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RESUMEN

La incidencia de Diceraeus (ex Dichelops) furcatus (F.) (Hemiptera:
Pentatomidae) ha ido en aumento en las Gltimas campafias agricolas. El dafio producido
por Diceraeus no solo se observé en cultivos de soja, sino que también en el cultivo de
maiz, principalmente en condiciones de “siembra directa”. El objetivo de esta tesis fue
determinar las claves que permiten a la chinche de los cuernos (Diceraeus furcatus)
reconocer a las plantulas de maiz (Zea mays L.) y a la vegetacion arvense asociada como
hospederos potenciales. Para ello, se realizaron estudios bioquimicos y de
comportamiento, a campo y en el laboratorio. Se evalud la preferencia tanto de
alimentacion como olfativa de los adultos de D. furcatus frente a germoplasmas
contrastantes de maiz. Se estudi6 la composicion quimica de la mezcla de compuestos
orgénicos volatiles (COVs) emitida por las plantulas, tanto los constitutivos, como los
inducidos por herbivoria, dafio mecénico y aplicacion exdgena de fitohormonas como
acido jasmonico (JA), acido salicilico (SA) y acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC, precursor del etileno). Se midio el cambio en los niveles basales de fitohormonas
inducido en las plantulas en respuesta a la herbivoria y al dafio mecanico. También se
estudié la influencia de la competencia intraespecifica de las plantulas de maiz en la
emision de volatiles, asi como en la orientacion de los adultos de D. furcatus. Ademas, se
realizaron muestreos perioddicos para identificar los hospederos alternativos de esta
chinche, y se evalud su orientacion olfativa hacia los mismos. Se determino que, para los
adultos de D. furcatus, las claves olfativas son esenciales para identificar a las plantulas
de maiz como un hospedero de alimentacion. Estas chinches se ven atraidas por los COVs
del maiz, principalmente el monoterpeno linalool. Ademas, utilizan los COVs para sensar
el estatus fisiologico de sus hospederos, prefiriendo las plantulas de maiz que crecen en

condiciones de alta competencia luminica. Las plantulas de maiz responden al ataque de
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esta chinche mediante la activacion de la via de JA, y la respuesta depende tanto del
genotipo como del estatus fisiologico. Asi también, la orientacion de los adultos de D.

furcatus hacia sus hospederos alternativos esta determinada por las claves olfativas.

Palabras clave: Diceraeus furcatus; chinche; maiz; volatiles; preferencia; acido

jasmonico
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ABSTRACT

The impact of Diceraeus (Dichelops) furcatus (Hemiptera: Pentatomidae) on
soybean and corn crops has been increasing in recent agricultural seasons. These stink
bugs not only feed on soybean pods and seeds but also, they feed on corn seedlings sown
under a no tillage system. The objective of this thesis is to establish the volatile cues that
allow D. furcatus to orientate themselves toward the corn seedlings and the associated
weeds by recognizing them as potential hosts. Biochemical and behavioral bioassays were
performed under both natural and laboratory conditions. Stink bug’ feeding preference
and olfactory orientation were evaluated. Constitutive and treated corn seedlings volatiles
mixtures were analyzed and quantified. Treatments performed were feeding damaged,
mechanical damaged, and spray of phytohormones as jasmonic acid (JA), salicylic acid
(SA) and 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC, an ethylene precursor).
Constitutive and both feeding and mechanical damaged levels of phytohormones were
measured in corn seedlings tissues. Furthermore, the effect of plant-plant competition on
the composition of corn seedlings volatile blend was measured, as well as its influence
on the host preference of D. furcatus adults. In addition, seasonal field surveys were
performed to identify D. furcatus alternative hosts. Olfactory bioassays toward the
potential alternative hosts were developed. This thesis results have shown that plant
volatiles are the main cues exploit by D. furcatus adults to recognize corn seedlings as
feeding hosts. These stink bugs are attracted to the monoterpene linalool, which is a key
component in the volatile blend of corn seedlings. Light competition has been shown to
alter the composition of the volatiles emitted by corn seedlings. Corn seedlings respond
to D. furcatus attack by increasing the JA levels. Besides, stink bugs can sense the corn

seedling light physiological status, by sensing its volatiles blend. Moreover, the
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distribution of D. furcatus in the agroecosystem landscape appeared to depend on the

volatiles emitted by its alternative hosts.

Keywords: Diceraeus furcatus; stink bug; corn; volatiles; preference; jasmonic acid



CAPITULO 1

Diceraeus furcatus: un problema creciente que va
desde el rastrojo de soja a la implantacion del

maiz



1.1  INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L. (Poales: Poaceae)) y la soja (Glycine max L. Merr. (Fabales:
Fabaceae)) son dos de las especies vegetales de mayor explotacion agricola a nivel
mundial. Argentina y Brasil se encuentran entre los principales paises exportadores de la
produccidn de estos cultivos, destinando mas de 75 millones de hectareas (USDA, 2021),
siendo fundamentales para las economias de ambos paises

(http://datosestimaciones.magyp.gob.ar;  https://www.conab.gov.br). Sin embargo,

existen diferentes especies de insectos que atacan estos cultivos, afectando su
rendimiento. Tradicionalmente, los principales insectos plaga del maiz corresponden a
los 6rdenes Lepidoptera y Coleoptera. El gusano de la raiz del maiz, Diabrotica virgifera
virgifera L.C. (Coleoptera: Chrysomelidae), es la principal plaga de este cultivo en el
hemisferio norte; mientras que, en Sudamérica, las especies econdmicamente mas
relevantes son el barrenador de la cafia, Diatraea saccharalis F. (Lepidoptera:
Cambridae) (Id et al., 2019), y el gusano cogollero del maiz, Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith) (Lepidopterta: Noctuidae) (Juarez et al., 2012), dependiendo del area geogréafica
y las condiciones climéticas preponderantes. En cambio, el cultivo de soja se ve
mayormente afectado durante la etapa de formacion de vainas y semillas por un complejo
de diferentes especies del orden Hemiptera. La composicion e importancia de este
complejo varia regionalmente dependiendo tanto de las especies presentes como de
factores agroecoldgicos. Entre las especies mas estudiadas a nivel mundial estan la
chinche verde (Nezara viridula L. (Hemiptera: Pentatomidae)) (McPherson et al., 1979)
y la chinche asiatica (Halyomorpha halys Stal (Hemiptera: Pentatomidae)) (Abram et al.,
2017; Rice et al., 2014). En la region Neotropical, durante la Gltima mitad del siglo XX,
las especies mas importantes fueron N. viridula y la chinche de la alfalfa, Piezodorus

guildinii (W.) (Hemiptera: Pentatomidae). Estas chinches solian estar acompafadas de


http://datosestimaciones.magyp.gob.ar/
https://www.conab.gov.br/

otras especies de importancia secundaria como la chinche marron, Euschistus heros (F.)
(Hemiptera: Pentatomidae), el alquiche chico, Edessa meditabunda (F.) (Hemiptera:
Pentatomidae) y las chinches de los cuernos, Diceraeus furcatus (F.) y D. melacanthus
(D.) (Hemiptera: Pentatomidae) (Panizzi, 2015). Estas dos Ultimas especies han sido
renombradas recientemente (Bardo et al., 2020), pero son ampliamente conocidas por el
género antiguo, Dichelops spp.

En las Gltimas décadas, los productores agricolas de Argentina y Brasil adoptaron
masivamente nuevas tecnologias, como la siembra directa, la rotacién de cultivos y el uso
de cultivos de cobertura, los cuales favorecen la presencia de los organismos asociados al
suelo, debido a la presencia de rastrojos y material vegetal (Chocorosqui, 2001). Estos
cambios en las practicas agricolas estan asociados a una disminucion de la abundancia de
la poblacion de N. viridula y un aumento de la abundancia de otras especies asociadas a
los rastrojos como D. furcatus (Panizzi & Lucini, 2016). De tal manera, se ha observado
que D. furcatus ha incrementado paulatinamente su importancia dentro del complejo de
chinches fit6fagas en la region pampeana, llegando a ser la especie dominante en lotes de
soja en numerosas ocasiones (Luna & lannone, 2013). Ademas, a partir de la campafa
2001-2002 comenzaron a observarse casos en los que la chinche de los cuernos produjo
pérdidas econdmicas significativas en el cultivo de maiz (de hasta el 30% en algunas
localidades de Codrdoba), atacando principalmente durante los primeros estadios
vegetativos (INTA, 2012). Actualmente, D. furcatus representa no solo un problema
creciente para el cultivo de soja, sino también para el maiz. Si bien, la informacion
disponible sobre este organismo plaga reside en reportes técnicos desarrollados para
productores, el interés por conocer mas sobre la biologia y la interaccidn de este insecto
con los cultivos esta en aumento (Cingolani et al., 2019; Jacobi et al., 2021; Panizzi et al.,

2016; Resquin-Romero et al., 2020; Somavilla et al., 2019).



1.2 DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La informacidn disponible sugiere que la poblacién de D. furcatus es mas
abundante en el sur de Brasil, en las regiones de Rio Grande do Sul, Santa Catarina y
Parana (Somavilla et al., 2019); y en Argentina es mas frecuente en las regiones templadas
con niveles elevados de produccion de soja y maiz (Cingolani et al., 2019; Jacobi et al.,
2021, 2022), conocida como el “nicleo sojero” que comprende las provincias de Santa
Fe, Cordoba y Buenos Aires. Considerando que las variables climaticas se encuentran
dentro de los principales factores ecoldgicos que pueden limitar la distribucion de una
especie (Peterson et al., 2011), para el estudio de D. furcatus se realiz6 un modelo de su
distribucion geografica considerando el nicho potencial ya que los mapas de distribucién
disponibles no son confiables porque no especifican el origen de los datos ni el método
de modelacién utilizado (Jacobi et al., 2022). La distribucion geografica potencial fue
predicha utilizando el modelo de méaxima entropia (Phillips et al., 2006; Phillips & Dudik,
2008), y los resultados mostraron que el rango de distribucion se extiende desde el norte
de la Patagonia (Argentina) hasta el sur de Brasil, e incluye los paises de Argentina,
Brasil, Bolivia, Paraguay y Uruguay (Fig. 1.1; Anexo 1; Jacobi et al., 2022). Las variables
climaticas que mejor explicaron la distribucién de la chinche de los cuernos fueron la
isotermalidad (37,8%), la temperatura media del cuartii mas frio (21,9%), las
precipitaciones por estacion (12,7%) y la temperatura maxima del mes mas calido
(12,1%) (Anexo 1; Jacobi et al., 2022). En consecuencia, el factor limitante que modela
la disponibilidad de habitat para esta especie de chinche parece ser las fluctuaciones de

temperatura. En las regiones més calidas, como en el Estado de Parana (Brasil), donde la
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Figura 1.1: Distribucion geogréfica de D. furcatus predicha por el modelo de méxima
entropia. El &rea rayada color amarillo muestra las zonas donde las condiciones son favorables
para esta especie (UAC= 0,944; Anexo 1). El area en color verde muestra las zonas de
produccion de soja y maiz en Argentina (www.bolsadecereales.com) y Brasil
(www.conab.gov.br). Las areas sombreadas con un verde méas oscuro muestran las zonas de
mayor produccion de estos cultivos, donde D. furcatus es mas abundante y reviste una mayor
relevancia econdmica (Jacobi et al., 2022).



temperatura media ronda los 19°C en el mes julio (https://es.climate-data.org), esta
especie de chinche puede pasar el invierno alimentandose de diferentes especies de
plantas que se encuentran en los lotes. Sin embargo, en las zonas templadas de Argentina,
cémo el sur de Cordoba, donde las temperaturas son més bajas en el invierno, mostrando
un promedio de 10°C durante el mes de julio (https://es.climate-data.org), los individuos

presentan diapausa (Jacobi et al., 2022).

1.3 BIOLOGIA

El ciclo de vida de D. furcatus progresa de huevo hasta adulto atravesando cinco estadios
ninfales (Fig. 1.2). Las hembras son multivoltinas y tipicamente cada ovipostura se
compone de un grupo de alrededor de 13 huevos (Fig. 1.2), adheridos sobre las hojas o
frutos de las plantas hospederas (La Porta et al., 2013). El tiempo de desarrollo es variable,
y depende de diferentes factores como temperatura y calidad nutricional del alimento
(Fig. 1.2) (Panizzi et al., 2018; Kiing et al., 2018). Los adultos de D. furcatus presentan
una coloracién dorsal ocre, con puntuaciones que van del marrén al negro (Fig. 1.2). El
color ventral de los adultos, tanto en machos como hembras, varia dependiendo de las
condiciones ambientales, cambiando de verde a marron-rosaceo en el fenotipo de invierno
(Fig. 1.3 C). En el ultimo segmento abdominal, los machos presentan un clasper (Fig. 1.3
A), el cual representa un caracter de importancia taxondmica para la identificacion de D.
furcatus (Grazia, 1978). Si bien esta especie es multivoltina, no se sabe cuantas

generaciones tiene al afio.

Las chinches tienen un aparato bucal picador — suctor. Los estilestes (formados a
partir de las mandibulas y las maxilas) tienen dos canales, el de la saliva y el de
alimentacion. En lineas generales, estos insectos se alimentan insertando sus estilestes en

el tejido vegetal, volcando saliva a través del canal de la saliva y succionando el tejido
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Figura 1.2: Representacion del ciclo de vida de Diceraeus furcatus desde huevo hasta el
estadio adulto. El tiempo requerido para atravesar cada estadio esta indicado en el lado interno
de la flecha verde. H= huevos; HM= huevos maduros; 1° IN= 1" estadio ninfal; 2° IN: 2° estadio
ninfal; 3° IN= 3" estadio ninfal; 4" IN= 4" estadio ninfal; 5° IN= 5 estadio ninfal; ro= ruptusovis;
ne= 0jos rojos de las ninfas de primer estadio previo a la eclosion del huevo; Il1= I6bulos laterales.
digerido a través del canal de la alimentacion (Giacometti et al., 2020). Sin embargo,
pueden emplear el estilete tanto para macerar las células como para pasar entre las mismas
hasta alcanzar los vasos vasculares de las plantas. Ademas, poseen diferentes tipos de
saliva (saliva fluida, saliva del cono o cucurucho de alimentacién y la secrecién del
reborde) que difieren en composicion, densidad y funcién (Backus et al., 2006; Sharma
et al., 2014, McPherson, 2018). Los adultos de D. furcatus muestran un comportamiento
de alimentacion plastico y complejo. Se ha observado que para alimentarse a partir de

estructuras reproductivas de trigo utilizan la estrategia de macerar las células vegetales,

tanto quimica como mecanicamente, sin embargo, cuando se alimenta a partir de plantu-



Figura 1.3: Vista ventral de adultos de D. furcatus. En la fotografia se observa la vista ventral
de un macho (A) y de hembras (B y C) de adultos de la chinche de los cuernos. La hembra de la
derecha muestra el color ocre-rosaceo caracteristico del fenotipo de invierno. Cl= aparato
reproductor masculino externo (clasper); ha= angulo humeral; 1= 16bulos laterales.

las, estas chinches utilizan una estrategia diferente, alcanzando con la probdscide los

vasos vasculares, alimentandose directamente de ellos (Lucini y Panizzi, 2017).

1.4 PLANTAS HOSPEDERAS

El principal hospedero conocido de D. furcatus es la soja durante el desarrollo de
vainas y semillas, pero el cultivo de soja esta disponible durante un tiempo limitado. El
resto del afio, D. furcatus necesita usar hospederos alternativos para alimentarse y/o
reproducirse. Smaniotto & Panizzi (2015) hicieron una revisién bibliografica y
relacionaron a esta chinche con 32 especies vegetales pertenecientes a 13 familias
distintas, principalmente en Brasil. Incluyendo la informacién disponible en Argentina 'y
Uruguay encontramos que hay mas de 79 especies vegetales pertenecientes a 18 familias
que han sido relacionadas a D. furcatus (tabla 1.1; anexo 2). Sin embargo, se desconoce

el rol de la mayor parte de las especies registradas en el ciclo de vida de D. furcatus.



Tabla 1.1: Especies de plantas asociadas o relacionadas a Diceraeus furcatus en la region
Neotropical. Las plantas pueden ser utilizadas por los individuos de D. furcatus con motivos
reproductivos y de alimentacion (“Hospederos reproductivos™), de alimentacion (“Hospederos
de alimentacion”), y de hidratacion o refugio (“Hospederos ocasionales”). Esta tabla esta basada
en diferentes estudios detallados en el Anexo 2

Familia Hospedador ) Hospedador de Hospedador
ocasional alimentacion reproductivo
. Amaranthus quitensis
Amaranthaceae Beta vulgaris 'S QUITensis,
Chenopodium quinoa
Anacardiaceae Schinus terebinthifolius
. Bowlesia incana, Daucus
Apiaceae
carota
Bidens pilosa, Carduus
nutans, Carthamus
tinctorius, Cichorium
intybus, Cirsium vulgare, Helianthus annuus,
Asteraceae Conyza bonariensis, Senecio argentinus,
Gochnatia polymorpha, Sonchus oleraceus
Lactuca sativa, Stevia
rebaudiana, Xanthium
cavanillesii
Brassica napus, Brassica
Brassicaceae Brassica rapa oleracea, Raphanus

sativus

Citrullus lanatus, Cucumis

Cucurbitaceae . )
melo, Cucurbita maxima

Euphorbiaceae Ricinus communis
Macroptilium
atropurpureum, Arachis hipogea, Avena
Melilotus officinalis atua, Lotus corniculatus, . .
. ff ! f L D Glycine max, Medicago
Fabaceae Pisum sativum, Lupinus albus, Trifolium ; .
. e L . sativa, Phaseolus vulgaris
Rhynchosia corylifolia, repens, Vicia faba, Vigna
Senna occidentalis, Vicia unguiculata
sativa
Linum usitatissimum,

Linaceae .
Origanum vulgare

Gossypium hirsutum,

Malvaceae Sphaeralcea bonariensis

Melastomataceae Miconia cinerascens
Eugenia uniflora,

Myrtaceae Myrciaria tenella

Oleaceae Olea europaea
Andropogon bicornis,
Brachiaria plantaginea, Avena sativa, Digitaria
Bromus catharticus, insularis, Eleusine indica,
Poaceae Digitaria sanguinalis, Sorghum halepense,
Erianthus angustifolius, Sorghum cafforum var.
Festuca perennis, Oryza bicarinatum, Zea mays
sativa
Rosaceae Fragaria sp Rubus sp

Scrophulariaceae Buddleja thyrsoides
Cestrum parqui,
Nicotiana tabacum,
Physalis sp, Solanum

granuloso-leprosum,
Solanum lycopersicum,
Solanum tuberosum

Hordeum vulgare, Secale
cereale, Triticosecale
semisecale, Triticum

aestivum

Solanaceae

Urticaceae | Farietaria debilis
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Durante esta tesis se catalogardn como “hospederos ocasionales” a las plantas de refugio
o casuales, “hospederos de alimentacion” a las plantas que utiliza con fines nutricionales
y “hospederos reproductivos” a las plantas donde 1os adultos pueden alimentarse y
oviponer, y las ninfas pueden alimentarse y completar su desarrollo. Los hospederos de
alimentacion conocidos pueden clasificarse dentro de seis familias vegetales
(Amaranthaceae, Asteraceae, Brassicaceae, Fabaceae, Poaceae y Rosaceae) (tabla 1.1;
Anexo 2). El nimero de hospederos reproductivos es mas estrecho e incluye especies
pertenecientes a tres familias (Brassicaceae, Fabaceae y Poaceae), las cuales deben contar
con estructuras reproductivas (frutos y semillas) para que las ninfas sean capaces de

completar su desarrollo (tabla 1.1; Anexo 2).

1.5 DE PLAGA SECUNDARIA EN SOJA A NUEVA PLAGA EN
MAIz

Durante las ultimas 5 décadas D. furcatus fue considerada como una plaga
secundaria en el cultivo de soja durante la etapa reproductiva (Fig. 1.4: A- Soja) (Panizzi,
2015). Este insecto, al comer de las vainas y semillas, afecta directamente el rendimiento,
pero la magnitud del dafio depende del estadio fenoldgico de la soja, siendo los primeros
estadios reproductivos los mas susceptibles. El dafio consecuente de la alimentacién de
chinches fitéfagas en soja puede provocar el aborto de vainas o semillas, la presencia de
vainas vanas, un cambio en el contenido de aceites, y la disminucion del poder
germinativo de las semillas, afectando no sélo el rendimiento sino también la calidad del
grano (Dillon et al., 2020; Giacometti et al., 2018, 2020; McPherson et al., 1979; Todd &
Turnipseed, 1974; Zavala et al., 2015). Ademas, el dafio fisico provocado por la
alimentacion de las chinches puede contribuir al ingreso de microorganismos infecciosos,

como el hongo Nematospora coryli Peglion (Nematosporaceae: Hemiascomycetidae)
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(Clarke & Wilde, 1970b, 1970a; Medrano et al., 2009; Mitchell, 2004), y al fenémeno de
retencion foliar (Daugherty et al., 1964; Sosa-Gomez & Moscardi, 1995).

Sin embargo, el dafio provocado por las chinches es percibido por las plantas, lo
que induce diferentes vias de sefializacion, las cuales estdn mediadas por proteinas
quinasas activadas por mitogenos (Giacometti et al., 2016, 2020). En condiciones de
campo, las semillas de soja que se encuentran en plantas en estadio R5-R6 (segun la escala
de Fehr & Caviness, 1977) producen compuestos antiherbivoro, coémo los flavonoides y
los inhibidores de peptidasas después del ataque de chinches (Dillon et al., 2020;
Giacometti et al., 2016; Sabljic et al., 2020; Zavala et al., 2015). Sin embargo, las chinches
son capaces de evadir las defensas de las plantas, mediante la induccién de peptidasas

insensibles a los inhibidores o por la microbiota alojada en el intestino de las chinches

A) Soja C) Maiz
Aumenta la abundancia de La rotacion de cultivos
chinches ofrece una fuente
\ alternativa de aguay
y alimento
' B) Rastrojos r ! !

Proveen refugio en los
meses mas frios

| -' ",-',1‘\’.\. ‘ & ‘

N\
2

\

\\/

| AN ﬂ)\
T T T T T 1 | T ] | || |
Enero Feb Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto Sept Oct Nov Dic
Verano Otono Invierno Primavera

Figura 1.4: Fenologia de Diceraeus furcatus bajo las practicas de rotacion de cultivos soja-
maiz, y siembra directa en el ndcleo sojero argentino. A) La soja en estadio reproductivo es la
principal fuente de alimento disponible para esta chinche durante finales del verano y principios
del otofio. En ese momento, los individuos de D. furcatus cuentan con las condiciones climaticas
y nutricionales Optimas que propician su reproduccion y desarrollo. B) El rastrojo que queda en
los lotes después de la cosecha de soja proporciona a los adultos de D. furcatus un refugio donde
pasar los meses mas frios en el campo. C) En primavera, cuando la temperatura aumenta, los
adultos abandonan sus refugios invernales en busca de fuentes de alimento y agua. Ese momento
coincide con la etapa de implantacion del cultivo de maiz.
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capaz de desactivar los inhibidores (Medina et al., 2018; Sardoy et al., 2021). A pesar de
que esta especie no es considerada tan perjudicial como otras especies del complejo de
hemipteros pentatomidos fitofagos, como N. viridula y P guildinii, Luna & lannone
(2013) mostraron que con un rango de infestacion de cuatro individuos de D. furcatus por
metro cuadrado durante el quinto estadio fenoldgico de la soja (R5, segln la escala de
Fehr & Caviness, 1977), el 10 % de las semillas habian sido dafiadas.

Durante la década de los ‘90s, los productores agropecuarios argentinos y
brasileros adoptaron masivamente los principios de la Agricultura de Conservacion, los
cuales postulan que, para cuidar el suelo, que es un recurso no renovable, las précticas
agropecuarias deben evitar el disturbio mecénico (arado), mantener el suelo cubierto con
materia organica (rastrojo) y diversificar la sucesion de especies cultivadas en una misma
parcela (FAO, 2019). Estas modificaciones en las practicas agricolas transformaron
radicalmente el paisaje de los agroecosistemas. Por un lado, bajo este sistema, una de las
rotaciones de cultivos mas recomendadas en las llanuras argentinas es la de soja- maiz.
La presencia de vainas y semillas de soja hacia el final del verano y comienzos del otofio
permite que la abundancia de D. furcatus aumente (Fig. 1.4 A), al igual que otras especies
del complejo de chinches relacionados a la soja. Por otro lado, los rastrojos més las
semillas que muchas veces caen al suelo, proveen de refugio y alimento a los organismos
asociados con el suelo, como es el caso de D. furcatus (INTA, 2002). En las regiones
templadas, los adultos de D. furcatus han tomado ventaja de estas condiciones y
comenzaron a pasar los inviernos en el campo, cobijados debajo de los restos vegetales
(Fig. 1.4: B- Rastrojos) (Agostinetto et al., 2018). Esto permite que los adultos de D.
furcatus puedan atravesar los meses mas frios en los lotes (Fig. 1.4 B), mientras que otras
especies de pentatomidos fit6fagos como N. viridula y P. guildinii migran hacia las zonas

urbanas o de vegetacion, donde usualmente se refugian bajo la corteza de arboles,
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especialmente Eucalyptus sp. (Todd, 1989; Zerbino et al., 2015). Ademas, a raiz de ser
generalistas, los adultos de D. furcatus han sido beneficiados por la rotacion de cultivos
al poder acceder a cultivos alternativos como fuente de alimento o agua (Cingolani et al.,
2019; EMBRAPA, 2006; Jacobi et al., 2022; Panizzi & Lucini, 2016).

Durante la primavera, el metabolismo de los adultos invernantes de D. furcatus se
activa. En el “nucleo sojero”, asi como en otras regiones templadas, sembrar maiz en lotes
cubiertos con rastrojos de soja es una préactica comun. Cuando las chinches abandonan
los refugios invernales, se encuentran principalmente con plantulas de maiz. Entonces,
primero la soja aumenta la abundancia de chinches. Después de la cosecha, los adultos de
D. furcatus se esconden en los rastrojos durante el invierno (Agostinetto et al., 2018). Asi,
en primavera, cuando las condiciones desfavorables ya pasaron, este herbivoro encuentra
otros cultivos en los mismos lotes donde se refugid. Estos cultivos pueden ser cereales de
primavera o, en mayor medida, maiz (Fig. 1.4 C: Maiz). Este intenso cambio en las
practicas agricolas se correlaciona con el incremento progresivo de la abundancia de D.
furcatus en los ultimos afios y su cambio en el estatus como organismo plaga de soja 'y
maiz, tanto en Argentina como en Brasil (Instituto Biol6gico de Sdo Paulo, 2005; INTA,
2009). Esta situacion se ha descripto en varios reportes técnicos de compafiias
internacionales (Pioneer, 2012; Syngenta, 2011). En los altimos afios, D. furcatus se ha
convertido en una de las especies principales del complejo de chinches fitéfagas, e incluso
ha llegado a ser la mas abundante en algunas regiones. Mientras que en el sur de Cérdoba
menos del 3% del maiz era afectado por D. furcatus durante los ‘90s, monitoreos recientes
mostraron que el nivel de dafio provocado por esta chinche a las plantulas de maiz supera
el 30 % en la misma region (Cassano et al., 2019).

En el cultivo de maiz, el ataque de D. furcatus ocurre en la etapa de implantacion,

la cual es critica para el establecimiento adecuado de las plantas. Esta chinche se alimenta
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Figura 1.5: Dafio causado por D. furcatus a las plantulas de maiz. Las flechas indican la
presencia del insecto o las evidencias del dafio provocado por estos. A) Adulto de D. furcatus
sobre el coleoptile de una plantula de maiz. B) Orificios simétricos sobre una hoja de maiz
causado por la alimentacion de D. furcatus mientras la hoja alin estaba en desarrollo. C) Dafio
provocado por D. furcatus en las hojas en desarrollo de una plantula en estadio V2 (dos hojas
desarrolladas). D) Planta de maiz con las hojas superiores retorcidas como consecuencia del
ataque de D. furcatus.
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de las plantulas, principalmente en la zona cercana al coledptilo (Fig. 1.5 A). Debido al
aparato bucal picador-suctor, este comportamiento provoca que los dafios en las plantulas
no sean visibles inmediatamente, sino que se observa a medida que el desarrollo de las
plantas progresa (Roza- Gomes et al., 2011). El dafio m&s comun es la aparicion de cuatro
0 cinco orificios puntiformes perpendiculares a la nervadura de las hojas (Fig. 1.5 B)
(EMBRAPA, 1999; Instituto Bioldgico de Sdo Paulo, 2005). Cuando el dafio por la
alimentacion es mayor, la lesién puede causar el retorcimiento y, por lo tanto, la
deformacion de las plantulas, la aparicion de macollos o el aborto de las plantulas,
afectando el rendimiento del maiz (EMBRAPA, 1999; Roza-Gomes et al., 2011).
Teniendo en cuenta que el cultivo de maiz es mas susceptible desde el primer hasta el
tercer estadio vegetativo (V1-V3, segun la escala de Ritchie & Hanway, 1966), en 2012
el INTA propuso una escala para cuantificar el dafio de D. furcatus en el cultivo de maiz
con relacién a los sintomas observados en plantulas de maiz en el cuarto estadio
vegetativo (V4) (Tabla 1.2). Después de alimentarse de plantulas de maiz, los adultos de
D. furcatus emigran buscando otros hospederos reproductivos y de alimentacion. En
consecuencia, en el momento en que el dafio causado por la chinche de los cuernos resulta
visible, estos insectos ya no se encuentran en los lotes. Por este motivo, es imprescindible
que los productores agropecuarios monitoreen los lotes para estimar la densidad
poblacional de este organismo plaga y en base a esto decidir cuando es necesario el
control quimico (INTA, 2009).

