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RESUMEN 

La soja (Glycine max (L.) Merr.) (Fabales: Fabaceae) es uno de los cultivos más 

relevantes en todo el mundo y particularmente para la Argentina. Fuente de proteínas 

para la alimentación animal y humana. Sin embargo, se encuentra amenazado por la 

contaminación de ozono. Este gas de efecto invernadero, ejerce un efecto oxidante que 

impacta significativamente en los sistemas naturales y en los agroecosistemas. De este 

modo puede afectar las interacciones de las plantas con los insectos. Se realizaron 

bioensayos para evaluar el efecto del ozono crónico en la fenología y en el rendimiento 

de la soja y el impacto en las defensas de la soja y en el desempeño de larvas de 

Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae).    Para ello se expusieron plantas de soja 

a dos concentraciones de ozono: O3 - (0 ppb) y O3+ (40-60 ppb), desde estado 

vegetativo hasta la cosecha, en cámaras de techo abierto. Además, se permitió que larvas 

de Spodoptera se alimentaran de la soja y luego se cosechó el tejido foliar a las 24h y 

72h. Se analizaron los cambios en los compuestos fenólicos y en la actividad de los 

inhibidores de proteasas (IP). Por otro lado, se evaluó la supervivencia de las larvas. La 

exposición crónica a ozono provocó la anticipación de la floración de la soja en cuatro 

días y la disminución en el peso de semillas en alrededor de 33 por ciento. Se observó 

un efecto modulador del ozono en las respuestas frente a herbivoría, ya que recién a las 

72 horas los IP duplicaron su concentración, provocando un descenso en la 

supervivencia de larvas de Spodoptera sp. El aumento del ozono troposférico no solo 

impactó en la producción de soja, sino que interfirió en la fenología y modificó la 

interacción con las larvas de Spodoptera frugiperda. 

 
Palabras clave: cultivo de soja, contaminación ambiental, Spodoptera frugiperda, 

interacción planta-herbívoro.
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ABSTRACT 

Soybean (Glycine max (L.) Merr.) (Fabales: Fabaceae) is one of the most relevant crops 

worldwide and particularly for Argentina. Source of protein for animal and human 

nutrition. However, it is threatened by ozone pollution. This greenhouse gas exerts an 

oxidizing effect that significantly impacts natural systems and agroecosystems. In this 

way it can affect the interactions of plants with insects. Bioassays were carried out to 

evaluate the effect of chronic ozone on the phenology and yield of soybean and the 

impact on soybean defenses and the performance of Spodoptera frugiperda larvae 

(Lepidoptera: Noctuidae). To do this, soybean plants were exposed to two 

concentrations of ozone: O3 - (0 ppb) and O3+ (40-60 ppb), from the vegetative state 

until harvest. in open roof chambers. In addition, Spodoptera larvae were allowed to 

feed on soybeans and then the leaf tissue was harvested after 24 hours and 72 hours. 

Changes in phenolic compounds and in the activity of protease inhibitors (PIs) were 

analyzed. On the other hand, the survival of the larvae was evaluated. Chronic exposure 

to ozone caused the anticipation of soybean flowering by four days and a decrease in 

seed weight by around 33 percent. A modulating effect of ozone was observed in the 

responses to herbivory, since only after 72 hours the PIs doubled their concentration, 

causing a decrease in the survival of Spodoptera sp. larvae. The increase in tropospheric 

ozone not only impacted soybean production, but also interfered with phenology and 

modified the interaction with Spodoptera frugiperda larvae. 

 

 

Key words: soybean, environmental pollution, Spodoptera frugiperda, plant-herbivore 

interactions. 
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1.1 INTRODUCCIÓN GENERAL 

El cultivo de soja (Glycine max [L.] Merrill) (Fabales: Fabaceae) es el quinto 

cultivo más sembrado y la leguminosa más importante en todo el mundo (Kothari et al., 

2022). Particularmente en Argentina, representa casi el 20% de las exportaciones 

totales. Se trata del cultivo que más aumentó su comercialización en nuestro país, al 

crecer 4.3 Mtn, seguido por el maíz y el trigo (Informe de Comercialización Agrícola, 

2019/20). Bajo este contexto, Argentina se ha convertido y consolidado como el tercer 

productor mundial de soja (FAOSTAT, 2021). Un informe técnico expone que las 

exportaciones de origen agroindustrial representaron aproximadamente el 70% del total 

exportado por el país en el año 2020 (INDEC, 2021). La soja y sus derivados 

representaron en promedio el 24% del valor total de las exportaciones del país entre los 

años 2003 y 2020. El complejo sojero ocupa el primer lugar, aportando el 27% al total 

exportado por el sector y alcanzando ventas por un total de 14,8 mil millones de dólares. 

La mayor parte de la producción de soja se utiliza en la obtención de aceite y harina de 

extracción para la alimentación del ganado y también para el consumo humano, 

aumentando su valor económico. Argentina concentra el 40% del comercio 

internacional de molienda de soja, siendo el actor más importante de ese mercado. A 

nivel nacional, la soja representa el 81% de la producción agrícola y el 77% del área 

sembrada durante los últimos años (Bolsa de Rosario, 2021; USDA, 2021, INDEC, 

2021).  

Todos los cultivos de granos tienen durante su ontogenia un período crítico, en 

el cual disminuciones en la tasa de crecimiento inciden marcadamente sobre el 

rendimiento. Durante el período crítico, se maximiza la producción y se define el 

número de granos. Un período crítico para la determinación del rendimiento en soja se 

indica alrededor del inicio del cuajado y llenado de semillas, entre las etapas 

reproductivas R3 y R6 de acuerdo con la escala de Fehr & Caviness, (1977) ; (Kantolic 

& Slafer, 2007). En las primeras etapas del período reproductivo, la capacidad de 

producción de semillas puede limitarse si las condiciones ambientales distan de ser 

óptimas (Kantolic, 2008). En el cultivo de soja, el rendimiento está determinado tanto 

por la tasa de fotosíntesis como por la disponibilidad de nitrógeno en el suelo 

(Salvagiotti et al., 2008; Santachiara et al., 2018), a lo largo del ciclo de vida (Kantolic, 

2008). Por lo tanto, si se produce una disminución de la fotosíntesis durante el período 

crítico, impactará directamente en el rendimiento. Sin embargo, puede existir un efecto 
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compensatorio entre el peso y el número de semillas, siempre y cuando este último no 

esté aun establecido (Kantolic, 2008 Kantolic et al., 2010 ). Conforme va avanzando el 

ciclo del cultivo y precisamente durante el período de llenado, el número de semillas va 

siendo fijado, la capacidad de compensación frente a eventos de estrés disminuye y, por 

lo tanto se obtienen menores rendimientos. Si luego de la fase R5 mejoran las 

condiciones ambientales, el peso de las semillas puede aumentar, pero las 

compensaciones son parciales y queda determinado un menor rendimiento final 

(Kantolic, 2008).  

Dentro de los factores que pueden afectar el rendimiento de la soja, el ozono 

troposférico es de extrema relevancia. Las pérdidas económicas ocasionadas por 

disminuciones en el rendimiento debido al ozono en distintos países del mundo se 

encuentran cuantificadas. En Estados Unidos, por ejemplo, se produjeron pérdidas de 

cinco millones de dólares por año (McGrath et al., 2015; Leung et al., 2022). Diferentes 

estudios plantean pérdidas de rendimientos del orden de 7% al 35% en los cultivos por 

efectos de contaminación por ozono en distintos países de Asia (Sattar & Islam, 2007; 

Feng & Kobayashi, 2009; Mao et al., 2017).    

Actualmente existe una base de datos conteniendo las observaciones de ozono 

a nivel global, sin embargo, África, América Central, Sudamérica, centro y sur de Asia, 

y medio oriente cuentan con poca información al respecto (Harmens et al., 2020). Un 

estudio de 2022 muestra que desde el año 2012 al 2021 se incrementaron 

significativamente el número de publicaciones sobre contaminación por ozono, 

demostrando el creciente interés en la temática por parte de los científicos en los últimos 

años. Desde los comienzos de la investigación, EE.UU. encabeza la lista, siendo el país 

con el mayor número de artículos publicados, también se puede mencionar a Canadá, 

Japón y los países que integran Europa, pero con niveles mucho más moderados. China 

incrementó sustancialmente el número de publicaciones, ya que la concentración de 

ozono en muchas de las ciudades de este país se encuentra en aumento. Dentro de los 

diez principales trabajos de investigación sobre la contaminación por ozono, el área de 

las ciencias ambientales concentra el mayor número de publicaciones, seguido por 

publicaciones referentes a la meteorología, las ciencias atmosféricas, la ingeniería 

ambiental, el medio ambiente público, la salud ocupacional y la toxicología. Asimismo, 

los temas de investigación se centraron en cómo se forma el ozono y en las 

concentraciones regionales del mismo. En los últimos años, la motivación en los 

estudios estuvo dada por las consecuencias para la salud humana y en la generación de 
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fuentes de ozono. Cambiando el interés de décadas anteriores en las que se estudiaban 

las propiedades oxidantes del ozono, cómo afectaba a las plantas y sus consecuentes 

pérdidas en los rendimientos (Hou & Shen, 2022). 

En 2017, Cionco et al. estimaron las variaciones a largo plazo del ozono troposférico en 

cuatro zonas distribuidas de norte a sur de Argentina, Para ello utilizaron 10 años de 

observaciones satelitales realizadas con el instrumento OMI (Ozone Monitoring 

Instrument) del satélite de teleobservación terrestre AURA, de la NASA.  

Hasta la fecha no se documentan, trabajos que describan relevamientos sistemáticos de 

ozono en Argentina. Los resultados obtenidos por estos autores arrojaron tendencias 

lineales positivas, estadísticamente significativas por lo que puede sugerirse que 

Argentina se encuentra cada vez más inmersa en un escenario global de aumento de las 

emisiones de gases de efecto invernadero (Cionco et al., 2017). 

  

1.1.1 El ozono troposférico 

Dentro del marco del cambio climático, el ozono troposférico es uno de los 

gases de efecto invernadero que continúa en aumento, principalmente, como 

consecuencia de las actividades humanas (Grulke & Heath, 2020; Agathokleous et al., 

2020; Li et al., 2021). El ozono es un gas que está presente tanto en la estratósfera, en la 

llamada "capa de ozono” (10-40 km sobre la tierra), como en la troposfera (0-10 km 

sobre la tierra) (Sattar & Islam, 2007). El ozono en la troposfera es un contaminante 

secundario, ya que se forma a partir de reacciones fotoquímicas que involucran 

compuestos primarios como óxidos de nitrógeno (NOx) y compuestos orgánicos 

volátiles, de distinto origen tanto natural como antrópico. Por ejemplo, compuestos 

residuales provenientes de la quema de combustibles fósiles (Archibald et al., 2020; 

Agathokleous et al., 2020).   

Las concentraciones troposféricas de ozono están controladas tanto por las  

emisiones, como por el clima (Mills et al., 2018; Leung et al., 2022). Son muy 

dinámicas, dependen de factores temporales, estacionales y espaciales. Su variación es 

anual y regional, y está influenciada por la localización geográfica y por la proximidad a 

fuentes de precursores de ozono (Ladányi et al., 2012; Harmens et al., 2020). La 

concentración es significativamente mayor en el hemisferio norte y menor en el 

hemisferio sur. Y son más altas en el centro de Europa, este de China y EE. UU (Saxena 

et al., 2019). El ozono troposférico se caracteriza por su transporte a grandes distancias, 
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desde áreas urbanas a rurales y desde un continente a otro. Su vida media mundial se 

estima en unos 25 días, facilitando su transferencia no solo a escala regional sino 

también intercontinental. Así por ejemplo se cita que el nitrato de peroxiacetilo, que es 

un reservorio importante de NOx (precursor de ozono), se puede transportar a una 

distancia intercontinental, por lo que es muy relevante considerar que se puede producir 

ozono lejos de su fuente (Dewan & Lakhani, 2022; Singh et al., 2022). Su formación y 

persistencia se asocia a condiciones de altas temperaturas y ambiente seco, 

intensificando así sus efectos durante condiciones de sequía y olas de calor. Se 

pronostica que en los próximos años la ocurrencia de olas de calor, aumento de 

temperatura y episodios de sequías extremas serán cada vez más frecuentes y esto 

conduciría a un aumento de su concentración superando en algunas regiones del planeta, 

el umbral aceptado para la salud (40 ppb AOT.) (Wu et al., 2008; Ainsworth et al., 

2019). Las concentraciones suelen alcanzar su punto máximo pasado el mediodía y en el 

comienzo de la tarde en los veranos, coincidente con niveles altos de [NOx] y luz solar, 

y varían en cada estación del año. En los meses de invierno las concentraciones son 

bajas. Además, la deposición de ozono varía con la cobertura vegetal en la superficie 

terrestre (Hardacre et al., 2015). Los pastizales, las tierras agrícolas y los bosques 

caducifolios tienden a mostrar mayores flujos de ozono y tasas de deposición anual que 

la tundra y los bosques de coníferas (Ainsworth et al., 2019).   

  

1.1.2 Efectos del ozono troposférico sobre los componentes bióticos 

Entre los gases contaminantes, el ozono es el más importante por su poder 

oxidante. Su forma de interacción con las plantas se puede describir en tres etapas: en 

primer lugar, se desplaza por la capa límite de la hoja, para en la segunda etapa ingresar 

al mesófilo principalmente por los estomas. En el apoplasto se producen diferentes 

especies reactivas de oxígeno (ROS) tales como peróxido de hidrógeno (H2O2), 

superóxido (O2-), radicales hidroxilo־ (HO·) y radicales peroxi (HO2•) (Agrawal et al., 

2001). Finalmente, se produce un proceso de desintoxicación y reparación por parte de 

la planta. Sin embargo, las plantas tienen capacidad limitada para detoxificar los ROS, 

lo hacen por la vía no enzimática (ac. ascórbico, flavonoides, fenólicos) o por la vía 

enzimática a través de la SOD (superóxido dismutasa), la CAT (catalasa) y POD 

(peroxidasas). Estas reacciones iniciales son críticas para reducir las concentraciones de 

los productos de degradación oxidativa del ozono (Agrawal et al.,2001). Los ROS en 
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bajas concentraciones, actúan como señales de defensa, cumplen una función 

fundamental en el cierre de estomas, responden al estrés ambiental modificando la 

actividad de proteínas y la expresión génica, pero a altas concentraciones actúan como 

un potente agente oxidante y entonces pueden causar muerte celular ya sea por su 

toxicidad o través de la activación de una cascada de señales que desencadena la muerte 

celular programada (Supriya et al., 2018). El ozono oxida la membrana tilacoidal de los 

cloroplastos, también produce un descenso de la proteína rubisco, de los pigmentos y 

del contenido de nitrógeno. Degrada la clorofila, produciendo clorosis y senescencia 

temprana (Papazian et al., 2016). Al mismo tiempo que se incrementa la respiración y 

provoca un cambio en el balance de antioxidantes (Long & Naidu, 2002; Ainsworth, 

2017). Entonces pueden aparecer síntomas visibles del efecto del ozono en las hojas, de 

acuerdo con la especie y el cultivar, y según el tipo y duración de la exposición. Por lo 

tanto, altas concentraciones ambientales de ozono causan disminución en las tasas 

fotosintéticas, y en el crecimiento de las plantas (Sandermann Jr, 1996; Long & Naidu, 

2002;Morgan et al., 2003). Ya que produce daño oxidativo impactando negativamente 

en el rendimiento de muchos cultivos (Hauglustaine & Brasseur, 2001; Ashmore, 2005; 

Booker & Fiscus, 2005; Burkey, 2005; Fuhrer, 2009; Monks et al., 2015;  Montes et al., 

2021). En la naturaleza pueden diferenciarse dos maneras de exposición a ozono, una 

episódica y otra crónica. La exposición episódica o aguda se produce cuando las plantas 

están expuestas a altas concentraciones de ozono por periodos cortos de tiempo. Está 

bien caracterizada y se asemeja a las respuestas de la planta ante el ataque de patógenos. 

El ozono puede provocar lesiones visibles en las hojas, como punteado, moteado, 

decoloración de la superficie, necrosis bifacial, senescencia prematura y pigmentación 

en las plantas de hojas anchas y en las coníferas: bandas cloróticas, puntas quemadas, 

manchas, moteado clorótico y/o senescencia prematura de sus hojas (Singh et al., 2022). 

