particular, se
encontraron diferencias asociadas a la presencia de malezas acompafantes. Los
resultados de riqueza de insectos y riqueza de no herbivoros mostraron una tendencia
similar en las camparfias analizadas. Consistentemente se observé que el tratamiento de
monocultura de soja presentdé menor riqueza de insectos, ademas la riqueza de no

herbivoros fue siempre mayor a la de herbivoros.

En el primer muestreo del afio 1, los resultados mostraron diferencias
significativas en cuanto a la riqueza total de insectos (p=0,01). El tratamiento con bajas
densidades de la maleza A. annua (2A) presentd mayor riqueza con un valor medio de
5,8 insectos, mientras que la monocultura de soja (SP) presentd la menor riqueza, con
un valor medio de 1,8 insectos. Estas diferencias en riqueza total, estuvieron asociadas

particularmente a las diferencias en la riqueza de herbivoros (Figura 5. 5).
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Figura 5. 5. Rigueza total de insectos obtenida de dos relevamientos durante la campafia 2011-2012
(Afio 1). Muestreo 1 - 19/03 (izquierda) y muestreo 2 — 24/03 (derecha). La seccion lisa de las barras
representa los insectos herbivoros y la seccién rayada los no herbivoros. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05). Las barras representan el error estandar de la media.
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En los dos primeros muestreos del afio 2, los resultados también mostraron
diferencias significativas en cuanto a la riqueza total de insectos (p=0,02 y p=0,05,
respectivamente). En ambos muestreos el tratamiento con altas densidades de la maleza
A. annua (4A) presentd mayor riqueza con valores medios de 5y 3,6 insectos para los
muestreos 1y 2, respectivamente. Mientras que la monocultura de soja (SP) presento la
menor riqueza, con valores medios de 2,5 y 1,6 insectos, respectivamente. En el
muestreo 1, las diferencias en riqueza total, estuvieron asociadas particularmente a las

diferencias en la riqueza de no herbivoros (Figura 5. 6).
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Figura 5. 6. Riqueza total de insectos obtenida de dos relevamientos durante la campafia 2012-
2013 (Afio 2). Muestreo 1 — 08/04 (izquierda) y muestreo 2 — 10/04 (derecha). La seccién lisa
de las barras representa los insectos herbivoros y la seccién rayada los no herbivoros. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05). Las barras representan el error estandar de
la media.

En el afio 3, a pesar de que los resultados no mostraron diferencias significativas
(p>0,05) la tendencia fue similar. Ademas, se observé mayor riqueza en general en el

muestreo 2, con respectos al muestreo 1 (Figura 5. 7).
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Figura 5. 7. Riqueza total de insectos obtenida de dos relevamientos durante la campafia 2013-
2014 (Afio 3). Muestreo 1 — 18/04 (izquierda) y muestreo 2 — 24/04 (derecha). La seccion lisa
de las barras representa los insectos herbivoros y la seccién rayada los no herbivoros. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05). Las barras representan el error estandar de
la media.

5.2.4 Sefiales quimicas (huellas olfativas) presentes en el sistema

En relacion al efecto de las combinaciones cultivo — maleza - herbivoria sobre
las sefiales quimicas del sistema, se encontraron distintas huellas olfativas dependiendo
del momento ontogénico del cultivo, de la maleza acompafante y de la densidad de la

misma. No se encontraron diferencias con respecto al tratamiento de herbivoria.

Durante las tres campafas analizadas las huellas olfativas presentaron un patron
asociado a los tratamientos con un rango de valores similar entre afios (entre 0,8 y 2).
Las principales diferencias estuvieron asociadas a variaciones de los sensores 1, 5, 6, 7
y 8, sin embargo el ranking de tratamientos no se mantuvo igual en cada sensor de la “e-
nose”. Es decir, cada sensor mide compuestos o “blends” distintos y a su vez, cada

combinacidn cultivo — maleza — herbivoria emite sefiales quimicas diferentes.

Con respecto a la fenologia del cultivo, se pudo observar que tanto la
composicién como la concentracién de los distintos compuestos volatiles que emiten las

plantas dentro del sistema, presentan variaciones a lo largo del ciclo. Por ejemplo, al
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analizar el conjunto de huellas olfativas dentro de un mismo afo, se observé que las
seflales captadas por la “e-nose” variaron dependiendo del momento ontogénico del
cultivo. En el caso especifico del afio 1, si bien se observo un patron similar en las
distintas mediciones, algunos sensores registraron cambios significativos dependiendo
del estado del cultivo. El sensor 1 en floracion (R1), registré mayor concentracion de
sefiales (>1,2), mientras que en R4 y R6 registrd sefiales en un orden de magnitud
mucho menor (cercano a 1). Lo contrario sucedio con los sensores 5 y 6, que captaron

maés sefiales en R4 y R6 (cercano a 2) que en R1 (< 1,2) (Figura 5. 8).

Con respecto a la maleza acompanante, dentro del conjunto de “blends” que
capta la “e-nose”, en general no se observo ninguna combinacion especifica de cultivo-
maleza que haya mostrado de forma consistente una emision de sefiales
significativamente mayor al resto. Es decir, en algunos casos los sensores captaron méas
sefiales provenientes de los tratamientos con monocultura de soja (SP), en otros casos de
los tratamientos soja + C. album, y en otros las mezclas con A. annua generaron mayor
emision de sefales. Las principales variaciones estuvieron relacionadas con la densidad.
Por ejemplo, en floracion (R1), en el afio 1, los sensores 5 y 6 registraron mas sefales
provenientes de los tratamientos con baja densidad (2A y 2C) y en el afio 2 las sefiales
fueron ligeramente mayores en los tratamientos con alta densidad (4A y 4C). En ambos
afios, los sensores 5, 7 y 8 asociados a C. album y soja pura, fueron las principales

variables exploratorias en la distribucién de los insectos (Figura 5. 8)
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Figura 5. 8. Representacion esquematica de la dindmica de las huellas olfativas presentes en el
sistema en funcidn del estado ontogénico en que se encontraba el cultivo soja en el momento de
la medicidn durante el afio 1, afio 2 y afio 3.