Asi como en Argentina y en el sur de Brasil los adultos de D. furcatus atacan las
plantulas de maiz, en el norte de Brasil y en Estados Unidos se han reportado ataques de
esta indole por parte de adultos de D. melacanthus (Roza- Gomes et al., 2011) y
Euschistus servus Say (Bryant et al., 2021) respectivamente. En los tres casos, los adultos

abandonan el cultivo de maiz después de alimentarse de las plantulas. Asi mismo, no hay
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Tabla 1.2: Ranking de severidad del dafio provocado por D. furcatus a plantulas de maiz.
Flores y colaboradores propusieron un ranking para cuantificar el grado de severidad provocado
por adultos de D. furcatus a plantulas de maiz en funcién de los sintomas observados en el cuarto
estadio vegetativo (V4) (INTA, 2012).

NIVEL DE SINTOMAS EN EFECTOS EN EL
. EFECTOS EN EL RENDIMIENTO
SEVERIDAD PLANTULAS (v4) DESARROLLO
NSO Sin dafio Normal Ninguno
Puntuaciones
NS 1 simétricas en las Normal Ninguno
hojas
. . Afecta el Plantas con menor perimetro del tallo y
Hojas superiores e , . .
NS 2 crecimiento de menor numero de semillas y de hileras por
enrolladas .
las hojas nuevas mazorca.
Intensidad alta
. Retraso en la i
de dafio, i Plantas con menor perimetro del tallo,
NS 3 ] fenologia de la i .
plantulas de lant menor altura y menor nimero de semillas y
anta
menor tamafio P de hileras por mazorca.
. Retraso en la
Plantulas en , Muerte del 70% de las plantas. Las que
. fenologia o . ,
NS 4 estado critico o sobreviven presentan menor perimetro del

abortadas

muerte de las

tallo, menor altura y menor nimero de

plantas . .
semillas y de hileras por mazorca.

registro de que estas chinches depositen huevos o que las ninfas puedan completar su
desarrollo alimentandose de plantulas de maiz, sugiriendo gque esta fuente de alimento no

es nutricionalmente adecuada para estas chinches (Jacobi et al., 2022).

1.6 ESTRATEGIAS DE MANEJO

El método mas comun para controlar la abundancia de D. furcatus en plantas
cultivadas consiste en la subsecuente aplicacion de insecticidas (Anexo 3). El monitoreo
de los lotes para estimar la abundancia de este insecto es fundamental para decidir la
estrategia de manejo (Anexo 3). Existen diferentes niveles de dafio economico
dependiendo del cultivo atacado y de su estadio fenoldgico. Estos parametros se han
establecido para facilitar la decision de cuando es conveniente (0 no) controlar
quimicamente la densidad poblacional de este organismo plaga (INTA, 2013; Roza-

Gomes et al., 2011) (Anexo 3). La aplicacion de los insecticidas de amplio espectro
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utilizados contra D. furcatus puede tener un efecto disruptivo en las poblaciones de sus
controladores naturales, tanto parasitoides como depredadores (Tabla 1.3; Anexo 3). Los
productores cuentan con diferentes métodos de monitoreo e insecticidas para el control
quimico, pero hay poca informacion sobre el nivel de control por parte de los enemigos
naturales a través del control biol6gico para decidir la estrategia mas conveniente en el
marco de un manejo integrado de plagas (MIP). El desarrollo de programas de manejo
racionales en el marco de MIP contra D. furcatus permitiria la aplicacion de estrategias

con bajo impacto ambiental, disminuyendo el uso de insecticidas.

Tabla 1.3: Enemigos naturales de Diceraeus furcatus en los diferentes estados del
desarrollo. LA “X” marca los estadios del desarrollo de D. furcatus (ninfa, adulto y huevo
respectivamente) susceptibles a distintas especies de parasitoides y/o depredadores
pertenecientes a las familias identificadas en diferentes estudios de campo.

ORDEN FAMILIA % $\ A
Depredadores
Araneae Thomisidae X
Oxipidae X
Coleoptera Coccinelidae X
Hemiptera Athocoridae X X
Geocoridae X X
Pentatomidae X X
Hymenoptera Sphecidae X X
Neuroptera Chrysopidea X
Parasitoides
Diptera Tachinidae X
Hymenoptera Encyrtidae
Eupelmidae

Esta tabla esta basada en diferentes estudios detallados en el Anexo 3

Eurytomidae

Platygastridae
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1.7 INTERACCION ENTRE D. furcatus Y LAS PLANTULAS DE
MAIiz

Muchas familias de plantas comparten un conjunto central de mecanismos de
defensa como consecuencia de la conservacion filogenética de las vias biosintéticas
(Agrawal, 2007; Stotz et al., 1999). Sin embargo, los insectos herbivoros no pueden
alimentarse de cualquier especie de planta, sino que las relaciones entre los herbivoros y
sus hospederos han coevolucionado por millones de afios, desarrollando un amplio
espectro de interacciones. El contexto ecoldgico y evolutivo en el que ocurren estas
interacciones es muy dinamico, por lo que, para maximizar su eficacia bioldgica (o
fitness), los insectos herbivoros deben ser capaces de reconocer los patrones y claves
relacionados con sus hospederos y evitar aquellos relacionados a las plantas que no lo son
(Bruce, 2015). Durante el proceso de reconocimiento de un hospedero por parte de un
insecto herbivoro se distinguen diferentes etapas que van desde el reconocimiento del
habitat y la localizacion de un hospedero, hasta la aceptacion (o no) del mismo
(Thorsteinson, 1960). Para esto, el sistema nervioso de lo insectos se ha adaptado para
percibir y procesar diferentes estimulos a nivel espacio-temporal que les permite sensar
y reconocer las claves relacionadas al hospedero (Martin et al., 2011). Entre las claves
que un insecto puede integrar a la hora de “seleccionar” un hospedero a la distancia se
encuentran las claves visuales, como el color la forma y la textura de la planta y las
olfativas. En cambio, una vez que el insecto entra en contacto con la planta, se considera
que para “aceptar” a la misma como hospedera, las claves que suelen intervenir son las

tactiles y gustativas (Bruce et al., 2005).

Las claves olfativas son importantes en el reconocimiento de una planta
hospedera. Los herbivoros deben ser capaces de detectar la mezcla de compuestos

organicos volatiles (COVSs) asociada a sus hospederos en un ambiente quimico complejo,
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el cual esta constituido por compuestos volatiles emitidos por diversas especies de
plantas, que pueden o no ser hospederos factibles (Bruce et al., 2005). A pesar de la alta
diversidad vegetal presente en los ecosistemas, los herbivoros son capaces de reconocer
no solo la presencia o ausencia de compuestos especificos, sino también la concentracion
de COVs comunes a numerosas especies vegetales (Bruce & Pickett, 2011). Los COVs
emitidos por las plantas son mezclas complejas de compuestos, integradas por volatiles
de hoja verde (VHVs) derivados de &cidos grasos, isoprenoides y fenilpropanoides (Bruce
etal., 2005; Dudareva et al., 2006, 2013; Holopainen & Gershenzon, 2010). Los volatiles
inducidos en las plantulas de maiz luego de la herbivoria de D. furcatus (Jacobi et al.,
2021) podrian funcionar como sinomonas al reclutar a los enemigos naturales de esta
chinche (Clavijo McCormick et al., 2012). Ademaés, se ha observado que el grado de
atraccion del parasitoide de huevos Telenomus remus Nixon (Hymenoptera:
Platygastridae) hacia los volatiles inducidos en plantas de maiz por el ataque del insecto
blanco (S. frugiperda) esta condicionada por el trasfondo genético de la linea de maiz
utilizada, siendo las lineas que responden emitiendo mayores niveles COVs las que
reclutan mas parasitoides (Michereff et al., 2019). En la region Neotropical, se han
identificado numerosas especies de enemigos naturales de los hemipteros pentatomidos
fitéfagos, tanto de parasitoides como de depredadores (Tabla 1.3 y Anexo 3). Sin
embargo, a pesar de que se cuenta con algo de informacion respecto al impacto de los
parasitoides en la poblacion de D. furcatus (Agostinetto et al., 2018; Cingolani et al.,
2019), no hay estimaciones disponibles sobre el impacto de los depredadores en la

abundancia de esta chinche.

1.8 EFECTO DE LA COMPETENCIA INTRAESPECIFICA DE
LAS PLANTAS EN LA DISTRIBUCION DE LOS RECURSOS Y
EN LA INTERACCION CON LOS HERBIVOROS
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El crecimiento y produccién de biomasa de un cultivo depende de la capacidad de
éste para captar la radiacion solar incidente y transformarla en fotoasimilados. El
rendimiento final de un cultivo es funcion de la eficiencia de esta conversion energética
en las principales funciones vegetales (Fig. 1.6). La capacidad de capturar la energia
luminica esta relacionada con la estructura del cultivo y depende tanto de la morfologia

de las plantas, como de su numero y su distribucién en el espacio (Maddonni et al., 2001).

Defensas | Herbivoria

IIII*

?
_ Crecimiento I—I Competencia

Rendimiento
de granos

Reproduccion

Figura 1.6: Diagrama mostrando la influencia de la distribucion de recursos en el
rendimiento de granos. Las flechas verdes muestran la distribucion de los recursos entre
las principales funciones de las plantas, la competencia entre estas funciones se muestra
con lineas grises y las interacciones ecoldgicas se representan con lineas negras. La linea
rosa punteada muestra la interaccion potencial entre la competencia y la herbivoria. Las
flechas indican efectos positivos y las lineas que terminan en barras denotan efectos
negativos. Grafico adaptado de Zust & Agrawal (2017).

La densidad de siembra puede afectar el crecimiento y la biomasa del cultivo ya que las
plantas compiten por la luz y otros recursos disponibles (nutrientes, agua) y son capaces
de ajustar el patron de distribucién de los fotoasimilados para modificar su morfologia
(Fig. 1.6) (Markham & Stoltenberg, 2009). Otro factor que puede afectar el rendimiento
de un cultivo es el ataque de organismos plaga (Fig. 1.6). Los herbivoros no solo
consumen tejidos vegetales, sino que también las plantas deben destinar parte de sus
recursos para producir compuestos de defensa (Fig. 1.6) (Zust & Agrawal, 2017),

Ilegando incluso a modificar la estructura de las paredes de sus células (Giacometti et al.,
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2016, 2018). Aunque es sabido que existe una competencia entre los recursos que las
plantas destinan para crecer y defenderse, poco se sabe de la influencia de la competencia
intraespecifica entre plantas de un cultivo sobre la atraccion de insectos plaga (Fig. 1.6).

Teniendo en cuenta que las plantas no sélo usan la luz para fijar carbono a través
de la fotosintesis, sino que también la utilizan para sensar sefiales relacionadas con el
espacio y el tiempo, el monitoreo de la calidad luminica es crucial desde el punto de vista
ecoldgico y permite, por ejemplo, que las plantas sean capaces de determinar el momento
del dia (Somers et al., 1998), las estaciones (Jackson, 2009; Valverde et al., 2004) y la
presencia de otras plantas en su vecindad (Ballaré et al., 1990). Las plantas superiores
poseen diferentes familias de fotorreceptores (Ej., fitocromos, criptocromos, fototropinas,
etc.) capaces de sensar una variedad de colores que van desde la longitud de onda
correspondiente al ultravioleta hasta el infrarrojo (Kami et al., 2010). Estas
cromoproteinas actlan tanto independientemente como en conjunto para regular el
desarrollo de las plantas (Smith, 2000). Los fitocromos son receptores fotocrémicos que
estan adaptados para absorber el rango de longitud de onda que va del rojo al rojo-lejano,
y pueden estar presentes en dos formas fotoconvertibles (Borthwick et al., 1952; Butler,
1962). Estos fotorreceptores son conjugados de una apoproteina unida covalentemente a
un tetrapirrol lineal. Los genes que codifican la apoproteina se encuentran ubicados en el
nucleo, mientras que el cromdforo (tetrapirrol lineal) es derivado del grupo hemo y se
sintetiza en el cloroplasto (Terry et al., 1993). Las dos partes son ensambladas en el
citoplasma para dar lugar a un dimero bioldgicamente inactivo (Pr), que posee un pico de
absorcion de 665 nm (rojo o R). Cuando Pr absorbe luz roja cambia a la forma
bioldgicamente activa, denominada Pfr, la cual posee un pico de absorcion de 730 nm
(rojo lejano o FR). Una parte del pool de Pfr son traslocados al nucleo, donde regulan la

expresion de genes al interactuar con factores de transcripcion como el factor de
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interaccién con fotocromos (PIFs) y proteinas similares a PIFs (PILs) (Duek &
Fankhauser, 2005). Cuando Pfr absorbe rojo lejano se interconvierte nuevamente a la
forma inactiva Pr. Ademas, ambas formas superponen su espectro de absorcion a una
longitud de onda de 700 nm (Fig. 1.7), lo que provoca que se establezca un equilibrio
dinamico durante el dia, donde el balance entre los niveles de la forma Pfr sobre el total

de los fitocromos sea de alrededor del 60 % a cielo abierto. Sin embargo, los pigmentos

Espectro de Inactivo Activo
absorcion de r
los fitocromos C— (2
Pr Pfr
R
FR
! % }
460 SdO 600 700 nm
e Figura 1.7: Esquema representando los

diurno espectros de absorcion de las formas

fotoconvertibles de los fitocromos y el
espectro de luz durante el dia a cielo abierto
y debajo del canopeo. Fitocromo en estado
inactivo (Pr); Fitocromo en estado activo (Pfr);
Rojo (R) Rojo lejano (FR) (adaptado de Smith,
2000).

Cielo abierto

gu—

fotosintéticos absorben la luz azul y la roja, pero son indiferentes a la luz verde y al rojo
lejano (Kami et al., 2010). Cémo consecuencia, bajo la canopia, los niveles de rojo lejano
son mayores que los del rojo, afectando la proporcion de R:FR y por ende el fotoequilibrio
de los fitocromos totales (P), el cual puede descender a una proporcion de Pfr/P= 0,1
provocando cambios fisioldgicos y morfolégicos que se conocen como el “sindrome de
la evasion al sombreo” (Smith, 2000). El fitocromo B (Phy B) interactua fisicamente con
numerosos componentes de la cascada de sefializacidn relacionada con la respuesta a la

calidad luminica (Yeom et al., 2014) y su conformacion inactiva estimula la acumulacién
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de factores de transcripcion PIFs, los cuales promueven la expresion de genes
relacionados con la sintesis de auxinas (Hornitschek et al., 2012). El fenotipo de las
plantas que presentan este sindrome se caracteriza por tener los tallos, hipocétilos y
peciolos elongados, reduccion del numero de hojas y ramas, las hojas curvadas hacia
arriba (hiponastia) y en casos extremos puede producirse una floracion temprana donde
se produce un numero bajo y limitado de semillas, acortandose asi el ciclo de vida (Chory

& Cerda, 2003).

En las dicotiledéneas, como por ejemplo la planta modelo Arabidopsis thaliana
L. Heynh (Brassicales: Brassicaceae), hay cinco subfamilias de genes que conforman la
familia de fitocromos, las cuales fueron nombrados desde PHY A a PHYE, pero el nimero
de genes puede variar dependiendo de la especie vegetal que se considere (Casal, 2013).
Las monocotiledoneas poseen tres subfamilias de genes que codifican fitocromos
(PHYA, PHYB y PHYC) (Mathews & Sharrock, 1997). En el maiz hay 2 genes en cada
subfamilia, y las dos variantes de fitocromos B (Phy B1 y Phy B2) son responsables de
percibir las claves luminicas relacionadas con la competencia planta-planta y, en general,
tienen funciones redundantes. Sin embargo, Phy B1 se impone sobre Phy B2 en la
elongacion del mesocotilo durante el desarrollo de la plantula; mientras que Phy B2 se

impone sobre Phy B1 en el control de la floracion (Sheehan et al., 2007).

En condiciones de baja calidad luminica, el crecimiento de las plantas debe ser lo
suficientemente rapido para evitar la competencia por la luz, lo cual esta directamente
relacionado a la disponibilidad de recursos. Sin embargo, la concesién de recursos para
el crecimiento tiene un costo energético, y puede limitar los recursos disponibles para
invertir en defensas contra fuentes de estrés bidtico, como los herbivoros y patogenos.
Por lo tanto, para maximizar el fitness, y por ende, la produccion de semillas, las plantas

deben encontrar un balance entre los recursos que destinan para desarrollarse y defenderse
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(Zust & Agrawal, 2017). Asi como, a través de los fitocromos, las plantas pueden detectar
otras plantas en su vecindad, también tienen receptores capaces de detectar el ataque de
herbivoros y patégenos y responder en consecuencia, mediante la activacion de vias de
sefializacion mediadas por el &cido jasmanico (JA) y/o el &cido salicilico (SA) (Howe &
Jander, 2007; Wu & Baldwin, 2010). Sin embargo, la forma inactiva de los fitocromos B
aparentemente suprime las respuestas relacionadas con ambas vias de sefializacion (JA y
SA) en A. thaliana (Cerrudo et al., 2012; De Wit et al., 2013). Esto conlleva a que, ante
un escenario donde ocurren simultaneamente una alta competencia por la luz y el ataque
de herbivoros o patdgenos, se priorice la evasion al sombreo afectando la produccién de
defensas, tanto directas (flavonoides, inhibidores de peptidasas, y otros compuestos que
afectan el metabolismo del herbivoro) como indirectas (nectarios y compuestos organicos
volatiles, COVs, que atraen controladores naturales de los herbivoros desencadenando
efectos de tipo “Top-Down”) (Ballaré, 2014).

Los COVs no so6lo deben ser considerados como una defensa indirecta, sino que
sirven de claves olfativas que permiten a los herbivoros reconocer sus hospederos (Coll
Aréoz et al., 2019; Jacobi et al., 2021). Asi mismo, los volatiles intervienen en las
interacciones planta-planta, y sirven tanto para reconocer la presencia de otras plantas en
la vecindad como para detectar cuando una de las plantas cercanas esta siendo atacada
por herbivoros (Baldwin et al., 2006; Matthias Erb et al., 2015; Kegge et al., 2015; Kegge
& Pierik, 2010). Ademas, la mezcla de COVs emitidos por las plantulas de maiz varia
cuali y cuantitativamente en funcidn a factores abioticos como la disponibilidad de agua,
nutrientes, la temperatura y la calidad luminica (Gouinguené & Turlings, 2002). En
cebada (Hordeum vulgare L. (Poales: Poaceae)) se observé que los cambios en la relacion
R:FR y por ende, la competencia planta-planta, influyen en la emisién de volatiles

constitutivos (Kegge et al., 2015) y de aquellos relacionados con la herbivoria (Kegge &
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Pierik, 2010). En maiz se observd que la baja concentracion de fotones (0 y 5.000 Im/m?)
provoca que las plantulas sometidas a herbivoria emitan cuantitativamente menos
volatiles que aquellas que crecen bajo mayores niveles de intensidad luminica (10.000,
15.000 y 20.000 Im/m?) (Gouinguené & Turlings, 2002). Ademas, la alimentacion de los
herbivoros provoca respuestas caracteristicas en la emision de COVs por parte de las
plantas atacadas, tanto por el dafio mecéanico (provocado por el aparato bucal), como
quimico (por los componentes de la saliva) (Giacometti et al., 2020; Peiffer & Felton,
2014; Schmelz et al., 2009). Sin embargo, no hay datos sobre la influencia que la
competencia interespecifica puede provocar en la orientacion de los adultos de D. furcatus
hacia las plantulas de maiz, y sobre la capacidad de las plantulas de maiz con
caracteristicas fenotipicas de sombreo para emitir volatiles en respuesta temprana al dafio
mecéanico y quimico provocado por la herbivoria. Por otro lado, la presencia de vegetacion
espontanea en los agroecosistemas puede concentrar o repeler a los adultos de D. furcatus,

afectando su interaccién con el cultivo de maiz.

1.9 INTERACCION ENTRE D. furcatus Y LA VEGETACION
ARVENSE

Cuando se estudian insectos plaga para los cultivos, cémo D. furcatus, se suele
hacer énfasis en la interaccion del insecto de interés con el cultivo atacado (Pease &
Zalom, 2010), en este caso maiz y/o soja. Sin embargo, estos cultivos estan disponibles
durante un periodo de tiempo limitado y el resto del afio este insecto multivoltino utiliza
hospederos alternativos como sustrato donde poner sus huevos, alimentarse y/o refugiarse
(Panizzi, 1997). Considerando que D. furcatus es un insecto polifago no hay que

subestimar la importancia de la presencia de vegetacion espontanea o cultivos alternativos
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en su ciclo de vida y fenologia. Cémo he mencionado previamente, la chinche de los
cuernos se ha relacionado con més de 70 especies vegetales pertenecientes a 18 familias
diferentes, tanto dentro del grupo de mono como de dicotiledéneas (Tabla 1.1; Anexo 2).
Ademas, los individuos de D. furcatus pueden incluso alimentarse de plantas en distintos
estadios fenoldgicos y de distintas estructuras vegetales (plantulas, hojas, tallos, frutos o
semillas) segun sus necesidades y la disponibilidad temporal y/o espacial (Cingolani et
al., 2019; Giacometti et al., 2016; Jacobi et al., 2021; Lucini & Panizzi, 2017). Su
comportamiento de alimentacion es versatil, cambiando o combinando sus estrategias de
alimentacion segun los individuos lo requieran (Lucini & Panizzi, 2017). Las plantas de
estos clados presentan una gran diversidad en sus metabolitos secundarios y por ende en
las claves y defensas quimicas con las que la chinche debe afrontar tanto durante el
reconocimiento de un hospedero potencial, como durante la alimentacién. Cuando se
habla de insectos generalistas, muchas veces se relaciona con la frase: “Jack of all trades,
master of none”, que hace referencia a que quien sabe de muchos oficios no es experto en
ninguno (Ali & Agrawal, 2012). En el caso de los insectos herbivoros podemos adaptarlo
a: “los insectos generalistas pueden interactuar con numerosas defensas quimicas de las
plantas, pero no estan especializados para afrontar ninguna de ellas en particular”. Si bien
D. furcatus es capaz de explotar un elevado nimero de hospederos, pertenecientes a
grupos taxonomicos diferentes y que se encuentran en distintos estadios fenologicos, la
relacién que tiene con estos es poco conocida.

Para que un insecto presente una eficacia bioldgica (fitness) 6ptima es necesario
que posea un status nutricional adecuado y, por ende, que cuente con una dieta que sea
nutricionalmente balanceada (Schoonhoven et al., 2005). Esta dieta debe contar con las
proporciones justas de nutrientes como proteinas, carbohidratos, vitaminas y minerales

(Behmer, 2009). Cuando esto no ocurre, los insectos deben hacer frente a dos grandes
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desventajas. La primera es que el desbalance en la proporcién de nutrientes puede llevar
a que un insecto deba ingerir y procesar un exceso de alimento para suplir la cantidad que
necesita de un compuesto en particular que se encuentra en muy baja concentracion.
Algunos nutrientes, en concentraciones elevadas, pueden ser toxicos o tener efectos
deletéreos (Hagele and Rowel-Rahier, 1999; Singer et al., 2002). En segundo lugar, hay
algunos casos donde se puede interconvertir un compuesto en otro, pero resulta muy
costoso metabdlicamente. Ademas, la presencia de metabolitos secundarios puede
interferir en la digestibilidad de los nutrientes (Chapman 1998). Para evitar estos
inconvenientes, es menester que los insectos sean capaces de reconocer la presencia y
localizacion de los hospederos disponibles, 1o que depende, en gran medida, de su
capacidad de procesar las sefiales olfativas (Bruce et al., 2005).

Durante este trabajo se estudiaron las claves que llevan a los adultos de D. furcatus
a reconocer a las plantulas de maiz como un hospedero potencial, la respuesta de las
plantulas al ataque de este insecto (capitulo 2; objetivos especificos 'y 1) y como factores
del agroecosistema, como la competencia planta-planta (capitulo 3; objetivo especifico
I11) y la presencia de vegetacion espontanea (capitulo 4; objetivo especifico 1V) influyen

en esta interaccion.

1.10 OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar las claves que permiten a la chinche de los cuernos (Diceraeus furcatus (F.))
reconocer a las plantulas de maiz (Zea mays L.) y a la vegetacion arvense asociada como

hospederos potenciales.

Obijetivos especificos
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I- Determinar si los adultos de D. furcatus se orientan hacia las plantulas de
maiz a través de claves olfativas.

I1- Caracterizar los cambios en el perfil de COVs inducidos en las plantulas de
maiz por la herbivoria de adultos de D. furcatus, y las fitohormonas que
regulan dicha respuesta.

I11- Determinar el efecto de la competencia intraespecifica del maiz sobre la
emision de COVs, y la orientacion de los adultos de D. furcatus hacia las
plantulas de maiz.

IV-Caracterizar los hospederos alternativos de D. furcatus en las distintas

estaciones del afio entre la vegetacion arvense.

1.11 HIPOTESIS

Hipotesis General

Las chinches reconocen a las plantulas de maiz como una fuente de alimentacion
potencial al sensar la composicion de los volatiles que estas emiten. Las plantulas
reconocen el ataque de las chinches y responden cambiando la mezcla de COVs emitida.
Este cambio es mediado por la sefializacion a través de fitohormonas como el JA. Hay
distintos factores del agroecosistema que pueden afectar la interaccion de los adultos de
D. furcatus con las plantulas de maiz, como la densidad de siembra y la presencia de

vegetacion arvense.

Hipotesis especificas

la-Los adultos de D. furcatus se orientan hacia las plantulas de maiz a través de

claves olfativas.
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Ib-La mezcla de COVs emitidos constitutivamente por plantulas de maiz varia

dependiendo del trasfondo genético de las mismas.

Ila-El perfil de COVs emitidos por las plantulas de maiz varia en funcién de la
herbivoria de manera genotipo-dependiente, afectando la interaccion con
las chinches.

I1b-El cambio en el perfil de COVs en funcion de la herbivoria es inducido por

la via del JA.

Illa-Los adultos de D. furcatus se orientan preferencialmente hacia las plantulas
de maiz que perciben altos niveles de competencia intraespecifica a través
de claves volatiles.

IIb-Las plantulas de maiz que perciben altos niveles de competencia intra-
especifica disminuyen la emisién constitutiva de COVs.

Ilc- La competencia intraespecifica altera la respuesta de las plantulas de maiz

frente a la herbivoria y al dafio mecénico, silenciando la emision de COVs.

IVa-D. furcatus utiliza diferentes especies vegetales espontaneas como sustrato
de alimentacién, reproduccion o refugio, dependiendo de las estaciones del
afio y el mosaico de hospederos disponibles.

IVb-Los adultos de D. furcatus se orientan hacia sus hospederos alternativos

entre la vegetacion arvense mediante claves olfativas.



CAPITULO 2:

Interaccion entre los adultos de Diceraeus
furcatus y las plantulas de maiz
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2.1 INTRODUCCION

Las plantulas de maiz son capaces de emitir una combinacion especifica de
volatiles dependiendo tanto de factores genéticos (Degan et al., 2004) como ambientales
(Gouinguené & Turlings, 2002). Sin embargo, hay compuestos organicos volatiles
(COVs) que son comunmente emitidos por las plantulas de maiz como mirceno, linalool,
hexenil-acetato y cariofileno (Degan et al., 2004). Sin embargo, el perfil de volatiles de
las plantas es alterado por el ataque de los herbivoros, tanto por la sintesis de nuevos
compuestos como por el cambio en la concentracion de los COVs constitutivos
(Degenhardt & Gershenzon, 2000; Pare & Tumlinson, 1999; Ponzio et al., 2013).

Los volatiles inducidos por herbivoria pueden presentar propiedades toxicas,
repelentes o disuasivas para algunos herbivoros (von Mérey et al., 2013), atraer otros
herbivoros (Carroll et al., 2006; von Mérey et al., 2013), atraer enemigos naturales de los
herbivoros que actiian como “guardaespaldas” de las plantas que estan siendo atacadas
(Fontana et al., 2011; Schnee et al., 2006; Turlings & Tumlinson, 1992; Turlings & Erb,
2018b), o intervenir en las comunicaciones inter o intra-planta (Baldwin et al., 2006;
Engelberth et al., 2004; Erb et al., 2008; Erb et al., 2015; Galis et al., 2009). En el caso
de las chinches fit6fagas, el dafio de alimentacion producido por adultos de N. viridula en
plantulas de maiz incrementa al doble los niveles constitutivos de linalool, cariofileno,
bergamoteno y farneseno, pero no altera los niveles de los VHVs (Williams et al., 2005).
La emision de COVs en respuesta a la herbivoria es regulada por diferentes vias de
sefializacion que le permiten a la planta percibir el dafio causado por el insecto, ya que su
ataque implica una doble interaccion: mecanica y quimica (Felton & Tumlinson, 2008;
Giacometti et al., 2020; Schmelz et al., 2009).

Las plantas atacadas por chinches pueden responder con mecanismos de

sefializacion especificos, desencadenando vias de sefializacion que se encuentran
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finamente reguladas. Semillas en desarrollo de soja cultivada a campo mostraron una
respuesta temprana al dafio provocado por la herbivoria de adultos de la chinche verde,
N. viridula. Se observé un aumento simultaneo tanto de acido jasmoénico (JA), acido
salicilico (SA) y etileno (ET) (Giacometti et al., 2016), el cual es mediado por proteinas
quinasas mediadas por mitogenos (MAPK) que inducen la produccion de defensas
quimicas contra los herbivoros (Giacometti et al., 2016). Se ha observado que las semillas
de soja acumulan isoflavonoides e inhibidores de peptidasas después del ataque de
chinches, e incluso se ha observado una reestructuracion de las paredes celulares (Dillon
et al., 2020; Giacometti et al., 2016, 2018; Zavala et al., 2015). Existen numerosos
trabajos donde se utilizan plantulas de maiz para identificar los COVs constitutivos y
aquellos liberados luego del dafio por herbivoria, asi como la interaccion de fitohormonas
que orquesta este cambio. En general, para estos estudios suelen utilizar insectos
masticadores para realizar el dafio en las plantas, principalmente larvas de lepiddpteros
(Alborn et al., 1997; Engelberth et al., 2004; Schmelz et al., 2001; Schnee et al., 2006;
Tamiru et al., 2011; Ton et al., 2007; Turlings et al., 1998a; Turlings et al., 1998b). Hay
algunos autores que cuantificaron la induccion de COVs en funcion de la herbivoria de
afidos, los cuales tienen un aparato bucal picador-suctor, pero se alimentan directamente
del floema (Bernasconi et al., 1998; Turlingset et al., 1998a). Las estrategias de
alimentacion de las chinches son distintas a las de los insectos masticadores y a los afidos.
Las chinches usan sus estiletes para inyectar saliva con propiedades digestivas y
macerar los tejidos vegetales (Giacometti et al., 2020). Las plantulas de maiz tratadas con
regurgitado de lepidopteros incrementan los niveles constitutivos de JA, mientras
disminuyen la concentracion de SA, desencadenando un aumento en la emision de COVs
(Erb et al., 2015), en tanto que los efectores presentes en la saliva de los afidos tienen un

efecto opuesto, ya que activan la via del SA y mantienen los COVs en niveles similares
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a los constitutivos (Turlings et al., 1998a). Sin embargo, no hay informacion sobre los
cambios en los niveles de fitohormonas relacionados a los dafios causados por la
herbivoria de la chinche de los cuernos que regulan la mezcla de volatiles inducida en las

plantulas de maiz.
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2.2 OBIJETIVOS E HIPOTESIS

2.2.1 Objetivo especifico |

Determinar si los adultos de D. furcatus se orientan hacia las plantulas de maiz a

través de claves olfativas.