Por el contrario, los mecanismos que conducen al daño crónico por ozono no están tan 

claramente caracterizados, pero los síntomas fisiológicos incluyen: disminución de la 

fotosíntesis, disminución de la actividad de la rubisco, menor conductancia estomática, 

clorosis foliar, senescencia acelerada, disminución del área foliar, resultando así en una 

menor productividad y disminución de los rendimientos de los cultivos (Gillespie et al., 

2011; Emberson et al., 2018; Mills et al., 2018). 

De los trabajos científicos que estudiaron el efecto del ozono troposférico en el 

cultivo de soja, revisados por Li et al., (2021), se establece que son pocos los estudios 

que refieren al efecto crónico. En este contexto, se reconoce que es muy necesario 



7 
 

 
 

caracterizar el efecto del ozono en la fenología del cultivo. Además, se considera 

necesario volver a evaluar el impacto del ozono crónico en el crecimiento, la fisiología, 

las defensas de la soja y en su rendimiento en un escenario dinámico con aumento de las 

emisiones de gases contaminantes. Resulta importante describir el efecto del ozono 

crónico sobre la productividad de la soja, uno de los cultivos más importantes de 

Argentina y del mundo. (Archibald et al., 2020).  

 

1.1.3. Interacción planta–insecto 

Para defenderse del ataque de herbívoros, las plantas ponen en marcha un 

sistema de defensa, sofisticado y eficaz (Austin & Ballare, 2014). Durante gran parte del 

siglo XX, los estudios sobre plantas se enfocaron en explicar cómo respondían las 

plantas a distintos factores abióticos, como agua, nutrientes y luz. Sin embargo, en las 

últimas dos décadas se incorporaron al estudio los componentes bióticos del ambiente, 

incluyendo la interacción con otras plantas, con animales consumidores, detritívoros, 

polinizadores, benéficos y microorganismos patógenos. Este avance permitió 

comprender la evolución en la adaptación por parte de las plantas, los mecanismos 

moleculares que median la plasticidad fenotípica en escenarios bióticos complejos, y 

cómo finalmente estas interacciones influyen en el ecosistema. La investigación se 

centró en el estudio de la interacción de las plantas con patógenos y herbívoros ya que 

resulta de interés para la actividad agronómica (Austin & Ballare, 2014). Por lo tanto, 

comprender los mecanismos moleculares que intervienen en esa intrincada coevolución 

entre plantas e insectos es muy valioso (Barbero & Maffei, 2023). Un punto muy 

importante que pudo conocerse a través de las investigaciones es que participan 

frecuentemente, dos hormonas claves, modulando la interacción de las plantas con los 

insectos. Y estas son el ácido salicílico y el ácido jasmónico. El ácido jasmónico 

participa en la defensa contra herbívoros y muchos patógenos. La interacción entre la 

molécula que interviene y la vía de señalización es de interés en la actualidad. Y se 

piensa que la planta se basa en ese mecanismo para responder mejor a múltiples 

factores, tanto bióticos como abióticos a los que se somete en el ambiente donde crece 

(Austin & Ballare, 2014). 

Las plantas y los insectos conviven en esta tierra desde hace más de 400 

millones de años. En todos los niveles tróficos se producen interacciones. Algunas de 

las interacciones son beneficiosas para ambos seres vivos, como, por ejemplo, la 
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polinización. Sin embargo, en otras la planta es consumida por lo insectos por lo tanto 

esta tiene que defenderse. Como la planta es un ser sin posibilidad de escapar 

físicamente a un ataque por parte de un herbívoro o patógeno, emplea diversas líneas de 

defensa. Las plantas censan rápidamente los peligros, lo que les permite por ejemplo 

distinguir la herbivoría de un daño mecánico. Son capaces de reconocer señales a través 

de los compuestos químicos de las secreciones bucales del insecto. Luego identifican el 

ataque y entonces producen compuestos en respuesta a esa interacción y activan una 

serie de compuestos de defensa (Zavala, 2010;  Giacometti et al., 2016). 

 Ciertos componentes estructurales de la planta actúan como una barrera física 

(pelos, tricomas, espinas y hojas más gruesas). También se producen compuestos 

químicos (metabolitos secundarios y proteínas), con el propósito de ocasionar un efecto 

tóxico, repelente o antinutricional sobre el insecto (Fürstenberg-Hägg et al., 2013). La 

planta despliega una serie de mecanismos de resistencia ante el ataque de insectos para 

evitar o tolerar la herbivoría (Schoonhoven, 2005; Peruca et al., 2018; Romero et al., 

2020). Las defensas físicas son la primera línea de defensa y juegan un rol fundamental 

en la resistencia de la planta frente al ataque de un insecto. Constituyen la barrera 

primaria contra el ataque del herbívoro. Sin embargo, si el insecto se instala en la planta, 

esta puede generar metabolitos químicos como segunda barrera de defensa (Hanley et 

al., 2007). 

 Los mecanismos de resistencia de las plantas frente a insectos pueden 

describirse como: antixenosis, involucra factores morfológicos (ej. pubescencia de las 

hojas y vainas en la soja) como químicos que afectan el comportamiento del insecto 

para evitar la oviposición, la colonización o la alimentación. Por otro lado, la antibiosis 

implica un efecto negativo en el crecimiento o reproducción (reducción en la longitud y 

el peso, reducción de fecundidad, fertilidad, etc.) después que el insecto se alimenta de 

la planta. Esto es consecuencia de la producción de metabolitos secundarios y proteínas 

de defensa por parte del vegetal. Por último, la tolerancia se relaciona con la habilidad 

de una planta para mantenerse o recuperarse del daño ocasionado por el insecto, sin 

afectar significativamente el rendimiento.  

Las plantas pueden enfrentar al herbívoro de dos maneras, a través de defensas 

directas, provocando que sus tejidos sean poco preferidos o menos palatables, o bien por 

medio de defensas indirectas. Estas últimas resultan en la liberación de compuestos 

orgánicos volátiles para atraer a los enemigos naturales, parásitos, parasitoides y 

depredadores de los herbívoros (Dicke, 1998). Como ejemplo de defensas directas se 
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puede citar la protección física de la superficie vegetal (tricomas, espinas y el grosor de 

la hoja) o bien pueden afectar la biología del insecto por la producción de compuestos 

tóxicos (terpenoides, alcaloides, fenólicos, etc). Estas últimas pueden retrasar el 

crecimiento del insecto o directamente matarlo. Ambos mecanismos de defensa 

(directos e indirectos), se pueden presentar de manera constitutiva o ser inducidos por el 

daño ocasionado por el herbívoro (Karban, 2008). 

Las defensas químicas directas, generan un cambio en la susceptibilidad de la 

planta huésped ante el ataque del insecto, y pueden ser: 

 producción de metabolitos secundarios (terpenos, compuestos fenólicos y 

compuestos nitrogenados), 

 inhibidores de enzimas digestivas, 

 Lecitinas, 

 enzimas antinutricionales (que pueden degradar los aminoácidos 

libres del intestino de los insectos removiendo nutrientes del herbívoro), 

 enzimas antinutritivas que catalizan la oxidación de fenoles a 

quinonas reduciendo el valor nutritivo de la planta huésped atacada. 

 lipoxigenasas (involucradas en la biosíntesis de hormonas de las plantas 

tales como el ácido jasmónico (JA), 

 peroxidasas (generan especies reactivas de oxígeno que regulan la 

transducción de señales relacionadas con la defensa y refuerzan las 

paredes celulares a través de la lignificación) (Bailey et al., 2019). 

Los metabolitos secundarios son compuestos químicos restringidos a ciertos 

grupos de plantas que entre otras funciones se les atribuyen defensas ante el ataque de 

herbívoros. Algunos autores consideran que los mismos intervienen también en la 

respuesta frente a factores ambientales como la deficiencia nutricional en el suelo, la 

sequía y la radiación ultravioleta, entre otros. Estos compuestos son mayoritariamente 

producidos a partir de precursores universales como diversos aminoácidos, el ácido 

shikímico y el acetil-coenzima A (Mohamed et al., 2021).  

La síntesis de metabolitos secundarios está regulada por distintas fitohormonas, 

como el ácido salicílico (SA), el JA y el etileno (cuyo precursor es el ACC o 1- 

aminociclopropano-1-carboxilato), que pueden ser combinadas de manera diferencial 

para obtener una respuesta específica frente a cada estímulo. El JA y sus compuestos 

derivados, conocidos como jasmonatos, son indicadores del daño tisular y provocan la 
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activación de respuestas de defensa contra una gran variedad de insectos herbívoros. 

Estas respuestas incluyen la síntesis del ácido metil-jasmónico (MeJA, volátil), la 

formación de jasmonoil-isoleucina (JA-Ile) así como de otros conjugados (JACs) y 

enzimas. La hormona puede actuar sinérgicamente con el etileno, aumentando los 

niveles de respuesta de las plantas frente al ataque de insectos. Cuando Howe & Jander, 

(2008) trabajaron con plantas mutantes del gen CO11, que interviene en la ruta de 

señalización del ácido jasmónico, observaron que los mutantes resultaron ser muy 

susceptibles al ataque de distintos artrópodos, permitiendo concluir que los jasmonatos 

tienen un papel central en la regulación de las respuestas de defensa contra la 

herbivoría. La tercera hormona que participa en las respuestas inmunológicas de las 

plantas es el SA, que en general regula la inducción de defensas relacionadas con el 

ataque de patógenos y de algunos insectos picadores, como los áfidos. Es interesante 

destacar que el SA actúa en forma antagónica con el JA, la inducción del SA disminuye 

la acumulación de JA. La importancia de estas hormonas se pone en evidencia en el 

trabajo de (Selig et al., 2016), quienes evaluaron el desarrollo de poblaciones de trips en 

plantas de soja tratadas con las fitohormonas SA y MeJA (precursor disponible 

comercialmente del JA). Este trabajo demuestra que la aplicación de MeJA provoca una 

disminución del 47% del tamaño poblacional de los trips, el efecto antagonista del SA 

con el JA al aplicarlos conjuntamente, y no descartan que el etileno también podría estar 

involucrado en las respuestas comportamentales registradas (Howe & Jander, 2008; 

Selig et al., 2016). 

Los compuestos fenólicos pueden clasificarse en fenólicos simples o 

complejos. Dentro de los simples se encuentran los fenilpropanoides lactonas y 

derivados de ácido benzoico. Los fenólicos complejos están constituidos por las 

flavonas, flavonoles, isoflavonoles, antocianinas, ligninas y taninos. Está documentado 

que cuando una planta es dañada por un insecto, los niveles de compuestos fenólicos 

aumentan. Los compuestos fenólicos, como el ácido clorogénico pueden oxidarse en el 

tracto digestivo de insectos y transformarse en quinonas, y causar estrés oxidativo en 

larvas, pero otros como los carotenoides, funcionan como antioxidantes. Estos 

compuestos son potencialmente beneficiosos para los insectos que necesitan reducir el 

daño oxidativo, especialmente durante los períodos de estrés. Aumentan en gran 

proporción en comparación a una planta sana. A su vez estos valores serán mayores en 

el caso que el insecto posea aparato bucal masticador (ej. oruga de lepidópteros) 

comparado con uno de aparato bucal picador (pulgones) según muestran los resultados 
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de (Wallis & Galarneau, 2020) en su estudio. Además, tienen distintas funciones en las 

plantas, en el crecimiento, el desarrollo y en la reproducción. Los compuestos fenólicos 

participan en la defensa frente a herbívoros, y también participan en la defensa frente a 

estresores del ambiente (ej. protección UV), reforzando el sistema antioxidante 

enzimático endógeno celular, como también ayudando a eliminar especies reactivas de 

oxígeno (Król-Grzymała & Amarowicz, 2020). 

Dentro de los compuestos nitrogenados podemos nombrar a los compuestos 

cianogénicos, los glucosinolatos, los alcaloides y las proteínas de defensa. El daño 

producido por un herbívoro puede activar la expresión de una batería de proteínas de 

defensa que ejercen un efecto directo sobre el insecto. Esto incluye, inhibidores de 

proteasas (IP) del tracto digestivo del insecto, y otras proteínas que intervienen 

negativamente en la fisiología y anatomía digestiva. Se pueden citar como ejemplo a 

ciertas proteínas: Las arginasas, las ascorbato oxidasas, las lipoxigenasas, las polifenol 

oxidasas y las peroxidasas, que pueden tener propiedades anti-nutricionales. Mientras 

que otras, como las quitinasas, cisteína proteasas, lectinas y leucina aminopeptidasas, 

pueden resultar tóxicas para el animal. La inhibición de proteasas genera una deficiencia 

de aminoácidos que afecta el crecimiento y desarrollo del herbívoro. Otras proteínas 

como las cistein-proteasas y las quitinasas interaccionan con el epitelio del tracto 

digestivo produciendo un daño irreversible (Lawrence & Novak, 2006). 

1.1.3.1 Interacción soja – Spodoptera frugiperda 

El cultivo de soja, durante todo su ciclo, interacciona con factores tanto 

abióticos como bióticos. En la sección anterior se describieron los efectos del ozono 

como factor abiótico, pero también este cultivo es atacado por plagas de insectos, que 

ocasionan pérdidas en el rendimiento. Una de las plagas típicas que ataca a la soja y 

otros cultivos en toda América, son las larvas de Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) 

(Lepidoptera: Noctuidae), comúnmente llamada gusano cogollero u oruga militar 

(Barros et al., 2010; Formentini et al., 2015; Dias Peruca et al., 2018). Es un insecto 

holometábolo que pasa por cuatro estados, huevo-larva-pupa y adulto. En su fase larval, 

puede presentar 6 estadios larvales. Siendo los últimos los más voraces.  

La larva puede alimentarse de extensa cantidad de cultivos, incluido la soja, 

debido a su plasticidad. Sin embargo, tiene preferencia por la poáceas. En su estado 

adulto es una polilla nocturna. Vulgarmente lo denominan gusano cogollero del maíz u 

oruga militar tardía ya que, si el alimento se hace escaso, las larvas se trasladan a otros 
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cultivos desplazándose en masa como un “regimiento”. Se describió por primera vez en 

1797 a partir de especímenes recolectados en Georgia, Estados Unidos. Boisduval & 

Guenée lo renombraron como Laphygma macra en 1852, y Zimmerman finalmente lo 

sinonimizó como Spodoptera en 1958 (Rizzo & Rossa, 1993.; Romero et al., 2020; 

Sataral et al., 2023). 

La larva del género Spodoptera, es generalista y originaria de América, por lo 

que fue considerada plaga de maíz en América del norte (EE. UU), ya que es su cultivo 

de preferencia. Sin embargo, en la actualidad se alimenta de más de 180 especies de 

cultivos. S. frugiperda puede alimentarse de muchas especies de plantas, incluyendo 

maíz, algodón y soja. Se distribuyen por el mundo, principalmente en áreas tropicales y 

subtropicales. Es considerada una plaga primaria por el alto nivel de defoliación que 

produce en los cultivos con su aparato bucal masticador (Sa et al., 2009). Como un 

herbívoro polífago, S. frugiperda se beneficia de la rotación de cultivo y del sistema de 

doble cultivo (trigo-soja), aumentando el riesgo de brote epidémico y pérdidas 

económicas debido a las altas tasas de supervivencia en dichos cultivos (Barros et al., 

2010).  

 

Figura 1.1 Spodoptera frugiperda en su último estadio larval, del ensayo (2021).  

 

Se citan hasta alrededor de 186 hospederos repartidos en 42 familias de plantas. 

El 35,5% pertenece a la familia Poaceae, el 11,3% a la familia Fabaceae, y 4,3 % a las 

familias Solanaceae y Asteraceae, siguiéndoles las Rosaceae y Chenopodiaceae y 

finalmente las Brassicaceae y Cyperaceae. En Argentina, las especies más citadas 

fueron (en orden decreciente): maíz, soja, algodón, alfalfa, tomate, lino, papa y sorgo. S. 

frugiperda puede alimentarse de distintos órganos de la planta, dependiendo del 
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huésped y el estado ontogénico de este. Es muy versátil en su alimentación pudiendo 

comportarse como defoliadora, cogollera, cortadora, granívora. Se reportó, para 

diferentes provincias de Argentina, que puede actuar como perforadora y barrenadora en 

maíces no Bt, (Juárez et al., 2010). Actualmente se encuentra distribuida en todas las 

regiones agrícolas del mundo, su distribución es amplia a lo largo de toda América, 

desde el sureste de Canadá hasta Argentina. Puede localizarse en regiones tropicales 

como en zonas templadas (Firake & Behere, 2020)(Figura 1.2). S. frugiperda no 

sobrevive a los fríos invernales dado que carece de mecanismos de diapausa (Juárez et 

al., 2010). En los últimos años fue colonizando nuevas zonas y desde 2016 fue 

reportada en África, Asia y Australia. Por lo que se volvió de distribución global, 

causando importantes pérdidas económicas. Se documentaron pérdidas de 8,3-20,6 

millones de toneladas por año (Hruska, 2019; Sataral et al., 2023). En Brasil dejó de ser 

una plaga secundaria para tener mayor importancia en los cultivos de verano como la 

soja (de Araújo et al., 2023). 