5.4 DISCUSION

En este capitulo se evalud la emision de sefiales quimicas liberadas por el cultivo
de soja puro o en mezclas con malezas productoras de metabolitos secundarios junto
con la herbivoria de A. gemmatalis, y su relacion con la comunidad de insectos. Los
resultados mostraron que las sefiales varian dependiendo de la combinacion cultivo —
maleza — herbivoro, y que a su vez estas sefiales estan asociadas a la llegada de insectos
al sistema. Estas diferencias pueden estar relacionadas directamente con la presencia de

las malezas acomparfiantes y/o por la herbivoria generada sobre el cultivo.

Con respecto a la presencia de las malezas, los resultados mostraron variaciones

relacionadas con la densidad de las especies acompafantes. Se sabe que el aumento en
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la diversidad de especies dentro de un sistema resulta en un conjunto de sefiales mas
complejo y diverso (Malézieux, 2012). A su vez, las sefiales 0 VOC’s de una planta
vecina pueden alterar el metabolismo de las plantas cercanas e inducir la produccién y
liberacion de compuestos de defensa. Es posible que las diferencias encontradas en las
sefiales captadas por la “e-nose” se deban a la combinacion de los compuestos quimicos
liberados tanto por las especies de malezas acompafiantes como por el cultivo. En los
resultados, se observo que la generacion de las huellas presenta un comportamiento
dinamico y que las variaciones dependen de mdaltiples factores. Es decir, se mostraron
diferencias con respecto a los tratamientos y al momento del ciclo, pero no se observé
ningun patron (huella olfativa) especifico para cada especie de maleza presente en la
mezcla. Esto podria estar relacionado a la coexistencia de diversos compuestos volatiles
en el mismo sistema, ya que casi todas las plantas son capaces de liberar volatiles bajo
diversas condiciones (Scala et al., 2013), y que a su vez interactlan entre si, generando
un “blend” mas complejo y dificil de disociar y cuantificar a escala de campo (Cui et al.,

2018).

C. album es una especie que produce numerosos metabolitos secundarios a pesar
de no ser una tipica especie aromatica, ya que las aromaticas producen generalmente
aceites esenciales (quimicamente terpenos), resinoides, concretos, absolutos, extractos
crudos o purificados, oleorresinas y exudados naturales (balsamos y resinas). Estos
metabolitos también pueden emitir olores que forman parte del “blend” de la mezcla, ya
que en las huellas olfativas se observd que en muchos casos los tratamientos con C.
album presentaron alta concentracion de sefiales. Esto puede tener que ver con que a
pesar de que algunas sefiales quimicas pueden presentar un olor aromatico fuerte, como
en el caso de los volatiles liberados por la maleza aromética A. annua, la mayoria se

presentan en concentraciones extremadamente bajas e imperceptibles para el olfato
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humano (Cui etal., 2018). En algunos casos, la ‘“e-nose” también capt6 altas
concentraciones de sefiales volatiles en los tratamientos con A. annua, pero en menor

medida que los tratamientos con C. album (Figura 5. 8).

En cuanto al efecto de la herbivoria, se mostré que en la mayoria de las huellas
olfativas la concentracion de sefiales quimicas captadas por algunos de los sensores de
la “e-nose” aumentd cuando estuvo presente el tratamiento herbivoria (Figura 5. 8). Esto
podria estar explicado por la activacion del sistema de defensa indirecta del cultivo
luego de la herbivoria de A. gemmatalis, a través de la liberacion de compuestos
quimicos que atraen insectos benéficos. Se sabe que las plantas responden a la
herbivoria produciendo una combinacion de volatiles que no solo difieren en la
abundancia, sino mas importante aun en la composicion del “blend” (Mumm y Dicke,
2010). Asi como se mostro en cuanto a las defensas directas (capitulo 4), los
compuestos quimicos suelen actuar en conjunto y no en forma aislada. Por ejemplo, en
cuanto a las defensas indirectas, los HIPV, los GLV y los VOC’s, son distintos grupos
de compuestos quimicos que son liberados por las plantas luego de sufrir un dafio por
herbivoria (Erb et al., 2015). En la actualidad, se sabe que los volétiles que emiten las
plantas en respuesta al dafio son liberados por mas de 49 plantas pertenecientes a 25
familias (Mumm y Dicke, 2010). Ademas, se han identificado numerosas familias de
insectos asociados a éstos compuestos, hasta ahora se conocen 24 especies (12 familias)
de insectos depredadores y 34 especies (10 familias) de avispas parasitas, que son

atraidas por los volatiles de plantas dafiadas (Aljbory y Chen, 2018).

En cuanto a la comunidad de insectos asociada a los tratamientos, los resultados
mostraron una relacion entre las sefiales emitidas por las mezclas de soja con malezas
acompariantes, y la llegada de insectos al sistema. Es decir, los insectos percibieron

diferencias en las sefiales del sistema y respondieron de forma diferencial a los volatiles
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liberados por cada tratamiento. Las principales diferencias estuvieron asociadas al tipo
de maleza presente en la mezcla, especificamente la riqueza de insectos fue
significativamente mayor en los tratamientos con A. annua. A su vez, los resultados
mostraron distintos grupos de insectos asociados a las sefiales de cada tratamiento. Por
ejemplo, en el afio 2 las especies O. insidious y Gymnopterus sp. estuvieron asociadas a
las sefiales emitidas por los tratamientos con A. annua; mientras que Polistes sp. y C.

mus se asociaron a los tratamientos con C. album.