Hipotesis

I a- Los adultos de D. furcatus se orientan hacia las plantulas de maiz a través de

claves olfativas.

I b- La mezcla de COVs emitidos constitutivamente por plantulas de maiz varia

dependiendo del trasfondo genético de las mismas.

2.2.2 Objetivo especifico 11

Caracterizar los cambios en el perfil de COVs inducidos en las plantulas de maiz
por la herbivoria de adultos de D. furcatus, y las fitohormonas que regulan dicha

respuesta.
Hipotesis

Il a- El perfil de COVs emitidos por las plantulas de maiz varia en funcién de la
herbivoria de manera genotipo-dependiente, afectando la interaccion con las chinches.
Il b- El cambio en el perfil de COVs en funcion de la herbivoria es inducido por la

via del JA.
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2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Material boténico: Se trabajé con dos variedades comerciales de maiz
(Pioneer): 1780YR Mono 8-10 (Templado) y 30B39HR (Tropical). Estos genotipos estan
adaptados a distintas caracteristicas ambientales, siendo el primero apto para zonas
templadas, y el segundo para zonas mas tropicales. Ademas, ambos mostraron diferencias
en laatraccion de otras especies de hemipteros como, por ejemplo, la chicharrita Dalbulus
maidis (De Long) (Cicadellidae: Macrostelini) (Coll Araoz et al., 2019). Las semillas de
maiz fueron sembradas en vasos plasticos de 180 ml usando tierra comercial. Las macetas
se colocaron en jaulas recubiertas con una malla plastica y se dejaron al aire libre. Estas
fueron regadas dia por medio con agua corriente, siempre que fuera necesario, teniendo
especial cuidado en que las plantulas tengan igual situacion hidrica segin se recomienda
en Gouinguené y Turlings (2002). Las plantulas utilizadas en los experimentos tenian

aproximadamente 14 dias de edad.

2.3.2 Material animal: La colonia de D. furcatus se estableci6 a partir de
individuos recolectados en Marcos Juarez, Cordoba, en el campo experimental de la
FAUBA, Buenos Aires, y en Villaguay, Entre Rios. Las chinches se identificaron en el
laboratorio teniendo en cuanta las claves descriptas por Grazia (1978) y Pook-Da-Silva
et al. (2013). Ademas, se seleccionaron machos al azar, los cuales fueron disectados para
observar la morfologia del dltimo segmento abdominal o clasper para confirmar si habian
sido correctamente identificados. Las chinches adultas se ubicaron en cajas plasticas
(37x28x21 cm), con el techo cubierto con una tela de nylon (tipo voile), bajo condiciones
de laboratorio (24 + 2°C; 60 + 5 % HR, 14:10 L:0, 50 umol m™ s!) durante al menos 7
dias. Estos adultos fueron alimentados con semillas crudas de mani, Arachis hipogaea L.
(Fabales: Fabaceae), semillas de soja, Glycine max, de girasol, Helianthus annuus L.

(Asterales: Asteraceae) y vainas frescas de frijoles, Phaseolus vulgaris L. (Fabales:
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Fabaceae). El agua fue suplementada con un 0,5% p/v de &cido ascorbico. Las jaulas se
acondicionaron 3 veces por semana. Como sustrato para oviposicion se utilizaron dos
bolas de algodon por caja. EI mismo numero de machos y hembras de D. furcatus que
habian alcanzado el estado adulto al menos 15 dias antes fueron separados de las cajas de

cria y hambreados por 48 horas antes de los experimentos.

2.3.3 Tratamientos aplicados a las plantulas: Cada plantula de maiz se ubico en
una caja plastica (25,5 x 13,5 x 37 cm, de polipropileno transparente) con una pared de
tela de nylon. Estas cajas fueron usadas como arena para los experimentos de preferencia
y se mantuvieron bajo condiciones de laboratorio (24 + 2 °C, 60 £ 5 % HR, 14:10 L:D,
350 pmol m? s1). Los distintos tratamientos (sin dafio, dafio por herbivoria y dafio
mecanico) fueron asignados al azar en cada unidad experimental. Para el tratamiento de
herbivoria, dos insectos por caja se colocaron sobre la plantula de maiz. Las picaduras de
alimentacion se confirmaron visualmente. Se permitio que los insectos se alimenten por
2 y por 24 horas. Posteriormente, los insectos se removieron para dar comienzo a las
mediciones. Para el tratamiento de dafio mecanico, se usé una aguja de microdiseccion
para pinchar las plantulas de maiz y asi simular el dafio del insecto. Para determinar el rol
de las fitohormonas JA, SA y etileno en la induccion de voléatiles se homogeneizé una
solucion de agua destilada y EtOH al 0,01% con 1 mM de MeJA, 1,5 mM de SAy 1mM
de ACC respectivamente (Yang et al., 2015; Giacometti et al., 2016; Shi et al., 2016;
Dillon et al., 2020). Un volumen de 1 ml de una de las soluciones se aplico sobre la parte
aérea de una plantula de maiz mediante el uso de mini perfumeros vaporizadores
recargables de un volumen de 5 ml, los cuales permiten generar microgotas que se
dispersan de manera uniforme sobre la superficie tratada. Las plantulas intactas (sin dafio)
se mantuvieron en las mismas condiciones que las tratadas y se les aplicé previamente un

espray de la solucién de agua y metanol para ser usadas como control. EI nimero de



38

réplicas fue variable dependiendo de los requerimientos de los distintos experimentos:
Experimento de preferencia de libre eleccion: 20 réplicas; orientacion en olfatometro:
entre 20 y 37 réplicas; coleccion y analisis quimico de volatiles: entre 6 y 10 réplicas;
determinacion de fitohormonas: entre 4 y 5 réplicas; y orientacion hacia linalool: 16

réplicas.

2.3.4 Preferencia de alimentacion en condiciones de libre eleccion: Para
determinar la preferencia de adultos de D. furcatus entre plantulas de maiz, 2 plantulas
de 14 dias (una perteneciente a cada hibrido) fueron ofrecidas a un individuo adulto de
D. furcatus en una caja plastica (25,5 x 13,5 x 37 cm). Las plantulas de maiz presentaban
13 cm de separacion entre ellas. Se permitié que cada insecto permaneciera en una caja
por 24 hs. Se registrd la posicion de los insectos y el comportamiento de alimentacion
cada 30 minutos por 7 hs., y al final del experimento (24 hs., 20 réplicas correspondientes

a 10 machos y 10 hembras).

2.3.5 Orientacion en olfatometro: La orientacion de adultos de D. furcatus hacia
los COVs emitidos por plantulas de maiz fue evaluado usando un olfatdbmetro de ambiente
estacionario, montado a partir de una caja de polipropileno blanco traslicido de 25,5 cm
de altura, 13,5 cm de profundidad y 37 cm de ancho. El olfatometro consiste en una
camara central (donde se libera al insecto), la cual esta separada de dos camaras opuestas
o de eleccion (donde se coloca la fuente de los volatiles) por una pared compuesta de una
malla plastica y una de tela de voile (que blogueaba las claves visuales y de contacto, pero
permeables a los COVs) (Fig. 2.1). El experimento se llevo a cabo en el laboratorio entre
las 10:00 y los 16:00 hs., en las mismas condiciones utilizadas para colectar los COVs.
En cada repeticion se coloc6 una plantula o maqueta de cartén en cada camara lateral del
olfatbmetro y un individuo adulto de D. furcatus fue liberado en la camara central. Los

primeros 10 minutos fueron de aclimatacion. Se registré como una eleccién cuando,
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Figura 2.1: Olfatdbmetro de ambiente estacionario. A) Esquema de un olfatdmetro de
ambiente estacionario. Las flechas muestran el flujo de los volatiles. B) Fotografia del
olfatdmetro de ambiente estacionario.
después de 30 minutos, un individuo permaneci6 al menos 10 minutos sobre una de las
paredes divisorias; si esto no ocurria se anoté como “no eleccion”. Se utilizd etanol para
limpiar el olfatometro entre cada repeticion (N= 20-37 réplicas por contraste). El
olfatdbmetro tradicional, 0 en “Y”, y los protocolos asociados a este no se utilizaron porque

no se ajustan a la bioecologia y comportamiento de las chinches y no permiten evaluar

correctamente la orientacion de este organismo.

2.3.6 Coleccion y andlisis quimico de volatiles: Para colectar los voléatiles se
colocaron plantulas de maiz de 3 hojas en un contenedor de vidrio de 2 | en condiciones
de laboratorio (25 + 2°C, 60 + 5 % HR). Las plantas se iluminaron desde arriba con ayuda
de ldamparas LED rojas y azules y lamparas de haluro metélico, para alcanzar una
intensidad de 350 pmol m™ s™. El aire fue limpiado utilizando un filtro de carbén
activado. El aire fue bombeado y succionado del contenedor a una velocidad de 500ml
mint. Los volatiles fueron retenidos y concentrados en una trampa de volatiles que
contenia 35 mg de HayeSep Q (80-100 mesh) por 6 horas (desde las 10:00 hasta las 16:00
hs.). Despues de este periodo, los volatiles se eluyeron con 150 ul de diclorometano al
cual se le adiciond previamente dodecano (5 ng pl™t) como estandar interno, obteniéndose
un volumen final de alrededor de 130 pl. Las muestras (N= 10) se analizaron utilizando

cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (GC/MS) (en un equipo
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Agilent 7890A/ Agilent 5977). Los distintos volatiles se separaron utilizando una
columna capilar HP5 (0,25 ml d.i., 0,25 u de espesor de la pelicula). Se inyect6 1 pl de la
muestra a 240°C en modo “splitless”. Se utilizo helio a una velocidad de 0,75 mL min
como gas transportador. La temperatura de la columna se mantuvo a 35°C por 1 min, y
la rampa de temperatura consistié en un aumento progresivo de 5°C por minuto hasta
alcanzar los 100°C, a partir de ese momento la velocidad cambié a 12°C por minuto.
Cuando la temperatura alcanzo los 230°C esta se mantuvo constante por 10 minutos. Los
compuestos fueron identificados comparando el espectro de masas con aquellos provistos
por NIST (National Institute of Standards and Technology), por comparacion de los
tiempos de retencion a través del indice de tiempos de retencion Kovats (utilizando una
serie de alcanos, de 8 a 20 carbonos, provisto por Sigma-Aldrich) y comparando con los
estandares analiticos disponibles (a-pineno, 98 %; B-pineno, 99 %; déxido de linalool, 97
%; y mezcla de isdbmeros de farnesenoprovistos por Sigma-Aldrich; 3-hexenil-acetato, 98
%; eucaliptol, 88 %, solucion de cis/trans ocimeno; y-terpineno, 98,5 %; linalool, 99 %;

y B-cariofileno provistos por Supelco).

2.3.7 Determinacion de fitohormonas: Para medir los niveles de acido jasmonico
(JA), del complejo &cido jasmonico — isoleucina (JA-1le), del acido 12-oxophytodienoico
(OPDA), el &cido salicilico (SA), acido absicico (ABA) y el &cido indol acético (IAA) se
usaron 10 mg de peso seco por plantula para cada repeticion. EI material vegetal se agito
a temperatura ambiente por 30 minutos con 1 mL de una solucién metanol: agua (7: 3),
la cual contenia 20 pg de los estandares deuterados [°Ha] cido salicilico (d4-SA) y de
[2Hs] acido indolacético (d5-1AA), 10 pg de [?He] cido jasmanico (d6-JA) y [2He] acido
absicico (d6-ABA), como estandares internos. Las muestras se centrifugaron a 16.000 g
a 4°C por 5 minutos. El sobrenadante fue transferido a un tubo Eppendorf de 1,5 ml y

evaporado en un programa de vacio rapido a 45°C por 2,5 hs. El extracto seco se disolvio



41

en 100 pl de una solucién metanol: agua (1:1) con 0,05 % de acido formico para luego
ser agitado con vortex y centrifugado a 16.000 g a 4°C por 10 minutos. El sobrenadante
fue transferido a viales de HPLC debidamente rotulados y almacenados a -20°C hasta el
momento de realizar las determinaciones. Se utilizaron entre 4 y 5 réplicas para cada
tratamiento. La cuantificacion de las fitohormonas se realizé por cromatografia liquida
de alta presion acoplada a un doble espectémetro de masas (HPLC-MS/MS) (HPLC
Agilent 1100 - espectomtro de masas de trampa de iones, Thermo Scientific, Bremen,
Alemania), siguiendo los protocolos descritos por Almeida Trapp y colaboradores
(2014). El célculo de la concentracion de cada fitohormona se realiz6 mediante la
comparacion del area bajo la curva de esta con respecto al area del estandar interno

correspondiente de concentracion conocida.

2.3.7 Orientacion en olfatometro usando linalool: Para determinar si el linalool
es una clave importante en el reconocimiento de un hospedero potencial por parte de
adultos de D. furcatus se realizaron 3 experimentos utilizando el olfatometro de fase
estacionario (Fig. 2.1). Dado que las plantulas del hibrido templado de 14 dias (peso
fresco de 87 + 2 mq) liberan cerca de 60 ng de una mezcla racémica linalool por hora en
comparacion con el estandar interno dodecano, utilizamos 30 ng en cada experimento. Se
prepard una solucion madre con 6 uL de estandar sintético de linalool en 1 mL de
diclorometano (5,15 pg pL™?). Se tomo 1 pL de la solucién madre, el cual se diluyé en 1
mL de diclorometano para preparar la solucion de trabajo (5 ng pL™?). Se usaron 6 uL de
la solucion de trabajo (los cuales corresponden a 30 ng de linalool) para cada repeticion
o diclorometano solo (cémo control) para aplicar sobre un papel de filtro (1 x 2,5 cm)
dispuesto sobre un portaobjetos de vidrio. Los filtros de papel y las plantulas de maiz
fueron reemplazados y el olfatémetro limpiado con etanol entre cada repeticion (N=16).

Un individuo adulto de D. furcatus fue liberado en la camara central del olfatometro.
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Después de transcurridos 30 minutos se anotd como “eleccion” cuando un individuo
estuvo en contacto con una de las paredes laterales por al menos 10 minutos. La
orientacion de los adultos se contrasto en los siguientes experimentos: (i) Linalool vs
solvente; (ii) Linalool vs plantulas del hibrido templado + solvente; (iii) Linalool +
plantula del hibrido tropical vs plantula del hibrido templado + solvente. El solvente

corresponde a los 6 pL de diclorometano utilizados como control.

2.3.8 Analisis estadistico: La orientacion de las chinches observada en los
experimentos de preferencia de libre eleccion, de orientacion en olfatobmetro y de
orientacion hacia linalool fueron analizados utilizando la prueba Chi-cuadrado (x2). Para
comparar las mezclas de volatiles de cada tratamiento se utilizO un andlisis de
componentes principales (PCA), incluyendo todos los compuestos detectados a través del
paquete vegan de R (Oksanen et al., 2018). Las concentraciones de fitohormonas y los
volatiles individuales se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) de uno
(tratamiento) y dos (genotipo y tratamiento) factores respectivamente. Los valores fueron
normalizados mediante una transformacion logaritmica cuando el supuesto de normalidad
no se cumplia y las comparaciones se realizaron usando el test de Duncan (P<0,05). Se
utilizé la prueba de Kruskal-Wallis (H) cuando los supuestos del ANOVA no se

cumplieron.
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2.4 RESULTADOS

2.4.1 Libre eleccion entre plantulas sin induccion

Durante las 2 primeras horas del experimento de libre eleccién un mayor nimero
de adultos de D. furcatus prefirié alimentarse de las plantulas del hibrido templado antes
que del hibrido tropical (y* P < 0,05; Fig. 2.2), independientemente del sexo de los
insectos. Después de ese periodo, las chinches permanecieron alejadas de las plantulas

durante las observaciones siguientes, hasta 22 horas mas tarde.
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Figura 2.2: Preferencia de alimentacion de adultos de Diceraeus furcatus. Se realiz6
entre plantulas del hibrido templado (TEMP) y del tropical (TROP) mediante un test de
preferencia de libre eleccién. La preferencia de alimentacion fue registrada cada 30
minutos por 7 hs. y una vez mas 24 hs. después del inicio. Las chinches de los cuernos
prefirieron alimentarse de las plantulas del hibrido templado durante las primeras 2 hs.
(N=9 hembras + 8 machos; Prueba Chi-cuadrado (X?); * X°>= 6,25y P=0,012; ** X? =
7,12 y P=0,008).

2.4.2 Orientacidn en olfatometro y determinacion de volatiles

+ Plantulas sin induccion

Orientacién en el olfatdmetro: Una mayor proporcion de adultos de D. furcatus
prefirieron moverse hacia los volatiles emitidos por plantulas de maiz,
independientemente del germoplasma del hibrido, cuando se contrastaba con el control

(maqueta de cartdn) (¥, P < 0,05; Fig. 2.3; Anexo 4). Sin embargo, las chinches prefirie-
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TEMP Control Valor P Sin eleccién

0,025  9,09% (2)

76%‘ 24%

TROP Control

TROP TEMP

- 67% x 0,045  526% (2)

100 50 0 50 100
Porcentaje de adultos de D. furcatus

Figura 2.3: Orientacion hacia COVs constitutivos. Orientacion de adultos de
Diceraeus furcatus en olfatometro de ambiente estacionario entre volatiles emitidos
por plantulas del hibrido templado (TEMP) versus aire (N = 20 (10 hembras + 10
machos); X? = 5; P= 0,025); volatiles emitidos por plantulas del hibrido tropical
(TROP) versus aire (N = 21 (11 hembras + 10 machos); X?=5,76; P = 0,016); y entre
voléatiles emitidos por plantulas del hibrido TEMP y el TROP (N = 36 (20 hembras
+16 machos); X?= 4; P= 0,045).
ron significativamente orientarse hacia los COVs emitidos por las plantulas del hibrido
templado (67 %) cuando se contrastaba contra los del tropical (33 %) (¥, P < 0,05; Fig.
2.3; Anexo 4).

Anélisis y cuantificacion de volatiles: Las plantulas de ambos hibridos emiten
constitutivamente al menos 8 volatiles diferentes (Anexo 5). Las plantulas del hibrido
templado emiten 3 veces mas volatiles que las del tropical (ANOVA, P<0,05; Anexo 5).
Mientras que las plantulas del hibrido templado emiten elevados niveles de B-pineno,
linalool, benzoato de etilo y (E)-B-farneseno, las del hibrido tropical emiten (+)
ciclosativeno de manera exclusiva (ANOVA, P < 0,05; Anexo 5). Para visualizar mejor
la asociacion entre los volatiles emitidos por los hibridos, los datos obtenidos se
sometieron a un PCA (Fig. 2.4; Anexo 6). Los dos ejes seleccionados explicaron el 52,7%
de la variacion total existente entre los volatiles emitidos por los dos hibridos. Las
muestras correspondientes a los volatiles emitidos por las plantulas de cada hibrido se

agruparon de forma separada, sugiriendo que los dos hibridos analizados liberan mezclas

de volatiles diferentes entre si. Los compuestos que mas contribuyeron al primer eje (PC1,



45

Figura 2.4: Patréon de VOCs
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eigenvalor 3,11; Anexo 6) fueron linalool, (E)-B-farneseno, benzoato de etilo, nerolidol
acetato, P-pineno, (2E, 6E)-farnesil-acetato ysalicilato de metilo, mientras que los
compuestos que mas contribuyeron al segundo eje fueron f-ocimeno y (+) ciclosativeno
(PC2, eigenvalor 2,15; Anexo 6).

+ Plantulas inducidas por herbivoria:

Orientacion en el olfatometro: Un porcentaje significativamente mayor de chinches de
los cuernos fue atraido por los volétiles liberados constitutivamente por las plantulas del
hibrido templado que por los COVs liberados luego de 2 hs. de herbivoria (P < 0,05; Fig.
2.5; Anexo 4). Se observo que los insectos tendieron a orientarse hacia los COVs emitidos
por las plantulas de maiz luego de 2 hs. de herbivoria, aunque no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas (Fig. 2.5; Anexo 4). Luego de 24 hs. de dafio por parte de
adultos de D. furcatus no se observaron diferencias en la orientacion de las chinches entre

los volatiles emitidos constitutivamente y aquellos emitidos luego de la herbivoria, tanto
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TEMPSI TEMP 2 hs. FD Valor P Sin eleccion
67% 0,037  7,14% (3)

TROP SI TROP 2 hs. FD
62% 0,275  4,55% (1)

TEMP SI TEMP 24 hs. FD
52% i34 0,834  4,35% (1)

TROP SI TROP 24 hs. FD

41%
° 0,394  9,09% (2)

100 50 0 50 100
Porcentaje de adultos de D. furcatus

Figura 2.5: Orientacion hacia COVs inducidos por herbivoria. Porcentaje de orientacién de
adultos de Diceraeus furcatus en olfatdmetro de ambiente estacionario. Los individuos fueron
expuestos a los volatiles emitidos constitutivamente por las plantulas (UN) versus los volatiles
emitidos por plantulas luego de 2 y 24 hs. después del dafio por herbivoria (2 hs. FD y 24 hs. FD
respectivamente). Los adultos de D. furcatus se orientaron significativamente hacia los volatiles
constitutivos del hibrido templado (TEMP UN) cuando se contrasta con los volatiles emitidos por
estas plantulas luego de 2 hs. de herbivoria (TEMP 2 hs. HD) (N= 39; 20 hembras + 19 machos;
X?= 4,33; P=0,037). En el resto de los contrastes no se observaron diferencias significativas en
la orientacion de los insectos. *Prueba Chi-cuadrado (X?), P < 0,05.

para las plantulas del hibrido templado como del tropical (Fig. 2.5; Anexo 4).

Analisis y cuantificacion de volatiles: Después de 2 hs. del dafio provocado por la
alimentacion de adultos de D. furcatus se observo un incremento en la emision de
volatiles por parte de las plantulas de ambos hibridos. De un total de 26 COVs
identificados, 14 fueron emitidos exclusivamente por las plantulas del hibrido templado
después de 2 hs. de herbivoria por parte de D. furcatus, como indol, (Z)-3-hexenil-acetato,
eucaliptol, vy-terpineno, (E)-geranil-acetato, [-cariofileno, p-sesquifelandreno y
homosalato (en todos los casos se aplico la prueba de Kruscal-Wallis, P < 0,05; Anexo
5). Sin embargo, en las 24 hs. posteriores al dafio provocado por adultos de D. furcatus
los COVs emitidos por plantulas de ambos hibridos regresaron a niveles cercanos a los
constitutivos (ANOVA P < 0.05; Anexo 5). EI PCA explicé el 54 % de la variacion total.

Solo los volatiles emitidos por plantulas del hibrido templado luego de 2 hs. de dafio por
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Figura 2.6: Patron de COVs inducidos por herbivoria. Analisis de componentes
principales (PCA) representando la asociacion entre 40 casos pertenecientes a los
volatiles emitidos por las plantulas del hibrido templado (TEMP) y del tropical (TROP)
luego de 2 hs. (2 hs. FD) y de 24 hs. (24 hs. FD) de comenzado el tratamiento de
herbivoria por adultos de Diceraeus furcatus. El primer componente principal (PC1)
explica el 41 % de la variacion, mientras que el segundo componente (PC2) explica el 13
% de la variacion total (Anexo 6). N= 10 en cada tratamiento.

D. furcatus se separaron del resto, y mostraron un aumento de la variabilidad (Fig. 2.6).
Mientras que algunos compuestos como (Z)-3-hexenil acetato, indol, B-cariofileno,
eucaliptol, B-sesquifelandreno y (3E, 7E)-4,8,12-trimetil-1,3,7,11-dodecatetraeno
(TMTT) contribuyeron al primer eje (PC1, eigenvalor 10,6), el segundo eje (PC2,
eigenvalor 3,4) mostr6 una relacion lineal entre el B-pineno y el (E)- B-ocimeno (Anexo

6).

+ Plantulas inducidas por dafio mecanico

Orientacion en el olfatdmetro: El dafio mecanico no afecté la preferencia de los
adultos de D. furcatus entre los volatiles emitidos constitutivamente por plantulas de maiz

y aquellos emitidos después de 2 y 24 hs. de dafio mecanico. Se observo una cantidad
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TEMPSI TEMP 2 hs. MD Valor P Sin eleccion
57% 0532 4.16% (1)

TROP SI TROP 2 hs. MD
58% 0.384  8.33%(3)

TEMP SI_TEMP 24 hs. MD
46% 2 0.683

TROP SI TROP 24 hs. MD
55%
0.601 8.33%(3)

100 50 0
Porcentaje de adultos de D. furcatus

%2}
o

100

Figura 2.7: Orientacién hacia COVs inducidos por dafio mecénico (MD). La figura
muestra el porcentaje de adultos de Diceraeus furcatus que contactaron uno de los lados
del olfatometro cuando se contrastaron los volatiles constitutivos del hibrido templado
(TEMP UD) o tropical (TROP UD) versus los volatiles emitidos por el mismo genotipo
2 hs. (2 hs. MD) y 24 hs. (24 hs. MD) luego de infringido el dafio mecanico. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas en la orientacion de las chinches
de los cuernos en ninguno de los contrastes. * Prueba Chi-cuadrado (X?), P < 0,05.

similar de individuos orientarse hacia cada uno de los lados del olfatdmetro cuando se
ofrecieron los COVs de plantulas sin dafio versus aquellas dafiadas mecanicamente (Fig.

2.7; Anexo 4).

Analisis y cuantificacion de volatiles: Las plantulas de los dos hibridos emitieron
diferentes mezclas de volatiles luego de 2 y 24 hs. de ser dafiadas mecanicamente (Fig.
2.8). Ademas, los dos hibridos emitieron similares mezclas de volatiles (tanto en cantidad
como en composicion) luego del dafio mecanico. De los 20 compuestos identificados, la
mayoria fueron liberado exclusivamente luego de 2 hs. de provocado el dafo (y-terpineno,
ylangeno, B-cariofileno, B-gurjuneno, a-amorfeno, o-farneseno y B-sesquifelandreno)
(Fig. 2.8; Anexo 5). EI PCA explicé el 54 % de la variacion total y mostré que la mezcla
de volatiles liberados 2 hs. después de provocado el dafio mecanico fue mas variable que
después de transcurridas 24 hs. (Fig. 2.8). Mientras que el primer eje (PC1, eigenvalor

7,73; 37 %) se correlaciond positivamente con benzoato de etilo, salicilato de metilo, B-
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PC2(17%)
Lo
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5 10
PC1(37%)

TEMP 2 hs. MD TEMP24 hs.MD A TROP2hs.MD /A TROP 24 hs. MD

Figura 2.8: Patron de COVs inducidos por dafio mecanico. Andlisis de componentes
principales (PCA) mostrando la asociacion de 40 casos correspondientes a los volatiles
emitidos por plantulas del hibrido templado (TEMP) y del tropical (TROP) luego de 2 hs.
(2hs. MD) y 24 hs. (24 hs. MD) de dafio mecénico. El primer componente principal (PC1)
explica el 37 % de la variacion total, mientras que el segundo componente principal (PC2)
explica el 17 % de la variacion total (Anexo 6). N= 10 para cada tratamiento.

gurjuneno, a-amorfeno, a-farneseno y TMTT; el segundo eje (PC2, eigenvalor 3,61;

17%) se correlaciond con (+) ciclosativeno y calamaneno (Anexo 6).

+ Plantulas inducidas por MeJA

Orientacion en el olfatometro: Los adultos de D. furcatus se orientaron hacia los
COVs emitidos por las plantulas 2 hs. después de haber recibido el tratamiento de MeJA
en comparacién con los COVs emitidos constitutivamente por las plantulas,
independientemente del hibrido (P < 0,05; Fig. 2.9). Sin embargo, cuando comparamos
la orientacion de los adultos de D. furcatus hacia los volatiles emitidos después de 24 hs.
del tratamiento con MeJA observamos una diferencia entre los hibridos. En el caso del
hibrido templado los insectos prefirieron los COVs constitutivos (P < 0,05; Fig. 2.9)
mientras que en el tropical los individuos se orientaron equitativamente hacia cada lado

del olfatometro, independientemente del tratamiento (Fig. 2.9).
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TEMP SI TEMP 2 hs. MelJA Valor P Sin eleccién
69% 0,034

*

TROP SI TROP 2 hs. MeJA

TEMP SI TEMP 24 hs. MeJA
¥ ‘ 78% 0018  2,63% (1)

TROP S| TROP 24 hs. MelA

56%
. 0,563  3,57% (1)

100 50 0 50 100
Porcentaje de adultos de D. furcatus

Figura 2.9: Orientacion hacia COVs inducidos por jasmonato de metilo (MeJA).
Orientacion olfativa de adultos de Diceraeus furcatus a los volatiles emitidos por las
plantulas de maiz luego de la induccion con MeJA. La figura muestra el porcentaje de
individuos que contactaron uno de los lados del olfatometro cuando se contrastaron los
volatiles constitutivos del hibrido templado (TEMP UD) o tropical (TROP UD) versus
los volétiles emitidos por el mismo genotipo 2 hs. (2 hs. MeJA) y 24 hs. (24 hs. MeJA)
luego de aplicar un espray con MeJA. Las chinches se orientaron hacia los volatiles
emitidos por las plantulas de los dos hibridos 2 hs. después de la induccion y por los
volatiles constitutivos en las plantulas del hibrido templado después de 24 hs. de
induccién (P < 0,05). * Prueba Chi-cuadrado (X?), P < 0,05.