 

Figura 1.2 Distribución actual a nivel mundial de Spodoptera frugiperda (puntos amarillos). Origen 

occidental del insecto se muestra con (círculos rojos). EPPO Global Database. Adaptado de Chiara 

Rosace et al., (2019). 

Durante el ciclo de vida, las hembras pueden oviponer un promedio de 1.044 ± 

391,8 huevos, la forma de postura es en masas que promedian los 100 a 150 huevos 

cada una. Las posturas están cubiertas por hilos de seda y escamas de coloración 

grisácea. Los huevos son esféricos, blanquecinos, estriados, de 0,5 mm de diámetro. El 

período larval dura un promedio de 25 días, pasando generalmente por seis estadios 

larvales. En la figura 1.1 puede verse la larva de último estadio. Empupan debajo del 
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suelo en los primeros centímetros, donde forman una cámara pupal, en la cual 

permanecen por 10 días aproximadamente, para posteriormente emerger como adultos. 

El período comprendido entre que nace y se convierte en adulto, dura aproximadamente 

entre 35 y 40 días dependiendo de las condiciones de temperatura y humedad. En un 

estudio realizado en 1993 en Argentina, se caracterizó a las larvas como de 

comportamiento caníbal, a partir del tercer estadio, cualquiera sea el tipo de alimento y 

la cantidad de larvas confinadas, la supervivencia se veía disminuída (Rizzo & Rossa, 

1993). 

Los insectos se alimentan de las plantas buscando cubrir sus requerimientos 

nutritivos. Las plantas les proveen de ciertos nutrientes para crecer, desarrollarse y 

reproducirse. Otros componentes son sintetizados por el mismo insecto, y otras veces 

como ciertos aminoácidos (arginina, lisina, metionina) deben ser incorporados a través 

de la dieta como ocurre en humanos (Chen, M.S. 2008). También puede ocurrir que 

otros microorganismos contribuyan a su nutrición (ej. los que están en su tracto 

digestivo; simbiontes). En ocasiones cuando el alimento no es de calidad para satisfacer 

sus requerimientos, ingiere y procesa cantidades excesivas de alimentos con el fin de 

obtener suficiente cantidad de un determinado componente que está presente sólo en 

bajas concentraciones en la dieta. Junto con estos componentes alimentarios pueden 

ingerirse otros que pueden resultar tóxicos para el insecto. En ciertas ocasiones los 

nutrientes de la dieta pueden interactuar con otros químicos. Por ejemplo, los fenólicos 

de las hojas, pueden provocar menor digestibilidad de las proteínas en orugas de 

lepidópteros (Saleem et al., 2001). 

Los insectos realizan la digestión del alimento, a través de una transformación 

química de moléculas grandes en otras más pequeñas, para entonces ser absorbidas. La 

digestión está mediada por enzimas (proteinasas, lipasas, carbohidrasas). Las 

endopeptidasas se encargan de la digestión de proteínas, rompiendo los enlaces 

peptídicos dentro de la proteína, y las exopeptidasas, que eliminan los aminoácidos 

terminales de la molécula. Se identificaron tres tipos de endoproteasas en insectos: las 

serin proteasas (tripsina y quimotripsina), que tienen serina en el sitio activo; cisteína 

(tiol) proteasas (incluida la Familias B y L de catepsinas), con residuos de cisteína en el 

sitio activo; y proteasas aspárticas (carboxilo) con residuos de aspartato en los sitios 

activos. Las larvas de lepidópteros suelen tener serin proteasas, especialmente tripsinas 

y quimotripsinas, que tienen un pH alto como óptimo (Zhu-Salzman & Zeng, 2014). 
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1.1.4. Triple interacción: cultivo-ozono-herbívoro 

En un escenario de cambio climático, existe un interés creciente por conocer 

las respuestas de los cultivos ante múltiples factores de estrés. Se encontraron 

evidencias de que la exposición a un estrés abiótico puede predisponer a las plantas a 

una mayor tolerancia ante una situación de estrés abiótico posterior (Gillespie et al., 

2011). Se estudió bastante sobre cómo interactúan los factores abióticos en la planta, sin 

embargo, no se conoce bien cómo responden los cultivos luego de dos factores de estrés 

consecutivos. La convergencia de respuestas del cultivo frente a herviboría y a 

exposición crónica al ozono no permanece estable. Por ejemplo, en un estudio con 

ozono y herbivoría cuando se analizaron como afectan los procesos primarios, tales 

como el metabolismo de los aminoácidos y de los carbohidratos, mostraron patrones 

opuestos de regulación entre el ozono y la herbivoría (Papazian et al., 2016).   

El estrés ambiental originado por la contaminación del aire puede interferir en 

las interacciones tróficas. En especial, el ozono podría tener efectos adversos tanto en 

forma directa como indirecta, provocando cambios bioquímicos que modifican el valor 

nutricional de ciertos tejidos y también cambios en la composición fenólica (Booker & 

Miller, 1998; Booker & Fiscus, 2005). Modificando las defensas de las plantas frente a 

herbívoros (Cotrozzi et al., 2021). Por lo tanto, se proponen dos escenarios futuros 

alternativos: las plantas serán más vulnerables o bien las plantas serán más resistentes 

frente a la herbivoría.   

Se conoce como responden las plantas cuando son dañadas por insectos 

herbívoros y por otro lado está documentado en trabajos científicos los cambios 

producidos por la contaminación de ozono ambiental en las plantas. Aun así, se conoce 

muy poco acerca de cómo la combinación de estos factores puede impactar en los 

rendimientos de los cultivos. El ozono reduce el desarrollo y la expansión de hojas 

nuevas provocando la acumulación de carbohidratos y la disminución de nitrógeno (N) 

en las hojas más viejas (Jøndrup et al., 2002), lo que disminuye su palatabilidad. El 

ozono elevado podría provocar cambios en los carbohidratos de las hojas, alterando la 

calidad nutricional de la planta (Mishra et al., 2015). Por otro lado, el ozono elevado 

disminuyó el crecimiento de larvas de E. autumnata jóvenes a través de reducciones en 

la calidad de los tejidos vegetales, debido a cambios en la partición de fotoasimilados 

como el N (Peltonen et al., 2010). Sin embargo, en otros estudios el ozono no tuvo 

efectos en el contenido de N, por lo que no modificó el ataque de los herbívoros. En 
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otros estudios, soja cultivada en ambientes ricos en ozono no mostraron modificaciones 

en la susceptibilidad frente a la herbivoría producida por coleópteros (Hamilton et al., 

2005). Cabe destacar que este tipo de resultado es variable dependiendo de la 

concentración de ozono, de la especie de insecto y de planta. En un ensayo del año 2001 

observaron la activación de la vía de los fenilpropanoides en plantas cultivadas con alto 

ozono ambiental, y un aumento de los flavonoides (Paolacci et al., 2001). El ozono 

induce cambios en los compuestos fenólicos vinculados con la mayor demanda de 

energía y consecuente aumento en la respiración de plantas. La inducción de fenólicos 

antioxidantes como la quercetina podría incrementar la resistencia a estrés por ozono 

(Saleem et al., 2001). Por lo tanto, las hojas de las plantas sometidas a ozono tienen una 

respuesta física y fisiológica, que afecta a los herbívoros que se alimentan de ellas. Sin 

embargo, ciertas larvas defoliadoras son capaces de detoxificar los compuestos 

fenólicos, pero depende del estadio o de la especie de insecto. La información acerca de 

los efectos sobre los insectos masticadores es contradictoria. Algunos trabajos muestran 

un aumento, otros una disminución y otros muestran que no se observan cambios en el 

crecimiento de los insectos (Peltonen et al., 2010). 

Si bien, se ha avanzado mucho en el estudio de los mecanismos fisiológicos 

específicos que despliegan las plantas para contrarrestar los efectos del ozono, como por 

ejemplo el sistema antioxidante en soja (Li et al., 2021), todavía falta mucho por 

conocer sobre las interacciones en las comunidades y agroecosistemas (Agathokleous et 

al., 2020). En la revisión bibliografía no se encontraron publicaciones que hayan 

abordado la interacción del cultivo de soja y la herbivoría por larvas de Spodoptera sp. 

bajo efectos de ozono ambiental, por lo que motivó la realización de este trabajo  

 

1.1.4.1. Interacción ozono y herbivoría 

Es importante destacar que existen puntos en común entre las vías de 

señalización inducidas, a nivel de transcripción, en respuesta a altas concentraciones de 

ozono y a la herbivoría (Ellis et al., 2002; Tamaoki et al., 2003; Van Wees et al., 2003; 

Zhu-Salzman et al., 2004; Thompson & Goggin, 2006). La soja produce una respuesta 

transcripcional similar frente al daño por insectos masticadores y por la exposición a 

ozono, aumentando la producción de metabolitos secundarios relacionados con la 

defensa como los compuestos fenólicos (Casteel et al., 2008). En hojas de soja se ha 

informado que lox 7 y lox 8 están involucradas en la inducción de la síntesis de JA por 
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daño mecánico y por el daño de coleópteros (Zavala et al., 2008). A su vez el JA regula 

la expresión de genes relacionados con la síntesis de compuestos fenólicos, como 

isoflavonoides. Los genes más importantes en las hojas de soja que regulan la expresión 

de las enzimas pertenecientes al paso metabólico de los fenilpropanoides son las 

pofeniloxidasa (ppo) chalcona sintasa (chs7 y 8), isoflavona sintasa (iss2), fenil amonia 

liasa (pal) (Dillon, 2017). En la (figura 1.3) se proponen algunas respuestas de la planta 

y del herbívoro que pueden cambiar con la presencia de ozono crónico.  

 

 

Figura 1.3: Esquema representativo de la triple interacción entre el cultivo de soja, la larva Spodoptera 

frugiperda en un ambiente con ozono crónico. Variables de la planta y del herbívoro que fueron medidas 

en esta tesis. 
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1.2 OBJETIVOS E HIPÓTESIS 

 Objetivo general: 

Estudiar la interacción de la soja, frente a herbivoría por Spodoptera frugiperda en un 

ambiente oxidante generado por las altas concentraciones de ozono troposférico. 

Objetivos particulares: 

 

 Evaluar el efecto del O3 crónico sobre el rendimiento y la fenología de la soja 

(Capítulo 2). 

 Determinar la producción de defensas contra los herbívoros en hojas de soja 

cultivada con altos niveles de O3 troposférico y evaluar el efecto en el 

desempeño de los herbívoros (Capítulo 3) 

Según el marco teórico desarrollado y a partir de los objetivos se plantearon las 

siguientes hipótesis: 

1.2.2 Hipótesis  

Hipótesis 1) Las altas concentraciones de O3 ambiental provocan un estrés 

oxidativo que resulta en una disminución del rendimiento del cultivo de soja. 

(Capítulo 2) 

 Predicción 1A) Altas concentraciones de O3 ambiental crónico disminuirán la 

biomasa aérea de las plantas de soja.   

 Predicción 1B) Altas concentraciones de O3 ambiental crónico disminuirán el 

peso de semillas y el peso de vainas.  

 Predicción 1C) Altas concentraciones de O3 ambiental crónico disminuirán el 

número de semillas y el número de vainas. 

Hipótesis 2) Las altas concentraciones de O3 ambiental crónico provocan 

cambios en la fenología del cultivo de soja. (Capítulo 2) 

 Predicción 2A) Altas concentraciones de O3 ambiental crónico acelerarán el 

comienzo de la floración en soja. 



19 
 

 
 

Hipótesis 3) Las altas concentraciones de O3 ambiental crónico tienen un 

efecto acumulativo en las plantas que provoca la disminución en los compuestos 

de defensa. Esto se evidencia en el estadío V4. (Capítulo 3) 

 Predicción 3A) las altas concentraciones de O3 ambiental disminuirán los niveles 

de inhibidores de proteasas en las hojas.  

 Predicción 3B) las altas concentraciones de O3 ambiental crónico aumentarán la 

concentración de compuestos fenólicos, como los flavonoides.  

 Predicción 3C) las altas concentraciones de O3 ambiental, en combinación con la 

herbivoría de larvas de Spodoptera por 72h inducen menos niveles de 

compuestos defensivos en las hojas respecto del control inducido por herbivoría 

y con niveles de O3 ambiental. 

Hipótesis 4) Altos niveles de O3 tienen un impacto negativo en el 

crecimiento y desarrollo de larvas de S. frugiperda porque disminuye la calidad 

nutricional de sus hojas (Capítulo 3). 

  Predicción 4A) las altas concentraciones de O3 ambiental disminuirá la 

supervivencia, el peso y longitud de las larvas herbívoras.  

 Predicción 4B) la exposición a altas concentraciones de O3 ambiental aumentará 

la actividad de tripsina en el intestino. 

 



20 
 

 
 



 
 

22 
 

CAPITULO II 

El cultivo de soja y la reducción del rendimiento bajo contaminación 

por ozono crónico. 
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2.1 INTRODUCCIÓN 

La obtención de rendimientos óptimos en el cultivo de soja depende en gran 

medida de las condiciones ambientales durante su ciclo de vida. Las fases de floración, 

fructificación y llenado de semillas son determinantes para el rendimiento y se 

consideran el periodo crítico en el desarrollo del cultivo. La plasticidad de la soja 

permite que los efectos negativos sufridos en las etapas tempranas sean compensados 

con un aumento en el peso de las semillas en etapas posteriores (Kantolic et al., 2010). 

En consecuencia, la sincronización adecuada entre la ontogenia de la soja y las 

condiciones ambientales es esencial para evitar la coincidencia de factores 

desfavorables con las fases críticas para el rendimiento (Kantolic, 2008). 

La relación directa entre el número de vainas, semillas y el rendimiento final de 

la soja es crucial. Los factores abióticos que impactan negativamente en la fotosíntesis 

después de la floración influyen en el rendimiento en términos de cantidad de vainas y 

semillas por unidad de superficie. Es notable que las fases posteriores a la floración, en 

lugar de las fases vegetativas, tienen una influencia más significativa en el rendimiento, 

como evidenciaron estudios de fisiología de la soja realizados por Denis Egli (Egli, D. 

1993). En estos estudios se resalta, que las etapas de crecimiento previas no resultan 

críticas para la definición del rendimiento. Las reducciones en el crecimiento durante el 

periodo crítico ejercen un impacto marcado en el rendimiento (Kantolic, 2008). Los 

factores abióticos, como el fotoperíodo y la temperatura, regulan la duración de las 

etapas previas y posteriores a la floración (Kantolic & Slafer, 2007). No obstante, el 

efecto del ozono, otro factor de estrés abiótico, en la duración de las etapas de desarrollo 

de la soja, aún es poco comprendido. Este capítulo aborda precisamente este tema. 

 

2.1.1 La soja en Argentina  

  Argentina es el tercer productor de soja a nivel mundial (FAO, 2021). Por 

muchos años la producción de soja en Argentina se concentró en aumentar el área 

sembrada, sin embargo, en los últimos años hubo un cambio de objetivos, centrándose 

en mejorar la eficiencia productiva, de la mano del mejoramiento genético y la 

aplicación de tecnologías innovadoras como medio para alcanzar mayores rendimientos 

(Satorre & Andrade, 2021; Kahlon & Board, 2017). En la temporada 2021/22, la 

producción alcanzó un volumen de 43,86 millones de toneladas (Bolsa de Cereales, 

2021). Sin embargo, los productores enfrentan el desafío de seguir incrementando los 
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rendimientos de la soja, especialmente en la región templada central. Una gestión 

óptima de los recursos ambientales es clave para mejorar la productividad del cultivo 

(Vitantonio-Mazzini et al., 2021). Factores ambientales como temperatura, 

disponibilidad de agua y condiciones del suelo son las principales limitantes de los 

rendimientos. Para cerrar la brecha entre los rendimientos obtenidos y los potenciales, 

es esencial comprender los factores bióticos y abióticos que afectan el rendimiento (Di 

Mauro et al., 2022). 

Aunque en 2017 se publicó un estudio de (Rodolfo et al., 2017) que presentó las 

primeras mediciones de ozono troposférico en Argentina, mostrando que el país está 

experimentando un aumento en las emisiones de gases de efecto invernadero, la 

contaminación del aire y la presencia de ozono no han sido ampliamente consideradas 

en las prácticas agrícolas. A pesar de que la soja es altamente sensible al ozono y que su 

concentración mundial se espera que supere los 60 ppb para 2050, pocos estudios se han 

centrado en esta problemática en Argentina y la región.  