A diferencia de Luna y Sanchez (1999) y Saunders et al., (1998), que encontraron
que la herbivoria de A. gemmatalis sobre el cultivo soja atrae una gran cantidad de
insectos benéficos, los resultados de este trabajo no mostraron grupos de insectos
asociados a los tratamientos con herbivoria. Al parecer las sefiales emitidas por el
cultivo de soja en mezcla con malezas resultd mas atractivo. Dentro de las especies
relevadas, no se registraron las especies destacadas por Saunders et al., (1998), como los
principales enemigos naturales de A. gemmatalis a (Tricholabus serricorne,

Microcharops anticarseae, Microcharops bimaculat, Apanteles sp. y Telomorpha sp.)

Existen numerosos trabajos que han reportado el establecimiento de un “sistema
tri-trofico” mediado a través de las sefales liberadas por plantas danadas luego de la
herbivora y la llegada de enemigos naturales (Dicke, 1999). Mumm y Dicke (2010),
reportaron que insectos herbivoros pertenecientes a cinco 6rdenes (Lepidoptera,
Diptera, Thysanoptera, Coleoptera y Hemiptera) y acaros son conocidos por generar
herbivoria e inducir la sintesis de volatiles que resultan atractivos para insectos de cinco
ordenes (Hymenoptera, Neuroptera, Diptera, Coleoptera, Heteroptera) y acaros
carnivoros. Los resultados de este trabajo, mostraron que los volatiles de las distintas
mezclas fueron atractivos para insectos de seis ordenes (Hemiptera, Lepidoptera,

Diptera, Hymenoptera, Coleoptera, Homoptera) y arafas.
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Al analizar los insectos segun la estructura funcional (habito alimenticio), por
una parte, se observd que del total de insectos muestreados en este trabajo la mayoria
pertenecieron al grupo de los no herbivoros (>70%), es decir, llegaron de forma
espontanea al sistema pero en principio no generarian un dafio directo sobre el cultivo.
Ademas, se mostré que tanto herbivoros como no herbivoros presentaron un
comportamiento distinto con respecto a las sefiales del sistema. En todos los casos, los
insectos asociados a los tratamientos de soja + A. annua fueron principalmente no
herbivoros, mientras que los herbivoros estuvieron asociados a los tratamientos con C.
album y soja pura. Este comportamiento podria estar asociado a que los volatiles
liberados por la maleza A. annua tienen un efecto repelente sobre los herbivoros y
atrayente de los no herbivoros (Charleston et al., 2006; Arimura et al., 2010; Lenardis
etal., 2011). Mientras que las mezclas de soja + C. album, resultan atractivas para los
insectos herbivoros ya que ambas especies representan una fuente de alimento. En el
caso de especifico de C. album, existe abundante evidencia que reporta un gran numero
de herbivoros que se alimentan de la maleza (Harder etal., 2007; Sigsgaard et al.,
2008), debido a su alto valor energético de la especie (Poonia y Upadhayay, 2015).

Mientras que no existe evidencia de herbivoria sobre la especie A. annua.

En este trabajo las sefales volatiles fueron analizadas a través de la “e-nose”,
que es una herramienta que brinda valiosa informacion sobre el conjunto de sefiales
presentes en un determinado sistema a pesar de no identificar el compuesto especifico
que capta cada sensor. Recientes estudios han logrado diferenciar plantas sanas de las
infectadas solo con el uso de la nariz electrénica (Zhang et al., 2011; Cheng et al.,
2017). Por su parte, Xu et al. (2014) lograron estimar el nivel de infestacion de
Nilaparvata lugens en plantaciones de arroz con el uso de la “e-nose”. En el caso

especifico del “blend” de olores liberado por una planta en respuesta a la herbivoria, son
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mezclas complejas que a menudo estan compuestas por mas de 200 compuestos
distintos, muchos de los cuales se presentan solo en infimas proporciones (Dudareva

et al., 2006; Mumm y Dicke, 2010).

Por ejemplo, la maleza C. album es considerada de mucha importancia para el
aumento de la biodiversidad (i.e. invertebrados y aves), ya que existen mas de 26
especies de insectos asociados a la especie y sus semillas son importantes para la
alimentacion de mas de 8 especies de aves. Ademas, si bien es una especie competitiva,
en general 25 pl/m™ generan bajas pérdida de rendimiento (5%). Por su parte, existe una
comunidad de insectos asociada a la maleza aromatica A. annua (Lenardis et al., 2011).
Se sabe que los agroecosistemas diversificados tienen menos plagas generalistas o

especializadas y mas enemigos naturales (Malézieux, 2012; Gaba et al., 2015).

5.5 CONCLUSIONES

Los resultados del presente capitulo permiten extraer las siguientes conclusiones:

i.  Lageneracion de huellas olfativas es dindmica y varia dependiendo de la maleza
que acompafie al cultivo y de su densidad, de la presencia de herbivoros y del
momento del ciclo ontogénico.

ii.  Los volétiles liberados por el cultivo de soja en respuesta a la herbivoria de A.
gemmatalis generaron distintas huellas olfativas.

iii.  Existe una relacion entre las sefiales volatiles liberadas por las distintas
combinaciones de cultivo - maleza — herbivoro, y la comunidad de insectos que

Ilega al sistema.
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iv.  Lariqueza de insectos aumentd cuando el cultivo estuvo en mezclas con malezas
acompariantes, este aumento fue significativamente mayor en mezclas con la

maleza A. annua.