Analisis y cuantificacion de volatiles: Las plantulas de ambos hibridos emitieron
diferentes mezclas de volatiles después de 2 y 24 hs. de la aplicacion de MelJA. Se
identificaron 36 volatiles diferentes (Anexo 5). Después de 2 hs., los niveles de volatiles
totales fueron similares entre los dos genotipos (ns, Anexo 5), y se mantuvieron elevados
24 hs. después (224 + 31 ng h't el hibrido templado y 134 + 30 ng h™* el hibrido tropical),
a diferencia de lo que se observa cuando las plantulas recibian el dafio por herbivoria o el
mecanico (Anexo 5). Los dos primeros ejes del PCA explicaron el 35,4 % del total de la
variabilidad (Fig. 2.10). El primer eje (PC1; 20,4 %, eigenvalor 12) esta correlacionado
positivamente con los niveles de a-copaeno, (2E, 6E)-farnesil acetato y homosalato; y

negativamente con 6-metil-5-hepten-2-one, B-farneseno, D germacreno y el compuesto

desconocido con tiempo de retencion 18,73. El segundo eje (PC2; 25 %; eigenvalor 10)
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Figura 2.10: Patron de COVs inducidos por jasmonato de metilo (MeJA). Andlisis
de componentes principales (PCA) mostrando la asociacion de 24 casos correspondientes
a los volatiles emitidos por plantulas del hibrido templado (TEMP) y del tropical (TROP)
luego de 2 hs. (2 hs. MeJA) y 24 hs. (24 hs. MeJA) de induccion con jasmonato de metilo
(MeJA). El primer componente principal (PC1) explica el 20,4 % de la variacion total,
mientras que el segundo componente principal (PC2) explica el 15 % de la variacion total.
N= 6 para cada tratamiento.

esta correlacionado positivamente con los niveles de eucaliptol, pulegono, calamaneno y
TMTT (Anexo 6). La mezcla de volatiles fue mas diversa a las 24 que a las 2 hs. después
de la induccidn, observandose una elevada emision de sesquiterpenos como f-cariofileno,
D germacreno, a-amorfeno, a-farneseno, B-gurjuneno, B-sesquifelandreno, calamaneno,
a-cadineno, nerolidol acetato y (2E,6E)-farnesil acetato (P<0,05, Anexo 5). Sin embargo,
el linalool y el (E)-4,8-dimethyl-1,3,7-nonatrieno (DMNT) fueron los compuestos

mayoritarios en todos los casos (Anexo 5).

+ Plantulas inducidas por SA

Orientacion en el olfatometro: Los adultos de D. furcatus se orientaron
mayormente hacia los volatiles emitidos constitutivamente por las plantulas en
contraposicion a los emitidos por las plantulas después de 2 hs. de recibir el tratamiento

con SA; siendo esta preferencia estadisticamente significativa en el caso del hibrido
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TEMP SI  TEMP 2 hs. SA Valor P Sin eleccién
* | 72% 0,028  7,41% (2)
TROP S| TROP 2 hs. SA

TEMP SI_TEMP 24 hs. SA
| 57% 0,465  6,66% (2)

TROP S| _TROP 24 hs. SA

37%
. 0,251  5,00% (1)

100 50 0 50 100
Porcentaje de adultos de D. furcatus

Figura 2.11: Orientacion hacia COVs inducidos por &cido salicilico (SA). Orientacion
olfativa de adultos de Diceraeus furcatus a los volatiles emitidos por las plantulas de maiz
luego de la induccidon con SA. La figura muestra el porcentaje de individuos que
contactaron uno de los lados del olfatdbmetro cuando se contrastaron los volatiles
constitutivos del hibrido templado (TEMP UD) o tropical (TROP UD) versus los volatiles
emitidos por el mismo genotipo 2 hs. (2 hs. SA) y 24 hs. (24 hs. SA) luego de aplicar un
espray con SA. Las chinches se orientaron hacia los volatiles emitidos por las plantulas
del hibrido TEMP 2 hs. después de la induccién (P > 0,05). * Prueba Chi-cuadrado (X?), P
<0,05.

templado (P < 0,05; Fig. 2.11; Anexo 4). Después de 24 hs. de haber recibido el
tratamiento con SA, los volatiles emitidos por las plantulas de ambos hibridos no
mostraron influencias significativas en la orientacion de los insectos (ns, Fig. 2.11; Anexo

4).

Analisis y cuantificacién de volatiles: Se identificaron 32 COVs diferentes
después del tratamiento de las plantulas con SA. Estos fueron principalmente mono y
sesquiterpenos (Anexo 5). El volumen total de volatiles emitidos alcanzé un promedio de
238 + 28 y 156 + 27 ng h! en las plantulas del hibrido templado y del tropical
respectivamente después de 2 hs. de la aplicacion del espray con SA (Anexo 5). Después
de 24 hs. el volumen total emitido de volatiles se mantuvo elevado en ambos genotipos
(P < 0,05; Anexo 5). Los compuestos cuantitativamente mas importantes fueron linalool

y DMNT (Anexo 5). Con todos los datos se realiz6 un PCA cuyos dos primeros ejes
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Figura 2.12: Patron de COVs inducidos por acido salicilico (SA). Andlisis de
componentes principales (PCA) mostrando la asociacion de 24 casos correspondientes a
los volatiles emitidos por plantulas del hibrido templado (TEMP) y del tropical (TROP)
luego de 2 hs. (2 hs. SA) y 24 hs. (24 hs. SA) de induccion con acido salicilico. EI primer
componente principal (PC1) explica el 19,3 % de la variacion total, mientras que el
segundo componente principal (PC2) explica el 16 % de la variacion total. N= 6 para cada
tratamiento.

explicaron el 35,4 % de la variacion total (Fig. 2.12). Los compuestos que mas
contribuyeron al primer eje (PC1; 19,3 %; eigenvalor 10) fueron a-pineno, y-terpineno,
(E)-geranil-acetato, B-cariofileno y a-amorfeno (Anexo 6). Los principales compuestos
que contribuyen al segundo eje (PC2; 16 %; eigenvalor 10) son B-ocimene, DMNT, (+)
ciclosativeno, ylangeno, B-gurjuneno y a-farneseno (Anexo 6). El tratamiento con SA

mostré que las plantulas emiten mezclas de COVs diferentes teniendo en cuenta el

genotipo (hibrido templado y tropical) (Fig 2.12).

+ Plantulas inducidas por ACC

Orientacion en el olfatdmetro: La aplicacion de ACC parece no influir en la

orientacion de los adultos de D. furcatus. Los insectos se orientaron al azar hacia uno de
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TEMP SI TEMP 2 hs. ACC Valor P Sin eleccién

TROP SI TROP 2 hs. ACC
37% 0,178  9,09% (2)

TEMP SI TEMP 24 hs. ACC

45% 0382  3,70% (1)

TROP S| TROP 24 hs. ACC

*
- 0,041  3,33% (1)

100 50 0 50 100
Porcentaje de adultos de D. furcatus

Figura 2.13: Orientacion hacia COVs inducidos por &cido 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC). Orientacion olfativa de adultos de Diceraeus furcatus a los volatiles
emitidos por las plantulas de maiz luego de la induccion ACC. La figura muestra el
porcentaje de individuos que contactaron uno de los lados del olfatometro cuando se
contrastaron los volatiles constitutivos del hibrido templado (TEMP UD) o tropical
(TROP UD) versus los volatiles emitidos por el mismo genotipo 2 hs. (2 h ACC) y 24 hs.
(24 h ACC) luego de aplicar un espray con ACC. Las chinches se orientaron hacia los
volatiles emitidos constitutivamente por las plantulas del hibrido tropical cuando se
contrastd con los voléatiles emitidos por esas plantulas luego de 24 hs. del tratamiento con
ACC (P > 0,05). * Prueba Chi-cuadrado (X?), P < 0,05.

Los lados del olfatdbmetro, independientemente de si los volatiles ofrecidos provenian de
plantulas tratadas o no, excepto en el caso de los volatiles emitidos por las plantulas de
maiz del hibrido tropical después de 24 hs. de haber recibido el tratamiento con ACC, los

cuales resultaron ser menos atractivos para los insectos (P < 0,05; Fig. 2.13).

Anélisis y cuantificacion de volatiles: Se identificaron 21 COVs emitidos por las
plantulas después del tratamiento con ACC. La mezcla de volatiles emitidos por las
plantulas del hibrido templado fue cualitativamente méas variada que la emitida por las
plantulas del hibrido tropical (Anexo 4). Sin embargo, las plantulas del hibrido tropical
emitieron un mayor volumen total de volatiles después de 2y 24 hs. (194 + 67 y 151 +
31 ng h respectivamente) de la induccion con ACC que las plantulas del hibrido

templado (89 + 16 y 65 + 20 ng h™* respectivamente) (p < 0,05; Anexo 4). Los dos prime-
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Figuras 2.14: Patron de COVs inducidos por &cido 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC). Analisis de componentes principales (PCA) mostrando la asociacién
de 24 casos correspondientes a los volatiles emitidos por plantulas del hibrido templado
(TEMP) vy del tropical (TROP) luego de 2 hs. (2 hs. ACC) y 24 hs. (24 hs. ACC) de
induccién con &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC). El primer componente
principal (PC1) explica el 27,1 % de la variacion total, mientras que el segundo
componente principal (PC2) explica el 16,6 % de la variacion total. N = 6 para cada
tratamiento.

ros ejes del PCA explicaron el 43 % de la variacion total (Fig. 2.14). El primer eje
representa el 27 % de la variacion total (PC1; eigenvalor 10). Los principales compuestos
que contribuyen a este eje son [-cariofileno, D germacreno, a-amorfeno, benzoato de
etilo, (+) ciclosativeno e ylangeno (Anexo 6). El segundo eje explica el 16 % de la
variacion total (PC2; eigenvalor 10). Los principales COVs que componen este eje son
6-metil-5-hepten-2-ono, DMNT y B-gurjuneno (Anexo 6). Se observa que la respuesta de
las plantulas del hibrido tropical es mas variada que las del hibrido templado. Ademas,
las muestras que representan a las plantulas del hibrido templado después de 2 y 24 hs.
del tratamiento con ACC se superponen a las del hibrido tropical despues de 2 hs.,
mostrando que las mezclas de volatiles de estos tratamientos tienen patrones similares

(Fig. 2.14).
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2.4.3 Determinacioén de fitohormonas

Después de 2 y 24 hs. de producido el dafio mecénico o la herbivoria de las
plantulas del hibrido templado los niveles de JA y de JA-lle se incrementaron
significativamente (ANOVA, P < 0,05; Fig. 2.15 Ay C; Anexo 7). En el caso del hibrido
tropical se observé un incremento de estas fitohormonas, pero este no fue
estadisticamente significativo (ns, Fig. 2.15 B y D, Anexo 7), excepto después de 2 hs.
del dafio mecénico en el caso del JA 'y JA-lle, y después de 24 hs. del dafio provocado
por el insecto para el JA-lle (ANOVA, P < 0,05; Fig. 2.15 B y D; Anexo 7). En el caso
del OPDA (4cido 12-oxophytodienoico), un bioprecursor de los jasmonatos, se observo
una induccion después de 2 hs. de induccidn (tanto mecénica, como por herbivoria) en el
hibrido templado, pero no en el hibrido tropical (ANOVA, P < 0,05; Fig. 215 Ey F;
Anexo 7). Los niveles de SA disminuyeron en los dos hibridos, después de 2 hs. de dafio
mecéanico o por herbivoria (ANOVA, P < 0,05; Fig. 2.16 Ay B; Anexo 7). Los niveles
de ABA aumentaron en las plantulas de los dos hibridos después de 2 hs. de dafio
mecéanico y en el hibrido templado después de 24 hs. de dafio mecanico (ANOVA, P <
0,05; Fig. 2.16 C y D; Anexo 7). En ambos hibridos se observé un aumento en los niveles
de IAA después de someter a las plantulas al dafio provocado por los adultos de D.

furcatus (ANOVA, P <0,05; Fig. 2.16 E y F; Anexo 7).

2.4.4 Orientacion hacia linalool

Una proporcién mayor de adultos de D. furcatus fue atraido hacia el lado del
olfatbmetro que contenia el papel absorbente impregnado con linalool en comparacion al

lado del olfatdbmetro que contenia el papel absorbente con solvente (P < 0,05; Fig. 2.17;
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Figura 2.15: Niveles de jasmonatos en las plantulas de los hibridos templado
(TEMP) y tropical (TROP). Niveles de acido jasménico (JA) para hibrido TEMP (A) y
TROP (B), &cido jasmonico-isoleucina (JA-1le) para hibrido TEMP (C) y TROP (D) y
acido 12-oxo-fitodienoico (OPDA) en plantulas del hibrido TEMP (E) y del hibrido
TROP (F). Se compararon los niveles constitutivos (UN) y luego de 2 hs. y 24 hs. de la
induccion por herbivoria (2 hs. FD y 24 hs. FD) y por dafio mecénico (2 hs. MD y 24 hs.
MD). Los datos fueron expresados cdmo medias + error estandar. Letras diferentes en la
parte superior del grafico representan diferencias estadisticamente significativas (P <
0,05; ANOVA). En el hibrido templado se incrementaron los niveles de los jasmonatos
luego de la induccidn tanto mecanica como por herbivoria. En el caso del hibrido tropical,
la respuesta no fue tan marcada.
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Fig. 2.16: Niveles de fitohormonas en plantulas del hibrido templado (TEMP) y del
tropical (TROP). Se midieron los niveles de &cido salicilico (SA) en los hibridos TEMP
(A) y TROP (B), acido abscisico (ABA) en hibrido TEMP (C) y TROP (D) y &cido indole-
acético (IAA) en hibrido TEMP (E) y TROP (F). Se compararon los niveles constitutivos
(UN) y luego de 2hs. y 24 hs. de la induccion por herbivoria (2 hs. FD y 24 hs. FD) y por
dafio mecanico (2 hs. MD y 24 hs. MD). Los datos fueron expresados como medias + error
estandar. Letras diferentes en la parte superior del grafico representan diferencias
estadisticamente significativas (P < 0,05; ANOVA). Los niveles de SA disminuyeron en
todos los tratamientos, los de ABA se incrementaron después de 2 hs. del dafio mecénico
y los de IAA se incrementaron 2 hs. después del dafio por herbivoria en los dos hibridos.
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Figura2.17: Orientacion hacia linalool. La figura muestra el porcentaje de adultos de
D. furcatus que contactaron uno de los lados del olfatdbmetro cuando se contrasto el
compuesto linalool (Linalool) versus el solvente (Sv) y los volatiles constitutivos del
hibrido templado mas el solvente (TEMP + Sv) versus linalool o los volétiles
constitutivos del hibrido tropical mas linalool (Linalool + TROP). Las chinches se
orientaron hacia los (P > 0,05). * Prueba Chi-cuadrado (X?), P < 0,05.

Anexo 4). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas cuando se
comparé la preferencia de los adultos de D. furcatus entre los volatiles emitidos por una
plantula templada mas solvente y el linalool obtenido comercialmente (Fig. 2.17; Anexo
4). Ademas, los volatiles emitidos por el hibrido menos atractivo (tropical) resultaron
igualmente atractivos que los del hibrido preferido (templado) cuando las plantulas del
hibrido tropical fueron suplementadas con linalool, respaldando el rol de este compuesto

como un atractante (Fig. 2.17; Anexo 4).
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2.5 DISCUSION

Entender las claves que guian a los adultos de D. furcatus a reconocer al maiz
cémo una fuente de alimentacion durante la primavera puede ayudar a desarrollar
estrategias para manipular el comportamiento de este insecto, y asi disminuir el dafio y
las pérdidas econdmicas que provoca. La deteccion de una mezcla particular de COVs
asociados a los hospederos permite al insecto discriminar las plantas hospederas en un
trasfondo complejo repleto de volatiles emitidos por otras plantas (Bruce et al., 2005). En
este trabajo, los experimentos desarrollados con el olfatdbmetro demostraron que el
linalool por si mismo es un atractante para los adultos de D. furcatus (Fig. 2.17), y
sugieren que estos insectos se orientan hacia las plantulas de maiz a través de una mezcla
de volatiles asociada a sus hospederos compuesta principalmente por linalool, tal como
se planted en la hipdtesis la. Adermas, las plantulas de maiz emitieron diferentes mezclas
de COVs dependiendo de su trasfondo genético (Fig. 2.4, Anexo 5), confirmando la
hipotesis Ib. Los volatiles inducidos en el hibrido templado luego de 2 hs., de comenzado
el ataque de las chinches no fueron atractivos para las chinches, a pesar de que el linalool
fue el compuesto méas importante desde el punto de vista cuantitativo, segin se plantéa en
la hipdtesis lla. Ademas, se observd que, si bien la induccidn por la aplicacién en espray
de fitohormonas a las plantulas de los dos hibridos, cdmo MeJA, SA y el precursor del
etileno ACC, y por el dafio mecénico, desencadenan la emisién de volatiles, ninguno de
los patrones observados se corresponde al observado en el inducido en las plantulas por
la herbivoria (Figuras 2.6, 2.8, 2.10, 2.12 y 2.14). Cuando se midieron los niveles de
fitohormonas en las plantulas de maiz, se observd que el ataque de estas chinches
incrementd los niveles de JA, JA-lle, ABA e IAA, mientras que disminuyd la
concentracion de SA, desencadenando la emision de COVs que disuaden al insecto de

alimentarse de las plantulas del hibrido templado (Figuras 2.2, 2.3, 2.15y 2.16 y Anexo
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4y 6), respondiendo la hipotesis I1b. Previo a este resultado, ningun estudio previo habia
mostrado el perfil completo de las fitohormonas relacionadas a los mecanismos de
defensas inducidas por la alimentacion de adultos de D. furcatus. Asi como tampoco, la
mezcla de volatiles de las plantulas de maiz que modulan el comportamiento y la

preferencia de alimentacion de estos insectos.

A pesar de que algunos estudios han mostrado la importancia de los COVs
emitidos por las plantas cémo consecuencia de la herbivoria de chinches en las
interacciones tritroficas (Colazza et al., 2004), poco se sabe de la importancia de los
COVs emitidos por las plantas luego del ataque de chinches. Estudios previos sugieren
que las especies polifagas, como es el caso de D. furcatus, suelen ser atraidas por los
VHVs. Estos compuestos son cosmopolitas y suelen ser liberados por diferentes taxones
de plantas (Schoonhoven et al., 2005). Sin embargo, los resultados de esta tesis sugieren
que son algunos terpenoides los compuestos involucrados en la atraccion de los adultos
de D. furcatus hacia las plantulas de maiz. Los compuestos que explicaron la mayor
variacion entre la mezcla de volatiles emitida constitutivamente por los hibridos templado
y tropical fueron el linalool, B-farneseno, benzoato de etilo, nerolidol acetato, B-pineno,
(2E, 6E)-farnesil acetato, salicilato de metilo, B-ocimeno y (+) ciclosativeno (PCA, Fig.
2.4; Anexo 5y 6). Las plantulas de los dos hibridos emitieron constitutivamente al menos
10 COVs distintos. Ademas, las plantulas del hibrido templado emitieron al menos 3
veces mas volatiles que las del hibrido tropical (Anexo 5). Trabajos previos demostraron
que la composicién (cuali y cuantitativa) de la mezcla de volatiles emitida por las
plantulas de maiz esta determinada genéticamente (Degan et al., 2004). Los cultivares de
maiz de alto rendimiento suelen presentar un trasfondo genético acotado, como
consecuencia de la aplicacion sistematica de programas de mejoramiento (Davila-Flores

et al., 2013). Ademas, la mezcla de volatiles emitida por cada hibrido depende de los
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alelos recibidos a través de las lineas parentales para los genes que codifican o regulan

las enzimas involucradas en la biosintesis de cada compuesto.

Sin  embargo, hay compuestos como el linalool que son emitidos
constitutivamente por plantulas de maiz de un amplio rango de germoplasmas (Degan et
al., 2004). Estos compuestos pueden ser usados por los herbivoros como una clave para
localizar a las plantas hospederas (Tamiru et al., 2011), como en el caso de las orugas del
lepiddptero generalista Spodoptera frugiperda (Carroll et al., 2006) y la chicharrita
especialista de maiz D. maidis (Coll Ardoz et al., 2019). EIl linalool resultd ser un
compuesto clave en la orientacion de los adultos hacia las plantulas de maiz (Fig. 2.17),

demostrando ser un atractante para estos insectos generalistas.

En esta tesis se observo que la atraccion y la preferencia de alimentacion de la
chinche de los cuernos por las plantulas del hibrido templado (sin induccion), en
combinacion con los experimentos realizados en el olfatometro sugieren, que el linalool
puede ser usado como una de las principales claves olfativas en la orientacién hacia las
plantulas de maiz en condiciones constitutivas. Los volatiles liberados en respuesta al
dafio o a la aplicacion de fitohormonas pueden resultar repelentes para los herbivoros y/o
atractantes para sus enemigos naturales. En este trabajo se observo que el ataque por parte
de D. furcatus incrementa la emision de volatiles en las plantulas del hibrido templado,
provocando una disuasion en la alimentacion del insecto (Figs. 2.2, 2.3, 2.4, Anexo 5). A
pesar de que el linalool es el componente mas abundante de la mezcla de los volatiles de
los dos hibridos, otros compuestos inducidos en los distintos tratamientos podrian tener
efectos potencialmente repelentes (Figs. 2.5; 2.9; 2.19; 2.13; Anexo 5), sin embargo,
hacen falta nuevos estudios para poder confirmarlo. Entre los terpenos inducidos se
destacan compuestos con caracteristicas disuasorias para los herbivoros como el TMTT

y el cariofileno. Ademas, las plantulas del hibrido templado emiten otros compuestos
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defensivos como el benzoato de etilo y el DMNT, asi como mayores niveles cuantitativos
de volatiles que las plantulas del hibrido tropical. De manera similar, los volatiles
inducidos en plantulas de maiz por la herbivoria resultaron repelentes para los afidos
alados de la especie Rhopalosiphum maidis Fitch (Hemiptera: Aphididae) (Bernasconi et
al., 1998). Por otra parte, las plantulas de maiz del hibrido templado atacadas por las
chinches emitieron otros volatiles que estan relacionados tipicamente al dafio por
herbivoria y la atraccion de parasitoides generalistas (Clavijo McCormick et al., 2012).
Las plantulas del hibrido templado respondieron al ataque de las chinches emitiendo més
mono, homo y sesquiterpenos, VHVs (como (Z)-3-hexenil acetato), y compuestos
aromaticos (cémo el indol) que las plantulas del hibrido tropical. Sin embargo, el dafio
mecanico indujo la emision de una mezcla diferente de volatiles en los dos hibridos
cuando los comparamos con los patrones de volatiles inducidos por la herbivoria (Figuras

2.6,2.8y Anexos 6y 7).

Los resultados de esta tesis demostraron que el dafio mecanico no produjo un
efecto disuasorio en el insecto en el caso del hibrido templado (Figuras 2.7 y 2.8),
sugiriendo la participacion de la saliva de D. furcatus en la modulacién de la emision de
los voldtiles. La saliva de los herbivoros puede modular la emisién de COVs de manera
intraespecifica, que puede depender del trasfondo genético de los hibridos de maiz
(Schmelz et al., 2009). La saliva acuosa de los hemipteros pentatémidos fit6fagos es uno
de los primeros fluidos que entra en contacto con los tejidos internos de la planta durante
la herbivoria, y los compuestos candidatos de desencadenar la respuesta hormonal
defensiva en las plantas estan bajo estudio (Giacometti et al., 2016, 2020; Peiffer &

Felton, 2014).

Las defensas inducidas por la via del SA usualmente median el ataque de

patogenos biotrdficos (Pieterse et al., 2009; Spoel et al., 2007; Thaler et al., 2010, 2012;
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Wei et al., 2014) e insectos picadores-suctores, mientras que la via del JA/ET esta
asociada al ataque de patogenos necrotréficos e insectos masticadores (Kessler &
Baldwin, 2002; Pieterse et al., 2009; Schmelz, Engelberth, et al., 2003; Thaler et al., 2012;
Wei et al., 2014). El reconocimiento del dafio provocado por las chinches desencadena
en las plantas la transcripcion y activacion de la via de sefializacion de las MAPK, las
cuales inducen las vias de defensa reguladas por JA/ET y SA (Giacometti et al., 2016,
2020). A pesar de que es bien conocido que el JA induce la emision de COVs (Howe &
Jander, 2008), el rol de otras fitohormonas en la regulacién final de la emision de volatiles
no esta completamente dilucidada. Observamos que el espray de una solucién acuosa de
MeJA (una forma volatil del JA), SA o de ACC (precursor del etileno) sobre la superficie
de plantulas de maiz provocaron la emisién de volatiles (Figuras 2.10, 2.12, 2.14, Anexo
5y 6). Lamezcla de volatiles inducidos por la aplicacion de estas fitohormonas y el efecto
sobre la orientacion olfativa de las chinches parece ser genotipo-dependiente, y ninguna
de las fitohormonas aplicadas por si sola explica completamente los resultados
observados en la induccién por herbivoria (Figuras 2.5, 2.9, 2.11, 2.13, Anexo 4 y 5).
Estos resultados sugieren que la emision de los COVs como consecuencia de la herbivoria
podria estar regulada por la interaccion de dos o mas fitohormonas, como en el caso de
las plantas de la judia de Lima (Phaseolus lunatus L. (Fabales: Fabaceae)) cuando son
infectadas por el &caro Tetranychus urticae Koch (Trombidiformes: Tetranychidae)

(Ozawa et al., 2000).

Cuando comparamos los niveles de fitohormonas en las plantulas de maiz,
observamos que tanto el dafio mecanico como la herbivoria incrementaron los niveles de
JAy JA-lle y disminuyeron los niveles de SA, tanto en las plantulas del hibrido templado
como en el tropical (Figuras 2.15, 2.16 y Anexo 7). Las vias del JA'y del SA son a menudo

antagonistas, de tal manera que la activacion de la via del JA puede reprimir las respuestas
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de defensa de la via del SA, y viceversa (Zavala et al., 2008). ElI ET es una hormona
volatil que modula las respuestas de defensa de las plantas (Kahl et al., 2000), afectando
el antagonismo entre el JA'y el SA. A pesar de que los volatiles inducidos en las plantulas
del hibrido tropical luego de 2 hs. de herbivoria fueron similares a los emitidos luego de
2 hs. del espray con la solucion de ACC, no se pudieron detectar niveles de esta
fitohormona en ninguno de los tratamientos (datos no mostrados). Estos resultados
sugieren que el ET puede estar involucrado en la modulacion de los COVs. Mientras que
la induccidn de los jasmonatos y del OPDA después de 2 hs. de herbivoria en las plantulas
del hibrido templado puede explicar en parte la mayor induccion de los volatiles (Figuras
2.5y 4.14), el dafio mecanico induce concomitantemente los niveles de JA 'y de ABA, y
un patron particular de COVs emitidos por los dos hibridos (Figuras 2.7, 2.15y 2.16). La
interaccion entre JA y ABA esta relacionada con la activacion de las defensas
antiherbivoro y al dafio mecéanico, ademas el ABA es un antagonista del ET y suprime las
defensas dependientes del SA (Pieterse et al., 2012). Por otro lado, las auxinas,
relacionadas con numerosos procesos fisioldgicos de las plantas, también podrian
intervenir en las estrategias de defensa contra herbivoros especificos. Mientras que se ha
observado que las hojas de tabaco (Nicotiana attenuata Steud (Solanales: Solanaceae))
presenta mayores niveles de IAA luego de ser atacadas por larvas de Manduca sexta L.
(Lepidoptera: Sphingidae) (Machado et al., 2016), en maiz se redujeron los niveles de
IAA luego del ataque de larvas de Helicoverpa zea Boddie (Lepidoptera: Noctuidae)
(Schmelz et al., 2003). Los niveles de IAA fueron inducidos en los dos hibridos de mis
experimentos después de 2 hs. de herbivoria (Fig. 2.16). Sin embargo, el indol, descrito
como un precursor de la biosintesis del IAA en A. thaliana (Ljung et al., 2002), y
responsable de la induccion temprana de las defensas antiherbivoro en las plantulas de

maiz (Erb et al., 2015), s6lo fue identificado como componente de la mezcla de COVs
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del hibrido templado (Anexo 5y 6). Mis resultados sugieren que la regulacion hormonal

de la emision de COVs esta limitada por el trasfondo genético de los hibridos de maiz.



Capitulo 3:

Efecto del sombreo en la emision de volatiles
constitutivos e inducidos por herbivoria en
plantulas de maiz y su efecto sobre la preferencia

de Diceraeus furcatus

67



68

3.1 INTRODUCCION

En condiciones de baja calidad luminica, el crecimiento de las plantas debe ser lo
suficientemente rapido para evitar la competencia por la luz, lo cual estd directamente
relacionado a la disponibilidad de recursos. Sin embargo, la concesion de recursos para
el crecimiento tiene un costo energético, y puede limitar los recursos disponibles para
invertir en defensas contra fuentes de estrés bidtico, como los herbivoros y patdgenos.
Por lo tanto, para maximizar el fitness, y por ende, la produccion de semillas, las plantas
deben encontrar un balance entre los recursos que destinan para desarrollarse y defenderse
(Zust & Agrawal, 2017). Asi como, a través de los fitocromos, las plantas pueden detectar
otras plantas en su vecindad, también tienen receptores capaces de detectar el ataque de
herbivoros y patdgenos y responder en consecuencia, mediante la activacion de vias de
sefializacion mediadas por el &cido jasménico (JA) y/o el &cido salicilico (SA) (Howe &
Jander, 2007; Wu & Baldwin, 2010). Sin embargo, la forma inactiva de los fitocromos B
aparentemente suprime las respuestas relacionadas con ambas vias de sefializaciéon (JA'y
SA) en A. thaliana (Cerrudo et al., 2012; De Wit et al., 2013). Esto conlleva a que, ante
un escenario donde ocurren simultaneamente una alta competencia por la luz y el ataque
de herbivoros o patégenos, se priorice la evasion al sombreo afectando la produccion de
defensas, tanto directas (flavonoides, inhibidores de peptidasas, y otros compuestos que
afectan el metabolismo del herbivoro) como indirectas (nectarios y compuestos organicos
volatiles (COVs) que atraen controladores naturales de los herbivoros) (Ballaré, 2014).