2.1.2 Soja y Ozono  

Estas altas concentraciones de ozono presentan una limitación para la 

productividad agrícola a nivel global (Chaudhary et al., 2022). La soja, al igual que 

otros cultivos, es especialmente sensible al ozono, lo que presenta una amenaza 

creciente para los agricultores (Li et al., 2021). 

Aunque una disminución en las emisiones de los precursores condujo a una 

reducción de las concentraciones medias de ozono en América del Norte, Europa y Asia 

se proyecta un aumento debido al cambio climático en los próximos años  (Meleux et 

al., 2007; Pierre, 2021). A pesar de que la legislación establece umbrales de ozono en 

ciertas regiones, como el límite de 40 ppb (AOT40) en la Unión Europea (Proietti et al., 

2021), se espera que para 2050 esta concentración sea superada, una realidad ya común 

en gran parte del hemisferio norte (Morgan et al., 2004). Estas altas concentraciones de 

ozono presentan una limitación para la productividad agrícola a nivel global (Chaudhary 

et al., 2022).  

El cultivo de soja experimenta cambios morfológicos y fisiológicos al 

interaccionar con factores abióticos (Chaudhary et al., 2022) El ozono interfiere en 

procesos clave como son el intercambio de gases, la respiración y la fotosíntesis. Lo que 

implica una menor longevidad de las hojas y finalmente la senescencia temprana de la 

planta (Fuhrer, 2002). El ozono reduce la eficiencia del cultivo para convertir energía en 
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biomasa (Betzelberger et al., 2012; Papazian et al., 2016;Oikawa & Ainsworth, 2016), 

provoca menor altura de las plantas, menor área foliar, menor número de flores, frutos y 

semillas y la aceleración de la senescencia. Y finalmente una reducción del rendimiento 

final (Morgan et al., 2006; Singh et al., 2009; Gillespie et al., 2011; Agathokleous, 

2018; Tisdale et al., 2021; Chaudhary et al., 2022; Li et al., 2021). 

Como respuesta al daño oxidativo inducido por el ozono, la planta produce 

antioxidantes (Andersen, 2003; Booker & Fiscus, 2005). Sin embargo, este proceso 

demanda una cantidad significativa de carbohidratos para la síntesis de estos 

antioxidantes, lo que reduce el crecimiento y la producción de biomasa. La capacidad 

antioxidante total de las células involucra antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos. 

Algunos estudios indican que las concentraciones de ácido ascórbico y flavonoides en la 

planta determinan su capacidad de defensa (Mao et al., 2017; Chaudhary et al., 2022;), 

lo que permite a la soja modular sus rendimientos en respuesta a la exposición crónica 

al ozono. 

Como respuesta al daño oxidativo, la maquinaria de reparación se pone en 

marcha. Comienza la detoxificación por la vía no enzimática y enzimática (con aumento 

en la actividad de las POD y la disminución en la actividad de las CAT). Se favorece la 

actividad del metabolismo secundario en lugar del metabolismo primario. El aumento 

de POD está asociado con la destrucción de las membranas celulares y la liberación de 

proteínas previamente inmovilizadas. Algunos autores documentaron que altas 

concentraciones de ozono causan un aumento del ácido ascórbico en soja (Betzelberger 

et al., 2010 ;Singh & Agrawal, 2011; Osborne et al., 2016). Otros estudios, sin embargo, 

muestran que la actividad de los flavonoides y catalasas fue inhibida con el aumento del 

ozono en el ambiente (Chaudhary et al., 2022). Y para otros es difícil establecer el papel 

de los antioxidantes contrarrestando la oxidación por ozono (Booker & Fiscus, 2005). 

Un estudio mostró que, por el aumento en la concentración del ozono, se produce una 

reducción en la concentración de ácido ascórbico que se utiliza para la eliminación de 

radicales libres (Singh et al., 2010). Por lo que demuestra la capacidad limitada en el 

reciclaje de antioxidantes. Y si la capacidad de desintoxicación se excede ante una 

concentración alta de ozono, los valores de antioxidantes finalmente disminuyen y el 

daño a la planta sería inevitable. El compromiso entre crecer o defenderse podría 

comprometer la capacidad de defensa de la planta de acuerdo con la etapa fenológica 

que atraviese (Betzelberger et al., 2012; Ainsworth et al., 2012; Zavala et al., 2004). 
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En un estudio de 2017, se documentó que las concentraciones de flavonoides 

totales, rutina y quercetina bajo estrés por ozono, aumentaron en las etapas de floración 

y formación de vainas. Este evento está relacionado con la edad de las hojas, ya que la 

capacidad de formación de metabolitos depende de la edad de las hojas. Las hojas más 

jóvenes tienen mayores valores de ácido ascórbico. Se observó que durante la etapa 

vegetativa de la soja la capacidad antioxidante total no se ve afectada por exposición a 

ozono (Betzelberger et al., 2010; Mao et al., 2017; Bailey et al., 2019). Sin embargo, el 

efecto en la concentración de antioxidantes y compuestos fenólicos se vislumbra con el 

tiempo. El contenido de flavonoides totales podría significar un aporte a la planta para 

responder ante el estrés abiótico. Permitiendo así a la planta de soja modular la 

disminución de los rendimientos debido a la exposición crónica a ozono. Por lo tanto, 

podría decirse que estas fitohormonas tienen un efecto regulador en la pérdida de 

rendimiento de este cultivo (Paolacci et al., 2001; Bilgin et al., 2008; Gillespie et al., 

2011; Mao et al., 2017; Zhang et al., 2018). 

La fase reproductiva representa un período crítico para la soja, ya que es 

altamente vulnerable a la influencia de factores abióticos. Investigaciones previas 

(Booker & Miller, 1998) exploraron el efecto del ozono crónico en el desarrollo 

reproductivo de la soja, concluyendo que el ozono ambiental anticipa el inicio de la 

etapa reproductiva y aumenta el peso de las vainas, aunque este efecto no se sostiene a 

lo largo de toda la etapa. Estudios posteriores respaldaron estos hallazgos al confirmar 

que la exposición al ozono acelera el desarrollo reproductivo de la soja, provocando un 

adelanto en el período de floración (Reid et al., 1999).  

Investigaciones un poco más recientes sugieren que el ozono interactúa con la 

edad de la hoja y con los estados de desarrollo del cultivo. Aunque han pasado años 

desde que estos autores comenzaron a estudiar los efectos del ozono en el ciclo de vida 

de la soja, se debe tener en cuenta que estos estudios consideraron múltiples factores en 

conjunto (Sun et al., 2014). Esta complejidad puede dificultar la identificación precisa 

del impacto individual del ozono. Además, es evidente que la mayoría de los estudios 

previos han focalizado su atención en cuantificar los efectos del ozono en los distintos 

componentes del rendimiento, como el peso de las vainas y la producción de semillas. 

No obstante, esta tesis no solo se ha enfocado en evaluar los componentes del 

rendimiento sino también en evaluar cómo el ozono influye en la etapa de floración, un 

evento que reviste una importancia fundamental para el ciclo de vida de la soja y para su 

rendimiento global. Debido a la creciente amenaza que la contaminación por ozono 
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representa para la producción de soja, esta investigación busca avanzar en el 

conocimiento sobre un aspecto esencial pero poco estudiado de la interacción entre el 

ozono y la soja. Al identificar cómo el ozono afecta el inicio de la inducción a la 

floración, se espera proporcionar información valiosa tanto para los productores 

agrícolas como para los formuladores de políticas, quienes buscan mitigar los efectos 

negativos del ozono en la producción agrícola. 

En resumen, la contaminación por ozono representa un desafío significativo para 

la producción de soja en Argentina y en otras regiones donde este cultivo tiene un papel 

destacado. Por eso nos planteamos el siguiente objetivo para este capítulo: actualizar y 

profundizar el tema de estudio a través de bioensayos, para lograr una comprensión más 

exhaustiva de cómo el ozono modula la ontogenia de la soja y, en última instancia, 

impacta en sus rendimientos. A partir de nuestros resultados encontrar estrategias más 

efectivas para gestionar los efectos adversos del ozono y asegurar la sostenibilidad y 

seguridad alimentaria en la producción de soja y otros cultivos sensibles en el futuro. 
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2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

Los experimentos se realizaron en parcelas experimentales del campo de IFEVA 

(Facultad de Agronomía UBA – Latitud: 34°35'28,5"S Longitud 58°28'48,4"O). Se 

utilizaron semillas de soja (Glycine max) variedad Williams (G. Madurez IV), un 

cultivar comercial definido, de hábito de crecimiento corto y determinado.   

2.2.1 Diseño experimental y tratamientos:   

La fumigación con ozono se realizó en cámaras cilíndricas con techo abierto de 

ocho m3. Las cámaras tienen tres metros de alto, dos metros de diámetro y están 

cubiertas por láminas de PVC cristal sobre una estructura de aluminio con forma de 

hongo para prevenir la entrada de agua por precipitaciones. Se utilizaron tres cámaras 

para el tratamiento control o Ambiental (sin fumigación de O3) y otras tres para el 

tratamiento con ozono (aire filtrado con el agregado de O3) (Figura 2.1). El ozono es 

generado mediante un tipo de descarga por chispeo por un generador de O3 (Hogsett et 

al., 1985) y el aire ambiental es bombeado a través de un filtro de carbón activado. La 

concentración de ozono se monitoreo con un monitor de O3 Modelo 450 API-Teledyne 

Instruments (Teledyne Advanced Pollution Instrumentation San Diego, Ca). Además, 

cada cámara posee un aire acondicionado frío-calor, que regula la temperatura. Estas 

cámaras son de una tecnología de exposición a contaminación de aire desarrolladas para 

proveer un ambiente semejante a las condiciones ambientales, en experimentos a campo 

(Heagle et al., 1998).  

Se sembraron dos semillas de soja por maceta, en 80 macetas plásticas de cinco 

litros con un sustrato de mezcla de tierra fértil, arena y turba (50:25:25), (Figura 2.2) 

Luego de la siembra se cubrieron las macetas con una media sombra para evitar que las 

plántulas (en particular, los cotiledones recién emergidos) sean consumidos por las aves. 

Una vez expandidas las primeras hojas se quitó la media sombra y se ralearon las 

plántulas excedentes dejando una planta por maceta. Estas plantas se mantuvieron en las 

cámaras bajo ciclo día-noche e intensidad de luz natural y condiciones de temperatura 

controladas (20 - 28ºC).  

Durante los experimentos las plantas fueron regadas diariamente de forma tal 

que el sustrato de todas las macetas se mantuvo a capacidad de campo, y expuestas a las 

mismas condiciones ambientales de temperatura y radiación solar (Figura 2.4) La mitad 
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de las plantas (39 plantas) recibieron fumigación con O3 en un rango de 40 - 50 ppb 

(Oikawa & Ainsworth, 2016) desde que las hojas unifoliadas estuvieron desplegadas, 

mientras que las otras 39 estuvieron en las cámaras control (Ambiental). La fumigación 

fue continua hasta el momento de cosecha. Las plantas se expusieron a un tratamiento 

de siete horas de ozono por día, excepto los días nublados o lluviosos. Durante el 

ensayo se realizó el monitoreo de concentración de ozono con un medidor para tal fin. 

(Figura 2.3) El monitoreo se realizó todos los días durante la mañana y la tarde, para 

asegurar que la concentración de ozono en las cámaras bajo tratamiento estuviera en el 

rango de 40-50 ppb (Oikawa & Ainsworth, 2016) 

 

2.2.2 Relevamiento, cosechas y mediciones 

Durante todo el ciclo del cultivo se observaron las plantas, para relevar el efecto 

del ozono en las hojas. Se siguió diariamente la fenología del cultivo, desde el estado 

vegetativo hasta que comenzó a florecer. A partir de floración, se registró el número de 

flores en cada una de las 13 plantas, tanto en las tres cámaras con tratamiento (O3) como 

en las tres cámaras control (Ambiental). En cada una de las cámaras se dispusieron 13 

plantas. Cada cámara es una repetición. Todas las plantas fueron cosechadas al alcanzar 

la plena madurez (R8, según (Fehr & Caviness, 1977). Este estadío fenológico fue 

reconocido porque la mayor parte de las vainas eran de color marrón pajizo. La cosecha 

se realizó en febrero del año 2020 (Figura 2.6) de manera manual, siguiendo una 

metodología propia con el objetivo de medir los distintos componentes del rendimiento. 

A cada planta cosechada se la dividió en sus ramificaciones, y para cada ramificación se 

separaron las vainas presentes en cada nudo, a la cuales se les contaron las semillas. 

Además, se registró número de vainas y número de semillas por planta. Se cosechó la 

biomasa aérea de cada planta y se conservó en sobres para luego proceder a secado en 

estufa por 48 horas. Las semillas fueron almacenadas en un sobre cerrado enumerado 

por cada planta y se colocaron en una estufa (60ºC) durante 48 horas. 
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Figura 2.1: Cámaras utilizadas en el ensayo. Los tratamientos fueron: tres cámaras con fumigación 

crónica de ozono (40-50 ppb O3) y tres para el ambiente control (Ambiental). 

 

 

 

Figura 2.2. Disposición de las macetas donde se sembraron semillas de soja (Glycine max) cv. Williams. 
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Figura 2.3 Dispositivo de medición manual de concentración de O3 en las cámaras. 

 

 

Figura 2.4: Plantas de soja en las cámaras experimentales. 

 

2.2.3 Análisis estadístico 

Los datos se analizaron con Análisis de Varianza y en los casos donde los 

términos de interacción resultaron significativos, las diferencias de medias entre 

tratamientos se evaluaron mediante la prueba de Tukey, utilizando el software 

estadístico de Infostat versión 2018 y utilizando el software R (versión 4.3.1). Cuando 
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se utilizó ANOVA se probó el cumplimiento de los supuestos de normalidad, 

independencia y homocedasticidad de las varianzas. 

Para analizar el efecto del tratamiento con ozono sobre el comienzo de la 

floración de soja se realizó el ajuste a un modelo lineal usando el método de los 

mínimos cuadrados generalizados (también conocido como GLS). En este modelo se 

consideró la interacción entre el número de plantas en cada repetición que entraban en 

período de floración y el tratamiento (Ambiental u Ozono) en función de los días desde 

la emergencia de las plantas. Se determinó la significancia estadística de los modelos 

mediante un ANOVA y las comparaciones se realizaron utilizando el test de Tukey. 
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2.3 RESULTADOS 

Las plantas que estuvieron en las cámaras bajo tratamiento con ozono (O3) 

entraron en el estado fenológico R1 aproximadamente cuatro días antes que las plantas 

de las cámaras control (Ambiental) (Figura 2.6 y 2.7) y también alcanzaron el estado de 

madurez fisiológica con anterioridad (evento que no se pudo cuantificar) (Figura 2.6). 

En las plantas bajo tratamiento con ozono se observaron manchas foliares o clorosis 

característica de la exposición a ozono y senescencia temprana (Figura 2.5). 

 

Figura 2.5: Hojas de soja que presentan daño visible por efecto del ozono crónico. 
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Figura 2.6 Esquema de la duración de las diferentes fases del cultivo en el tiempo, desde la siembra hasta 

la cosecha. C1, C2, C3 (cámaras control); C4, C5, C6 (cámaras con O3). El reloj indica las diferencias en 

las fechas en las que las plantas provenientes de ambos tratamientos alcanzaron el inicio de R1. VE: 

emergencia de cotiledón VC: estado de plántula, R1: comienzo de floración, R3: comienzo de 

fructificación, R5: inicio formación de semillas, MF: madurez fisiológica. (Escala de Fehr y Caviness, 

1977). 

 

 

Figura 2.7. Número de plantas de soja en floración para el tratamiento con ozono crónico (color 

morado) y para el tratamiento control (Ambiental). Se realizó el ajuste a un modelo lineal usando el 

método de los mínimos cuadrados generalizados (también conocido como GLS). Interacción entre el 

número de plantas en cada repetición que entraban en floración y el tratamiento (Ambiental u Ozono) en 

función de los días desde la emergencia de las plantas. (GLS; ANOVA P< 0,0001, n= 3).  

A pesar de los efectos del ozono crónico observados en la etapa de floración de 

la soja, no se encontraron diferencias en el peso seco de biomasa total área de las 
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plantas que estuvieron en las cámaras con tratamiento con ozono (O3) y las plantas 

control (Ambiental) (Figura 2.8) 

 

Figura 2.8. Biomasa aérea/planta bajo tratamiento con ozono crónico (O3) (barra color morado) y control 

(Ambiental) (barra color amarillo). (ANOVA, P= 0,6; n= 3). 