Por lo expuesto, se acepta la hipdtesis 4a que plantea que “La presencia de
malezas productoras de diferentes metabolitos secundarios dentro del cultivo de soja,
altera las huellas olfativas particulares cuando el cultivo crece puro y en mezclas con
distintas densidades de las malezas. Las huellas olfativas son distintas dependiendo de
la combinacion cultivo — maleza - herbivoria y la densidad de las malezas en la mezcla
con el cultivo”, y ademas, se acepta parcialmente la hipotesis 4b que plantea que “Las
mezclas del cultivo de soja con malezas productoras de terpenos volatiles (soja - A.
annua), al liberar sefiales quimicas al sistema atrae a los insectos en general y los no
herbivoros en particular. La riqueza de insectos en general y de no herbivoros en
particular serda mayor en la mezcla soja - A. annua, con respecto a la mezcla soja - C.
album o a las monoculturas de soja.”, ya que el aumento en la riqueza de insectos es

independiente del tipo de maleza involucrada en la mezcla.
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6.1 INTRODUCCION

En este capitulo, a través de la construccion de un esquema general del trabajo
realizado, se sintetiza el marco tedrico de la tesis, los objetivos pautados y los
principales resultados obtenidos. Luego se discute en qué medida los resultados
obtenidos permiten aceptar o rechazar las hipdtesis planteadas, y se destacan los
principales hallazgos en relacién con el estado actual de los conocimientos, su
significado agrondmico y cientifico-tecnoldgico. Por daltimo, se plantean nuevos

interrogantes y lineas de investigacion futuras que surgen de la tesis.

6.2 ESQUEMA GENERAL Y CONTRASTE DE HIPOTESIS

Hasta el presente hay numerosos trabajos en condiciones controladas acerca de las
interacciones cultivo-maleza, cultivo-herbivoro, maleza-herbivoro y cultivo-herbivoro-
enemigos naturales. Sin embargo, las evidencias concretas de interacciones cultivo-
maleza-herbivoro-enemigos naturales a escala de campo son aun escasas. En ese
contexto, el objetivo general de esta tesis fue “evaluar el crecimiento, la produccion de
compuestos de defensa y la emisidn de sefiales del cultivo de soja puro o en mezclas con
Artemisia annua y Chenopodium album y su relacién con la herbivoria y supervivencia

del lepiddptero Anticarsia gemmatalis y la comunidad de insectos asociada”.
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El cultivo de soja creciendo sélo o en mezclas con malezas productoras de
metabolitos secundarios, puede sufrir distintos niveles de dafio por herbivoria. Ante el
dafio, el cultivo responde a traves de la activacion de diferentes estrategias de defensa.
Por una parte, promueve el crecimiento compensatorio para tolerar el dafio y
compensar la pérdida de tejido. Por otra parte, el cultivo cuenta con una bateria de
compuestos quimicos que le confieren la capacidad de defenderse directamente,
afectando el comportamiento y/o la supervivencia del herbivoro, o indirectamente a
través de la emision de sefiales volatiles que atraen insectos benéficos al sistema

(Figura 6. 1).
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Figura 6. 1. Diagrama esquematico de los mecanismos de respuesta del cultivo soja frente a la
herbivoria abarcado en la tesis, junto con los objetivos propuestos.
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6.2.1 Objetivo 1: Evaluar la herbivoria de A. gemmatalis en el cultivo de soja
puro o en mezclas con distintas densidades de malezas productoras de diversos

metabolitos secundarios

La herbivoria sobre el cultivo de soja, expresada como porcentaje de area foliar
removida (Boito et al., 2013), fue significativamente mayor en las monoculturas de soja
que en las mezclas con distintas densidades de malezas. La disminucién de la herbivoria
sobre el cultivo asociada directamente a la presencia de las malezas acompafantes,
puede explicarse a través del efecto de dilucion o por ser refugio o fuente alternativa de
alimento para el insecto. Esta diferencia se observo tanto cuando la herbivoria fue
generada por la introduccion de la oruga defoliadora A. gemmatalis al sistema (Figura 2.
4), como cuando fue generada por herbivoria natural y espontanea (Figura 2. 5). En todos
los casos, la presencia de malezas generé un efecto positivo, es decir, las diferencias
observadas fueron independientes de la densidad de la maleza. Esto podria deberse a
que las densidades exploradas no fueron lo suficientemente contrastantes. Sin embargo,
las densidades utilizadas se basaron en trabajos previos donde se estudié la competencia
y la alelopatia entre A. annua y soja de (Morvillo et al., 2011) y entre C. album y soja
(Guglielmini, 2010) y, a pesar de ser densidades relativamente bajas (2 y 4 pl.m?), en

todos los casos las plantas de las malezas superaron a las de soja.

Por lo expuesto, ya que hubo diferencias en la herbivoria entre la monocultura
de soja y las mezclas con malezas pero no hubo diferencias entre las densidades de
malezas utilizadas, se acepta parcialmente la hipétesis 1 que plantea que “La presencia
de malezas productoras de distintos metabolitos secundarios dentro del cultivo, al
generar un efecto de dilucién denso-dependiente en el sistema, afectan la herbivoria

sobre el cultivo soja. La herbivoria sobre el cultivo soja sera mayor en monoculturas de
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soja, con respecto a las mezclas con altas densidades de malezas productoras de

diferentes metabolitos secundarios” (Figura 6. 1).

6.2.2 Objetivo 2a: Determinar el efecto de la herbivoria de A. gemmatalis sobre el
crecimiento en un cultivo de soja acompafiado de malezas productoras de distintos

metabolitos secundarios

El cultivo de soja respondio a la herbivoria a traves de distintos mecanismos
vinculados al crecimiento. Por una parte, se observé una respuesta compensatoria ya
que no hubo diferencias significativas en cuanto a biomasa, rendimiento, peso y nimero
de granos y altura y nimero de ramas por planta, a pesar de las diferencias en la
defoliacion por efecto de la herbivoria en ninguno de los casos (Figura 3. 7, Figura 3. 8,
Figura 3. 9 y Figura 3. 10, respectivamente). Ademas, la respuesta compensatoria se
confirmé a través del andlisis del cambio relativo en la produccién de biomasa total
(RCT), donde los valores cercanos a O indicaron la compensacion del cultivo soja
(Figura 3. 6 y Figura 6. 1).