Los COVs no sélo deben ser considerados como una defensa indirecta, sino que
sirven de claves olfativas que permiten a los herbivoros reconocer sus hospederos (Coll
Araoz et al., 2019; Jacobi et al., 2021). Asi mismo, los volatiles intervienen en las
interacciones planta-planta, y sirven tanto para reconocer la presencia de otras plantas en

la vecindad como para detectar cuando una de las plantas cercanas esta siendo atacada
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por herbivoros (Baldwin et al., 2006; Erb et al., 2015; Kegge et al., 2015; Kegge & Pierik,
2010). Ademas, los compuestos que componen la mezcla de volatiles emitida por las
plantulas de maiz varia cuali y cuantitativamente en funcion de factores abidticos como
la disponibilidad de agua, nutrientes, la temperatura y la calidad luminica (Gouinguené
& Turlings, 2002). En cebada (Hordeum vulgare) se observd que los cambios en la
relacion rojo:rojo lejano (R:FR) originados por la competencia planta-planta, influyen en
la emision de volatiles constitutivos (Kegge et al., 2015) y de aquellos relacionados con
la herbivoria (Kegge & Pierik, 2010). En maiz se observé que la baja concentracion de
fotones (0 y 5.000 Im/m?) provoca que las plantulas sometidas a herbivoria emitan
cuantitativamente menos volatiles que aquellas que crecen bajo mayores niveles de
intensidad luminica (10.000, 15.000 y 20.000 Im/m2) (Gouinguené & Turlings, 2002).
Ademas, la alimentacién de los herbivoros provoca respuestas caracteristicas en la
emisién de COVs por parte de las plantas atacadas, tanto por el dafio mecéanico
(provocado por el aparato bucal), como quimico (por los componentes de la saliva)
(Giacometti et al., 2020; Peiffer & Felton, 2014; Schmelz et al., 2009). Sin embargo, no
hay datos sobre la influencia que la competencia por la luz puede provocar en la
orientacion de los adultos de D. furcatus hacia las plantulas de maiz, y sobre la capacidad
de estas plantulas de maiz para emitir volatiles en respuesta al dafio (mecanico y quimico)
provocado por la herbivoria.

Los COVs emitidos por las plantulas de maiz contienen claves olfativas utilizadas
por los adultos de D. furcatus para identificarlas como fuente de alimentacién (Jacobi et
al., 2021). Sin embargo, los volatiles emitidos constitutivamente podrian variar en
funcién de la competencia intraespecifica afectando la interaccion de las plantulas de

maiz con esta chinche.
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3.2 OBJETIVO E HIPOTESIS

3.2.1 Obijetivo especifico IlI:
Determinar el efecto de la competencia intraespecifica en la interaccion entre los

adultos de D. furcatus y las plantulas de maiz.
Hipotesis:
I11 a- Los adultos de D. furcatus se orientan preferencialmente hacia las plantulas

de maiz que perciben altos niveles de competencia intraespecifica a través de claves

voléatiles

Il b- La competencia intraespecifica de plantulas de maiz altera la emision

constitutiva de COVs.

I11 c- La competencia intraespecifica altera la respuesta de las plantulas de maiz

frente a la herbivoria y al dafio mecénico, silenciando la emision de COVs.
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3.3 Materiales y Métodos

3.3.1 Material boténico: Los experimentos se llevaron a cabo con lineas
endocriadas de maiz, “Paris 2” (WT) y 2 lineas isogénicas con los fitocromos B mutados,
una linea en que el fitocromo B1 (Phy B1) est4d mutado y otra en que el fitocromo B2
(Phy B2) estd mutado (Fig. 3.1). Debido a la mutacion de los fitocromos B, estos mutantes
presentan caracteristicas de evasion al sombreo aunque crezcan en condiciones de baja
densidad de siembra (Sheehan et al., 2007; Wies et al., 2019; Wies & Maddonni, 2020).
Mientras que el fitocromo B1 se expresa en estadio de plantula, el fitocromo B2 se
encuentra activo en un estadio fenol6gico mas avanzado, a partir de floracion (Sheehan
etal., 2007). Las semillas de maiz fueron sembradas en vasos plasticos de 180 cc contierra
comercial como sustrato. Estos fueron colocados dentro de una jaula recubierta con una
malla plastica transparente (tipo mosquitero) en las inmediaciones del pabellon de
Bioquimica en FAUBA, en condiciones naturales de luz y temperatura. Se regaron dia
por medio con agua corriente, siempre que fuera necesario. Las plantulas se utilizaron

cuando alcanzaron los 14 dias aproximadamente.

) — Phy B1
Phy Rojo Phy ™ /
B1 R—,’ B1 ./
WT +0J0
_ lejano ;
y Rojo
Phy - Phy
B2 - ool B2 Phy B2
- lejana {
Activo Inactivo

Desarrollo Cambios
normal para evitar

el sombreo

Figura 3.1: Diagrama mostrando los fitocromos activos de las plantulas de maiz
empleadas. Estas son la linea endocriada “Paris 2” (WT) y las lineas isogénicas con los
fitocromos B1 (Phy B1) y B2 (Phy B2) mutados.
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3.3.2 Material entomologico: Se utilizaron individuos adultos extraidos de la
colonia establecida en la catedra de bioquimica de FAUBA descripta en materiales y
métodos del capitulo 2 (seccién 2.2.1). EI mismo numero de machos y hembras de D.
furcatus fueron separados y hambreados por 48 hs. antes de ser utilizados en los

experimentos.

3.3.4 Tratamientos aplicados a las plantulas: Las plantulas de maiz de 14 dias se
colocaron individualmente en cajas plésticas (25,5 x 13,5 x 37 cm, de polipropileno
transparente) con una pared de tela de voile. Estas se mantuvieron bajo condiciones de
laboratorio (24 + 2 °C, 60 £ 5 % HR, 14:10 L:D, 350 pmol m-1 s-1). Los tratamientos
aplicados fueron 2 hs. de herbivoria, 2 hs. de dafio mecanico (aguja de microdiseccion) y
como control se contd con pléntulas sin induccion. Estos tratamientos se aplicaron de la
manera descripta en la seccion de materiales y métodos del capitulo 2 (seccion 2.2.3). Los

tratamientos aplicados a cada unidad experimental fueron asignados al azar.

3.3.5 Orientacién en olfatometro: La orientacion de adultos de D. furcatus hacia
los COVs emitidos constitutivamente por plantulas de maiz fue evaluado usando un
olfatometro de ambiente estacionario (ver seccion 2.2.5y Fig. 2.1). Se realizaron entre 21

y 30 réplicas por contraste.

3.3.6 Coleccion y andlisis quimico de volatiles: Los volatiles emitidos por las
plantulas de maiz se colectaron y se analizaron utilizando un cromatografo gaseoso
acoplado a espectometria de masas (GC/MS). Los mismos se identificaron teniendo en
cuenta el tiempo de retencion de cada compuesto, el indice de Kovats y por comparacién
con estandares comerciales. Se utiliz6 la metodologia descripta en la seccion de
materiales y métodos en el capitulo 2 (seccion 2.2.6). Se realizaron al menos 6

repeticiones por tratamiento.
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3.3.7 Analisis estadistico: La orientacion de las chinches observada en los
experimentos de orientacion en olfatdmetro fue analizada utilizando Chi-cuadrado (32,
goodness-of-fit test; P < 0,05). Para comparar las mezclas de volatiles de cada tratamiento
se utilizd un andlisis de componentes principales (PCA), a través del paquete Vegan de
la plataforma R (Oksanen et al., 2018) incluyendo todos los compuestos detectados en el
analisis quimico. Los niveles de los volatiles individuales se analizaron mediante analisis
de varianza (ANOVA) de un factor. Los valores fueron normalizados mediante una
transformacion logaritmica y las comparaciones se realizaron usando el test de Duncan
(P < 0,05). Se utilizo la prueba de Kruskall-Wallis (H) cuando los supuestos del ANOVA

no se cumplieron.
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3.4 Resultados

3.4.1 Orientacién en olfatdmetro

Los adultos de D. furcatus prefirieron orientarse hacia los volatiles emitidos
constitutivamente por los mutantes de Phy B1 cuando se contrastaron con los volatiles
emitidos tanto por las plantulas WT (N= 22; X?= 4,54; P= 0,033) como por las Phy B2 (N=
30; X?= 4,8; P=0,028) (Fig. 3.2). Cuando se contrastaron los volatiles constitutivos de las
plantulas WT versus los emitidos por las plantulas Phy B2 no se observaron diferencias

en la orientacion de los adultos de D. furcatus (N= 21; X?= 0,05; P= 0,827) (Fig. 3.2).

WT Phy B1 Valor P Sin eleccién
* 0,033  8,33%(2)
WT Phy B2
48% 50% 0,827 12,5% (3)
Phy B1 Phy B2
70% 30% * 0,028
100 50 0 50 100

Porcentaje de adultos de D. furcatus

Figura 3.2: Orientacidon de adultos de Diceraeus furcatus hacia COVs emitidos por plantulas
de maiz con diferente percepcion de la competencia planta-planta. Orientacion de adultos de
D. furcatus en olfatbmetro de ambiente estacionario entre los volatiles emitidos constitutivamente
por plantulas de la linea endocriada Paris 2 (WT) y su mutante isogénico para el fitocromo B1
(Phy B1); entre los volatiles emitidos por las plantulas WT versus los emitidos por plantulas del
mutante isogénico para el fitocromo B2 (Phy B2; y entre los emitidos por plantulas Phy B1 versus
Phy B2. * P < 0,05; %2, goodness-of-fit test. EI nimero de insectos que no eligieron (Sin
eleccion) se puso entre paréntesis.

3.4.2 Patrén de emisién de volatiles constitutivos

Se identificaron once COVs diferentes emitidos constitutivamente por las tres
lineas (WT, Phy B1 y Phy B2) (Anexo 8). Para visualizar la variabilidad entre los
tratamientos, se realizo un PCA con los datos obtenidos al reducir las dimensiones

comparadas (Fig. 3.3; Anexo 6). Los dos primeros componentes (PC1 y PC2) explicaron
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Figura 3.3: Patrdén de la mezcla de COVs emitidos constitutivamente por plantulas
bajo competencia planta-planta. Analisis de componentes principales (PCA)
representando la asociacién de 15 casos pertenecientes a la linea endocriada Paris 2 (WT,
N=5) y sus lineas isogénicas mutantes para los fitocromos B1 (Phy B1, N=5) y B2 (Phy
B2, N=5) considerando las cantidades relativas de COVs emitidos. Los primeros dos ejes
(PC1y PC2) representan respectivamente el 30,3 %y 19,3 % de la variacién total (Anexo
6).

el 49,6% de la variacion. La mezcla de COVs emitidos por las plantulas de la linea
mutante Phy B1 se agruparon de forma separada a las del WT y el Phy B2. Esto sugiere
que la mezcla de COVs emitidos por las plantulas del WT y del mutante Phy B2 son
similares entre si, pero difieren de los COVs emitidos por las plantulas del mutante Phy
B1, los cuales, a su vez, presentan mayor variabilidad (Fig. 3.3). Los compuestos que mas
contribuyeron al primer eje (PC1, eigenvalor 3,32; Anexo 6) fueron [B-gurjeneno,
salicilato de metilo (MeSA), indol y salicilato de dimetilo. Estos compuestos presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre las lineas (Fig. 3.4; Anexo 8). Los
compuestos que mas contribuyeron al segundo eje (PC2, eigenvalor 2,12; Anexo 6)
fueron el benzoato de etilo y el linalool. Al comparar los niveles de emision de volatiles

observamos que las plantulas de la linea mutante Phy B1 emiten constitutivamente dos

veces mas volatiles que las plantulas de las lineas WT y Phy B2 (Fig. 3.4, ANOVA, P <
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Volatiles totales Linalool g Indol
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Figura 3.4: Niveles constitutivos (media = EE) de volatiles totales, linalool, indol, B-
gurjuneno, MeSA vy salicilato de dimetilo. Estos fueron emitidos por las plantulas de la linea
endocriada Paris 2 (WT) y de los mutantes isogénicos para fitocromo B1 (Phy B1) y B2 (Phy B2)
expresados en ng h' (Anexo 8). Letras diferentes sobre las barras denotan diferencias
estadisticamente significativas (ANOVA, P < 0,05).

0,05; Anexo 8). El linalool fue elcomponente mayoritario en la mezcla de COVs emitidas
por las tres lineas, representando el 59, 48 y 68% del volumen total de COVs recolectados
a partir de plantulas WT, PhyB1 y Phy B2 respectivamente. Sin embargo, no mostro

diferencias estadisticamente significativas (Fig. 3.4).

3.4.3 Patron de emisidn de volatiles en respuesta a la herbivoria

Se identificaron 20 COVs diferentes emitidos por las plantulas de las tres lineas
luego de la induccién por herbivoria (Anexo 8). Con los datos obtenidos se redujo el
namero de dimensiones para comparar la variabilidad en la emision de volatiles en
respuesta a la herbivoria, tanto del WT cdémo de los mutantes Phy B1 y Phy B2, mediante
un PCA (Fig. 3.5; Anexo 6). Las primeras dos dimensiones (PC1y PC 2) explicaron casi
el 54 % de la variacion total. Las muestras correspondientes a la mezcla de volatiles

emitidos por las plantulas de las lineas isogénicas mutantes de Paris 2 (Phy B1y Phy B2)
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Figura 3.5: Patrén de la mezcla de COVs inducidos por herbivoria en plantulas bajo
competencia planta-planta. Analisis de componentes principales (PCA) representando
la asociacion de 14 casos pertenecientes a la linea endocriada Paris 2 (WT; N= 4) y sus
lineas isogénicas mutantes para los fitocromos B1 (Phy B1; N=5) y B2 (Phy B2; N=5)
considerando las cantidades relativas de COVs emitidos luego de 2 hs. de herbivoria de
adultos de Diceraeus furcatus (FD 2 hs.). Los primeros dos ejes (PC1y PC2) representan
respectivamente el 36,11 % y 17,8 % de la variacion total (Anexo 6).

se agruparon y mostraron menor variabilidad que las muestras correspondientes a las
plantulas WT (Fig. 3.5). Los compuestos que contribuyeron en mayor medida al primer
eje (PC1, Eigenvalor 7,35; Anexo 6) fueron (E)-B-ocimeno, copaeno, B-sesquifelandreno,
B-mirceno, (+)-3-careno, terpeno desconocido (RT 13.6), geranilacetona, f-gurjuneno,
TMTT; mientras que el linalool y el acetato de 3-hexenilo contribuyeron en mayor medida
al segundo eje (PC2; eigenvalor 3,86; Anexo 6). Todos estos compuestos fueron emitidos
en mayor medida o exclusivamente por las plantulas WT (Fig. 3.6; Anexo 8). Las
plantulas WT emitieron un mayor volumen de COVs totales (Fig. 3.6). El linalool dejé
de ser el componente mayoritario en la mezcla de COVs emitidos por las tres lineas, y en
las plantulas Phy B2 este compuesto no se detectd con la metodologia empleada (Fig.

3.6).
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Figura 3.6: Nivel de volatiles totales, (E)-p-ocimeno, copaeno, B-sesquifelandreno, B-
mirceno, (+)-3-careno, terpeno desconocido (RT 13.6), acetato de 3-hexenilo,
geranilacetona, B-gurjuneno, TMTT y linalool emitidos luego de 2 hs. de herbivoria. Se
compararon los niveles emitidos por las plantulas de la linea endocriada Paris 2 (WT FD 2 hs.) y
de los mutantes isogénicos para fitocromo B1 (Phy B1 FD 2 hs.) y B2 (Phy B2 FD2 hs.)
expresados en ng h? (Media + EE) (Anexo 8). Letras diferentes sobre las barras denotan
diferencias estadisticamente significativas (ANOVA, P < 0,05).

3.4.5 Patron de emisidn de volatiles en respuesta al dafio mecanico

Se identificaron 14 volatiles en total. De ellos, 4 fueron identificados
exclusivamente en la mezcla de COVs emitidos por las plantulas de la linea endocriada

Paris 2 (WT CM 2 hs.) (Anexo 8). Para analizar los patrones de emision de volatiles
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inducidos por dafio mecéanico (2 hs. MD) de las plantulas WT y de las lineas isogénicas
mutantes Phy B1 y Phy B2, se realizé un PCA (Figura 3.7; Anexo 6). Las dos primeras
dimensiones (PC1 y PC2) explicaron el 64% de la variacion total. La linea que mostro
mayor variabilidad en la mezcla de volatiles emitidos luego del dafio mecanico fue el WT
(WT MD 2 hs.). Las muestras correspondientes a la mezcla de volatiles de los mutantes
(Phy B1 MD 2 hs. y Phy B2 MD 2 hs.) no muestran diferencias entre si (Figura 3.7). El
eje PC1 esta explicado principalmente por los compuestos B-mirceno, limoneno, (E)-pB-
ocimeno, benzoato de etilo, copaeno, cariofileno y geranilacetona; mientras que el eje
PC2 por acetato de 3-hexenilo, MeSA, TMTT vy linalool (Anexo 6). Las plantulas WT

emitieron hasta 3 veces mas volatiles totales que las plantulas de las lineas mutantes Phy
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Figura 3.7: Patrén de la mezcla de COVs inducidos por dafio mecanico en plantulas
bajo competencia planta-planta. Analisis de componentes principales (PCA)
representando la asociacion de 14 casos pertenecientes a la linea endocriada Paris 2 (WT,;
N=4) y sus lineas isogénicas mutantes para los fitocromos B1 (Phy B1; N=5) y B2 (Phy
B2; N= 5) considerando las cantidades relativas de COVs emitidos 2 hs. después de la
induccion por dafio mecénico (2 hs. MD). Los primeros dos ejes (PC1y PC2) representan
respectivamente el 44,5% y 19,5% de la variacion total (Anexo 6).
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Figura 3.8: Nivel de volatiles totales, p-mirceno, limoneno, (E)-B-ocimeno, benzoato de
etilo, copaeno, cariofileno, geranilacetona, acetato de 3-hexenilo, MeSA, TMTT vy linalool
emitidos luego de 2 hs. de dafio mecénico. Se compararon los niveles emitidos por las plantulas
de la linea endocriada Paris 2 (WT MD 2hs.) y de los mutantes isogénicos para fitocromo B1 (Phy
B1 MD 2hs.) y B2 (Phy B2 MD 2hs.) expresados en ng h* (Media + EE) (Anexo 8). Letras
diferentes sobre las barras denotan diferencias estadisticamente significativas (ANOVA, P <
0,05).
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B1y Phy B1 luego del dafio mecanico (ANOVA, P<0,05; Fig. 3.8 A, Anexo 8). Muchos
de los volatiles que explicaron en mayor medida los ejes correspondientes al PC1 y PC2
y, por ende, la mayor parte de la variabilidad entre las muestras, no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre las lineas (Ej. B-mirceno, benzoato de etilo,
cariofileno, MeSA y linalool). Sin embargo, otros de estos COVs fueron detectados
exclusivamente en las plantulas WT (Ej.(E)-p-ocimeno, geranilacetona, acetato de 3-

hexeniloy TMTT) (Fig. 3.8 y Anexo 8).
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3.5 DISCUSION

Caracterizar la influencia del sindrome de evasion al sombreo en la emision de
volatiles de plantulas de maiz y como afecta su interaccion con los adulos de D. furcatus
permitird desarrollar estrategias de manejo en las regiones de mayor incidencia de esta
especie de chinche. Los experimentos con olfatometro (Fig. 3.2; Anexo 4) demostraron
que las chinches prefirieron los volatiles emitidos por las plantulas de maiz con el
fitocromo B1 inactivo, confirmando la hipdtesis Illa. Los volatiles emitidos por estas
plantulas (Phy B1) difirieron cuali y cuantitativamente en comparacion a los emitidos
constitutivamente tanto por las plantulas WT como por las Phy B2 (Figuras 3.3 y 3.4;
Anexo 8), de acuerdo con la hipétesis Il1b. Cuando se comparé la emision de volatiles
emitidos en funcidn de la herbivoria temprana por adultos de D. furcatus se observo que
las plantulas WT respondieron liberando una mezcla de volatiles més diversa y abundante
que las emitidas por las plantulas mutantes (Phy B1y Phy B2), presentando patrones muy
diferentes (Figuras 3.5 y 3.6; Anexo 8), confirmando la primera parte de la hip6tesis Ilic.
Sin embargo, a pesar de que las plantulas de maiz WT emitieron més volatiles que las
lineas isogénicas mutantes (Phy B1 y B2) en respuesta al dafio mecénico, el patron de
emision no fue tan claro como el mostrado por el dafio por herbivoria (Figuras 3.7 y 3.8;
Anexo 8), confirmando parcialmente la segunda parte de la hipdtesis Illc. Estos
experimentos muestran resultados sin precedentes sobre la influencia que tienen los
fitocromos B1 y B2 en la emision de volatiles constitutivos en plantulas de maiz que
condicionan la preferencia de los adultos de D. furcatus. Ademas, muestran que las
plantulas con los fitocromos B1 y B2 fotoinactivados, es decir, que sensan continuamente
altos niveles de competencia planta-planta, presentan una capacidad reducida de

responder a la herbivoria al emitir un nivel menor de COVs que las plantulas WT.
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Los insectos han desarrollado un sistema de deteccion de sefiales olfativas
adaptado a detectar los volatiles relevantes con una alta resolucion espacio-temporal, pero
a la vez, este sistema es lo suficientemente plastico como para reconocer los cambios que
pueden producirse en la mezcla de volatiles asociados a los hospederos (Bruce & Pickett,
2011). Pon ende, los COVs son una fuente de informacidn constante tanto de la identidad,
como de las condiciones fisiologicas de las plantas (Ninkovic et al., 2019). Si tenemos en
cuenta que durante el estadio de plantula del maiz el principal fitocromo B activo es el
B1, entonces, las plantulas mutantes que tienen este fitocromo inactivo (Phy B1)
presentan el sindrome de evasion al sombreo (Sheehan et al., 2007; Wies et al., 2019;
Wies & Maddonni, 2020). Entre los cambios fisioldgicos que se asocian a este sindrome
estd una mayor produccion de auxinas, las cuales antagonizan con las principales
fitohormonas de defensa (JA y SA), aumentando la susceptibilidad hacia los herbivoros
(Ballaré, 2014). En tomate, las plantas mutantes con los fitocromos B1 y B2 inactivos
presentaron menores niveles de defensas directas y un mayor nivel de dafio frente al
ataque de las larvas de Mamestra brassicae L. (Lepidoptera: Noctuidae), en comparacién
a las plantas que tenian los fitocromos activos (Cortés et al., 2016). Los resultados de esta
tesis sugieren que las chinches serian capaces de sensar el estado fisioldgico de las
plantulas de maiz a través de los COVs al orientarse hacia la mezcla emitida por las

plantulas de la linea con el fitocromo B1 inactivo (Fig. 3.2).

Los niveles basales de COVs emitidos por las plantulas PhyB1 constituyen una
mezcla cuali y cuantitativamente mas abundante que los emitidos por las plantulas WT y
las mutantes para el fitocromo B2 (Phy B2) (Fig. 3.3 y 3.4; Anexo 8). Las lineas de maiz
que fueron modificadas genéticamente para emitir una mayor proporcion de volatiles
mostraron ser mas atractivas y recibieron una mayor proporcion de dafio por parte de las

larvas del lepidoptero generalista S. frugiperda que las mismas lineas sin modificar
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(Robert et al., 2013). Por otro lado, en el capitulo anterior, mostramos que los adultos de
D. furcatus prefirieron las plantulas del hibrido que emitia constitutivamente una mezcla
mas variada y abundante de volatiles y presentaba menores niveles basales de JA
(Capitulo 2; Jacobi et. al 2021). Uno de los volatiles emitidos en mayor medida por las
plantulas Phy B1 es el indol (Fig. 3.4). Este compuesto volatil es uno de los precursores
de la hormona auxina &cido indol-acético (IAA) (Erb, 2018), funciona cémo “priming”
en plantulas de maiz, disminuyendo el tiempo de induccion de compuestos antiherbivoro
y en condiciones de buena calidad luminica potencia la via del JA en respuesta a la
herbivoria (Erb et al., 2015). El efecto del indol en la via del JA pareceria ser contexto-
dependiente, ya que en otras especies vegetales, este volatil demostrd suprimir
indirectamente la via de sefializacion del JA (Erb, 2018). EI MeSA es una forma volatil
de la fitohormona SA, y puede ser un precursor de la misma (y viceversa) (Dempsey et
al., 2011). EI MeSA demostro ser una defensa indirecta al atraer al depredador Chrysopa
nigricornis Burmeister (Neuroptera: Chrysopidae) hacia trampas ubicadas en distintos
campos experimentales (James, 2003). Sin embargo, la combinaciéon de MeSA vy linalool
mostré actuar sinérgicamente en la atraccion de los coledpteros Diabrotica virgifera
virgifera 'y D. barberi R. Smith & Lawrence (Coleoptera: Chrysomelidae) al aumentar el
numero de individuos capturados en trampas ubicadas en campos de maiz. Ademas,
cuando a esta mezcla se le adiciond indol resultd ser ain mas atractiva para las hembras
de D. virgifera virgifera (Hammack, 2001). Estos tres compuestos estan en mayor
volumen en la mezcla de volatiles de las plantulas de la linea Phy B1 (Figuras 3.4), por
lo que son buenos candidatos para explicar la atraccion de los adultos de D. furcatus (Fig.

3.3), ademas del linalool sugerido en el Capitulo 2.

Si bien hay numerosos trabajos sobre el efecto de la competencia planta-planta en

la induccion de defensas directas (Ballaré, 2014), poco se sabe sobre su influencia en la
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induccion de defensas indirectas por el ataque de herbivoros. En condiciones naturales de
luz, las plantulas de maiz responden tempranamente tanto a la herbivoria por D. furcatus,
como al dafio mecanico mediante la activacion de la via del JA, la cual es modulada por
el IAA'y por el acido abscisico respectivamente (Capitulo 2). En ambos casos se induce
la emision de volatiles y la mezcla es mas abundante y compleja, aumentando,
principalmente, los mono y sesquiterpenos (Capitulo 2; Jacobi et al.,, 2021). Los
resultados de este estudio muestran que la inactivacion tanto del fitocromo B1 como del
B2 altera la mezcla de volatiles emitidos por las plantulas de maiz en respuesta a la
herbivoria (Figuras 3.6, 3.7 y Anexo 8) y al dafio mecanico (Figuras 3.8, 3.9 y Anexo 8).
En ambos casos las plantulas WT emitieron entre tres y siete veces mas volatiles totales
que las plantulas con uno de los fitocromos B fotoinactivados (Figuras 3.6 y 3.8).
Ademas, el patrén de emisidn de volatiles en respuesta a la herbivoria fue distinto al
observado frente al dafio mecanico (Figuras 3.5, 3.7 y Anexo 8). Hay que tener en cuenta
que la alimentacion de las chinches implica una doble fuente de dafio, por un lado el
mecanico, al introducir el estilete en el tejido vegetal, y por otro lado, el quimico por la
inyeccion de saliva (Giacometti et al., 2020; Peiffer & Felton, 2014). Teniendo en cuenta
que la saliva de las chinches estd implicada en la emisién de COVs en razas locales
(Schmelz et al., 2009) y en hibridos comerciales de maiz (Jacobi et al., 2021), los
resultados de esta tesis sugieren que las plantulas de maiz son capaces de reconocer
inductores y/o represores quimicos presentes en la saliva de las chinches y responder en
consecuencia. Entre los COVs que mostraron mayor diferencia entre las lineas de maiz
sometidas a herbivoria se destacan el derivado de acidos grasos acetato de 3-hexenilo y
el terpeno (E)-B-ocimeno (Fig. 3.6). El acetato de 3-hexenilo es un volatil de hoja verde
(VHV) liberado como consecuencia del dafio mecénico, mientras que el (E)-p-ocimeno

esta relacionado al dafio por herbivoria. Ambos compuestos actlian en la comunicacion
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planta-planta como “priming” de las defensas de plantas en la vecindad e intervienen en
la via del JA (Engelberth et al., 2004; Faldt et al., 2003; Frost et al., 2008; Menzel et al.,
2014; Xu et al., 2005). Ademas, hay numerosos trabajos que demuestran que estos
compuestos son importantes en las interacciones tritroficas, ya que son atrayentes de
parasitoides de huevos de chinches del género Lygus spp., como Anaphes iole Girault
(Hymenoptera: Mymaridae) (Williams et al., 2008), de endoparasitoides de orugas, cémo
Cotesia flavipes Cameron (Hymenoptera: Braconidae) (Ngi-Song et al., 2000) y
Campoletis chlorideae Uchida (Hymenoptera: Ichneunmonidae) (Yan & Wang, 2006), y
parasitoides de afidos, como Aphidius rhopalosiphi De Stefani-Perez (Hymenoptera:
Braconidae) (Wickremasinghe & Emden, 1992). Estos resultados sugieren que la
inactivacion de los fitocromos By, por ende, el sindrome de evasion al sombreo puede
afectar la interaccion planta-planta y la induccion de defensas indirectas en las plantulas

de maiz, es decir, las interacciones tritréficas.