El ozono crónico tuvo un efecto en detrimento del peso de las semillas de 

soja (F1,4= 28; P < 0, 01) y en el peso de las vainas por planta (F1,4= 20; P = 0, 

01) (Figura 2.9 A, B). Además, se observó un leve incremento en el número de 

vainas en las plantas provenientes de las cámaras con ozono (F1,4= 1,6; P > 0, 

05), pero con un menor número de semillas por planta (F1,4= 2,54; P > 0, 05), sin 

diferencias significativas (Figura 2.9 C, D). 

 

Figura 2.9. Efecto del ozono crónico sobre los diferentes componentes del rendimiento: Peso de semillas 

(A) y de vainas de soja por planta (medición en gramos). (C) y (D) representan la medición del parámetro 

número de  semillas y número de vainas por planta respectivamente. Barras de color morado representan 

al tratamiento con ozono crónico (O3) y las de color amarillo representan al control (Ambiental). 

(ANOVA, Test de Tukey α= 0,05. n= 3; P ≤ 0,01). 
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2. 4 DISCUSIÓN 

Los resultados presentados en este capítulo revelan que la exposición crónica a 

ozono induce un adelanto en la etapa de floración en el cultivo de soja, con 

consecuencias negativas en el rendimiento, lo que confirma la predicción planteada en 

la Hipótesis 2. Es importante destacar que este resultado es inédito, ya que no se ha 

documentado previamente este efecto específico del ozono crónico en la etapa 

reproductiva de la soja. Aunque existen estudios en la década de los noventa que 

señalaron el efecto del ozono en esta fase del desarrollo, estos trabajos combinaron el 

ozono con otros factores abióticos (CO2 y UVB), lo que limita la interpretación de los 

resultados (Miller et al., 1994 ; Reid et al., 1999 Sun et al., 2014). No hay bionesayos 

sobre el efecto del ozono en la fenología en el cultivo de soja. Según nuestros 

resultados, el impacto del ozono crónico adelantó la etapa de floración entre cuatro a 

cinco días. Esto señala una interacción particular entre el ozono crónico y los estados de 

desarrollo del cultivo de soja.  

De acuerdo con la Hipótesis 1 planteada, el peso de las semillas resultó ser la 

variable más afectada por la exposición crónica al ozono. Esta observación es 

consistente con resultados bibliográficos que mostraron una disminución de los 

rendimientos en condiciones bajo ozono (Zhang et al., 2014; Betzelberger et al., 2012; 

Sun et al., 2014). Si bien en la mayoría de los casos este efecto se ha expresado como 

una disminución relativa del rendimiento, nuestro estudio respalda este concepto al 

evaluar los componentes del rendimiento en presencia de ozono.  

Con relación al efecto del ozono en las variables de crecimiento del cultivo, los 

resultados de esta tesis difieren de las conclusiones presentadas en otros estudios. Los 

resultados obtenidos revelan que la biomasa aérea de las plantas, medida a través del 

peso de la biomasa aérea seca por planta, no experimentó alteraciones significativas 

bajo la influencia del tratamiento con ozono crónico (Figura 2.8, A). Es importante 

destacar que, a lo largo del desarrollo vegetativo del experimento, las plantas sometidas 

al tratamiento con ozono crónico mostraban hojas sanas durante este periodo. Las 

plantas expuestas al ozono crónico presentaron un mayor desarrollo foliar y una mayor 

altura en comparación con las plantas que crecían en las cámaras control (Ambiental).  

En concordancia con las observaciones de (Egli, 1993) los resultados obtenidos 

sugieren que el rendimiento de la soja está más influenciado por el crecimiento en las 
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fases posteriores a la floración que en las fases previas, como el crecimiento vegetativo. 

Esta conclusión podría también estar relacionada con las afirmaciones de (Betzelberger 

et al., 2012; Mao et al., 2017; Bailey et al., 2019), quienes mencionaron que la 

capacidad antioxidante total de la soja durante su etapa vegetativa no se ve afectada por 

la exposición al ozono. Como resultado, no se registran diferencias significativas al 

medir la biomasa aérea en este momento. Esto sugiere que la planta puede contrarrestar 

los efectos del ozono hasta llegar al período crítico, momento que resulta crucial para la 

definición del rendimiento. En otras palabras, cuando la capacidad de la planta para 

neutralizar los radicales libres se agota, los antioxidantes se consumen y se produce 

daño irreversible en la planta (Singh et al., 2010). Este daño repercute en los 

componentes del rendimiento. 

Por otra parte, los componentes de las hojas, como los pigmentos, los 

carbohidratos y las enzimas, comienzan a disminuir cuando se acerca el evento de la 

floración (Reid et al., 1999). Esto guarda coherencia con lo planteado por (Morgan et 

al., 2003) y (Tisdale et al., 2021) quienes demostraron que las altas concentraciones de 

ozono durante la etapa vegetativa no tenían un impacto en el rendimiento, siendo 

determinantes al final del ciclo, durante el llenado y maduración de las semillas. En 

efecto, el impacto acumulativo del ozono a lo largo del ciclo de crecimiento se 

intensifica a medida que el cultivo avanza en sus estados fenológicos (Morgan et al., 

2003). Es decir, que el efecto del ozono crónico no se vislumbra en las primeras etapas 

de crecimiento del cultivo, ya que la planta cuenta con su mecanismo de defensa para 

contrarrestar el estrés abiótico. Sin embargo, este mecanismo antioxidante para 

compensar los daños por ozono tiene un impacto en el rendimiento. Otros estudios 

mostraron que la capacidad antioxidante total no se ve afectada por exposición a ozono, 

durante la etapa vegetativa de la soja. La disminución en la concentración de 

antioxidantes y compuestos fenólicos se detectó en las etapas tardías del ciclo de cultivo 

(Betzelberger et al., 2010; Mao et al., 2017; Bailey et al., 2019). 

El compromiso entre crecer y defenderse parece ser crítico a medida que avanza 

la fenología del cultivo. En este sentido, se observa un daño por ozono crónico resultando 

en un menor número de semillas por planta, a su vez con semillas de menor peso (Gosselin 

et al., 2020). En disonancia con otros autores la soja muestra una plasticidad que le 

permite compensar los efectos negativos sufridos en las etapas iniciales con aumento en 

el peso de las semillas en etapas más avanzadas (Kantolic, 2008). La soja tiene la 

capacidad de equilibrar la reducción en el número de semillas mediante un aumento en 
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el peso de estas, según se observó en ciertas condiciones de estrés (Andriani   et al., 1991). 

Sin embargo, según los resultados de esta tesis, habría que distinguir entre el efecto del 

ozono crónico y otros factores abióticos. A diferencia de otros estresores, el ozono 

crónico no permite que la planta compense el menor número de semillas con semillas de 

mayor peso. Por el contrario, se refleja una disminución tanto en el número como en el 

peso de las semillas. Además, el impacto del ozono en el número de vainas por planta 

exhibió una tendencia al aumento, aunque no alcanzó significancia estadística, 

resultando en un menor peso total de las semillas.  Sin embargo, estas vainas no 

pudieron llenarse y formar semillas en su interior, resultando en un menor peso total, 

ocurriendo un menor número de semillas por planta en el tratamiento con ozono. Otra 

vez, se observa el compromiso de la planta entre crecer, fructificar y defenderse. Según 

la literatura, cuando el cultivo de soja es sometido a estrés abiótico, muchas semillas no 

llegan a desarrollar normalmente. El aborto de semillas es característico en soja, 

produciéndose vainas vanas o vacías (Kantolic & Slafer, 2007). De acuerdo con estos 

resultados, la tendencia encontrada fue que, bajo tratamiento con ozono crónico, 

aumentaba el aborto de semillas y el desarrollo de vainas vanas. 

En resumen, los efectos del ozono se intensifican durante las fases críticas del 

cultivo de soja donde se definen los componentes del rendimiento. Esto se traduce en 

una reducción significativa del peso de las semillas por planta. Dichos resultados son 

relevantes, especialmente considerando la importancia tanto global como local del 

cultivo de la soja y el incremento de la contaminación troposférica por ozono, en 

Argentina y en el mundo. La soja desempeña un papel esencial en la producción 

agrícola y económica lo que requiere más investigaciones para estudiar la seguridad 

alimenticia de las poblaciones. 
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2.5 CONCLUSIÓN 

  Este trabajo muestra que el ozono ejerce un impacto sustancial tanto en el 

rendimiento de la soja como en la duración de las fases fenológicas. Estos hallazgos 

adquieren especial relevancia en contextos donde la fecundación de las flores está ligada 

a la polinización por insectos. Los resultados presentados en este capítulo no solo 

amplían nuestra comprensión del fenómeno, sino que también aportan información 

valiosa para la implementación de prácticas de manejo sostenible, por ejemplo, utilizar 

variedades con mayor producción de antioxidantes. Estas conclusiones se tornan 

particularmente útiles para los productores en un escenario de cambio global. 
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CAPITULO III  

El ozono troposférico como modulador de los compuestos de defensas 

de la soja frente a la herbivoría. 
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3.1 INTRODUCCIÓN 

La soja (Glycine max [L.] Merrill) es un cultivo importante tanto para la 

economía global como para la economía argentina. Se trata de una semilla oleaginosa 

con un valioso perfil nutricional, debido a su alto contenido en proteínas y ácidos 

grasos, vitaminas y minerales. Es esencial en la alimentación humana, pero también es 

una buena fuente de nutrientes para los insectos herbívoros que se alimentan de ella. 

Muchos insectos se nutren de sus hojas, sus brotes y sus frutos, disminuyendo así el 

rendimiento final del cultivo (Islam et al., 2022). 

La planta de soja ha desarrollado respuestas defensivas para protegerse del daño 

causado por los insectos. Estas defensas pueden ser constitutivas, presentes en todo 

momento, o inducidas, es decir, activadas en respuesta al daño que le ocasionan los 

insectos. Por ejemplo, los tricomas, estructuras en la superficie de las hojas, constituyen 

una defensa física ya que impiden que los huevos de los insectos lleguen a la epidermis 

y en consecuencia las larvas mueren de hambre después de la eclosión (Freeman & 

Beattie, 2008). En el caso que esta barrera no resultara suficiente para disuadir a los 

insectos, la planta induce defensas del tipo químicas.  como pueden ser la producción de 

proteínas con propiedades anti-nutricionales y tóxicas para los insectos.  

Un grupo de proteínas defensivas en la soja son los IP, que se unen a las proteasas e 

inhiben su actividad enzimática, protegiéndolas de la degradación. Estos inhibidores 

afectan la disponibilidad de aminoácidos esenciales necesarios para el crecimiento y 

mantenimiento metabólico de los insectos, pudiendo sobrevivir en las condiciones 

alcalinas del intestino de los insectos. Están regulados por las hormonas JA y ET. 

(Zavala & Baldwin, 2004). Se encuentran principalmente en células parenquimáticas y 

su presencia aumenta en respuesta al ataque de insectos o patógenos (Ryan, 1990). La 

importancia de los IP se observó por primera vez en un estudio de 1947 realizado por 

Mickel y Standish, quienes notaron que las larvas de ciertos insectos no podían 

desarrollarse normalmente al consumir una dieta basada en soja. Además, estudios 

posteriores demostraron que los inhibidores de tripsina eran tóxicos para las larvas del 

coleóptero Tribolium confusum (Haq et al., 2005). Los dos tipos principales de 

inhibidores de proteasas en la soja son los inhibidores Kunitz y los inhibidores 

Bowman-Birk. Estos inhibidores afectan la actividad de las enzimas digestivas tripsina 

y quimiotripsina, y reducen la calidad de la dieta lo que en algunos casos pueden 

ocasionar la muerte del herbívoro (Ryan, 1990; Mithöfer & Boland, 2012). Un grupo de 
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investigadores observó una disminución del 50% en la fecundidad de los trips, cuando 

se alimentaron de una dieta artificial con IP, así como también una reducción en el 

tamaño poblacional de estos insectos que se alimentaron sobre cultivos de papa 

transgénica que sobre-expresaba IP (Outchkourov et al., 2004). En tabaco resultaron ser 

defensas eficientes contra larvas de lepidópteros (Zavala et al., 2004). Otro estudio 

muestra que tras el daño ocasionado por Spodoptera frugiperda en las hojas, la 

respuesta de la planta desencadenó un período de desarrollo larvario más extenso y un 

peso pupal menor (Peruca et al., 2018). La soja también produce compuestos fenólicos 

que pueden tener efectos tóxicos para los insectos y afectar su desarrollo y hasta 

comprometer su supervivencia. (Zavala & Baldwin, 2004). En un estudio de (Peruca et 

al., 2018), se resaltó la importancia de los compuestos fenólicos en la respuesta química 

de defensa. Está documentado que las hojas y semillas de soja tienen isoflavonas 

(genisteína y daidzeína) junto con glucósidos derivados de kaempferol y ácidos 

fenólicos (ácido cafeico, ácido ferúlico, ácido cinámico) que le aportan propiedades 

antioxidantes y que son muy importantes para la defensa ante diferentes factores de 

estrés. Los isoflavonoides tienen propiedades antiherbívoro ya que disminuyen el peso y 

la supervivencia de larvas. Los flavonoides fueron identificados en varios órganos de la 

planta de soja. Son sintetizados por la vía de los fenilpropanoides. La vía de los 

fenilpropanoides es sensible al daño de los insectos en soja. Algunos de estos 

compuestos de defensa de la soja producen efectos antialimentarios o antibióticos contra 

las plagas. Los isoflavonoides son los flavonoides que se identificaron en soja. Los más 

comunes de encontrar son las diadzinas y las genistinas.  Se encontró que los 

isoflavonoides tienen un efecto negativo en la duración del ciclo de vida del insecto 

(Endo et al., 2007) y las defensas de la soja pueden afectar los parámetros del animal, 

tales como peso de larva, duración de las fases de desarrollo, peso de pupa (Garvey et 

al., 2022). 

Se puede decir que las plantas de soja enfrentan un dilema entre invertir recursos 

en defensas para protegerse de los insectos herbívoros y asignar recursos para el 

crecimiento y la reproducción. Las defensas constitutivas tienen un costo metabólico 

constante, mientras que las defensas inducidas se activan cuando son necesarias, 

equilibrando la inversión de recursos (Agrawal et al., 2000; Mithöfer & Boland, 2012). 

En resumen, las defensas de la soja incluyen la producción de IP y compuestos 

fenólicos como las isoflavonas. Estos mecanismos son cruciales para reducir el impacto 
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de los insectos herbívoros y garantizar la sanidad vegetal y productividad de las plantas 

de soja. 

3.1.1 La interacción de la soja con Spodoptera frugiperda 

A pesar de los mecanismos defensivos implementados por la planta, algunos 

insectos logran adaptarse a la presencia de IP incrementando la producción de enzimas, 

lo que les permite sortear esta barrera y aprovechar el alimento (Chapman, 2013). Un 

ejemplo es la larva de lepidóptero Spodoptera frugiperda que, aunque tiene preferencia 

por plantas de la familia Poaceae como el maíz y el arroz, ha demostrado la capacidad 

de adaptarse a la soja como fuente de alimentación (Volp et al., 2022; Garvey et al., 

2022). Esta adaptación de las larvas al consumo de plantas de soja ha llevado a la 

investigación sobre los mecanismos subyacentes que les permiten sobrellevar la 

presencia de IP en su dieta. Estudios previos han revelado que estas larvas tienen una 

habilidad notable para ajustarse a la presencia de IP en su alimento y, en consecuencia, 

alimentarse de la planta. Una familia de genes diversa de serin proteasas parece 

desempeñar un papel crucial en el desarrollo de las larvas. Los investigadores sugieren 

que la adaptación de S. frugiperda a los IP se basa en una estrategia que involucra la 

producción de una amplia variedad de enzimas digestivas. Esto garantiza que, entre 

estas enzimas, algunas sean insensibles a los inhibidores. Aunque esta estrategia puede 

ser costosa para el insecto, le brinda la oportunidad de ampliar significativamente sus 

posibilidades de adaptación (Brioschi et al., 2007). 

La adaptación de Spodoptera frugiperda al consumo de la soja ilustra la 

capacidad de los insectos para desarrollar respuestas evolutivas a las defensas de las 

plantas. A pesar de los mecanismos de defensa implementados por la soja para evitar 

que la consuman, los insectos pueden encontrar formas de eludir estas barreras y 

aprovechar los recursos disponibles en su entorno. Estos hallazgos destacan la dinámica 

en constante evolución entre las plantas y los insectos herbívoros, donde cada especie 

desarrolla estrategias para sobrevivir y prosperar en su ambiente. Por otro lado, el estrés 

ambiental derivado de la contaminación del aire ha sido reconocido como un factor que 

potencialmente puede perturbar las complejas interacciones tróficas en los ecosistemas. 