La respuesta compensatoria del cultivo de soja frente a la herbivoria generada
por A. gemmatalis es independiente del tipo de maleza acompafante y de su densidad.
Por lo tanto, se acepta parcialmente la hipotesis 2a que plantea que “El crecimiento

compensatorio en respuesta a la herbivoria es estimulado en presencia de plantas que emiten
sefiales volatiles. El crecimiento compensatorio del cultivo de soja en respuesta a la herbivoria
de A. gemmatalis ser4 mayor en mezcla con A. annua, con respecto a la monocultura de soja o

a las mezclas con C. album” (Figura 6. 1).
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6.2.3 Objetivo 2b: Evaluar la relacion competitiva entre el cultivo de soja y las

malezas acompafiantes en respuesta a la herbivoria de A. gemmatalis.

Los resultados obtenidos a partir del andlisis bivariado mostraron la existencia
de complementariedad en el uso de los recursos entre el cultivo soja y A. annua,
indicando que la mezcla con la maleza fue més productiva que la monocultura. El
cultivo y la maleza A. annua no compitieron por recursos del suelo porque el agua fue
suplementada y las malezas estaban en macetas, pero ademas a pesar del gran porte de

las plantas no compitieron plenamente por la radiacion (Figura 3. 11).

Por lo tanto, se acepta la hipotesis 2b que plantea que “La relacion competitiva
del cultivo de soja - malezas acompafantes en respuesta a la herbivoria de A.
gemmatalis es amortiguada en presencia de especies poco competitivas. La relacién
competitiva del cultivo de soja en mezcla con A. annua en respuesta a la herbivoria de

A. gemmatalis serd incompleta o de tipo complementaria” (Figura 6. 1).

6.2.4 Obijetivo 3a: Determinar el efecto de la herbivoria de A. gemmatalis sobre la
produccién de compuestos de defensa del cultivo de soja acompafiado de malezas

productoras de distintos metabolitos secundarios

Con respecto a las defensas quimicas, se observé que el cultivo de soja
respondio al dafio a través de la induccidén de compuestos de defensa. Los resultados
mostraron una relacion positiva entre un “blend” de compuestos de defensa y la
presencia de la maleza A. annua, y una relacion negativa o neutra con la presencia de C.
album y la monocultura de soja (Figura 4. 5 y Figura 4. 6). Los diferentes compuestos
que componen los “blends”, mostraron una tendencia a aumentar en presencia de la

maleza A. annua (tratamientos 4A y 2A), estas correlaciones podrian estar relacionadas
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con el efecto de los volatiles liberados por la maleza sobre el sistema de defensa del

cultivo soja.

Las variaciones en las defensas del cultivo estuvieron asociadas a los cambios en
el ambiente y no al dafio generado por A. gemmatalis, ya que las variables evaluadas
mostraron que las diferencias estuvieron asociadas a la presencia de las malezas dentro
del sistema y/o a su densidad, y no con el tratamiento de herbivoria. Estas diferencias no
se observaron al analizar separadamente el contenido de fenoles totales (Figura 4. 10), y
la capacidad antioxidante (Figura 4. 11). Los resultados mencionados refuerzan la idea
de que los compuestos quimicos de plantas en general, y los de defensa en particular,
suelen actuar en forma conjunta. Asimismo, la interaccion de estos compuestos
quimicos con el resto de los componentes del sistema (i.e. plantas vecinas, insectos,

aves) también suele presentarse como un “blend” de compuestos (Cavar et al., 2012).

Por lo tanto, se acepta la hipdtesis 3a que plantea que “La produccion de
compuestos de defensa en respuesta a la herbivoria es estimulada en presencia de
plantas productoras de terpenos que emiten sefiales volatiles. La produccion de
compuestos de defensa en soja como respuesta a la herbivoria de A. gemmatalis sera
mayor en mezclas con A. annua, con respecto a la monocultura de soja o a las mezclas

con C. album” (Figura 6. 1).

6.2.5 Objetivo 3b: Evaluar la supervivencia de A. gemmatalis en el cultivo de soja

puro o en mezclas soja - A. annua 'y soja - C. album

La relaciéon positiva entre los compuestos de defensa del cultivo soja y la
presencia de la maleza A. annua (Figura 4. 5 y Figura 4. 6), pueden explicar las

diferencias en el nivel de defoliacion encontradas (Capitulo 2). Sin embargo, el aumento
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del “blend” de compuestos de defensas asociado a los tratamientos con A. annua (2A y
4A) no conllevé a disminuciones en la tasa de supervivencia del herbivoro (Figura 4.
12). Los resultados encontrados en la supervivencia de A. gemmatalis pueden estar
relacionados con el tiempo de muestreo, a pesar de que 24hrs es tiempo suficiente para
desencadenar la respuesta y la sintesis de compuestos de defensa (Woldemariam et al.,
2011), quizd no fue suficiente para evidenciar su efecto sobre la supervivencia del
insecto. Asimismo, también puede deberse a que estos compuestos de defensa
relacionados con la maleza A. annua tienen efecto sobre el comportamiento del insecto
(consumo, crecimiento, movilidad) como se desprende de la mayor defoliacion

observada en el cultivo puro y no directamente sobre la supervivencia.

Por lo tanto, se rechaza la hipdtesis 3b que dice que “La supervivencia de A.
gemmatalis esta4 condicionada por la accion de las defensas producidas por el cultivo,
que a su vez son estimuladas por las sefiales volatiles emitidas por plantas productoras
de terpenos. La supervivencia de A. gemmatalis sera menor cuando el cultivo esté en
mezclas con A. annua, con respecto a la monocultura de soja o a las mezclas con C.

album” (Figura 6. 1).

6.2.6 Objetivo 4: Evaluar la comunidad de insectos y su relacion con las sefiales
quimicas emitidas por el cultivo de soja puro o en mezclas con malezas
productoras de metabolitos secundarios junto con la herbivoria de A. gemmatalis.