CAPITULO 4:

Orientaciéon hacia hospederos alternativos
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4.1 INTRODUCCION

Debido aque las claves volatiles emitidas por los hospederos representan una
fraccion de los compuestos organicos volatiles (COVS) presentes en un ecosistema, y que
hay una gran cantidad de COVs, como linalool, limoneno, B-ocimeno y -mirceno, que
son emitidos por diferentes familias de plantas, otras especies de plantas con sus aromas
pueden interferir en el proceso de seleccion de un hospedero (Conchou et al., 2019).
Ademas, se ha observado que muy pocos insectos responden a los COVs emitidos
exclusivamente por determinados grupos taxonomicos, sino que la gran mayoria son
atraidos por compuestos que son comunes en el reino vegetal (Birkett et al., 2004; Bruce
et al., 2005; Campbell et al., 1993; Coll Ardoz et al., 2019; Jacobi et al., 2021). Sin
embargo, los insectos presentan adaptaciones para sensar las claves quimicas que brindan
los COVs, tanto para identificar las plantas en si, como sus estadios fenoldgicos y su nivel
de defensas (Bruce & Pickett, 2011). Los receptores encargados de reconocer las
moléculas odorantes estan presentes en las neuronas receptoras olfativas que se
encuentran dentro de estructuras especializadas denominadas sensilias. Los receptores
olfativos estan codificados por una de las mayores familias de genes en insectos y
muestran una elevada tasa de evolucion entre los distintos taxa (De Bruyne & Baker,
2008). Los distintos receptores olfativos varian tanto en su especificidad (capacidad de
detectar uno o muchos compuestos) como en su sensibilidad (concentracion a la que
generan una respuesta), desencadenando respuestas excitatorias 0 inhibitorias,
dependiendo de la interaccién con el ligando, incluso en la misma neurona (Voelckel &
Jander, 2014). Por ende, la capacidad de los insectos de sensar el paisaje quimico que los
rodea depende de los receptores olfativos codificados en su genoma que estan expresando
en un momento particular en las distintas neuronas receptoras olfativas (Conchou et al.,

2019). Toda la informacidn quimica sensada por los insectos es finalmente integrada en
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el sistema nervioso central, lo que puede desencadenar tanto la atraccion hacia un

hospedero como la evasion de los no-hospederos (Voelckel & Jander, 2014).

Considerando que la vegetacion arvense puede ser utilizada por las poblaciones
de D. furcatus como hospederos de alimentacidon, reproduccion y/o refugio (Smaniotto &
Panizzi, 2015) que influyen en su estatus nutricional, ciclo de vida, densidad poblacional
(Jacobi et al., 2022) y en la interaccion con las poblaciones de depredadores y parasitoides
(Agostinetto et al., 2018; Zerbino & Panizzi, 2019), conocer la sucesion de potenciales
hospederos alternativos presentes en el agroecosistema y su influencia en la poblacion de
este insecto plaga es muy importante a la hora de desarrollar estrategias de manejo mas

amigables con el medio ambiente.
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4.2 OBIJETIVO E HIPOTESIS

4.2.1 Objetivo particular IV
Caracterizar la alternancia de hospederos de D. furcatus en las distintas estaciones

del afio.
Hipotesis
IV a- D. furcatus utiliza diferentes especies vegetales espontaneas como sustrato

de alimentacion, reproduccion o refugio, dependiendo de las estaciones del afio y el

mosaico de hospederos disponibles.

IV b- Los adultos de D. furcatus se orientan hacia sus hospederos alternativos

entre la vegetacion arvense mediante claves olfativas.
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4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Muestreos a campo

Se realizaron muestreos periodicos en zonas agricolas de produccion de soja y
maiz en el sureste de Cdrdoba, en las inmediaciones de la localidad de Marcos Juarez
(32°39'12.3"S 62°08'58.9"W aproximadamente). Se eligio esta localidad porque esté en
el centro de distribucion de la especie en nuestro pais y es una de las zonas donde este
insecto plaga es econdmicamente mas relevante (Fig. 1.1). Se ejecutaron al menos cuatro
muestreos al afo, a mediados de febrero, mayo, agosto y noviembre, por cuatro afios (que
comprendié desde fines de 2015 hasta principios de 2019), excepto en el afio 2017 donde
solo se realizaron los muestreos de verano y otofio. Cada viaje se organizo entre el 10 y
el 28 del mes correspondiente, dependiendo de las condiciones ambientales, excepto

cuando hubo razones logisticas que escaparon a nuestro control (Tabla 4.1).

Tabla 4.1 Fecha en que se realizd cada muestreo a fin de detectar
la presencia y abundancia de Diceraeus furcatus en diferentes
plantas hospederas en Marcos Juarez, Cordoba

Periodo Otono Invierno Primavera Verano
1 28/04/15 24/08/15 16/10/15 13/02/16
16/04/16 08/09/16 11/10/16 05/02/17

2
3 25/03/17 - - 07/03/18
4 14/04/18  18/08/18 10/10/18  12/02/19

4.3.2 Toma de datos

Se seleccionaron lotes bajo el criterio de alternancia regular soja — maiz. Para los
muestreos se utilizé un marco de 50 x 50 cm de lado (Fig. 4.1), el cual se dispuso al azar
al menos 20 veces dentro del lote seleccionado en cada fecha de muestreo (sin considerar
los margenes de los mismos) y se completd una ficha en cada caso (Fig. 4.2). Se

caracteriz0 tanto la vegetacion en pie como la presencia de rastrojo, y se registro el



Figura 4.1: Cuadro utilizado en los muestreos a campo. El cuadro de 50 x 50 cm se colocaba
al azar en por lo menos 20 puntos del lote durante cada fecha de muestreo.

Ficha de campon® Foton®:

Fecha Hon: Temperatura:

Ubicacion del lote: Ubicacion de la parcela en el lote:

Rastrojo: Profimdidad del rastrojo

Cultivo actual Estadio fenolégico

Historia del lote:

Observaciones:

Diagrama:
Malezas Xa— Dichelops furcatus
1- Xa-s—D. furcatus(Huevos a N 5)
2 Xz D furcatus parasitado
3- 0 - Malezas (prop.a la sup.que ocupa)
4+ M - Momia x Hexacladia
5.
6
7-
8
9.
n

Figura 4.2 Ficha utilizada en
los muestreos. Se completd una
por cada marco ubicado al azar
en los lotes visitados en Marcos
Juérez, Cérdoba. En esta se
precisaron la ubicacion de las
plantas y los individuos de D.
furcatus.
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numero de chinches, el estado del desarrollo o el estadio ninfal en que se encontraban y

la ubicacion de estas en la vegetacion.

4.3.3 ldentificacion de especies vegetales

En cada muestreo se catalogaron las distintas especies presentes a traves del
‘Manual de reconocimiento y manejo de malezas’ (UNR, 2018) y ‘No malezas’
(Syngenta, 2014). Se colectaron individuos de cada especie vegetal, los cuales fueron
trasladados hasta el laboratorio donde se identificaron utilizando las claves suministradas
por el ‘Atlas de reconocimiento de malezas’ de INTA

(http://rian.inta.gov.ar/atlasmalezas/atlasmalezasportal/). Cuando la maleza no se pudo

identificar por los medios especificados se consulto con la catedra de Botanica Agricola

de FAUBA.

4.3.4 Orientacién en olfatometro

Para determinar si las chinches se orientan hacia las malezas usando los COVs
emitidos por estas como clave para seleccionar hospederos, se realizaron ensayos de
preferencia utilizando el olfatometro de ambiente estacionario descripto en la seccion
2.2.5 (Fig. 2.1), ofreciendo exclusivamente claves olfativas. Para esto se contrastaron las
especies vegetales de interés (seleccionandose aquellas especies donde mas
frecuentemente se encontraron chinches y aquellas donde nunca se encontraron
individuos) versus plantulas del hibrido de maiz 1780YR Mono 8-10 (Templado), el cual
posee una mezcla de COVs atractivo para los adultos de D. furcatus (Fig. 2.3, seccion
2.3.2). Las distintas malezas y las plantulas de maiz crecieron en condiciones naturales
en el campo experimental de FAUBA. Como las distintas plantas difieren en tamafio y
morfologia, se separ0 una seccion del tallo con tijeras previamente desinfectadas,

tomando como referencia el tamafio de las plantulas de maiz (90 £ 3 mg de peso y 14 cm


http://rian.inta.gov.ar/atlasmalezas/atlasmalezasportal/
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de altura), las cuales recibieron el mismo tratamiento que las malezas. EI material vegetal
se coloco en tubos Falcon de 15 ml con agua filtrada y la superficie de los mismos se
cubrio con Parafilm. En cada olfatometro se coloco alternativamente un tubo con una de
las malezas en una de las camaras laterales y la plantula de maiz en la otra. El insecto se
colocé en el medio de la camara central, y después de 15 minutos se observo la ubicacién
del insecto. Si después de 30 minutos el individuo no estaba sobre una de las paredes
laterales se registr6 como no eleccion. Se contd con al menos 5 olfatometros que se
utilizaron simultdneamente y se realizaron al menos 20 repeticiones para cada contraste.
Para controlar que el dafio mecanico hecho por el corte en las plantulas de maiz no alterd
la preferencia de los adultos de D. furcatus por los COVs emitidos por las mismas se
contrastd la preferencia de las chinches por plantulas de maiz sanas versus plantulas
cortadas (en las condiciones descriptas previamente). Las especies de malezas utilizadas
fueron yuyo colorado (Amaranthus quitensis Kunth (Caryophyllales: Amaranthaceae)),
trébol (Trifolium repens L. (Fabales: Fabeaceae)), sorgo de alepo (Sorghum halepense
(L.) Pers. (Poales: Poaceae)), cebadilla criolla (Bromus catharticus Vahl (Poales:
Poaceae)), cerraja pegajosa (Picris echioides L. (Asterales: Asteraceae)), santa lucia
(Commelina erecta L. (Commelinales: Commelinaceae)), cerraja (Sonchus oleraceus L.
(Asterales: Asteraceae)), petunia (Petunia axillaris (Lam.) B. (Solanales: Solanaceae)) y

pata de gallina (Eleusine indica L. (Poales: Poaceae)).

4.3.5 Anaélisis estadistico

Para contrastar la relacion de D. furcatus con las distintas especies vegetales
presentes en el agroecosistema en cada fecha de muestreo se realizo un ordenamiento de
clusters de dos vias. Para armar la matriz se tom6 como variable las especies vegetales
presentes en el agroecosistema. Se le asigno un valor de 0,5 a cada especie vegetal

presente en un muestreo, a la cual se le sumo el valor de 0,5 si estaba relacionada a
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individuos de D. furcatus. Para el ordenamiento se utilizo el software PCORD 6,
especialmente disefiado para el analisis multivariado de datos provenientes de estudios
ecologicos. Se tomd en cuenta la distancia euclidea y el método de distancia maxima. El
numero de individuos recolectados por estacion se comparé aplicando un analisis de
varianza (ANOVA) de un factor, luego de confirmarse que los datos cumplen con los
supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza. Las comparaciones se realizaron
usando el test de Duncan (P<0,05). Para evaluar la orientacién en olfatometro se utilizo

la prueba de Chi Cuadrado (X?).
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4.4 Resultados

4.4.1 Especies vegetales identificadas

En los distintos muestreos se identificaron 19 especies vegetales, las cuales
pertenecen a las familias Amarantaceae (A. quitensis), Apiaceae (Bowlesia incana Ruiz
& Pav.), Asteraceae (Conyza bonariensis L., Pi. echioides; Sencio argentinus Baker; Son.
oleraceus), Brassicaceae (Capsella bursa-pastoris L.), Commelinacea (Co. erecta),
Fabaceae (Glycine max, T. repens), Poaceae (Br catharticus, Digitaria insularis (L.) Mez
ex Ekman, Echinochloa colona (L.) Link; E. indica, S. haepense, Rottboellia
cochinchinensis (Lour.) Clayton, Z. mays), Solanaceae (P. axilaris); Urticaceae
(Parietaria debilis (L.) G. Forst. (Rosales: Urticaceae)) (Tabla 4.2). La mayor parte de
estas son especies exoticas (63%), presentan un ciclo anual (84%) y se caracterizan por

emergencia otofial, vegetacion invernal y floracion primaveral (47%) (Tabla 4.2).

Tabla 4.2 Especies vegetales observadas en los muestreos a campo. Se identificaron 19 especies
pertenecientes a 9 familias. El degradé de color gris muestra el ciclo (presencia) de cada especie
vegetal en el agroecosistema durante el afio.

Familia Especie Nombre vulgar Ciclo Verano Otofo Invierno Primavera
Amaranthaceae Amaranthus quitensis T Yuyo colorado Anual
Apiaceae Bowlesia incana T Perejilillo Anual
Conyza bonariensis t Rama negra Anual
Asteraceae Picris :j:'c.hr'oides.ff Pega-?ega Anual
Senecio argentinus * Senecio Anual
Sonchus oleraceus ¥ Cerraja Anual
Brassicaceae  Capsella bursa-pastoris ¥ Bolsa de pastor Anual
Commelinaceas Commelina erecta * Flor de Santa Lucia Perenne
Malezas Fabaceae Trifolium repens # Trébol blanco Perenne
Bromus catharticus Cebadilla criolla Anual
Digitaria insularis Pasto amargo Anual
Echinochloa colona # Pasto colorado Anual
Poaceae — -
Eleusine indica ¥ Pata de gallina Anual
Sorghum halepense # Sorgo de alepo Perenne
Rottboellia cochinchinensis # Caminadora Anual
Solanaceae Petunia axillaris 1 Coroyuyo Anual
Urticaceae Parietaria debilis ¥ Yuyo de la pared Anual
. Fabacea Glycine max Soja Anual
Cultivos .
Poaceae Zea mays L. Maiz Anual

i Especies exdticas T Especies nativas.
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4.4.2 Numero de individuos recolectados

El nimero de chinches recolectadas varid entre las distintas estaciones. La
estacion en donde se encontrd un mayor numero total de individuos fue el otofio (63 + 6
individuos), mientras que en el verano se colectd el menor nimero de individuos (5 + 1
individuos) (ANOVA, F=22,7; P=0,0001; Fig. 4.3). Solo se encontraron ninfas durante

el otofio, en el resto de las estaciones solo se colectaron adultos.

80 P=0,001
C F=22,7
@ l
S 60 [
2 b
: |
‘© 40 b
- ; |
o
[}
g 20
=
| a
0 |

Otofo Invierno Primavera Verano

W Ninfas @ Adultos

Fig. 4.3 NUmero de individuos (media + error estandar) recolectados durante los
distintos muestreos. En gris oscuro se muestra la proporcién de ninfas y en gris claro de
adultos. Letras diferentes denotan diferencias estadisticamente significativas (ANOVA, P <
0,05).

4.4.3 Relacidn entre la estacion de muestreo en funcién de las especies vegetales
identificadas y la ubicacion de la chinche de los cuernos

A través del ordenamiento de clusters de dos vias (Fig. 4.4) se pudo observar que
los muestreos se ordenan por estacion en funcion de las especies vegetales presentes y la
ubicacion de las chinches, independiente del afio en que se realizaron. La vegetacion
presente en verano fue mas parecida a la del otofio. Los muestreos realizados en primavera
fueron los que mostraron mayor diferencia con respecto a los realizados en las otras
estaciones en funcion de las especies vegetales presentes. En cuanto a la ubicacion de las

chinches, vemos que durante el verano la mayor parte de los individuos se encontraron
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Figura 4.4: Agrupamiento de la presencia de individuos de Diceraeus furcatus en las
especies vegetales identificadas en funcion de las estaciones de muestreo. Se realizo
un cluster de 2 vias mostrando la relacién entre la estacion de muestreo, las especies vegetales
presentes (cuadro pintado de gris claro) y las malezas presentes donde se encontraron individuos
de D. furcatus (cuadro pintado de gris oscuro). Y. colorado= A. quitensis; S. de alepo= S.
halepense; P. de gallina= E. indica; Soja= G. max; Pasto colo= Ech. colona; Perejilillo= B.
incana; Cerraja= Son. oleraceus; Rama negra= C. bonariensis; B. de pastor= Ca. bursa-
pastoris; Maiz= Z. mays; Coroyuyo= P. axillaris; Trébol= T. repens; Senecio= Se. argentinus;
Santa lucia= Co. erecta; P. amargo= Di. insularis; Ceb. criolla= Br. catharticus; Pega-pega= Pi.
echioides; Y. de pared= Pa. debilis; Caminadora= R. cochinchinensis.

en soja. Durante las otras estaciones, las chinches se encontraron en un mayor nimero de
especies, principalmente malezas. Durante el otofio estaban agrupadas alrededor de yuyo
colorado, sorgo de alepo, pata de gallina, perejilillo y cerraja. En el invierno se refugiaron
en las inmediaciones de perejilillo, cerraja, cebadilla criolla pega-pega y yuyo de pared.
En primavera se encontraron individuos asociados a un mayor nimero de especies, como

sorgo de alepo, perejilillo, cerraja, bolsa de pastor, maiz, trébol blanco, cebadilla criolla

y pega-pega (Fig. 4.4).
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4.4 .4 Orientacioén en el olfatdmetro

Los resultados de los experimentos de preferencia realizados con el olfatbmetro
de ambiente estacionario, donde sélo se ofrecieron claves olfativas, muestran que las
chinches se orientaron hacia los volatiles emitidos por las especies pertenecientes a la

Familia P-value No choice

Maiz (Control) Maiz

0,65 9% (2)
Pata de gallina Maiz
45% 0,53 17% (8)
Poaceae
Sorgo de alepo  Maiz
Cebadilla criolla  Maiz
56% 0,37 -
Pega-pega Maiz
T Cra—
Asteraceae

Cerraja Maiz
47% 0,83 20% (5)

Santa lucia Maiz

Commelinaceae
82% * | 0,007  10,5% (2)

Yuyo colorado  Maiz

Amaranthaceae
Coroyuyo Maiz
Solanaceae 85% * 0,002 4,8% (1)
Trébol Maiz
Fabaceae
37% 0,2 12% (3)
100 50 0 50 100

Porcentaje de adultos de D. furcatus

Figura 4.5: Orientacion hacia COVs emitidos por las malezas. Estas fueron contrastadas con
los volétiles de plantulas de maiz utilizando el olfatbmetro de ambiente estacionario. Se
selecciond, por lo menos, una de las especies identificadas en los muestreos a campo por
familia. Estas fueron plantulas de maiz, Z. mays (Maiz), E. indica (Pata de gallina), S. halepense
(Sorgo de alepo), Br. catharticus (Cebadilla criolla), Pi. echioides (Pega-pega), Son. oleraceus
(Cerraja), Co. erecta (Santa lucia), A. quitensis (Yuyo colorado), P. axillaris (Coroyuyo o
petunia) y T. repens (Trébol). *Diferencias estadisticamente significativas, p < 0.05, test de X
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familia Poaceae (pata de gallina, sorgo de alepo y cebadilla criolla) en la misma
proporcion que hacia los COVs emitidos por las plantulas de maiz (Fig. 4.5; Anexo 4).
Cuando se contrastaron los COVs emitidos por las plantulas de maiz versus los emitidos
por las malezas pega-pega y cerraja (familia Asteraceae) no hubo diferencia en la
orientacion de los adultos de D. furcatus (P > 0,05; Fig. 4.5; Anexo 4). Las chinches se
orientaron hacia los COVs emitidos por las plantulas de maiz cuando se contrastaron con
las mezclas de volatiles emitidos por santa lucia (familia Commelinaceae) y coroyuyo
(familia Solanaceae) (p < 0,05; X?= 7,11y 9,8 respectivamente; Fig. 4.5; Anexo 4). Las
chinches se orientaron hacia los COVs emitidos por el yuyo colorado (familia
Amaranthaceae) (P < 0,05; X?= 3,9; Fig. 4.5; Anexo 4) y hacia los emitidos por trébol
blanco (familia Fabaceae) (P > 0,05; X?= 1,63; Fig. 4.5; Anexo 4); sin embargo, en este

ultimo caso, no se observaron diferencias estadisticamente significativas.
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4.5 Discusion

Caracterizar la interaccion de D. furcatus con los cultivos y la vegetacion
espontanea acompafante es esencial para desarrollar recomendaciones de monitoreo mas
eficientes y para la identificacion de especies candidatas para disefiar franjas trampas que
atraigan a los insectos para controlarlos localmente o estrategias del tipo “push—pull”. Los
subsecuentes muestreos a campo en un ambiente dptimo para esta chinche (en los
alrededores de Marcos Juérez, Cordoba), demostraron que la poblacion de D. furcatus
suele estar mas dispersa durante el verano, cuando la soja se encuentra en las etapas de
desarrollo del fruto y las semillas, y es mas abundante durante el otofio, cuando la soja
esta siendo cosechada (Fig. 4.3). Ademas, se observo que los individuos de D. furcatus
estan asociados a algunas especies de malezas, cbmo yuyo colorado y pata de gallina,
mientras que hay otras especies, como santa lucia o coroyuyo, donde nunca se
encontraron estas chinches (Fig. 4.4). El cultivo de maiz es uno de los mdltiples
hospederos alternativos de esta especie de chinche durante la primavera, periodo donde
presenta la mayor diversidad de hospederos (Fig. 4.4). Estos resultados confirman la
hipotesis 1Va. Ademas, mediante los experimentos con olfatbmetro, se determiné que la
orientacion de los insectos depende de las claves volatiles emitidas por las especies

contrastadas (Fig. 4.5; Anexo 4), segun se plantea en la hip6tesis 1Vb.

Los patrones de seleccion de hospederos de alimentacion reproduccion y/o
refugio, asi como el mosaico dinamico de cultivos y vegetacion espontanea presentes en
los agroecosistemas, influyen en la dindmica poblacional de los artrépodos plaga, cémo
D. furcatus (Trumper & Edelstein, 2007). Cémo herbivoro generalista, las especies que
utiliza D. furcatus como hospederos para alimentacién y/o reproduccion pueden no ser
nutricionalmente optimas. Sin embargo, las caracteristicas nutricionales pueden afectar

la fecundidad de los adultos o el tiempo de desarrollo de las ninfas. Las chinches son
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sinovigénicas, es decir que las hembras llegan al estadio adulto sin tener los huevos
desarrollados, sino que estos van madurando progresivamente hasta que estan listos para
ser fertilizados (Fortes et al., 2011). Hay numerosos ejemplos del efecto de la dieta en la
fecundidad de chinches como E. heros, Loxa deducta Walker (Hemiptera:
Pentatomidae), N. viridula, y P. guildinii, donde la supervivencia de los adultos y la
capacidad de las hembras de poner huevos se vio reducido o potenciado cuando se
alimentaron de determinadas malezas, en comparacion a la performance que mostraron
al alimentarse exclusivamente de vainas y semillas de soja (Panizzi, 1997). En D. furcatus
también se registrd que la capacidad de las hembras de poner huevos y la viabilidad de
los mismos estan afectadas por la dieta (Possebom et al., 2020; Smaniotto, 2015), siendo
las hembras incapaces de oviponer cuando se alimentaron exclusivamente con plantulas
de soja, trigo 0 maiz (Smaniotto, 2015). Asi mismo, se considera que las ninfas son
monofagas ya que, en general, solo se alimentan de las plantas que la madre selecciond
para oviponer (Trumper & Edelstein, 2007). Dentro del marco de la teoria de la
oviposicion Optima, se considera que, si la hembra no selecciona un hospedero de
alimentacion optimo para las ninfas, estas pueden presentar complicaciones durante el
desarrollo hacia el estadio adulto, afectando la eficacia biologica absoluta o “fitness” de
la hembra (Jaenike, 1978; Scheirs & Bruyn, 2002). Asi mismo, las ninfas criadas en
estructuras reproductivas de gramineas (triticale, trigo, avena, cebada y centeno)
necesitaron hasta 10 dias mas para completar su desarrollo que aquellas criadas en
estructuras reproductivas soja (vainas y semillas) (Panizzi et al., 2018), lo que en
condiciones naturales supondria un mayor tiempo de exposicién de los estadios mas
vulnerables al ataque de depredadores y parasitoides. Sin embargo, la diversificacion de
la dieta mostro efectos positivos en la supervivencia y el tiempo de desarrollo de ninfas y

en la longevidad y la eficacia bioldgica de adultos de Chinavia impicticornis Stal
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(Hemiptera: Pentatomidae) (Da Silva et al., 2018). Por ende, la sucesion de hospederos
de un organismo plaga presente en los agroecosistemas esta directamente relacionado con

su densidad poblacional y dinamica estacional.

El hospedero predilecto de estas chinches es la soja (Panizzi et al., 2018). En los
muestreos realizados se observo que cuando hay soja presente las chinches se encuentran
en este cultivo, principalmente en verano durante el estadio reproductivo (Fig. 4.4). Sin
embargo, en esta etapa, las chinches se encuentran muy dispersas y son muy dificiles de
encontrar (Fig. 4.3), de la misma manera que se registré en muestreos a campo en Passo
Fundo, Brasil (Agostinetto et al., 2018). En otofio, el cultivo de soja estd maduro, y esta
siendo cosechado. En este periodo, se colectd el mayor nimero de individuos (Fig. 4.3)
y, se observo que la chinche de los cuernos empieza a diversificar los hospederos y se la
encuentra en malezas como yuyo colorado, perejilillo, pata de gallina, sorgo de alepo y
cerraja (Fig. 4.4). Lo més frecuente es encontrarla como adulto entre el rastrojo alrededor
de las malezas antes mencionadas o de plantas de soja aun no cosechadas. En invierno,
los adultos se refugiaron en los rastrojos alrededor de plantas de perejilillo y pata de
gallina, y eventualmente de yuyo de pared y cebadilla criolla (Fig. 4.4). Considerando
que el control de la vegetacion espontanea que explotan los insectos cuando los cultivos
no estan presentes pueden interrumpir su ciclo de vida (Norris & Kogan, 2000), remover
los hospederos de D. furcatus seria una préctica recomendable para controlar la densidad
poblacional de esta chinche. En primavera, los individuos se encuentran mas dispersos
nuevamente. Se pueden localizar asociados a perejilillo, sorgo de alepo, cerraja, cebadilla
criolla, trébol blanco, y maiz (Fig. 4.4). Cuando el cultivo esta presente, la presencia de
hospederos mas atractivos puede ayudar a prevenir el ingreso del artropodo plaga en el
cultivo, concentrar a los individuos para focalizar la aplicacion de insecticidas o para que

estén mas expuestos a depredadores o parasitoides (Hokkanen, 1991; Shelton & Badenes-
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Perez, 2006). Por ende, manipular el mosaico de plantas hospederas y no-hospederas
presentes en los agroecosistemas pueden ayudar a mantener la poblacion de chinches por
debajo del umbral de dafio econdémico. Sin embargo, hay especies de plantas como
petunia, caminadora, rama negra, santa lucia y pasto amargo, que estaban presentes en
los lotes durante los muestreos, pero en las que nunca se observaron chinches (Fig.4.4).
Esto sugiere que la chinche de los cuernos es capaz de discriminar sus hospederos

potenciales entre la totalidad de la vegetacion presente en los agroecosistemas.

Las sefiales olfativas son una de las principales claves que utilizan los insectos
herbivoros para seleccionar a sus hospederos y discriminar a sus no-hospederos (Bruce
et al., 2005). La composicion de los infoquimicos presentes en el ambiente puede ser una
fuente de informacién o representar una interferencia. Se estima que los organismos
capaces de responder a estas sefiales han evolucionado para discriminar las sefiales en si
de otros infoquimicos presentes en el ecosistema (Dicke, 2000). Los adultos de D.
furcatus son capaces de diferenciar plantulas de maiz tanto con germoplasmas
contrastantes como sometidas a distintos tipos de estrés, al sensar las claves volatiles que
emiten (Capitulos 2 y 3). Ademas, los experimentos de orientacion en olfatometro
mostraron que las claves olfativas son importantes en la seleccion de hospederos
reproductivos, de alimentacién y/o refugio por parte de los adultos de D. furcatus. Las
chinches fueron atraidas hacia los voléatiles emitidos por las malezas en las que fueron
recolectados individuos durante los muestreos a campo (Fig. 4.4) en igual o mayor medida
que a plantulas de maiz (Fig. 4.5; Anexo 4). Por otro lado, los adultos de D. furcatus no
se vieron atraidos por los COVs emitidos por malezas que, si bien, estaban presentes en
los lotes muestreados, nunca se encontraron asociadas a la presencia de chinches (Tabla
4.2; Figuras 4.4y 4.5; Anexo 4). Tanto las plantas que atraen a los adultos de D. furcatus

como las que no lo hacen (o lo hacen en menor medida) son buenas candidatas para
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identificar los semioquimicos que sensan estas chinches y para utilizar en trampas o
estrategias de manejo del tipo push-pull. Considerando que algunas de las malezas
atractivas para D. furcatus, como sorgo de alepo y yuyo colorado, muestran poblaciones
resistentes a herbicidas (INTA, 2008, 2016), estas especies quedan descartadas para ser
usadas en trampas. Ademas, si estas poblaciones resistentes se extienden dentro del area
de distribucion de D. furcatus, pueden llegar a favorecer a este organismo plaga. Por ende,
futuras investigaciones deben ser enfocadas en identificar los aleloquimicos que atraen 'y
repelen a los adultos de D. furcatus, considerando, ademas las preferencias de refugio de
estos insectos, que tienden a esconderse en el rastrojo, para desarrollar estrategias de

manejo mas amigables con el medio ambiente.