El ozono troposférico tiene especial relevancia, ya que su concentración continúa en 

aumento con la capacidad de afectar a los organismos, tanto con efectos directos como 
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indirectos a través de sus interacciones (Booker & Fiscus, 2005; Booker & Miller, 1998 

y Cotrozzi et al., 2021).  

El ozono troposférico, al modificar la bioquímica y el valor nutricional de 

tejidos vegetales, y alterar la composición fenólica que regula las defensas de las 

plantas, se perfila como un agente que puede modular los procesos de respuesta de las 

plantas ante el daño y el estrés. Si bien se ha estudiado por separado la reacción de la 

soja ante la herbivoría y los cambios inducidos por la contaminación de ozono en las 

plantas (Biancari et al, 2021), la interacción de estos factores y su efecto combinado 

afectando los rendimientos de la soja han sido poco explorados. En este contexto, en el 

momento de plantear las hipótesis se plantearon dos posibles escenarios: uno en el cual 

las plantas se vuelvan más vulnerables ante la herbivoría como resultado de la 

interacción con la contaminación de ozono, y otro en el cual las plantas desarrollen una 

mayor resistencia como respuesta a esta combinación de factores. Para abordar esta 

cuestión y avanzar en el entendimiento de la interacción compleja entre la soja y 

Spodoptera frugiperda en presencia de ozono, en esta tesis se han llevado a cabo 

distintos bioensayos, con el objetivo de determinar la producción de defensas contra los 

herbívoros en hojas de soja cultivada con altos niveles de O3 troposférico y evaluar el 

efecto del O3 troposférico sobre el desempeño de los herbívoros.   

Este capítulo se centra en estudiar la interacción soja-insecto-ozono, con el 

objetivo de avanzar en el conocimiento de cómo el ozono puede influir en la relación 

entre la soja y Spodoptera frugiperda. A través de este enfoque, se busca contribuir al 

conocimiento de los posibles efectos sinérgicos de la contaminación troposférica por 

ozono y la herbivoría en la agricultura, permitiendo un mayor entendimiento de los 

procesos que moldean los ecosistemas en un contexto de cambio ambiental. 
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3.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

Los experimentos fueron llevados a cabo durante las campañas 2019, 2021 y 

2022 en el campo experimental de IFEVA, (Facultad de Agronomía Universidad de 

Buenos Aires – Latitud: 34°35'28,5"S Longitud 58°28'48,4"O). 

 

3.2.1 Material vegetal 

Se sembraron semillas de soja [Glycine max (L.) Merr] cv Williams, en macetas 

de cinco litros con sustrato mezcla de tierra fértil, arena y turba (50:25:25) durante los 

tres años. Tras la siembra, trece plantas por cámara se colocaron en las cámaras con 

forma de hongo, de techo abierto (ver detalle en Capítulo II) donde estuvieron hasta el 

final del ciclo de la soja. Se utilizaron tres cámaras para el tratamiento control 

(Ambiental), y tres para el tratamiento con ozono (O3). Durante todos los experimentos 

las plantas fueron regadas diariamente de forma tal que el sustrato de todas las macetas 

se mantuvo a capacidad de campo, y se aseguró que estén expuestas a las mismas 

condiciones ambientales de temperatura, cantidad y calidad de radiación. Las plantas 

espontáneas se controlaron manualmente. Los experimentos se llevaron a cabo usando 

plantas en la etapa de crecimiento V4 del cultivo ( Fehr & Caviness, 1977). 

 

Figura 3. 1. Distribución de las macetas dentro de las cámaras. 
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3.2.2 Insectos 

Se utilizaron larvas de S. frugiperda provenientes de una colonia de lepidópteros 

criados en el laboratorio del Instituto de Investigaciones Ecológicas y Fisiológicas 

vinculadas a la Agricultura (IFEVA) en la Facultad de Agronomía (UBA). En todos los 

experimentos se utilizaron larvas recién nacidas (neonatos) criadas en condiciones 

controladas de temperatura (21°C ± 1), y fotoperíodo (L16: D8 h). En todos los 

experimentos se utilizaron larvas recién nacidas (neonatos). Una vez nacidas se las 

colocó inmediatamente sobre las hojas de la soja del ensayo. Sin embargo, para evitar 

que al nacer mueran de hambre se les proporcionó una dieta artificial hasta 

posicionarlas sobre las hojas. Esta dieta consiste en un gelificado básico enriquecido 

con cereales, levadura de cerveza, azúcares, y conservantes. La receta corresponde a 

500mL de solución y los ingredientes que la componen son: harina de garbanzos, 48g, 

germen de trigo, 38g, harina de soja, 19g, levadura de cerveza, 24g, acido ascórbico, 

2.3g, metil parabeno, 1.9g, acido sórbico, 1.15g, agar, 15g. (figura 3.2) 

 

Figura 3.2 A: Dieta artificial de neonatos de Spodoptera frugiperda B. masa de huevos de S. frugiperda  

 

3.2.3 Efecto de la exposición de ozono en la supervivencia, el peso y la 

longitud de larvas de S. frugiperda. 

 3.2.3.1 Supervivencia de neonatos de S. frugiperda  

Con el objetivo de evaluar el efecto del ozono sobre el desempeño de los 

herbívoros, se colocaron 12 neonatos de S. frugiperda por planta (cuatro por folíolo) en 
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5 plantas por tratamiento (ozono) y control (Ambiental). Cada neonato fue colocado 

individualmente, utilizando un pincel, sobre la cara adaxial del folíolo y confinados en 

una bolsa de tul sellado con cinta de papel, para evitar que se escapen. Las bolsas de tul 

se utilizaron tanto en plantas control (Ambiental) como en plantas bajo tratamiento con 

ozono (O3) (figura 3.3). En total se dispusieron 60 larvas por cada tratamiento (n= 60). 

Siendo la unidad experimental el insecto, cada larva. Cada día durante el periodo de 

siete días, se contabilizó el número de individuos vivos, para establecer la tasa de 

supervivencia en condiciones de fumigación con ozono (O3) y en el control (Ambiental) 

según (Romero, et al., 2020). Este experimento se llevó a cabo en las campañas 2021 y 

2022. Luego de monitorear diariamente la cantidad de larvas vivas durante siete días, se 

realizó el análisis de los datos de supervivencia. 

3.2.3.2 Peso y longitud de las larvas  

Las larvas provenientes del experimento de supervivencia fueron pesadas el 

mismo día en que concluyó dicho ensayo. Se pesaron en grupos de a 3 individuos y se 

registró la longitud (cm) de cada una (figura 3.4) Para la medición del peso de las 

orugas se utilizó una balanza digital de precisión Denver Instrument APX 200 y para la 

medición de su longitud se utilizó una regla milimétrica. Se registraron los pesos 

individuales y la longitud de al menos 19 individuos por tratamiento en los años 2021 y 

2022. 

3.2.4 Efecto de la exposición a ozono sobre compuestos de defensas de las 

plantas de soja frente a la herbivoría  

Se seleccionaron 12 macetas con plantas de soja en cada cámara, con ozono (O3) 

y control (Ambiental). Seis de ellas recibieron el tratamiento de herbivoría y las otras 

seis se utilizaron como plantas control. Para realizar el tratamiento de herbivoría se 

utilizaron 12 neonatos por hoja. Los neonatos fueron colocados con un pincel en la cara 

adaxial de cada trifolio (última hoja completamente expandida) contenidos en una bolsa 

de tul para evitar que se pasen de hoja o se escapen. A las plantas control se les 

colocaron bolsas de tul sin herbívoros. Para el tratamiento de herbivoría se mantuvieron 

las larvas alimentándose de los folíolos por 24 y 72 horas. Se tomaron muestras de hojas 

con y sin daño por herbívoros a las 24 h y 72 h de iniciado el tratamiento, al mediodía. 

Se cosecharon por un lado las hojas dañadas y por otro las hojas de las plantas control, 

se rotularon y fueron congeladas inmediatamente en nitrógeno líquido. Las muestras se 
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mantuvieron en un ultra freezer (-80 º C) hasta el momento de realizar los análisis de 

determinación de la actividad de inhibidores de serin proteasas (tripsina) y de 

compuestos fenólicos (isoflavonoides). Para cada tratamiento se realizaron 3 

repeticiones, 3 cámaras con tratamiento con ozono y 3 para tratamiento ambiental o 

control (n= 3). La unidad experimental es la cámara.  

3.2.5 Determinación de la actividad de inhibidores de tripsina y cuantificación 

de proteína soluble.  

Para determinar los niveles constitutivos e inducibles por herbivoría de actividad 

de los inhibidores de tipo serín proteasas en hojas de plantas que crecieron en el 

tratamiento con ozono (O3) y en el control (Ambiental), se molieron las muestras de 

hojas que estaban conservadas en el freezer y se procedió a realizar los análisis 

bioquímicos correspondientes. Se utilizaron 150 mg de muestras de hojas, que se 

molieron en un mortero con N2 líquido, luego se pasaron a un tubo eppendorf de 2 ml y 

se homogeneizaron con un buffer de extracción (Tris-HCl 0,1M, 50g/L; 

Polyvinylpolypyrrolidona; 2g/L. phenylthiourea; 5g/L dietylditiocarbamato; 18,6g/L 

Na2EDTA; pH 7.6) en una relación 1:3. Se vortexearon las muestras por 5 minutos y 

seguidamente se centrifugaron a 4°C y a 12000 rpm durante 15 min. El sobrenadante 

fue nuevamente recuperado y trasvasado a un nuevo tubo eppendorf de 1,5 mL, 

obteniéndose de esta manera el extracto de inhibidores, el cual fue mantenido en hielo 

hasta que se realizaron las mediciones de actividad enzimática. Las mismas se llevaron 

a cabo utilizando lector de microplacas Biotek elx808 a DO405. La mezcla de la reacción 

consistió en 10 µl de tripsina bovina (Sigma T1426) 0,008 mg/ml; 15 µl de una dilución 

de extracto y 115 µl de solución reguladora de pH (TRIS 0,1M, CaCl2 20mM pH 7.8). 

El producto se incubó 10 min en agitación y se inició la reacción agregando 50 µl del 

sustrato colorimétrico Bapna (Na-Benzoyl-DL-arginine-4-nitro-anilide hidrochloride, 

Sigma) en una concentración de1mg/ml. La lectura de absorbancia a 405 nm fue 

realizada cada 16 segundos durante un tiempo de 20 minutos. Para cada medición se 

realizaron 3 réplicas técnicas. Con los datos obtenidos se determinó la diferencia de 

actividad de la tripsina bovina con y sin extracto de inhibidores, y la misma se relativizó 

a la concentración de proteínas presentes en mismo. La concentración de proteínas fue 

cuantificada por el método colorimétrico desarrollado por Bradford (1976) y se utilizó 

la albúmina bovina como proteína patrón. Todas las mediciones se realizaron a partir de 

hojas dañadas y no dañadas por las larvas.  



51 
 

 
 

  

3.2.6 Cuantificación de compuestos fenólicos 

El procedimiento para determinar los compuestos fenólicos individuales 

consistió en moler un pool de hojas, de las muestras correspondientes al mismo 

tratamiento dentro de cada cámara, en un mortero al que se le fue agregando nitrógeno 

líquido para preservar las muestras (figura 3.6). Se pesaron 100 mg de muestras y se 

colocaron en tubos eppendorf de 2 mL. Para la extracción de los compuestos fenólicos, 

en cada tubo se le adicionaron 900 μL de una solución metanol: agua (metanol 80%). 

Durante un lapso de 2 min se pasaron las muestras por un agitador vortex, también se 

sonicaron por 1 min y quedaron en hielo durante 2 horas. Entonces, se centrifugaron a 

11.000 rpm durante 10 min. Con la ayuda de una pipeta se tomó el sobrenadante, el cual 

se colocó en un nuevo tubo eppendorf de 2 mL, se le agregó 400 μL de cloroformo y se 

procedió a sacudir a mano, agitando la mezcla para lograr homogeneizar. 

Posteriormente se agregaron 200 μL de H2O y se agitó manualmente hasta obtener una 

emulsión. Después, se centrifugaron los extractos durante 4 min a 11.000 g y el 

sobrenadante transparente (con el preciso cuidado que estuvieran libres de pigmentos) 

se trasvasó a un vial de vidrio de 2 mL para análisis por cromatografía líquida de alta 

presión (HPLC). Se realizó en una serie HPLC Agilent 1100 A equipada con un 

detector UV (Agilent Technologies, Inc., Wilmington, DE, EE. UU.), utilizando una 

columna de HPLC de fase inversa Eclipse XDBC18 (5 μm, 4,6 x 150 mm). La fase 

móvil consistió en ácido acético acuoso al 0,1 % que fue el solvente A y ácido acético al 

0,1 % en acetonitrilo como solvente B. El solvente B se aumentó del 15 % (a los 0 min 

después de la inyección) al 36 % durante 30 min. El caudal de solvente fue de 1 mL 

min-1. La longitud de onda del detector UV se fijó en λ 254, 270 y 360 nm. Para la 

cuantificación de flavonoides se realizó por comparación con una curva de calibración 

del estándar comercial de cada compuesto (genistina, genisteina, daidzina, daidzeina y 

rutina (Sigma-Aldrich) como se describe en (Dillon, 2017). Los solventes utilizados 

para la determinación de compuestos fenólicos foliares fueron adquiridos de Sintorgan 

(Argentina). 

  

3.2.7 Determinación de la actividad de tripsina del extracto del intestino de S. 

frugiperda 
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Con el objeto de determinar si las larvas de S. frugiperda presentan una 

respuesta diferencial cuando se alimentan de soja creciendo en cámaras fumigadas con 

ozono (O3), respecto de larvas que se alimentaron de plantas control (Ambiental), en el 

año 2022 se llevó a cabo un experimento que consistió en colocar 4 larvas por folíolo 

(12 neonatos de S. frugiperda por planta), confinados en una bolsa de tul sellado con 

cinta de papel, para evitar que se escapen. Cuando las larvas alcanzaron el 4º estadio 

larval fueron disectadas y se les extrajeron los intestinos, los cuales se pesaron, se 

colocaron en tubos eppendorf de 1,5 mL, se congelaron en nitrógeno líquido y se 

almacenaron en un freezer a -80 °C hasta el momento en que se realizaron las 

mediciones de la actividad de la tripsina digestiva. Para la extracción de las enzimas de 

los intestinos, a cada tubo se adicionaron 3 µL de una solución reguladora de glicina 

(0,2 M; pH = 9,5) por cada miligramo de tejido según la metodología propuesta por 

Zavala et al. (2008). El tejido fue disgregado con ayuda de un mortero de polipropileno 

(Sigma-Aldrich) y centrifugado a 4 °C y a 11000 rpm durante 15 minutos. 

Posteriormente, se levantó el sobrenadante, el cual corresponde al extracto de proteasas 

de tipo tripsina presentes en los intestinos, y se almacenó en tubos eppendorf de 1,5 mL 

hasta su análisis. Las mediciones enzimáticas se realizaron en un lector de microplacas 

BioTek ELx808 a DO405. Se utilizaron placas de 96 pocillos de base plana (Cellstar), y 

en cada pocillo se colocaron 4 µl del extracto de intestino y 156 µl de la solución 

reguladora de pH de glicina (0,2 M; pH = 9.5). Esta mezcla se incubó por 10min en 

agitación media continua. Se inició la reacción con la adición de 20 µl de Bapna (Nα-

Benzoyl-L-arginine 4- nitroanilide hydrochloride; Sigma-Aldrich) a una concentración 

de 1mg/ml en cada pocillo según el protocolo descripto por (Zavala et al., 2008). La 

medición de la absorbancia se realizó cada 30 segundos durante 15 minutos. Se 

relativizó la actividad enzimática a la concentración de proteínas del extracto medida 

por método colorimétrico Bradford (1976). 

 



53 
 

 
 

 

Figura 3.3 Plantas de soja con las bolsas de tul que se utilizaron en el tratamiento con herbivoría 
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Figura 3.4 Registro de longitud de las larvas provenientes de ambos tratamientos 

 

 

Figura 3.5 Daño visible de herbivoría por las larvas de S. frugiperda en plantas de soja 
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Figura 3.6 Material vegetal de soja siendo molido en mortero con nitrógeno líquido. 