Los resultados mostraron distintas huellas olfativas relacionadas a las
diferentes combinaciones cultivo — maleza - herbivoria (Figura 5. 8), lo cual podria
asociarse al conjunto de sefiales volatiles o “blend” generado por cada combinacion en
el momento de muestreo. Las huellas olfativas presentan un patrén similar, sin embargo,

se aprecian variaciones con respecto al estado ontogénico (Fehr et al., 1977), al tipo de
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maleza acompanante, a la densidad y al tratamiento de herbivoria. Estos resultados
coinciden con lo propuesto por Maffei (2010), que sefiala que los compuestos organicos
volatiles (VOC, en inglés) varian en su concentracion y composicion segun el tipo de
planta, su estado sanitario (i.e. enfermedad, defoliacion) y por los demas componentes
del sistema presentes (i.e. insectos, aves, patogenos). Ademas, Heil y Kost (2006) y
(Heil, 2010a) muestran que las huellas olfativas generadas por un cultivo en un
determinado agroecosistema puede verse afectado cuando las plantas que acompafian al

cultivo emiten distintos compuestos volatiles.

Por lo tanto, se acepta la hipdtesis 4a que plantea que “La presencia de malezas
productoras de diferentes metabolitos secundarios dentro del cultivo de soja, altera las
huellas olfativas particulares cuando el cultivo crece puro y en mezclas con distintas
densidades de las malezas. Las huellas olfativas son distintas dependiendo de la
combinacion cultivo — maleza - herbivoria y la densidad de las malezas en la mezcla

con el cultivo” (Figura 6. 1).

A su vez, estas diferencias en las huellas olfativas generaron distintas
comunidades y riquezas de insectos. Se observé mayor riqueza de insectos cuando el
cultivo de soja estuvo en mezclas con malezas acompafiantes, siendo a su vez mayor la
rigueza de no herbivoros que la de herbivoros (Cuadro 5. 1 y Cuadro 5. 2). Ademas, de
acuerdo a la estructura funcional de los insectos, el analisis multivariado mostré una
relacion positiva entre la riqueza de insectos no herbivoros y la presencia de la maleza
A. annua, y entre la riqueza de herbivoros y la presencia C. album y la monocultura de
soja y (Figura 5. 3 y Figura 5. 4). La llegada de insectos a un determinado sistema
responde a estimulos quimicos volatiles que brindan informacién sobre el lugar, en
cuanto a alimento, huésped o refugio. Este estimulo puede ser generado de forma

constitutiva por una especie (i.e. planta aromatica) o bien puede ser inducido como
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respuesta a un dafio por herbivoria a través de una defensa indirecta de la planta dafiada
(Moraes etal., 2005; Heil y Kost, 2006; Turlings y Ton, 2006; Baldwin, 2010).
Woldemariam et al. (2011) sefialan que los volatiles liberados por las plantas en
respuesta a la herbivoria (i.e. HIPV, GLV) representan una respuesta temprana dentro
del plan de ataque al herbivoro, ya que se generan de forma inmediata. Sin embargo, los
resultados no mostraron comunidades de insectos asociados al tratamiento de
herbivoria, al parecer las sefiales emitidas por el cultivo de soja en mezcla con malezas
resultd mas atractivo. Esto puede estar relacionado con el efecto dilucién generado por
las malezas sobre la concentracion del cultivo en el sistema (Bernays y Chapman, 1994;
Norris y Kogan, 2000, 2005), ya que a su vez no hubo diferencias significativas en

cuanto a la riqueza de insectos entre especies de malezas.

Por lo tanto, se acepta parcialmente la hipétesis 4b que plantea que “Las mezclas
del cultivo de soja con malezas productoras de terpenos volatiles (soja - A. annua), al
liberar sefiales quimicas al sistema atrae a los insectos en general y los no herbivoros
en particular. La riqueza de insectos en general y de no herbivoros en particular sera
mayor en la mezcla soja - A. annua, con respecto a la mezcla soja - C. album o a las
monoculturas de soja”, ya que el aumento en la riqueza de insectos es independiente del

tipo de maleza involucrada en la mezcla.

6.3 CONTRIBUCION AL AVANCE DEL CONOCIMIENTO

6.3.1 Interaccion cultivo - malezas — herbivoro

o Mezclas con malezas como una interaccion ‘“complementaria” en lugar de
“competitiva”’, aun cuando la herbivoria esté presente. Los resultados mostraron que

el cultivo de soja en mezcla con la maleza A. annua, lejos de establecer una relacién
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puramente competitiva que impacta negativamente en el rendimiento del cultivo,
tuvo complementariedad en el uso de los recursos, especificamente de la radiacion
(Figura 3. 11). El efecto positivo de la mezcla fue mayor cuando el tratamiento de

herbivoria estuvo presente (Figura 2. 6 y Figura 2. 7).

e Andlisis de interacciones entre niveles troficos de tipo “Bottom-up” y “Top-Down”,
no solo en términos ecoldgicos sino también agronémicos en condiciones de campo.
Existen pocos trabajos que reporten el efecto de distintas combinaciones troficas
(cultivo-maleza-herbivoro) sobre otros componentes del sistema a través de los
procesos herbivoria, competencia y alelopatia. Por una parte, los resultados
mostraron distintas comunidades de insectos asociadas a las diferentes
combinaciones cultivo-maleza-herbivoro (Cuadro 5. 1 y Cuadro 5. 2), destacando
que la utilizacién de diferentes especies dentro de un sistema puede impactar
positivamente en las comunidades de insectos benéficos (bottom up) y, favorecer la
biodiversidad del sistema. A su vez, los resultados sugieren que la llegada de estos
insectos podria estar relacionada con la disminucion de la herbivoria cuando el
cultivo estuvo en mezcla (Figura 2. 4 y Figura 2. 5), reduciendo la pérdida de

rendimiento del cultivo de soja (Figura 2. 7).