CAPITULO 5:

Discusion general y consideraciones finales
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5.1 CONTEXTO GENERAL

Durante esta tesis se busco caracterizar las sefiales quimicas que permiten a la chinche
de los cuernos (Diceraeus furcatus) localizar y aceptar al maiz (Zea mays) como uno de
sus hospederos de alimentacion. Para seleccionar el mejor enfoque para abordar esta
problematica se realizd una revision exhaustiva de la bibliografia disponible haciendo
especial énfasis en la informacién disponible sobre la interaccién de D. furcatus con las
plantulas de maiz (Capitulo 1). A partir de esa informacién se consider6 que, en primer
lugar, la chinche debe reconocer al cultivo de maiz como un hospedero y para probar esto
caracterizamos la interaccién quimica entre los adultos de D. furcatus y las plantulas de
maiz en funcion tanto de las claves olfativas emitidas por las plantulas, como los cambios
en los niveles basales de las fitohormonas de las plantulas relacionadas a los mecanismos
de defensa (Capitulo 2). En segundo lugar, se tuvo en cuenta que las condiciones de
siembra pueden afectar el estatus fisioldgico de las plantulas de maiz, y probamos que la
percepcion de competencia planta-planta altera la composicion de la mezcla de
compuestos organicos volatiles (COVs) emitidas por las plantulas y, por ende, las claves
que utilizan las chinches para orientarse hacia las mismas, afectando esta interaccion
(Capitulo 3). Por ultimo, se considerd que la dindmica poblacional y la alternancia de
hospederos son cruciales para entender la interaccion de las plantulas de maiz con los
adultos de D. furcatus en los agroecosistemas, por lo que se realizaron muestreos
periddicos y se describié como cambia el mosaico de hospederos a lo largo del afio en un
ambiente predilecto para esta chinche. Se observd que la preferencia varia
estacionalmente y que cuando el cultivo de soja esta presente, este es practicamente su
unico hospedero, mientras que, en primavera cuando esta chinche se encuentra con las

plantulas de maiz el patron de hospederos es mas complejo (Capitulo 4).
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5.2 CONTRASTE DE HIPOTESIS

Las hipdtesis derivadas de los Objetivos especificos 1'y Il (Hipotesis 1 a, 1 b, Il a
y 1l b) se aceptan a partir de los resultados del capitulo 2. A través de los experimentos
de libre eleccion y en olfatometro se demostro que los adultos de D. furcatus reconocen
a las plantulas de maiz a través de claves volatiles (Fig. 2.1 y 2.2; Anexo 5), e incluso
responden al estandar comercial del terpeno linalool (Fig. 2.16; Anexo 5). La coleccion
y posterior analisis quimico de los volatiles emitidos por las plantulas de maiz mostraron
que los patrones de COVs constitutivos difieren en funcion del genotipo (Fig. 2.3; Anexos
6y 7), la herbivoria (Fig. 2.5; Anexos 6 y 7), el dafio mecanico (Fig. 2.7; Anexos 6y 7),
y la induccion por la aplicacion exdgena de fitohormonas como MeJA (Fig. 2.9; Anexos
6y7),SA (Fig. 2.11; Anexos 6y 7) y el precursor del etileno ACC (Fig. 2.13; Anexos 6
y 7). Ademas, a partir de ensayos en olfatdbmetro, se pudo demostrar que estos cambios
en la composicion de la mezcla de COVs emitidos por las plantulas puede afectar la
preferencia de las chinches, resultando estos insectos repelidos por los COVs inducidos
(Fig. 2.4, 2.8 y 2.10; Anexo 5), atraidos por estos (Fig. 2.8 y 2.12; Anexo 5) o indiferentes
a los mismos (Fig. 2.4, 2.6, 2.8, 2.10 y 2.12; Anexo 5). Si bien la aplicacion exdgena de
fitohormonas no reprodujo el patron de COVs emitidos en respuesta a la herbivoria, al
analizar los niveles de estas en el tejido aéreo de las plantulas se demostrd que estas
responden al ataque de las chinches a través de la induccion de la via del JA (Fig. 2.13;
Anexo 8), y que esta modulada por el IAA (Fig. 2.14; Anexo 8).

De igual manera, teniendo en cuenta los resultados del capitulo 3, se aceptan las
hipdtesis derivadas del Objetivo especifico 111 (Hipdtesis I a, 111 by 11l ¢). A partir de
los experimentos con olfatdbmetro se demostro que los adultos de D. furcatus se ven
atraidos por los COVs emitidos por las plantulas de maiz bajo competencia intraespecifica

(Fig. 3.4; Anexo 5). La coleccion y posterior analisis quimico de los volatiles emitidos
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por las plantulas de maiz mostraron que la competencia intraespecifica altera los blends
de COVs emitidos constitutivamente (Fig. 3.5y 3.6; Anexo 9), y silencia tanto los COVs
inducidos en respuesta a la herbivoria (Fig. 3.7 y 3.8; Anexo 9), como al dafio mecanico
(Fig. 3.9y 3.10; Anexo 9).

Los resultados del capitulo 4 permiten aceptar las hipétesis derivadas del Objetivo
especifico IV (Hipotesis IV a 'y IV b). En los reiterados muestreos se observo que la
abundancia poblacional de D. furcatus varia durante el afio, siendo mas abundante hacia
finales del otofio (Fig. 4.3), durante la Gltima parte del ciclo del cultivo de soja, y que los
individuos de D. furcatus se mueven entre distintos hospederos de alimentacion,
reproductivos o refugio, segun la disponibilidad de hospederos presentes en el
agroecosistema (Tabla 4.2; Fig. 4.4). Sin embargo, hay especies vegetales presentes en el
agroecosistema donde nunca se encontraron chinches, como coroyuyo (Petunia axillaris)
y santa lucia (Commelina erecta) (Tabla 4.2; Fig. 4.4). Los experimentos en olfatdbmetro
confirmaron que los adultos de D. furcatus se orientan hacia sus hospederos mediante
claves volatiles y que las mezclas de COVs emitidas por los no-hospederos pueden ser

menos atractivas para este insecto (Fig. 4.5; Anexo 5).

5.3 DISCUSION GENERAL

El problema creciente que representa D. furcatus en el sur de Brasil y en el nucleo
sojero en Argentina parece ser consecuencia de multiples factores (Panizzi, 2015). Los
cambios en las practicas agricolas, como la adopcion de la Siembra Directa, provocan
alteraciones en la entomofauna asociada a los cultivos, favoreciendo insectos polifagos
que pasan parte de su vida bajo los rastrojos, como es el caso de la chinche de los cuernos
(INTA, 2002). La preferencia de alimentacion de los insectos fitofagos esta en general

limitada a un rango particular de especies hospederas, el cual puede estar limitado por la
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distancia filogenetica de estas (especificidad filogeneética), estar restringida a ciertos
organos o estadios fenoldgicos de las plantas (especificidad fenoldgica), o puede estar
influenciado por las especies vegetales presentes en ambientes u habitat especificos
(especificidad geografica) (Barrett & Heil, 2012). Considerando los distintos niveles de
especificidad, se puede considerar que D. furcatus es una especie polifaga a nivel
filogenético, fenoldgico y también geografico. Esto se debe a que, como se sefiald
previamente, estas chinches no solo se alimentan de numerosas especies de angiospermas
filogenéticamente distantes, tanto cultivadas como espontaneas (Tabla 1.1; Anexo 2),
sino que también explotan diferentes 6rganos o estadios fenoldgicos (Cingolani et al.,
2019; Jacobi et al., 2021; Lucini & Panizzi, 2017), dependiendo de la disponibilidad
estacional o espacial de los hospederos (Tabla 4.2; Fig. 4.4). Considerando que las
practicas de siembra directa no solo le proveen un refugio invernal a este herbivoro sin
alterar mecanicamente el suelo, sino que también le brinda una fuente continua de
alimento por la rotacion de cultivos y la vegetacion espontanea presentes (Fig. 5.1), el
nivel de generalismo desplegado por D. furcatus es un factor clave en la colonizacion de
nuevos nichos por parte de esta especie, y explica parcialmente el incremento de su

abundancia poblacional en los ultimos afios.

Durante el desarrollo de esta tesis se ha demostrado que las claves olfativas juegan
un rol fundamental en la orientacion de los adultos de D. furcatus hacia sus hospederos
(Figuras 2.1,2.2,2.4, 2.6, 2.8, 2.10, 2.12, 3.4 y 4.5; Anexo 5). Estos insectos son capaces
de identificar una mezcla particular de volatiles entre todos los infoquimicos presentes en
el agroecosistema y utilizarlo como una clave para localizar los hospederos potenciales
como, por ejemplo, las plantulas de maiz. Incluso son atraidos por el estandar comercial
del linalool (Fig. 2.16), el cual es un componente comun en la mezcla de COVs del maiz

y de numerosas especies de plantas (Aharoni et al., 2006; Carroll et al., 2006; Hammack,



111

2001; Jacobi et al., 2021; Turlings & Tumlinson, 1992). Sin embargo, hay otras claves
volatiles que pueden resultar no atractivas para estas chinches (Figuras 2.4, 2.8, 2.10, 2.14
y 4.5; Anexo 5). Identificar los aleloquimicos que atraen o repelen a los adultos de D.
furcatus son fundamentales para desarrollar nuevas estrategias de manejo que manipulen

el comportamiento de las chinches para focalizar su control.

Si tomamos en cuenta que no existen métodos culturales para controlar la
abundancia de D. furcatus en la region Neotropical, es importante explorar un enfoque
agroecolégico que combine eficientemente el uso de insecticidas y el conocimiento
existente sobre la biologia de D. furcatus. La ultima generacion estival de D. furcatus
nace y se desarrolla en el cultivo de soja. Esta generacion no sélo ataca al cultivo de soja
en sus Ultimos estadios reproductivos, sino también al cultivo de maiz en sus primeros

estadios vegetativos en la primavera. En invierno estos individuos se encuentran refugia-
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Figura 5.1: Hospederos donde localizar a Diceraeus furcatus presentes en los
agroecosistemas del centro de Argentina durante el afio. El diagrama remarca (recuadro con
transparencia verde) las épocas del afio en que se encontraron estas chinches (Fig. 4.5) en los
hospederos tanto cultivados (soja, G. max; maiz, Z. mays) como espontaneos (Bolsa de pastor,
Ca. bursa-pastoris; Cebadilla criolla, Br. catharticus; cerraja, Son. oleraceus; perejilillo, B.
incana; yuyo de pared, Pa. debilis; yuyo colorado, A. quitensis; pega-pega, Pi. echioides; trébol,
T. repens; sorgo de alepo, S. halepense; pata de gallina, E. indica) agroecosistemas del centro de
distribucion de esta chinche en Argentina. La linea negra representa la presencia de las especies
vegetales en los lotes durante el afio (Tabla 4.2).
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dos en los rastrojos que los protegen del contacto con insecticidas. Ademas, cuando llega
la primavera, la ventana de tiempo en que abandonan los rastrojos es muy estrecha lo que
imposibilita su control. En consecuencia, el mejor momento para reducir la densidad
poblacional de D. furcatus es durante la etapa de formacion y maduracion de las semillas
de soja (R3-R8). Para esto habria que redefinir los niveles de dafio econémico estimados
para D. furcatus en el cultivo de soja si en el préximo ciclo agricola se va a sembrar maiz
en ese mismo lote. Controlar la densidad poblacional de chinches de los cuernos antes de
que se muden al rastrojo puede reducir el ataque posterior a las plantulas de maiz y
permitir a los enemigos naturales (por ej., estadios larvales de moscas taquinidas y avispas
encirtidas) alimentarse de los adultos remanentes y de los huevos que estos ovipongan,
reduciendo aln mas la poblacion de la chinche. Agentes de control, como las avispas
platigastridas (Foerster & Doetzer, 2006) y los hongos entomopatdgenos (por ej., las
cepas comerciales altamente virulentas de Metarhizium brunneum) (Resquin-Romero et
al., 2020) han mostrado propiedades ovicidas prometedoras. Matar los clusteres de
huevos y las ninfas emergentes en el cultivo de soja es una buena estrategia que se podria

considerar para reducir la generacién invernal de chinche de los cuernos.

En los Estados Unidos y en Brasil se han desarrollado trampas de feromonas que
atraen a los adultos de las chinches H. halys (Leskey et al., 2015) y Euchistus heros
(Borges et al., 2011) respectivamente. Aunque no existe informacion especifica sobre D.
furcatus, se conoce gque los machos de numerosas especies de chinches emiten feromonas
sexuales (que acttan también como feromonas de agregacion) como en el caso de Edessa
meditabunda (Zarbin et al., 2012), Piezodorus guildinii (Borges et al., 2007), y N.
viridula, entre otras (Millar, 2005). Esta informacion alienta a enfocar los esfuerzos para
explotar las sefiales volatiles para controlar la densidad poblacional de D. furcatus.

Considerando que la generacion diapausante de D. furcatus usa los restos vegetales
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acumulados alrededor de la vegetacion espontanea como refugio, el desarrollo de trampas
que atraigan y retengan a los adultos después de la cosecha de soja puede concentrarlos
en locaciones estratégicas, facilitando asi el monitoreo y el control quimico o natural.
Otra herramienta potencial para controlar a esta chinche plaga es el uso de las estrategias
“push — pull”, que han sido adoptadas por decenas de miles de productores de maiz en el
Africa sub-sahariana (Pickett et al., 2014). Este sistema estimulo — disuasorio consiste en
el acompafamiento del cultivo por especies que producen un estimulo repelente
(empujando a los insectos fuera del cultivo, proveyendo el “push”) y especies que
produzcan un estimulo atrayente (concentrando a los insectos, proveyendo el “pull”). Una
vez concentrados los insectos en puntos estratégicos, el control puede ser quimico,
mediante la aplicacion de insecticidas (Anexo 3), mecanico, con trampas que atrapen a
los insectos, o natural, al reclutar parasitoides y depredadores (Midega et al., 2018; Pickett
et al., 2014; Sobhy et al., 2014). Sin embargo, poco se sabe de la influencia de los
parasitoides y depredadores (listados en la tabla 1.2 y en el Anexo 3) en el ciclo de vida

de D. furcatus, asi como de los infoquimicos que les permiten localizar a estas chinches.

Por otro lado, los resultados de esta tesis demuestran que las plantulas de maiz
responden de manera diferente al dafio provocado por D. furcatus que al dafio mecanico
(Figuras 2.5, 2.7, 3.7, 3.8, 3.9 y 3.10; Anexos 6, 7 y 9), sugiriendo que las plantulas son
capaces de detectar compuestos inductores presentes en la saliva de estas chinches y
responder en consecuencia, cambiando la mezcla de COVs emitidos. Si bien no hay
informacién disponible sobre la composicion de la saliva de D. furcatus, hay algunos
estudios sobre la composicion de la saliva de otros pentatomidos como Nezara viridula
(Depieri & Panizzi, 2010; Giacometti et al., 2020) y Halyomorpha halys (Peiffer &
Felton, 2014). Sin embargo, no se conoce la identidad de los inductores quimicos

presentes en la saliva de las chinches que desencadenan las respuestas de las plantas,
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como ocurre con la volicitina, brunchin o caeliferina, que son inductores de las defensas
de las plantas caracteristicos de los lepiddpteros (Felton & Tumlinson, 2008). Futuros
estudios tendrian que enfocarse en dilucidar la composicién de las secreciones salivales
de D. furcatus e identificar los inductores que provocan la respuesta en las plantulas.

Ademas, la intensidad de la respuesta de las plantulas al ataque de los adultos de
D. furcatus al considerar la emision de COVs depende tanto del trasfondo genético
(Figuras 2.5y 2.7; Anexos 6 y 7) como del estatus fisioldgico de las plantulas (Figuras
3.7, 3.8,3.9y 3.10; Anexo 7y 9). Si bien, hay numerosos estudios que se enfocan en la
emisién de COVs inducidos por herbivoria, la gran mayoria emplean insectos
masticadores (de Lange et al., 2016; Erb et al., 2015; Fontana et al., 2011; Pinto-Zevallos
et al., 2016; Schnee et al., 2002; Ton et al., 2007; von Mérey et al., 2013). Cuando se
inicid esta tesis habia solo unos pocos estudios gue se centraban en la induccién de COVs
por parte de herbivoros picadores-suctores (Turlings et al., 1998; Williams et al., 2005).
Por ende, esta tesis muestra resultados sin precedentes sobre la induccion de COVs por
parte de las plantulas de maiz en respuesta a insectos picadores-suctores en general y a
D. furcatus en particular.

Ademas, se caracterizaron los cambios que se producen en los niveles basales de
fitohormonas relacionados a los mecanismos de defensas en las plantulas de maiz en
funcién a la herbivoria por adultos de D. furcatus y al dafio mecanico. Hasta el desarrollo
de esta tesis, la regulacion hormonal de la respuesta de las plantulas de maiz a la
herbivoria se centraba en estudios con lepidépteros (Bosak et al., 2013; Erb et al., 2016;
Schmelz et al., 2003;Turlings et al., 2013; Tzin et al., 2017) y unos pocos se enfocaban
en afidos (Louis et al., 2015; Pingault et al., 2021; Tzin et al., 2015). Los resultados de
esta tesis muestran que en las plantulas de maiz se inducen tempranamente los

jasmonatos, mientras que decrecen los niveles de SA (Figuras 2.14 y 2.15; Anexo 8). Esto
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ocurre frente a ambos tipos de dafio, mecanico y de alimentacion. Sin embargo, la mayor
diferencia que se observa entre estos reside en que frente al dafio mecanico se verifica un
aumento en los niveles de ABA, mientras que frente al ataque de las chinches se
incrementan los niveles de la auxina IAA (Fig. 2.15; Anexo 8). A pesar de los avances
que representan estos resultados para dilucidar la interaccién entre las plantulas de maiz
y el ataque de los adultos de D. furcatus, futuras investigaciones tienen que centrarse en
analizar como la densidad de siembra (competencia intraespecifica) pueden afectar los
niveles basales de fitohormonas y como afectan la capacidad de respuesta en funcion del

ataque de estas chinches.

5.4 PERSPECTIVAS Y NUEVAS PROPUESTAS DE

INVESTIGACION

Si bien, los resultados de esta tesis representan un gran avance en la comprensién de
la interaccion de D. furcatus y el cultivo de maiz, también ha puesto de manifiesto un
namero mayor de interrogantes. Se postulan a continuacion algunos de los aspectos en

los que habria que enfocar futuras investigaciones:

- Todavia no se conoce cudl es el rol de la mayor proporcion de especies vegetales
relacionadas a D. furcatus en su ciclo de vida y su abundancia poblacional. Es
necesario realizar muestreos a campo en zonas estratégicas dentro de toda el area
de distribucién de esta chinche para conocer en profundidad cual es la dindmica
de este organismo plaga. Asimismo, hace falta describir el nimero de
generaciones al afo y los factores que lo modifican.

- Las claves volatiles mostraron ser fundamentales en la eleccion de hospedero de
los adultos de D. furcatus. Identificar los aleloquimicos que atraen y que repelen

a estas chinches, asi como la caracterizacién de las distintas feromonas que estas
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chinches emiten (sexuales, de agregacion y de alarma), asi como su influencia en
el comportamiento de los individuos es fundamental para desarrollar estrategias
de manejo que manipulen el comportamiento de las chinches para controlar su
densidad poblacional.

No hay informacion disponible sobre el tipo y la disposiciéon de los receptores
olfativos que les permiten a la chinche sensar tanto la presencia de composicion
de COVs presentes en el ambiente y discriminar aquellos que pertenecen a un
hospedero de los que no lo son.

A pesar de gue se han descripto numerosas especies de agentes bioldgicos como
parasitoides y depredadores, poco se sabe sobre su ciclo de vida, las claves que
utilizan para identificar a D. furcatus como una presa u hospedero y su influencia
en la densidad poblacional de esta chinche. Futuros estudios deberian centrarse en
dilucidar estos interrogantes para plantear un manejo integral efectivo de este
organismo plaga de soja y maiz.

Cuando el insecto se alimenta, no s6lo provoca un dafio mecanico sino también
quimico al entrar la saliva en contacto con el tejido vegetal. En el caso de los
insectos picadores-suctores como las chinches, los componentes de la saliva son
cruciales para digerir parcialmente los tejidos. Ademas, como se demostrd en los
capitulos 2 y 3, hay componentes de la saliva o productos de la degradacion de
los tejidos vegetales que actian como inductores de las defensas de las plantulas
de maiz. Hasta el momento no hay ninguna caracterizacion realizada de los
componentes de la saliva de D. furcatus. Tampoco se conocen los receptores de
las plantulas de maiz que desencadenan la respuesta frente a la herbivoria de esta
chinche.

Cuando un herbivoro entra en contacto con un hospedero y quiere empezar el
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proceso de alimentacion, debe enfrentarse a sus defensas directas. Entre las
principales defensas directas de las plantulas de maiz se encuentran las barreras
fisicas (como el contenido de lignina) y las defensas quimicas como los
inhibidores de peptidasas, los flavonoides (como maizina), y los benzoxazinoides
(como 2,4-dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona o DIMBOA) (Erb &
Reymond, 2019). Es menester caracterizar el efecto de las defensas directas de las
plantulas de maiz (y puede ser también de otras especies vegetales hospederas y
no hospederas) tanto en la supervivencia y el tiempo de desarrollo de las ninfas
como en la supervivencia y fecundidad de los adultos; y como estas defensas
directas cambian en respuesta a la herbivoria por esta chinche.

- Si bien se ha caracterizado el cambio en los niveles basales de las principales
fitohormonas relacionadas con las defensas de las plantulas de maiz (JA, JA-Ile,
OPDA, SA, IAAy ABA) frente al dafio de alimentacidn de D. furcatus, aun no se
conoce como la densidad de siembra y la competencia por la luz pueden alterar
los niveles de estas fitohormonas y los cambios en las mismas en respuesta a la

herbivoria.

5.4 CONSIDERACIONES FINALES

Conocer la biologia y la ecologia de los insectos plagas, asi como de los
infoquimicos que median las interacciones con sus hospederos es primordial para
desarrollar estrategias de manejo eficaces y sustentables que puedan aplicarse en
programas de MIP. Los resultados obtenidos a partir de todos los experimentos planteados
en esta tesis representan un gran avance en el conocimiento sobre la interaccion de D.
furcatus con las plantulas de maiz y algunos de sus hospederos ocasionales,

principalmente en su percepcion de las claves volatiles emitidas por las plantas. Sin
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embargo, esto representa sélo una pequefia parte de la interaccion de esta chinche con sus

hospederos.
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Anexo 1

Distribucion geografica y disponibilidad de habitat de

Diceraeus furcatus.

Se model0 la distribucién geografica potencial de D. furcatus, teniendo en cuenta
las principales variables climéaticas que moldean la disponibilidad de su hébitat. La
distribucion geografica fue predicha via el software Maxent (desarrollado por Phillips et
al.) basado en el principio de maxima entropia (Figura A1l A). Este modelo ha sido
construido a partir de datos de presencia en mas de 200 locaciones (Grazia, 1978;
Coscarén 2017; Somavilla et al., 2019; la base de datos GBIF (Global Biodiversity
Information Facility); y observaciones personales). Las variables ambientales
consideradas fueron temperatura media anual (BlIO1); rango medio diurno (BIO2);
isotermalidad (Rango de temperatura diurna/ rango de temperatura anual x 100; BIO3);
temperatura por estacion (BIO4); temperatura maxima del mes méas célido (B1O5);
temperatura minima del mes mas frio (BIO6); rango de temperatura anual (BIO7);
temperatura media del cuartil mas himedo (B108); temperatura media del cuartil mas
seco (BIO9); temperatura media del cuartil mas célido (B1010); temperatura media del
cuartil mas frio (BIO11); precipitacion anual (Bl1O12); precipitaciones en el mes mas
humedo (BIO13); precipitaciones en el mas mas seco (BIO14); precipitaciones por
estacion (BIO15); precipitaciones en el cuadril mas humedo (BIO16); precipitacion del
cuadril més seco (BIO17); precipitacion del cuadril mas calido (B1O18); precipitacion del
cuadril mas frio (BIO19); elevacidn (elev); velocidad media del viento mensual (vien); y
radiacion solar media mensual (rad). Estas variables fueron exportadas desde la base de

datos WordClim (www.wordclim.com).

Las variables que més contribuyeron al modelo fueron BI1O3 (37,8%), BIO 11
(21,9%); BIO15 (12,7%); y BIO5 (12,1%). El ajuste del modelo fue evaluado utilizando
el criterio del AUC (area bajo la curva operativa relativa), el cual considera la sensibilidad
(la proporcion de presencias predichas correctamente) en funcion de uno menos la
especificidad (la proporcion de ausencias predichas correctamente). El valor de AUC
varia entre cero y uno, donde un valor de AUC de uno (AUC= 1) representa un ranking
perfecto, mientras que las predicciones al azar tienen un valor medio de 0,5 (AUC= 0,5)
(Phillips et al., 2006; Phillips y Dudick, 2008). El valor de AUC para los datos de
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presencia de D. furcatus alcanza un valor de 0,944 (AUC= 0,944) (Fig. A1 B). Este valor
representa la probabilidad de que el modelo tome un sitio de presencia elegido al azar sea

ranqueado por encima de un sitio del ambiente tomado al azar.
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Figura Al: Modelo de distribucion geografica de D. furcatus utilizando el modelado
de méaxima entropia. A) Mapa mostrando las areas de distribucién potencial de D.
furcatus empleando un gradiente de idoneidad colorimétrico. El gradiente ve desde el
color rojo, que representa las areas con méaxima idoneidad (High suitability), hasta el azul
gue muestra las areas no idéneas (Low suitability). Cada cuadrado blanco representa un
registro de ocurrencia. B) Ajuste del modelado de la distribucion de D. furcatus usando
Maxent. El valor de AUC para D. furcatus (Training data) calculado fue de 0,944 (&rea
bajo la curva color roja). El valor de AUC esperado por predicciones al azar
(RandomPrediction) es de 0,5 (&rea bajo la curva color negro).
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Anexo 2

Tabla A2: Lista de especies vegetales relacionadas con
Diceraeus furcatus en Argentina, Brasil y Uruguay.

Estas plantas pueden ser utilizadas por estas chinches como fuente de

alimentacion, sitios de reproduccion o refugios temporales. Las especies de plantas

listadas pueden ser cultivadas, silvestres (no cultivadas), nativas y/o exoticas.

Familia Nombre cientifico Nombre comin  Estatus Referencias
Amaranthus quitensis (Kunth)® Amaranto W-N OoP

Amaranthaceae  Chenopodium quinoa (Willd.)" Quinoa C-N 1,2,0P
Beta vulgaris (L.) var. Cicla Acelga C-E 1

Anacardiaceae Schinus terebinthifolius (Raddi.) Pimiento brasilefio ¢ /I:IN B 3

. Bowlesia incana (Ruiz & Pav.) Perejilillo W-N OP

Apiaceae -
Daucus carota (L.) Zanahoria C-E 1
Bidens Pilosa (L.) Amor seco W-N 4
Carduus nutans (L.) Cardo pendiente W-E 1
Carthamus tinctorius (L.) Céartamo C-E 5
Cichorium intybus (L.) Achicoria ¢ /I\EN B 1
Cirsium vulgare (Savi) Ten. Cardo W-E OP
Conyza bonariensis (L.) Rama negra W-N 6
Gochnatia polymorpha (Less.) Cambara W-N 7

Asteraceae - -
Helianthus annuus (L.)" Girasol C-E 1,8,250P
Lactuca sativa (L.) Lechuga C-E 1
Picris echioides (L.) Pega-pega W-E OoP
Senecio argentines (Baker)® Senecio W-N OP
Sonchus oleraceus (L.)" Cerraja W-E oP
Stevia rebaudiana (Ver.) Estevia c /,\\IN i 9
Xanthium cavanillesii (Schouw) Abrojo W-N 1
Brassica napus (L.) * Colza C-E 10, 11
Brassica oleracea (L.) * Repollo C-E 10

Brassicaceae Brassica rapa (L.)* Mostacilla W-E 3
Capsella bursa-pastoris (L.) Bolsa de pastor W-E OoP
Raphanus sativus (L.) ¥ Rabano C-E 6
Cltrullqs lanatus(Thumb.) Matsum. sandia C_E 1,10
&Nakai

Cucurbitaceae Cucumis melo (L.) Melén C-E 1
Cucurbita maxima (Duch.) Zapallo CIwW- 1

Z
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Euphorbiaceae  Ricinus communis (L.) Ricino W-E 1
Arachis hypogaea (L.)* Mani C-N 1
Avena fatua (L.)* Avena guacha W-E OP
Glycine max (L.) Merr.* Soja C-E L gfép%'
Lotus corniculatus(L.) Lotus C-E 4,12
Lupinus albus (L.)* Altramuzblanco C-E 10
Macroptilium atropurpureum (Urb.)  Siratro W-N 4,10
Medicago sativa (L.)* Alfalfa C-E 1,4, 0P
Fabaceae Melilotus officinalis (L.) Pallas Trébol dulce c /I\EN B 1
Phaseolus vulgaris (L.)* Frijol C-E 1,4,10,0P
Pisum sativum (L.) Chicharo C-E 10
Rhynchosia corylifolia (Mart.) Urusu o Batatilla W -N 10
Senna occidentalis (L.) Cafetillo W-E 1
Trifolium repens (L.)* Trébolblanco c /I\EN_ 1, OP
Vicia sativa (L.) Arveja c /I\EN B 10
Vicia faba (L.)" Haba C-E 10, OP
Vigna unguiculata (L.) Walp." Caupi C-E 4,10,13
. Linum usitatissimum (L.) Lino C-E 10
Linaceae
Origanum vulgare (L.) Orégano C-E 14
Gossypium hirsutum (L.) Algodén C-E 15
Malvaceae gpr?se‘xe%r.alcea bonariensis (Cav.) Malva blanca W_N op
Melastomataceae Miconia cinerascens (Mig.) Jacatirdo W-N 7
Eugenia uniflora (L.) Pitanga W-N 7
Myrtaceae — -
Myrciaria tenella (DC) Berg Jaboticaba W-N 15
Oleaceae Olea europaea (L.) Olivo C-E 16
Andropogon bicornis (L.) Sapé del Brasil W-N 17
Avena sativa (L.)* Avena C-E 6,18,0P
Brachiaria plantaginea (Link) Hitch ~ Pasto braquipard W -E 3
Bromus catharticus (Vahl.) Cebadilla criolla W-N OoP
Digitaria insularis (L.) Fedde' Pasto amargo W-N OP
Digitaria sanguinalis (L.) Scop. Pasto de cuaresma W —E 3
Poaceae Eleusine indica (L.) Gaertn." Pata de gallina W-E OoP
Erianthus angustifolius (Ness.) Pajaestralladora W-E 17
Festuca perennis (Lam.) Raigréasanual W-E 6
Hordeum vulgare (L.)* Cebada C-E 19
Oryza sativa (L.) Arroz C-E 20
Secale cereale (L.)* Centeno C-E 19
Sorghum halepense (L.) Pers.t Sorgo de alepo W-E OP
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Sorghum cafforum (Retz) var.