3.2.8 Análisis estadísticos: 

Los resultados de cada experimento fueron sometidos a diferentes análisis 

estadísticos, utilizando el software R (versión 4.3.1) 

Los supuestos de homogeneidad de varianza y normalidad fueron verificados 

por las pruebas de Levene y Shapiro-Wilk respectivamente. Cuando estos supuestos no 

fueron satisfechos, los datos se transformaron según la función matemática más 

adecuada. Para el caso de los experimentos de supervivencia se realizó el test de 

supervivencia Log-rank test. 

Para comparación de medias de dos grupos, se utilizó t-test o la prueba 

estadística ANOVA (para comparar medias de más de 2 muestras independientes) 

siempre que cumplieran con los tres supuestos (Normalidad, homogeneidad de 

varianzas e independencia). También se usó la prueba t de Welch para comparar dos 

grupos de datos con la misma media.  Si no cumplían con los supuestos de ANOVA en 

cambio se hizo una prueba no paramétrica, la suma de rangos de Wilcoxon. Para 

comparación múltiples de medias se usó el test de Duncan.  
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3.3 RESULTADOS 

3.3.1 Supervivencia de las larvas de S. frugiperda 

 Se observó que la supervivencia de larvas de S. frugiperda que crecieron y se 

alimentaron, durante una semana, de folíolos de soja dentro de las cámaras con ozono 

(O3), fue significativamente menor que la supervivencia de las larvas que se alimentaron 

de folíolos de soja dentro de las cámaras control o Ambiental (Figura 3.7), (P= 0,004, 

año 2021). En el año 2022 también se realizó el mismo ensayo y los resultados 

mantuvieron la misma tendencia encontrada en el ensayo realizado en el año 2022 

(Figura 3.8). 

 

 

     Figura 3.7 Supervivencia (%) de larvas de S. frugiperda, que se alimentaron de trifolios de soja 

durante una semana en cámaras con ambiente enriquecido con ozono (O3) y en cámaras control 

(Ambiental). Año 2021. Log rank test (Chi cuadrado= 8,3; P= 0, 003; n= 60). (Ambiental).  Las letras 

diferentes indican diferencias significativas (P<0.05). 
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Figura 3.8 Supervivencia (%) de larvas de S. frugiperda, que se alimentaron de trifolios de soja durante 

una semana en cámaras con ambiente enriquecido con ozono (O3) y en cámaras control (Ambiental). Año 

2022. Log rank test (Chi cuadrado = 0,8; P= 0, 4; n= 60).  

 

3.3.2 Crecimiento y desarrollo de larvas de S. frugiperda 

Al final del experimento de supervivencia, se registró el peso de las larvas de S. 

frugiperda. Esta variable resultó significativamente mayor para el peso de las larvas 

(mg) que se alimentaron de folíolos de soja en cámaras con ambiente enriquecido en O3. 

Además, estas larvas se notaban más corpulentas y robustas a simple vista. Estos 

resultados se repitieron en los dos años de experimentos (P=0,03 en 2021 y P=0,05 en 

2022) (Figura 3.9 y 3.10). 
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Figura 3.9: Peso promedio de larvas de S. frugiperda que se alimentaron de trifolios de soja durante una 

semana en cámaras con ambiente enriquecido con ozono (O3) y en cámaras control o (Ambiental). 

Ensayo Año 2021. (test de wilcoxon, n= 53, W=23, P= 0,03). Las letras diferentes indican diferencias 

significativas (P< 0.05)  

 

 

Figura 3.10 Peso promedio de larvas de S. frugiperda que se alimentaron de trifolios de soja durante una 

semana en cámaras con ambiente enriquecido con ozono (O3) y en cámaras control (Ambiental). Ensayo 

Año 2022. (test de wilcoxon, n= 55, W=22, P= 0, 05). Letras distintas indican que las medias difieren 

significativamente entre sí (P<0.05) 

 

Al final del experimento de supervivencia, se registró la longitud de las larvas 

(mm), sin evidenciar diferencias significativas entre los tratamientos para ninguno de 
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los dos años en que se realizó el experimento (año 2021 y 2022, P=0,2 y P=0,6 

respectivamente). (Figura 3.11 y 3.12). 

 

 

 

Figura 3.11 Longitud de larvas de neonatos de S. frugiperda, medida en milímetros, que se alimentaron 

de trifolios de soja durante una semana en cámaras bajo tratamiento con ozono (O3) (color morado) y 

cámaras control (Ambiental) (color amarillo). Ensayo Año 2021. (Prueba t de welch, t= 1,48; P= 0,17; n= 

53).  

 

Figura 3.12 Longitud de larvas de neonatos de S. frugiperda, medida en milímetros, que se alimentaron 

de trifolios de soja durante una semana en cámaras bajo tratamiento con ozono (O3) (color morado) y 

cámaras control (Ambiental) (color amarillo). Ensayo Año 2022. (Prueba t de welch, t= 0,54; P= 0, 6; n= 

55).  
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3.3.3 Inhibidores de proteasas en hojas de soja 

Se observó que la herbivoría por larvas de S. frugiperda durante 24h, (figura 3.5) 

provocó un aumento en la actividad de inhibidores de tripsina, en las plantas 

provenientes de las cámaras control (Ambiental). Sin embargo, el tratamiento de 

herbivoría en las cámaras con ozono crónico mostró una disminución de la actividad de 

los inhibidores de tripsina. Es decir, los niveles de tripsina, que son IP, fueron 

significativamente menores en las muestras de hojas de soja provenientes del 

tratamiento con herbivoría y ozono crónico (O3), respecto del control (Ambiental) 

(interacción H x O3 P<0.05).  

Por otro lado, el tratamiento de 72h de herbivoría con larvas de S. frugiperda, no 

mostró diferencias en la actividad de inhibidores de tripsina en las plantas ubicadas en 

las cámaras control (Ambiental) respecto del tratamiento de 24 y 72 h. Sin embargo, en 

el tratamiento con herbívoros y ozono crónico se incrementaron significativamente los 

valores de inhibidores de tripsina a las 72h respecto del tratamiento con herbívoros 

ambiental. Es decir, se observó una interacción de los dos factores (H x O3 P<0.05 ) a 

las 72h, provocando una alta inducción de la actividad de los inhibidores de tripsina. 

(Figura 3.13). 

El contenido de proteínas (mg/g de peso fresco) no mostró diferencias entre los 

tratamientos (P=0.2, Figura 3.14)  
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Figura 3.13 Actividad de inhibidores de tripsina en hojas de soja en tratamiento control (Ambiental) 

(barras color amarillo) y con ozono (O3) (barras color morado), sometidas al daño causado por larvas de 

S. frugiperda H, durante 24 y 72 h. Ambiental 24h; Ambiental + H 24 h, O3 24 h; O3 + H 24 h 

(Ambiental 72 h; Ambiental + H 72 h; O3 72 h; O3 + H 72 h). Letras diferentes representan diferencias 

significativas. Comparando todos contra todos (ANOVA, P= 0, 02; n=3) P<0,05 

 

 

Figura 3.14 Contenido de proteínas Bradford (mg/g) en hojas de soja en tratamiento con ozono crónico 

(O3) y Ambiental. Sometidas al daño causado por larvas de S. frugiperda H durante 24 y 72 h 

(Ambiental 24h; Ambiental + H 24 h, O3 24 h; O3 + H 24 h; Ambiental 72 h; Ambiental + H 72 h; O3 72 

h; O3 + H 72 h. (ANOVA, P= 0, 18, n=3).  
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3.3.4 Actividad de tripsina 

En el análisis de los extractos de intestinos de las larvas que consumieron 

folíolos de soja dentro de cámaras con ozono crónico, durante siete días, mostró una 

tendencia de menor actividad de las enzimas serin proteasas, pero sin diferencias 

significativas respecto de las larvas en cámaras control (Ambiental) (Figura 3.15, P= 

0,3). 

 

Figura 3.15 Actividad enzimática de serin proteasas (nmol/mg proteína) de extractos digestivos de 

intestinos de larvas de S. frugiperda que se alimentaron de plantas de soja con ozono (O3) (barra color 

morado) y control (Ambiental) (barra color amarillo) desde neonatos hasta cuarto estadio. Año 2022. 

(ANOVA, P= 0,3; n= 3)  

 

3.3.5 Cuantificación de los compuestos fenólicos en hojas 

En las figuras 3.16 y 3.17, se observan los niveles de genistina y diadzina 

respectivamente, en las muestras de las hojas tanto para el tratamiento con herbivoría y 

ozono crónico como para el control a las 24 y 72h. En el tratamiento con herbívoros 

(ambiental) a las 24h, se observan los niveles más bajos de estos compuestos. En 

presencia de ozono aumenta la concentración tanto de isoflavonoide genistína como de 

diadzina, a las 24h. Sin embargo, los valores más altos se alcanzaron a las 24h en la 

interacción de ozono y herbivoría, mostrando diferencias significativas (P<0.05). La 

interacción tratamiento x tiempo fue significativa para ambos compuestos (P=0.01, 

Figura 3.16 y 17) 
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Figura 3.16. Isoflavonoide (Genistina) presente en las hojas de soja en tratamiento con ozono (O3) 

(barras color morado) y control (Ambiental) (barras color amarillo), sometidas herbivoría de S. frugiperda 

(H) durante 24 y 72 horas. (Ambiental 24 h, Ambiental + (H) 24 h; O3 24 h, (control); O3 24 h + (H); 

Ambiental 72 h, Ambiental + (H) 72 h y O3 72 h, O3 + (H) 72 h). Letras diferentes entre todos los 

tratamientos representa diferencias significativas (ANOVA, valor de P= 0, 01; n=3). P<0,05 

 

 

Figura 3.17. Isoflavonoide Diadzina (µg/mg peso fresco) presente en las hojas de soja provenientes del 

tratamiento con ozono (O3) (barras color morado) y del control (Ambiental) (barras color amarillo), 

sometidas al daño causado por larvas neonatos de Spodoptera frugiperda (H) durante 24 y 72 horas. 

(Ambiental 24 h, Ambiental + (H.) 24 h; O3 24 h, (control); O3 24 h + (H); Ambiental 72 h, Ambiental + 

(H.) 72 h y O3 72 h, O3 + (H.) 72 h). Letras diferentes representan diferencias significativas comparando 

todos contra todos los tratamientos (ANOVA, valor de P= 0, 02; n=3) (P<0,05).  
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3.4 DISCUSIÓN  

Se ha explorado la interacción entre la soja, la contaminación con ozono crónico 

y uno de los insectos herbívoros que causan daños a la soja, S. frugiperda en estadio 

larval. Una de las expectativas era que las concentraciones altas de ozono crónico 

pudieran disminuir los niveles de IP presentes en las hojas. Sin embargo, los resultados 

obtenidos arrojan un panorama más complejo. La producción de flavonoides contra los 

herbívoros en soja aumentó significativamente a las 24h con tratamiento de herbívoría, 

en al ambiente con altos niveles de O3 troposférico. Resultando diferente de la situación 

con herbivoría en un ambiente sin ozono o ambiental. Es decir, la herbivoría y el ozono 

tienen un efecto sinérgico en la inducción de estos compuestos de defensa a las 24h. Sin 

embargo, unas horas más tarde se observó que los compuestos vuelven a niveles basales 

iniciales, pero igualmente mayores que en el tratamiento con herbívoros respecto al 

ambiente control. El escenario ambiental condiciona la producción de defensas, 

modificando la interacción planta-herbívoro. 

Las plantas de soja despliegan una resistencia natural frente a la herbivoría. 

Cuando las larvas de S. frugiperda, se alimentan de las hojas, pone en marcha sus 

defensas biológicas. Una de sus defensas es la producción de IP. La herbivoría indujo la 

producción de tripsina, que es un IP, luego de 24 horas de exposición al daño causado 

por S. frugiperda. El aumento de la producción de IP frente a la herbivoría es una 

respuesta inducida (Mithöfer & Boland, 2012). Sin embargo, un ambiente con ozono y 

herbívoros provocó que estos valores sean menores hasta que, a las 72 horas con 

herbivoría, los niveles de IP no solo volvieron a niveles basales, sino que sobrepasaron 

los niveles presentes en las plantas control. Esto indicaría que el ozono crónico tiene un 

efecto que aparentemente consiste en retrasar la inducción de la respuesta defensiva de 

la soja ante las larvas de S. frugiperda. En otras palabras, la presencia de ozono 

manifestó un cambio en la dinámica de respuesta ante el daño e interfirió en la 

interacción planta-herbívoro.  

En la literatura se encontró que, en general las plantas aumentan su 

susceptibilidad a la herbivoría ante el estrés causado por ozono. Esto se debe a los 

cambios bioquímicos inducidos, que incluyen un incremento en la disponibilidad de 

nitrógeno y acumulación de carbohidratos (Jøndrup et al., 2002; Booker & Miller, 1998; 

Sugai et al., 2020; Islam et al., 2022). Sin embargo, en esta tesis se observó que el 

ozono crónico aumentó las defensas antiherbívoro. Además, los resultados sugieren que 
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la interacción entre el ozono y la soja afecta la respuesta a la herbivoría de manera 

diferenciada a lo largo del tiempo, abriendo nuevas perspectivas sobre cómo los factores 

ambientales pueden modular dichas interacciones. 

 

3.4.1 El ozono crónico como modulador de los flavonoides presentes en soja. 

Los flavonoides se producen como respuesta de la planta frente a daño oxidativo 

por ozono, o por el daño de algunos insectos (Papazian et al., 2016; Lee & Goto, 2022. 

La concentración de flavonoides varía en función del cultivar y de los factores de estrés 

al que se somete la soja. Tanto la diazdina como la genistina son dos flavonoides que se 

mencionan como constitutivos. Se documentó que la genistina produce efectos adversos 

en lepidópteros como Heliotis zea (Piubelli et al., 2003). Los extractos de soja que 

contienen genistina, redujeron el peso de las larvas y pupas  (Kikuta, 2020). En el 

estudio de (O’neill et al., 2010) también se menciona que el daño de otro insecto, P. 

japónica, indujo la síntesis de flavonoides en hojas. La resistencia de la soja a algunos 

lepidópteros puede deberse a los flavonoides quercetina y genistina, responsables de la 

menor ganancia de peso y de una mayor mortalidad de larvas del lepidóptero, A. 

gemmatalis. Los flavonoides aumentan en respuesta a herbivoría (Wallis & Galarneau, 

2020). Altas concentraciones de ozono intensificaron las respuestas al daño por 

coleópteros, produciendo una mayor abundancia de ARNm de defensas provocando un 

aumento de antioxidantes en respuesta al estrés vía de los fenilpropanoides (Casteel et 

al., 2008). 

Según nuestros resultados, cuando la planta interacciona con dos factores de 

estrés (herbivoría + ozono) el efecto de los dos estresores parece tener un efecto 

sinérgico en la inducción de flavonoides. El efecto del ozono crónico y la acción de la 

herbivoría desencadena en las hojas la producción de compuestos fenólicos como la 

genistina y la diadzina como respuesta de defensa.  

 

3.4.2 Efecto del ozono crónico en la supervivencia, el peso y la longitud de 

las larvas de S. frugiperda. 

Está documentado que, cuando se adiciona quercetina y rutina a una dieta de 

larvas, las orugas de Lepidoptera: Noctuidae disminuyen su peso, y además puede 

provocar mortalidad y aumento del período pupal (Da Silva et al., 2018). Aunque los IP 

de la soja pueden disminuir la digestión de las larvas, estas han desarrollado respuestas 
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adaptativas que les permiten persistir en su alimentación de la planta. Spodoptera 

frugiperda, como un insecto polífago, ha evolucionado para alimentarse de una variedad 

de especies, incluyendo la soja. Este lepidóptero tiene la capacidad de modular sus 

proteasas intestinales en respuesta a cambios en la calidad proteica de su dieta, 

adaptando su fisiología cuando las enzimas presentes en su tracto digestivo son 

ineficaces o ineficientes. Las isoformas intestinales, que son diferentes variantes de las 

enzimas, pueden tener implicancias en la capacidad de la larva para digerir y utilizar los 

nutrientes presentes en las distintas especies de plantas, entre ellos la soja (Srinivasan et 

al., 2006). Esta interacción dinámica entre la producción de IP por parte de la soja y las 

respuestas adaptativas de las larvas ejemplifica el proceso de coevolución entre las 

plantas y sus herbívoros.  