e Rol positivo de las malezas, en aspectos tanto ecol6gicos como productivos. La
presencia de las malezas en un cultivo estd frecuentemente asociada a su efecto
negativo (competencia con el cultivo, pérdida de rendimiento, disminucion de la
calidad del producto cosechado, huéspedes de patdgenos). En esta tesis se ha
demostrado que las densidades exploradas de las malezas A. annua y C. album no

generan disminuciones significativas en el rendimiento del cultivo de soja, que su
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presencia aumenta la biodiversidad del sistema productivo, y que esto a su vez
impactaria sobre los servicios del agroecosistema (Malézieux et al., 2009; Malézieux,
2012; Gaba et al., 2015). En un sistema donde la maleza interactte con el cultivo y a
su vez represente una alternativa productiva (policultivo), se obtendrian ademas

beneficios tanto ecoldgicos como productivos.

Estos resultados son muy importantes en el marco de la ciencia y del manejo
sustentable de adversidades, dado que la mayoria de los trabajos (Radosevich et al.,
2007; Zimdahl, 2007; Booth etal., 2013) y de las creencias de los asesores y
productores (Scursoni et al., 2019), consideran que la sola presencia de malezas es
negativa para el cultivo, ya que es inherente a la definicion de maleza (Zimdahl,
2007). Sin embargo, este trabajo, destaca que la presencia de algunas malezas no
afecta el rendimiento y es positiva para reducir la defoliacion en condiciones de
campo. Este resultado es muy importante desde el punto de vista de aumentar la

tolerancia de malezas dentro del cultivo como parte del manejo de adversidades.

6.3.2 Respuestas del cultivo soja

Evidencias que refuerzan la teoria de la capacidad compensatoria del cultivo.
Hasta el momento la mayoria de los trabajos se refiere a la capacidad compensatoria del
cultivo de soja en respuesta a la herbivoria. En esta tesis se evalué el efecto en conjunto
de la herbivoria y la competencia con malezas acompafiantes y los resultados mostraron
que, frente al “dilema de las plantas de crecer o defenderse”, el cultivo de soja fue capaz
de sostener su capacidad de compensar el crecimiento frente al dafio por herbivoria a
pesar de estar en presencia de malezas acompariantes (Figura 3. 6). Estos resultados

coinciden con (Fehr etal., 1977; Saito etal., 1983; Haile etal., 1998) en cuanto al
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mecanismo de crecimiento compensatorio del cultivo de soja frente a la herbivoria, pero
aportan evidencias nuevas acerca de que el efecto no esta solo asociado a la herbivoria
sino también a la presencia de malezas productoras de terpenos volatiles como A. annua
y de otras especies que producen otros metabolitos como C. album que pueden ser

sefiales igualmente eficaces.

Evidencia de la produccién diferencial de compuestos de defensa en presencia
de malezas. Al igual que en el apartado anterior, la evidencia existente hasta el
momento da muestra del comportamiento de las defensas quimicas del cultivo de soja
en respuesta al dafio por herbivoria. Sin embargo, los resultados de esta tesis muestran
que las defensas quimicas del cultivo de soja también pueden ser inducidos por la
presencia de especies acompafiantes dentro del sistema (Figura 4. 5 y Figura 4. 6). A su
vez, la mayoria de los trabajos que evallan las defensas quimicas, son estudios
realizados en condiciones controladas donde por lo general, los compuestos son
analizados de forma aislada. En esta tesis se ha avanzado en la obtencion de evidencia
que reafirma la importancia de la realizacion de ensayos a campo, ya que la informacién
obtenida en laboratorio no siempre puede ser extrapolada a escala de agroecosistema.
Ademas, los resultados de esta tesis han demostrado que algunos compuestos quimicos
responden, o se inducen en conjunto (“blend”) y no de forma aislada. Estos resultados
son relevantes para la ciencia en general y para el manejo del cultivo de soja en
particular, ya que si bien la composicion quimica de los compuestos analizados fue
similar al comparar distintas mezclas cultivo — maleza, la produccion relativa de
determinados grupos de compuestos de defensa estuvo muy ligada a las caracteristicas y

densidades de las plantas acompafantes.
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6.3.3 Relacion entre las sefiales volatiles y la comunidad de insectos

La liberacion de compuestos volatiles en respuesta a algun dafio para atraer
enemigos naturales (defensas indirectas), ha sido ampliamente estudiada y
documentada, sin embargo, hay menos evidencias acerca de la atraccion de insectos
benéficos al sistema por efecto de los volatiles liberados por una especie de forma
constitutiva. Ademas, la evidencia existente sefiala que la combinacion del cultivo de
soja y el herbivoro A. gemmatalis atrae una gran cantidad de insectos benéficos (Luna y
Sanchez, 1999). Sin embargo, los resultados obtenidos en esta tesis muestran que la
combinacion de los volatiles liberados por el cultivo junto a las malezas estudiadas,
tienen un efecto mayor en la atraccion de insectos benéficos aun en ausencia de
herbivoros. Si bien otros trabajos relacionaron en condiciones controladas la produccion
de sefiales y su relacion con los herbivoros y enemigos naturales (Turlings et al., 1990;
Zavala y Baldwin, 2004; Kessler et al., 2006; Glinwood et al., 2011; Erb et al., 2015), es
la primera vez que se miden las huellas olfativas del cultivo de soja en presencia de
herbivoros y malezas a campo y se encuentran relaciones con la comunidad de insectos.
Esto es muy relevante para la ciencia en general y para el manejo del cultivo de soja en
la Argentina en particular, ya que es el cultivo mas importante del pais por la superficie
que abarca y la cantidad de insumos que utiliza (Andn, 2015; Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, 2016), y de este modo se abre una ventana de posibilidades para realizar un
manejo mas sustentable potenciando los servicios ecosistémicos que brinda este cultivo

y sus malezas.