Bicarinatum (Hack.)" Sorgo C-E !
Tritico secale semisecale (Mackey)*  Triticale -E 19
o . s : 4,10, 18,
Triticum aestivum (L.)* Trigo C-E 19 27, OP
R . 1,17, 21,
Zea mays (L.)' Maiz C-E 22, OP
Fragaria sp Frutilla C-E 10,4
Rosaceae -
Rubus sp’ Mora W-E 23
Scrophulariaceae Buddleja thyrsoides (Lam.) Cambarazinho W-N 15
Cestrum parqui (L Hérit.) Duraznillonegro  W-N 1
Nicotiana tabacum (L.) Tabaco C-E 1,4
Physalis sp Aguaymanto W-N 24
Solanaceae
Solanum granuloso-leprosum (Dun.)  Fumo Bravo W-N 1
Solanum lycopersicum (L.) Tomate C-E 1
Solanum tuberosum (L.) Papa C-E 4,26
Urticaceae Parietaria debilis (L.) G. Frost. Yuyo de pared W-E OoP

*Especies de plantas identificadas como fuente de alimento utilizadas por D. furcatus
(Hospederos de alimentacidn).

*Plantas conocidas donde los adultos de D. furcatus pueden alimentarse y las ninfas
pueden completar su desarrollo (Hospederos reproductivos)

Estatus: Silvestre (W); Cultivada (C); Nativa (N); Exotica (E).
OP: Observacién personal.
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Anexo 3

Control de la densidad poblacional de D. furcatus

A la hora de decidir si es necesario (0 no) controlar la densidad poblacional de D.
furcatus se deben tener en cuenta 3 aspectos: la densidad poblacional y el nivel de dafio
econdémico, a través del monitoreo de los lotes; los insecticidas disponibles para el control
quimico, y la presencia de controladores naturales como depredadores y parasitoides.
Estos aspectos se detallan a continuacion.

+ Monitoreo vy nivel de dafio econémico:

Como el ataque de D. furcatus produce dafios econdémicos en vainas y semillas de
soja, y la misma poblacion de chinches puede afectar el nimero de plantulas de maiz por
m? en la proxima campafa, controlar la abundancia de chinches es una practica
agronémica importante en el cultivo de soja (Fig. A3.1). Se recomienda el uso de un pafio
vertical en lotes sembrados con soja para estimar la abundancia de chinches en este
cultivo (Fig. A3.1 A), lo que brinda a los productores una herramienta apropiada a la hora
de decidir la aplicacion efectiva de insecticidas (Stirmer et al., 2014). La Asociacién
Argentina de Productores en Siembra Directa (AAPRESID) recomienda que el nivel de
dafio econdmico recomendado para aplicar insecticidas en soja es de mas de tres
individuos de D. furcatus por m? entre el tercer y el sexto estadio reproductivo (R3-R6
segun la escala de Fehr & Caviness, 1977), pero a partir del séptimo estadio reproductivo
(R7) se toleran hasta nueve individuos por m2. Este nivel de dafio econdmico es més alto
que el recomendado para otras especies de chinches, como N. viridula y P. guildinii, en
el cultivo de soja.

A pesar de que durante el invierno la abundancia de D. furcatus no puede ser
controlada quimicamente porque esta refugiada entre los restos vegetales, el monitoreo
debe realizarse previa y posteriormente a la siembra de maiz (Capitulo 1, Fig. 1.4). Los
adultos de D. furcatus suelen encontrarse agrupados alrededor de las malezas,
especialmente poaceas (Fig. A3.1 B), y pueden ser visualizados y contados (Agostinetto
et al., 2018; Engel et al., 2017). Esta practica es fundamental para que los agricultores
decidan cuando es economicamente relevante el tratamiento con insecticidas. Esto se
debe, por un lado, a que la severidad del dafio esta relacionada con el estadio fenologico

de las plantulas, las cuales, cuando las condiciones ambientales son favorables, se desa-
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Figura A3.1: Monitoreo de D. furcatus. A) Adulto de D. furcatus en el receptaculo de la base
de un pafio vertical durante el monitoreo de un lote se soja. B) Adulto de D. furcatus encontrado
entre los rastrojos de soja durante el monitoreo de un lote en primavera. C) Adulto de D.

furcatus en una espiga de trigo.
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rrollan més rapido y el dafio causado por las chinches se diluye (INTA, 2013). Por otro
lado, en el momento en que el dafio producido por la chinche de los cuernos es visible,
ésta ya abandond los lotes, buscando fuentes de alimento alternativas. Como el dafio
producido por parte de adultos de D. furcatus a plantulas de maiz es similar a las
producidas por adultos de D. melacanthus (Roza- Gomes et al., 2011) el nivel de dafio
econdmico se trazo en medio individuo por m? al momento de implantacion del cultivo
(Rodrigues, 2011). En base a esto, de ser necesario el control quimico de este insecto
plaga, los técnicos recomiendan aplicar el insecticida en el preciso momento en el que las
chinches estan mas activas (cuando las temperaturas flucttan entre los 20 y 25°C) y dejan
sus refugios en busca de fuentes de agua y alimento (INTA, 2013).

En el cultivo de trigo (Fig. A3.1 C), el nivel de dafio econémico de D. furcatus es
mas acotado que el observado en experimentos, tanto bajo condiciones de laboratorio
como de campo (EMBRAPA, 2015). Se recomienda el uso de una red de golpeo (similar
a una trampa caza mariposas, pero de lienzo) para estimar la abundancia del insecto antes
de tomar decisiones. EI umbral de dafio econémico para aplicar el control quimico es de
cuatro individuos por m? en los estadios vegetativos y dos por m? durante el periodo

reproductivo (Panizzi et al., 2016).

+ Control quimico:

El método méas extendido para el control de D. furcatus corresponde a la
aplicacion de insecticidas. Los grupos quimicos mas ampliamente utilizados
corresponden a los grupos de piretroides (lambdacialotrina, zetametrina, bifentrina y beta-
ciflutrina), neonicotinoides (tiametoxam e imidacloprid) y carbamatos (metilcarbomato
de oxima) (Somavilla et al., 2019). A pesar de que estos grupos gquimicos acttan sobre
distintos receptores del sistema nervioso central de los insectos, presentan una accion
similar. Desafortunadamente, estos insecticidas, presentan una actividad de amplio
espectro, lo que afecta no s6lo en la abundancia de las chinches, sino también tiene efectos
negativos sobre los enemigos naturales de estas y sobre otros insectos
beneficiosos.Recientemente, se han aplicado regulaciones que limitan el uso de los
neonicotinoides en muchos paises debido a su efecto deletéreo en la abundancia de los
insectos polinizadores (Goulson, 2013; Stokstad, 2013). Los piretroides son ampliamente
utilizados para controlar chinches debido a su accesibilidad, su costo relativamente bajo
y su aparente efectividad. Sin embargo, estos insecticidas también son perjudiciales para

insectos no-blanco y pueden disminuir las poblaciones de enemigos naturales, afectando
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la implementacion de estrategias de manejo integrado de plagas (MIP) y/o promoviendo
el surgimiento de otras plagas (Hull & VanStarner, 1983; Kuhar & Kamminga, 2017). A
pesar de que el uso excesivo de piretroides puede provocar el desarrollo de resistencia en
los insectos, no se han documentado casos de resistencia en esta especie de chinches. No
obstante, recientemente se reportd la presencia de variaciones significativas en la
susceptibilidad a piretroides de adultos de D. furcatus en distintas zonas rurales de Brasil
(Somavilla et al., 2019). Esto enciende las alarmas sobre la importancia de planificar
programas de control que combinen diferentes estrategias de manejo que permitan reducir
la presion de seleccion sobre los organismos plaga para evitar el surgimiento de
poblaciones resistentes.

Para decidir la estrategia adecuada para el control de las chinches es importante
tener en cuenta algunas consideraciones clave como el hospedero atacado, su estadio
fenoldgico, una abundancia de las chinches superior al nivel de dafio econémico
establecido, que el método de aplicacion sea el adecuado (de pre o post-emergencia del
cultivo), y el momento del dia a realizar el tratamiento. La eleccion del horario para la
aplicacion de los insecticidas es critico, ya que los individuos de D. furcatus tienden a
estar refugiados debajo de los rastrojos cuando la temperatura no es favorable; y este
comportamiento protege a la chinche de los cuernos de los insecticidas de contacto
(INTA, 2013). Ademaés, estas chinches tienden a moverse rapidamente entre los
hospederos silvestres (vegetacion espontanea) y los cultivados, facilitando su dispersion
y colonizacion de nuevos cultivos (Agostinetto et al., 2018). Este comportamiento les
permite escapar de las areas tratadas con insecticidas y recobrarse en areas no tratadas.
Con relacion a esto, también hay que considerar la actividad residual de los insecticidas.
Experimentos de campo con H. halys sugieren que los insecticidas frescos (recién
aplicados) son significativamente mas letales que los residuos secos de los mismos que
quedan adheridos a la superficie de las hojas. A pesar de que los residuos de fenpropetrin
y dinotefuran desalientan la alimentacion de H. halys, la mortalidad de estas chinches fue
muy baja (Leskey et al., 2013). Este tipo de inconvenientes lleva a los productores a
aplicar mayores concentraciones de insecticidas, en comparacion a las dosis
recomendadas para controlar otras especies de chinches como N. viridula y P. guildinii.
Asi, se ha recomenado a los productores argentinos incrementar las dosis usuales entre
un 30y un 50 % (INTA, 2013).

+ Enemigos naturales:
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Se han identificado distintos parasitoides generalistas que pueden atacar diferentes
estados del desarrollo de las chinches, como huevo, ninfa o adulto (Tabla A3,1). Sin
embargo, no se han identificado parasitoides que sean especialistas de D. furcatus. Las
moscas tachinidas (Diptera: Tachinidae) como Ectophasiopsis gradata Wiedemann,
Cylindromyia sp., Gymnoclytia sp. y Trichopoda sp. son parasitoides que usan a los
adultos de D. furcatus como hospedero (Tabla A3.1) (Agostinetto et al., 2018; Aquino et
al., 2019; Punschke et al., 2017). Las hembras pertenecientes a estas especies de moscas
adhieren los huevos sobre la superficie del cuerpo de las chinches adultas o ninfas en
estadio avanzado del desarrollo (Fig. A3.2 A-B). La larva de la mosca ingresa en el
huésped y completa su desarrollo larval dentro de este. Estudios de campo en Brasil
mostraron que el porcentaje de parasitismo por parte de estas especies de moscas fluctla
desde un 2 por ciento (promedio un huevo por chinche parasitada) en junio hasta alcanzar
el 60% (promedio de dos huevos en diciembre (Agostinetto et al., 2018). Los rastrojos
ofrecen proteccion contra los enemigos naturales a los adultos invernantes de D. furcatus,
los cuales son menos atacados por las moscas taquinidas que la chinche verde, N. viridula
(Panizzi & Oliveira, 1999).

Existen otros parasitoides de adultos que recientemente se han relacionado de D.
furcatus. Estos son avispas de la familia Encyrtidae (Hymenoptera: Encyrtidae) (Tabla
A3.1). Hexacladia smithii Ashmead fue registrado como un endoparasito de adultos de
D. furcatus en Brasil (Panizzi & Silva, 2010) y Argentina (Torréns et al., 2017). En el afio
2017 se describid una nueva especie de este género de avispa parasitando adultos de la
chinche de los cuernos en Santa Fe, Argentina. Esta fue registrada como H. dichelopsis
Torréns y Fidalgo (Torréns et al., 2017). Ambas especies son gregarias y una vez que
completan su desarrollo (tanto los estadios larvales como el de pupa), los imagos emergen
cortando la pared abdominal del individuo huésped (Fig. A3.2 C). Los adultos parasitados
fueron encontrados en campos de cultivos que utilizaban el sistema de siembra directa
(Panizzi & Silva, 2010; Torréns et al., 2017).

Por otro lado, se han registrado distintas especies de himendpteros parasitoides de
huevos de D. furcatus (Tabla A3.1) (Cingolani, 2011; La Porta et al., 2013; Paz-Neto et
al., 2015). Estudios de campo en el nlcleo sojero de Argentina mostraron que mas del
44% de las masas de huevos recolectadas de campos de soja estan parasitadas por avispas
platigastridas (INTA, 2006). Los parasitoides de huevos Tr. Basalis Wollaston y Te.
podisi son los enemigos naturales mas frecuentes de chinches pentatomidas en los lotes

de soja y son usados como controladores naturales de estos organismos plaga en Brasil
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(Bueno et al., 2012; Pacheco & Corréa-Ferreira, 2000). Los numerosos Ordenes de
parasitoides y depredadores descriptos para D. furcatus deberian ser incluidos en futuras
investigaciones que busquen desarrollar programas de manejo integrado de este

organismo plaga.

Figura A3.2: Enemigos naturales de D. furcatus. A) Huevos de mosca taquinida parasitoide de
un adulto de D. furcatus recolectado en un muestreo de campo. B) Mosca taquinida adulta. C)
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Momia de adulto de D. furtcatus. La flecha marca un orificio en el abdomen. Esta lesion es
caracteristica de los himendpteros parasitoides del género Hexacladia spp.

Tabla A3.1: Lista de enemigos naturales de D. furcatus reportados en estudios de campo.
En la tabla se especifica el orden, la familia y la especie (en el caso de que se cuente con ese dato)
a la que pertenecen los enemigos naturales reportados, asi como su tipo de habito (depredador o
parasitoide) y el estado de D. furcatus que se ve afectado (Huevo, ninfa o adulto).

Orden Familia Especie EDER =S Referencias
agente afectado
Thomisidae Depredador  Ninfay adulto 1
Araneae — .
Oxipidae Depredador  Ninfa y adulto 1
Coleoptera  Coccinelidae  Erjopis conexa  Depredador Ninfa 1
Tachinidae Ninfa
Cylindromyia sp Parasitoide avanzada y 2,3,4
adulto
. . . Ninfa
Cyllndrpmylabram Parasitoide avanzaday 5
liana
adulto
Ninfa
Gymnoclytia sp Parasitoide avanzaday 2,34
Diptera adulto
P Ninfa
Phasia sp Parasitoide avanzaday 5
adulto
Ectophasiopsis Ninfa
P P Parasitoide avanzaday 2,34
gradata
adulto
Ninfa
Trichopoda sp Parasitoide avanzaday 2,34
adulto
Anthocoridae Orius sp Depredador  Ninfay adulto 1,6
Geocoridae Geocoris sp Depredador  Ninfay adulto 1,6
Hemiptera i i
Pentatomidae _Po_d Isus Depredador  Ninfay adulto 1,6
nigrispinus
P. nigrolimbatus  Depredador  Ninfay adulto 1,6
Encyrtidae H_exacladl.a Parasitoide Adulto 7
dichelopsis
H. smithii Parasitoide Adulto 7,8
Eupelmidae Anastatus sp Parasitoide Huevo 9,10,11
Eurytomidae Neorileya flavipes ~ Parasitoide Huevo 9,10,11
Hymenoptera Telenomus podisi  Parasitoide Huevo 9,10,11
) Trissolcus basalis  Parasitoide Huevo 2,9,10,11,12
Platygastridae
Tr. teretis Parasitoide Huevo 9,10,11
Tr. urichi Parasitoide Huevo 9,10,11
Sphecidae Depredador  Ninfa y adulto 1
Neuroptera  Chrysopoidea Depredador Ninfa 1

Referencias: 1) INTA, 2006; 2) Punschke et al., 2017; 3) Aquino et al., 2019; 4) Agostinetto et al., 2018;
5) Zerbino & Panizzi, 2019; 6) Bueno et al., 2012; 7) Torréns et al., 2017; 8) Panizzi & Da Silva, 2010; 9)
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Cingolani et al., 2012; 10) La Porta et al., 2013; 11) Paz-Neto et al., 2015; 12) Pacheco & Corréa-
Ferreira, 2000.
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Anexo 4

Orientacion en olfatémetro de ambiente estacionario.

La orientacion en olfatdbmetro se analizd estadisticamente con la prueba Chi-
cuadrado (X?). En la tabla se muestran los valores de X? y P para cada contraste. Las
columnas [A] y [B] representan el nimero de adultos de Diceraeus furcatus que se
orientaron hacia los volatiles correspondientes a los tratamientos entre cada contraste (sin
induccion coloreado en rojo versus inducido en verde). La columna N representa el
numero total de chinches que estuvieron en contacto con alguno de los lados del
olfatdbmetro durante méas de 10 minutos. La columna no eleccion muestra el nimero de
insectos por contraste que no se orientaron hacia ninguno de los estimulos olfativos

ofrecidos.

Plantulas sin induccién >>> Fig. 2.3

TEMP vs Control 16 5 21 5 0,025 2
TROP vs Control 15 5 20 5,76 0,016 1
TEMP vs TROP 24 12 36 4 0,045 2
Plantulas dafiadas por herbivoria (FD) >>> Fig. 2.5

TEMP vs TEMP 2 h FD 26 13 39 4,33 0,037 3
TEMP vs TEMP 24 h FD 12 11 23 0,04 0,835 1
TROP vs TROP 2 h FD 8 13 21 1,19 0,275 1
TROP vs TROP 24 h FD 13 9 22 0,73 0,394 2
Plantulas con dafio mecdnico (MD) >>> Fig. 2.7

TEMP vs TEMP 2 h MD 10 13 23 0,39 0,53 1
TEMP vs TEMP 24 h MD 11 13 24 0,17 0,68 3
TROP vs TROP 2 h MD 14 19 33 0,75 0,38 0
TROP vs TROP 24 h MD 15 18 33 0,27 0,6 3
Plantulas con induccién de jasmonato de metilo (JA) >>> Fig. 2.9

TEMP vs TEMP 2 h JA 10 22 32 4,4 0,034 0
TEMP vs TEMP 24 h JA 14 4 18 5,56 0,018 2
TROP vs TROP 2 h JA 12 25 37 4,57 0,033 1
TROP vs TROP 24 h JA 12 15 27 0,33 0,564 1
Plantulas con induccién de dcido salicilica (SA) >>>2.11

TEMP vs TEMP 2 h SA 18 7 25 4,84 0,027 2
TEMP vs TEMP 24 h SA 17 13 30 1,81 0,178 0
TROP vs TROP 2 h SA 18 10 28 2,28 0,131 2
TROP vs TROP 24 h SA 12 7 19 1,32 0,251 1
Plantulas con induccién de dciso 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) >>> Fig. 2.13

TEMP vs TEMP 2 h ACC 10 12 22 0,18 0,669 3
TEMP vs TEMP 24 h ACC 11 9 20 0,2 0,655 2
TROP vs TROP 2 h ACC 17 10 27 1,81 0,178 1
TROP vs TROP 24 h ACC 20 9 29 4,17 0,041 1



Linalool bioassays >>> Fig. 2.17

Linalool vs solvent

Linalool vs TEMP + solvent
Linalool + TROP vs TEMP +

solvent

Mutantes Paris >>> Fig. 3.4

WT vs Phy B1

WT vs Phy B2

Phy B1 vs Phy B2
Malezas >>> Fig. 4.5
Control vs TEMP

Pata de gallina vs TEMP

Coroyuyo vs TEMP

Yuyo colorado vs TEMP

Cerraja vs TEMP
Santa lucia vs TEMP
Pega-pega vs TEMP

Cebadilla criolla vs TEMP
Sorgo de alepo vs TEMP
Trebol blanco vs TEMP
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TEMP: templado; TROP: tropical; 2 hy 24 h: 2hs. y 24 hs. respectivamente después de iniciada la induccion por
herbivoria (FD), dafio mecanico (MD), aplicacion de fitohormonas como jasmonato de metilo (JA), cido salicilico
(SA) y &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC). WT: linea endocriada ‘Paris 2°; Phy B1: linea isogénica de

‘Paris 2’ con el fitocromo B1 desactivado; Phy B2: linea isogénica de ‘Paris 2’ con el fitocromo B2 desactivado.
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Anexo 5

Volatiles totales emitidos por los hibridos tropical y
templado

Valores expresados como la media + el error estandar. Cada media representa
los datos de entre 6 y 10 réplicas expresadas como ng h™*. Los compuestos estan
ordenados segun su tiempo de retencion (RT). La identificacion se basé en el espectro
de masa (MS), indice Kovats (KI) calculado en comparacién a una serie de alcanos (C8-
C20) y/o el estandar quimico (CS). Las medias de la misma fila acompafiadas por
diferentes letras representan diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (P < 0.05). Las comparaciones se hicieron utilizando el test de Kruskal-
Wallis, ya que los datos no presentan una distribucién normal. UN: compuestos emitidos
constitutivamente; FD: induccion por herbivoria; MD: induccién por dafio mecanico;
MeJA: induccidn por aplicacion de un espray de jasmonato de metilo; SA: induccion
por aplicacion de un espray de acido salicilico; ACC: induccion por aplicacién de un

espray de &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico.

DMNT: (3E)-4,8-dimethyl-13,7-nonatriene; TMTT: (3E,7E)-4,8,12-trimethyl-1,3,7,11-

decatetraene.
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Anexo 6

Representacion grafica de la contribucion de cada variable a los

componentes principales de cada PCA.

La escala de color representa el coeficiente de correlacién entre las variables (COVs) y
los factores (lineas de maiz). Dim. 1 corresponde a PC1 y Dim.2 a PC2. Corresponden a: A) la
Figura 2.4 (los volatiles emitidos constitutivamente por las plantulas de los hibridos tropical y
templado); B) la Figura 2.6 (Volatiles emitidos como consecuencia del dafio provocado por el
herbivoro); C) la Figura 2.8 (Volatiles emitidos por las plantulas de maiz como consecuencia del
dafio mecéanico); D) la Figura 2.10 (Voléatiles emitidos por las plantulas de maiz cdémo
consecuencia de la aplicacion de jasmonato de metilo); E) la Figura 2.12 (\Volatiles emitidos por
las plantulas de maiz como consecuencia de la aplicacion de acido salicilico); F) la Figura 2.13
(Volatiles emitidos por las plantulas de maiz cémo consecuencia de la aplicaciéon de ACC); G) la
Figura 3.5 (Volatiles emitidos constitutivamente por plantulas de maiz de la linea endocriada
“Paris 2” (WT) y de 2 de sus lineas isogénicas con el fitocromo B1 (Phy B1) y B2 (Phy B2)); H)
la Figura 3.7 (Volatiles emitidos por las lineas WT, Phy B1 y Phy B2 como respuesta a la
herbivoria); 1) la Figura 3.9 (Volatiles emitidos por las lineas WT, Phy B1 y Phy B2 cémo
respuesta al dafio mecanico). DMNT: (3E)-4,8-dimethyl-13,7-nonatriene; TMTT: (3E,7E)-
4,8,12-trimethyl-1,3,7,11-decatetraene.
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Anexo 7:
Comparacion de los niveles de fitohormonas en los

tejidos foliares de las plantulas de maiz

Datos analizados mediante una ANOVA de un factor. Los datos fueron
tranformados logaritmicamente para cumplir con el supuesto de normalidad. Las

comparaciones se hicieron utilizando el test de Duncan.

Templado

JA 3.08 4;19 0.041
JA-lle 9.81 4;19 0.0002
OPDA 5.10 4;19 0.006
SA 5.76 4;19 0.0033
ABA 10.62 4;19 0.0001
IAA 3.08 4,19 0.041
Tropical

JA 7.54 4;18 0.0009
JA-lle 3.13 4;18 0.04

OPDA 0.94 4;18 0.462
SA 3.03 4;18 0.045
ABA 6.27 4;18 0.0024
IAA 8.33 4;18 0.0006

GL= grados de libertad; JA= &cido jasmoénico; JA-lle= Jasmonico-Isoleucina; OPDA= acido 12-
oxophytodienoico; SA= &cido salicilico; ABA= &cido absicico; IAA= acido indolacético.
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Anexo 8

Volatiles totales emitidos por las plantulas de la linea
endocriada Paris 2 (WT) y sus mutantes isogénicos para
el fitocromo B1 (Phy B1) y B2 (Phy B2).

A) Volatiles constitutivos; B) Volatiles emitidos luego de la herbivoria (2h FD);
C) Volatiles emitidos luego del dafio mecéanico (2h MD). Los datos se expresaron como
la media * el error estdndar. Cada media representa los datos de 5 réplicas expresadas
como ng h™2. Los compuestos estan ordenados de acuerdo a su tiempo de retencion (RT).
La identificacion se baso en el espectro de masa (MS), indice Kovats (KI) calculado en
comparacion a una serie de alcanos (C8 - C20) y/o el estandar quimico (CS). Las medias
de la misma fila acompafadas por diferentes letras representan diferencias
estadisticamentes significativas entre los tratamientos (P < 0.05). Las comparaciones de
la varianza se hicieron utilizando el test Duncan en las variables que cumplieron con los
supuestos después de la transformacion de los datos aplicando logio y el test de Kruskal-
Wallis cuando los datos no presentan una distribucion normal. DMNT: (3E)-4,8-
dimethyl-13,7-nonatriene; TMTT: (3E,7E)-4,8,12-trimethyl-1,3,7,11-decatetraene.

A) Volétiles constitutivos

RT KI Compuesto WT Phy B1 Phy B2 Estadistico Valor P
Benzoato de
12.7 1090 metilo 4,9 +2cde 29+0,36e 2,5+19de H=1,82 0,4
12.9 1097 Linalool 27,3+11,7 47,25++11,73 37,2+12,2 F=0,7 0,5
13.5 1123 DMNT 1,82+0,75a 9,6+3,1b 4,4+0,92ab H=9,26 0,01
149 1174 Benzoato de etilo 1,6+0,9 2,5+1,6 2,8+0,8 H=0,86 0,6
15.4 1198 Salicilato de metilo 6,9 £2,93 20,7 £5,25 6,94+2,17 F=5,02 0,26
17.4 1297 Indol 1+0,3a 4,06£1,6b - H=5,96 0,03
Salicilato de
18.03 1345 dimetilo - 3,561 - H=6 0,07
18.5 1376 Copaeno - 1,36+1,1 - H=1,5 0,12
19.1 1424 Cariofileno 1,1+0,8 2,44 +1 0,8+0,5 H=1,24 0,48
19.27 1438 B-Gurjureno 0,4+0,29 a 3+0,68b - H=9,25 0,004
19.45 1454 Geranilacetona 0,9+0,50 - - H=3,38 0,03
Volatiles totales 46+9,54a 97,4+9b 54,7+11a F=7,30 0,0084

B) Volatiles recolectados después de la induccion por herbivoria

RT Kl Compuesto WT Phy B1 Phy B2  Estadistico ValorP



167

9.6 987
10.1 1003
10.3 1009

10.75 1025
11.1 1036
11.4 1048
12.7 1090
12.9 1097
13.5 1123
13.6 1125
149 1174
15.4 1198
18.5 1376
19.1 1424

19.27 1438

19.45 1454
19.5 1457

20.23 1.521
20.4 1533
20.8 1578

B-Mirceno
Acetato de 3-hexenilo
(+)-3-Careno
Limoneno
Decano
(E)-B-Ocimeno
Benzoato de metilo
Linalool
DMNT
Terpeno desconocido
Benzoato de etilo
Salicilato de metilo
Copaeno
Cariofileno
B-Gurjureno
Geranilacetona
(E)-B-Farneseno
B-Sesquifelandreno
Calamanene
TMTT

Volatiles Totales

2h FD
37,78+7,7b
11,37 +£9,29
8,81+4
6+2,5
23,31+£6,6b
15,4+8a
16,38
26,35+11,4
6,44 £2,7
13,6 +2,6
8,86+1,6b
7,46
7,3+4,7
6,9+3,3
3,05+1,9
9,2+1,7
1,7+1
58+t3,3
250+ 14 b

2h FD 2h FD
8,76 +2,8a 5,35+0,83 a F=13,65
- 10,82 +4,69 H=4,18

. . H= 4,50
3,8+0,8 2,85+0,3 H=142
113 t 018 - H= 1,44

4,1+1,7a 1,17+0,72a F=7,21
1,7+0,9a 2,1+1,4abcdH=2,05
- 10,3+4,5a H=7,36

59+1 57+4,1 F=1,59
- - H=4,50
552+1,64 7,1+2,67 F=0,12
7,6 +3,17 7,3+2,3 F=155
1,72+0,2a 1,25+0,17 a F=52,53
3,17+1 2,2+1,4 F=1,59
- - H=2,05
1,16+0,7 1,3+0,58 F=3,67
- - H= 2,05
2+0,7 1,23+0,3 F=20,34
1,1+0,45 - H=2,83
- 43+3,2 H=3,29
50+13a 63+14a F=12,84

0,001
0,07
0,012
0,49
0,143
0,019
0,248
0,018
0,262
0,012
0,89
0,255
0,0001
0,278
0,07
0,104
0,07
0,0005
0,146
0,1
0,0013

C) Volatiles recolectados después de la induccién por dafio mecanico

RT Kl
9.6 987
10.1 1003
10.75 1025
11.4 1048
12.7 1090
12.9 1097
135 1123
149 1174
154 1198
18.5 1376
19.1 1424
19.45 1454
20.23 1.521
20.8 1578

Compuesto
B-Mirceno

WT
2h MD

15,71 +5,84 bc 4,49 £2,19 ab -

Acetato de 3-hexenilo 11,16 +5,67

Limoneno
(E)-B-Ocimeno
Benzoato de metilo
Linalool

DMNT

Benzoato de etilo
Salicilato de metilo
Copaeno
B-Cariofileno
Geranilacetona
B-Sesquifelandreno
TMTT

Volatiles Totales

8+4b
6,12+3,8
5,53+2,22
354+21,6
11,37
3,6+1,73
8,7+3,1
33+1,1b
10,4+7,6
2,3+1,54
1,3+0,6
6,9 3,21
130,7+15b

Phy B1 Phy B2
2h MD 2h MD
H=4,25
- - H=4,5
2,74+1,26ab 1,22+0,5b H=6,35
- - H=8
1,26 £0,7 1,4+0,7 H=484
- 2,72+1,6 H=3,97
12+9 - H=5,19
3,3+094 3,27+0,62 H=05
7,8+2,43 4,13+1,73 F=1,03
3,23+0,9ab 0,95+0,15a F=4,51
4+1,8 3,25+0,8 F=0,9
- - H=2
1,64+0,8 1+0,29 F=0,58
- - H=4,5
45,7+17a 18,22+4a H=8,46

Estadistico Valop P

0,056
0,012
0,04
0,002
0,08
0,09
0,06
0,977
0,388
0,037
0,44
0,07
0,584
0,012
0,01