6.4 APLICACION

6.4.1 Inter-cultivos
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e Como se describid en el punto 6.3.1, algunos de los aspectos positivos de la maleza
A. annua asociados a la implementacion de un sistema productivo donde se tolere la
presencia de esta maleza o se la produzca como cultivo industrial para la obtencion
de insumos destinados a la industria farmacéutica y de aceites esenciales. Por lo
tanto, se puede pensar en la busqueda de un sistema productivo que combine algun
cultivo tradicional primavero-estival como la soja, el girasol o el maiz con la maleza
A. annua. Por ejemplo, se podria incluso disefiar un manejo extensivo que contemple
el establecimiento de franjas de la maleza, ya sea de forma alternada junto con el
cultivo o en las borduras del campo.

e También se podria contemplar la posibilidad de tolerar a C. album como malezas en
el cultivo o explorar policultivos con una especie emparentada de alto valor

agronémico como C. quinoa.

6.4.2 Utilizacion de compuestos quimicos de la maleza A. annua

e Existe abundante informacion sobre las caracteristicas quimicas de la especie A.
annua, y su utilizacion tanto en la industria farmacéutica para el control de
enfermedades como la malaria (Ferreira et al., 2013), como en la industria para la
obtencion de aceites esenciales (Perazzo et al., 2003; Bilia et al., 2014). Sin embargo,
los resultados de esta tesis plantean la posibilidad de utilizar los compuestos
quimicos de esta maleza dentro del plano agricola. Por ejemplo, se podria pensar en
formular nuevos productos quimicos que puedan ser utilizados en el manejo de
herbivoros para limitar la defoliacion o para la atraccion de insectos benéficos y de
ese modo potenciar los mecanismos de regulacion natural de plagas en los sistemas
productivos. Al ser de origen natural, estos productos podrian ser utilizados dentro de

plantaciones organicas o agroecologicas.
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6.4.3 Umbrales de dafo

e Las nuevas relaciones descriptas en esta tesis, y su modulacion por parte de la
presencia de las malezas acompafantes, podrian ser incorporadas en la reformulacion
de los umbrales de dafio utilizados actualmente por los productores, en funcion de la
abundancia de malezas. En primera instancia deberian ser verificados dependiendo
de la comunidad de malezas presente en cada lote donde se realice el monitoreo, y
luego deberian ser vinculadas al posible efecto positivo de algunas malezas sobre la
comunidad de insectos benéficos, y asi permitir la coexistencia del cultivo con
algunas malezas, reducir la aplicacion de insecticidas y aumentar la biodiversidad del

sistema

6.5 NUEVOS INTERROGANTES Y FUTURAS LINEAS DE
INVESTIGACION

e Aislar e identificar los compuestos quimicos presentes en la maleza A. annua que
estan vinculados en la induccion de defensas del cultivo de soja y en la atraccion de
insectos benéficos.

e Evaluar si la presencia de malezas acompafiantes ademas de inducir de compuestos
de defensa en respuesta a la herbivoria, tiene un efecto pre-inductor (priming) en la
respuesta defensiva de la planta. Seria factible determinar si la presencia de la maleza
tiene un efecto en la pre-induccion de estos compuestos de defensa, aun en hojas y/o
plantas que no han sido dafiadas por el herbivoro

e Profundizar en los aspectos fisiologicos del cultivo asociados a la respuesta
compensatoria frente a distintos niveles de herbivoria, por ejemplo, la tasa

fotosintética o la senescencia.
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6.6 CONCLUSIONES

La expansion del cultivo de soja a lo largo del agroecosistema pampeano estuvo
asociado al empobrecimiento de la diversidad en un sentido amplio: perdida en la
diversidad de cultivos y disminucion de la biodiversidad especies silvestres. Por lo
tanto, resulta importante desarrollar estrategias de manejo que se enfoquen en la
diversificacion del sistema productivo, mediante la incorporacion de especies
acompafantes que favorezcan algun servicio del ecosistema. Para ello es necesario
conocer las caracteristicas de las especies candidatas que permitan desarrollar este tipo

de estrategias.
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En esta tesis, se identificaron aspectos del comportamiento del cultivo de soja
vinculados a la presencia de malezas productoras de metabolitos secundarios, que
podria favorecer la implementacion de estrategias de manejo que permitan la
coexistencia del cultivo con dichas especies. Las mezclas del cultivo de soja con
malezas acompafiantes, revelo el importante rol de las especies evaluadas sobre algunos
servicios del agroecosistema. Por ejemplo, la herbivoria de A. gemmatalis fue
significativamente menor cuando el cultivo estuvo en mezclas. A su vez, estas mezclas
no ocasionaron pérdidas en el rendimiento del cultivo, ya que a pesar del efecto
conjunto de la competencia y la herbivoria, el cultivo sostuvo su capacidad
compensatoria. En cuanto a las defensas quimicas la presencia de la maleza aromatica
A. annua dentro de la mezcla promovio la sintesis de dos “blends” de compuestos de
defensa del cultivo de soja. Por otra parte, se demostré una relacion entre las sefiales
quimicas emitidas por el sistema y la comunidad de insectos. Las mezclas aumentaron
significativamente la riqueza de insectos, en su mayoria no herbivoros.

Los resultados de esta tesis brindan nuevos aportes al conocimiento de las
interacciones tréficas dentro de un agroecosistema que tiene al cultivo de soja como un
protagonista importante y aportan elementos para el manejo sustentable del cultivo
potenciando los servicios ecoldgicos. Aln quedan preguntas pendientes, especialmente
orientadas a profundizar en los aspectos de manejo agronémico que permitan optimizar
la combinacién del cultivo y los insectos con especies acompafiantes, ya sea en

borduras, franjas o policultivos.
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