Nos preguntamos cómo el aumento pronosticado en las concentraciones de 

ozono podría influir en esta adaptación alimentaria en larvas de Spodoptera sp. De 

acuerdo con los antecedentes, el ozono afecta la calidad de la dieta, al modificar el nivel 

nutricional de las hojas e indirectamente incide en el desempeño de los insectos 

(Ladányi et al., 2012). Altas concentraciones de ozono provocaron que las larvas de E. 

autumnata crecieran menos (Peltonen et al., 2010) y un peor desempeño, resultaron en 

pupas más livianas (Papazian et al., 2016). Entonces, formulamos la hipótesis de que los 

niveles elevados de ozono provenientes de la contaminación ambiental podrían 

disminuir tanto el peso como la longitud de las larvas, además de reducir su tasa de 

supervivencia. Los resultados confirmaron parte de nuestra predicción. El ozono crónico 

afectó la supervivencia final del insecto, pero contrariamente a otros resultados de la 

literatura, el efecto del ozono produjo un aumento en el peso de las larvas. Esto podría 

deberse a una disminución en la calidad de las hojas, que lleva a que las larvas 

consuman una mayor cantidad de área foliar para compensar la calidad nutricional. El 

ozono en las plantas provoca cambios bioquímicos, modificando la accesibilidad y 

alterando la calidad de sus hojas (Booker & Miller, 1998). Además, reduce los niveles 

de pigmentos como clorofila y carotenoides en la soja, lo que afecta negativamente la 

fotosíntesis y la disponibilidad de carbohidratos y aminoácidos utilizados por los 

insectos para su crecimiento (Sun et al., 2014). La acumulación de compuestos 

fenólicos y la inducción de inhibidores de plantas expuestas al ozono (O3) parecen 

estimular el consumo por parte de la larva (Da Silva et al., 2018) y también en 

coleópteros (Zavala et al., 2008). Este comportamiento de compensación alimentaria es 

una estrategia adoptada por los insectos para diluir el efecto de las defensas presentes en 
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la planta (Zavala et al., 2004). Los resultados de este capítulo están en concordancia con 

el marco teórico ya que muestran un aumento significativo en el peso de las larvas que 

se alimentaron de folíolos de soja en cámaras con ozono, patrón que se repite en ambos 

años del experimento (Figura 3.9 y 3.10).  

Si bien las larvas muestran una mayor ingesta de tejido foliar provocado por la 

disminución en la calidad nutricional causada por el ozono, esta adaptación resulta 

finalmente en una menor supervivencia. Dado que el ozono aumenta los antioxidantes 

en las plantas, también pudo haber afectado el desempeño y la supervivencia de las 

larvas de soja. Los antioxidantes adquiridos por los herbívoros a través del consumo de 

tejidos de las plantas son cruciales, pero no todos los antioxidantes vegetales son 

beneficiosos para los insectos (Ojalá et al., 2005). Estos hallazgos coinciden con 

investigaciones previas (Sugai et al., 2020), donde se observó una reducción en la 

población de un coleóptero bajo altas concentraciones de ozono a lo largo del tiempo. 

No obstante, la disminución de digestibilidad de los tejidos y la necesidad del insecto de 

consumir más cantidad de hoja, para compensar la baja calidad, como también la 

necesidad de detoxificar esos compuestos pudo haber resultado en una menor 

supervivencia final de larvas provenientes de las cámaras que fueron sometidas a 

tratamiento con ozono crónico. Vale mencionar que las hojas de las cámaras del 

tratamiento con ozono progresivamente se veían de aspecto coriáceo, con manchas 

resultantes de la oxidación por ozono.  

 

3.4.3 El impacto de los inhibidores de tripsina sobre desempeño de las 

larvas de S. frugiperda. 

La capacidad de S. frugiperda para alimentarse y desarrollarse en plantas de soja 

se basa en su habilidad para adaptar su fisiología digestiva a la nueva dieta. Un grupo de 

inhibidores bien estudiado son aquellos que afectan las serin proteasas, incluyendo la 

tripsina y quimotripsina, fundamentales en la digestión de proteínas. Sin embargo, aún 

no se ha comprendido completamente la interacción entre las enzimas digestivas y la 

adaptación de las larvas a estas defensas. Estudios previos han mostrado que cuando las 

larvas de S. frugiperda se exponen a dietas con IP, su crecimiento se ve afectado 

negativamente (Hafeez et al., 2021). La adaptación a una nueva dieta conlleva una 

disminución en sus parámetros individuales, ya que el insecto necesita ajustar su 

actividad digestiva al nuevo alimento. 
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Nuestra hipótesis se centró en cómo las altas concentraciones de ozono podrían 

reducir la calidad de las hojas de soja, lo que probablemente incrementaría la actividad 

de las tripsinas intestinales. Investigaciones previas sugieren que larvas de S. frugiperda 

alimentadas con dietas ricas en IP mantuvieron niveles de supervivencia, crecimiento y 

peso de pupa similares al grupo control con dieta sin inhibidores (Paulillo et al., 2000). 

Estudios in vitro también mostraron que la actividad enzimática en los extractos 

intestinales de larvas no se veía afectada por los inhibidores (Paulillo et al., 2000; 

Brioschi et al., 2007). Las larvas de S. frugiperda podrían superar los IP mediante un 

aumento en la actividad de la tripsina, permitiéndoles alimentarse de la soja. Sin 

embargo, no sabíamos cómo el ozono crónico impactaría en esta dinámica. Los 

resultados de este capítulo arrojaron luz sobre la relación entre las larvas de S. 

frugiperda y la soja, donde las larvas logran alimentarse a pesar de los inhibidores. Sin 

embargo, esta adaptación de las larvas se ve comprometida por el ozono crónico. Las 

altas concentraciones de ozono provocaron una reducción en la actividad enzimática de 

extractos digestivos de los intestinos. Esta reducción en la actividad enzimática podría 

influir en el crecimiento de las larvas, incluso llevándolas a la muerte. 

En síntesis, este estudio destaca la importancia crucial de los IP y cómo esta 

relación se modifica debido al ozono crónico, contribuyendo así a una comprensión más 

profunda de las interacciones complejas entre las defensas de las plantas y las respuestas 

adaptativas de los herbívoros. Los resultados obtenidos en esta tesis, podría ser 

particularmente relevante, ya que es pionera en abordar el efecto del ozono crónico en la 

interacción entre la soja y el lepidóptero S. frugiperda, lo que añade un nuevo nivel de 

comprensión sobre cómo los factores ambientales pueden influir en las relaciones entre 

las plantas y los herbívoros que se alimentan de ellas. 
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3.5 CONCLUSIÓN 

Las larvas de lepidópteros se alimentan de la soja a pesar de los IP. Sin embargo, 

esta adaptación se ve comprometida por el efecto del ozono. El ozono crónico interfiere 

en la accesibilidad de las larvas de S. frugiperda al alimento. Esta reducción en la 

actividad enzimática probablemente influye en el desempeño de las larvas, 

disminuyendo su supervivencia. En este capítulo se destaca la importancia crucial de los 

IP y de los flavonoides en esta triple interacción. 

Es importante distinguir los efectos indirectos del ozono crónico, que se produjo 

cuando las larvas se alimentaron dentro de las cámaras con fumigación con ozono de la 

soja, de los efectos directos del ozono sobre el insecto. Este bioensayo permitió mostrar 

cómo esta relación entre la planta y el herbívoro se modifica debido al impacto del 

ozono crónico, contribuyendo así a la comprensión de las interacciones entre la soja y 

las respuestas adaptativas de las larvas de Spodoptera frugiperda.  
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4.1 CONTEXTO GENERAL 

El ozono troposférico (O3) es un contaminante secundario del aire, el tercer gas 

de efecto invernadero más importante, en las últimas décadas. La contaminación 

superficial por ozono se ha convertido en un importante problema de calidad del aire 

para la salud humana, la biodiversidad y el clima en todo el mundo. Impactando 

también en la economía, provocando pérdidas millonarias por sus efectos en la 

productividad de los cultivos y poniendo en riesgo la seguridad alimentaria.  

4.1.1 "Implicancias de la contaminación ambiental por ozono crónico en la 

productividad y fenología de la soja" 

Los primeros estudios científicos sobre el efecto del ozono crónico en las plantas 

de soja se centraron en parámetros fisiológicos como la apertura estomática, la 

conductancia y su interacción con la edad de las hojas (Fiscus, 1995; Singh et al., 2009). 

Posteriormente, se amplió la investigación hacia otros procesos funcionales y se prestó 

atención a la parte subterránea de las plantas para relacionar los efectos del ozono en la 

dinámica "fuente-sumidero". En este contexto, se encontró que el estrés oxidativo 

causado por el ozono podría alterar la partición de fotoasimilados, llevando a una mayor 

asignación de nitrógeno hacia los brotes y destinos reproductivos en detrimento de la 

parte subterránea (Feng & Kobayashi, 2009; Avnery et al., 2011; Betzelberger et al., 

2012; Zhang et al., 2014; Biancari et al.,, 2021). Otros autores observaron una 

modificación en la fisiología de las raíces por efecto de las altas concentraciones de 

ozono (Tisdale et al., 2021). Además, varios autores señalan que a medida que avanza el 

ciclo del cultivo, se desencadenan cambios en la parte aérea de la planta, resaltando la 

relación temporal de los efectos del ozono. Por ejemplo, los estudios de Morgan et al., 

(2003) y Tisdale et al., (2021), demostraron que las altas concentraciones de ozono 

durante la etapa vegetativa tuvieron un impacto limitado en el rendimiento, pero se 

volvieron determinantes hacia el final del ciclo, durante el llenado y la maduración de 

las semillas. Esto podría atribuirse al papel crucial desempeñado por la cubierta seminal 

en la provisión de nutrientes (carbono y nitrógeno) para el desarrollo de las semillas 

(Leisner et al., 2014). Los daños visibles causados por el ozono durante el período 

crítico del cultivo, las típicas manchas cloróticas o las lesiones en forma de 

puntuaciones promedio aumentaban a medida que avanzaba la etapa de crecimiento de 

la soja (Gosselin et al., 2020). También se identificó una relación directa negativa entre 
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estas lesiones cloróticas o necróticas y el desarrollo de vainas y otros componentes del 

rendimiento. En resumen, se puede afirmar que existen resultados consistentes que 

respaldan la conclusión previamente establecida por (Egli, 1993) resaltando que las 

etapas posteriores a la floración, en contraposición a las fases vegetativas, ejercen una 

influencia considerable en el rendimiento. Es en este período crítico las reducciones en 

el crecimiento tienen un impacto marcado en la productividad de la soja (Kantolic, 

2008). Es importante destacar que solo se identificaron dos estudios que evaluaron el 

impacto del ozono en el desarrollo reproductivo de la soja y su influencia en su 

fenología. La fase reproductiva de la soja representa un período crítico, siendo 

altamente vulnerable a la influencia de factores abióticos. Investigaciones realizadas por 

Booker & Miller, (1998) y Reid et al., (1999) exponen evidencias que indican que altas 

concentraciones de ozono en el ambiente anticipan el inicio de la etapa reproductiva, 

provocando un adelanto en el período de floración. Estos autores no solo llevaron a 

cabo sus estudios hace varios años, sino que también consideraron múltiples factores en 

combinación con el ozono. Por lo tanto, esta tesis buscó ampliar este campo de estudio 

en una perspectiva más actual y evaluando específicamente el factor ozono crónico.  

A pesar de ser esencial evaluar los efectos del ozono tanto en la parte aérea 

como en la subterránea de las plantas, la revisión bibliográfica muestra que la mayoría 

de los estudios se han centrado en la parte aérea. En este estudio, se continúa evaluando 

los efectos en la parte aérea debido a la fuerte correlación con el número de vainas y 

semillas, que son elementos esenciales para el rendimiento final en el cultivo de soja. 

Además, resulta crucial actualizar la evaluación del impacto del ozono como agente 

oxidante en el crecimiento, la fisiología, la fenología y en el rendimiento, tal como lo 

resalta (Li et al., 2021). 

El proceso de búsqueda bibliográfica realizado arrojó que los estudios que 

abordan los efectos del ozono en las plantas alcanzan un consenso general con relación 

al efecto notable en el proceso de fotosíntesis (Morgan et al., 2004; Betzelberger et al., 

2010; Betzelberger et al., 2012; Zhang et al., 2014). Esta influencia se traduce en una 

reducción en la longevidad de las hojas y, en última instancia, en un proceso de 

senescencia anticipada (Fuhrer, 2003). Además, varios estudios convergen en el 

impacto negativo del ozono en la productividad de la soja, resultando en una marcada 

disminución en los rendimientos. Ejemplos de esto pueden encontrarse en trabajos como 

los de (Morgan et al., 2006; Singh et al., 2009; Singh & Agrawal, 2011; Gillespie et al., 

2011; Agathokleous, 2018; Tisdale et al., 2021; Chaudhary et al., 2022; Li et al., 2021).  
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Por otro lado, se identifica una falta de consenso en el papel desempeñado por 

los antioxidantes como respuesta al daño oxidativo ocasionado por el ozono. Varios 

autores, no coinciden en el papel que se les atribuyen a estos componentes en la defensa 

de la planta (Andersen, 2003; Booker & Fiscus, 2005; Singh et al., 2009 ; Betzelberger 

et al., 2010). No obstante, ciertos estudios argumentan que los niveles de ácido 

ascórbico y flavonoides en la planta pueden influenciar su capacidad de defensa 

Algunos autores sostienen que los niveles de ácido ascórbico y flavonoides en la planta 

determinan su capacidad de defensa (Mao et al., 2017; Chaudhary et al., 2022). 

Permitiendo a la planta modular la disminución de los rendimientos debido a la 

exposición crónica al ozono. Sin embargo, este aspecto aún carece de exploración en 

profundidad.  

Se estima que para el año 2050, la concentración global de ozono superará los 60 

ppb, un nivel que ya ha demostrado causar daños a los cultivos, lo que plantea una 

amenaza creciente para los agricultores. La soja, en particular, es especialmente 

susceptible al ozono, lo que agrega preocupaciones adicionales (Li et al., 2021). En este 

contexto, la fase reproductiva de la soja, en especial la etapa de floración emerge como 

un período crítico en su ciclo de cultivo, altamente vulnerable a diversos factores 

abióticos. A pesar de su rol fundamental en la producción de granos y oleaginosas, no se 

han encontrado investigaciones específicas en Argentina que aborden esta problemática. 

No obstante, se identificó un único estudio realizado en 2008 que abarca las provincias 

de Córdoba y Salta. En el cual analizaron los valores de monitoreo de la concentración 

de ozono y la calidad del aire, y documentó niveles elevados de ozono en estas dos 

provincias productivas de Argentina. Los autores informaron daños visibles atribuibles 

al ozono en plantas espontáneas y agroecosistemas, y subrayaron la necesidad de 

realizar experimentos a campo para evaluar los daños en los cultivos (Bergweiler et al., 

2008) En consecuencia, esta tesis representa el primer análisis experimental de los 

efectos del ozono crónico en el cultivo de soja en toda la región. 

 

4.1.2 "Exposición crónica al ozono: Interacción entre la soja y la larva de 

Spodoptera frugiperda - Desafiando las defensas" 

Con el aumento de la población mundial previsto para los próximos años, un 

objetivo primordial consiste en resguardar la seguridad alimentaria, incrementando la 

producción global de cultivos de interés agronómico. Asimismo, uno de los factores que 
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más afecta la productividad de los sistemas agrícolas son las adversidades fitosanitarias 

(insectos herbívoros,organismos patógenos, etc.), que pueden llegar a causar pérdidas 

significativas en los rendimientos. En un contexto de cambio climático es de sumo 

interés evaluar cómo impacta el efecto del ozono troposférico las interacciones entre los 

cultivos y los insectos. 

Según la teoría de la coevolución, las plantas y los insectos generan fuerzas 

selectivas que llevan a la evolución de las defensas de las plantas (producción de 

metabolitos secundarios) y defensas del herbívoro (capacidad de desintoxicarse) en el 

proceso coevolutivo (Montesinos, 1996). Los cambios inducidos por la actividad 

humana pueden modular los factores abióticos como el CO2 atmosférico, la luz 

ultravioleta (UV) y los niveles de ozono (O3). Estos factores pueden influir, por 

ejemplo, en las tasas de herbivoría (Bidart-Bouzat & Kliebenstein, 2008). En este 

contexto, resulta de importancia comprender con mayor detalle los mecanismos de 

defensas que las plantas activan frente al ataque de insectos y como estos mecanismos 

son regulados por factores del ambiente. Uno de los primeros estudios queinformó que 

la inducción de compuestos de defensa (glucosinatos) activada luego de los daños de los 

herbívoros podía verse afectada por variaciones en los factores climáticos fue en 2008 

(Bidart-Bouzat & Kliebenstein, 2008). También las defensas físicas como, por ejemplo, 

los tricomas y diversos metabolitos secundarios como: fenólicos, terpenos, ceras, 

poliaminas, proteínas inhibidoras de proteasas, presentaron incrementos en 

experimentos con cambios en el ambiente (exposición a UVB) (Demkura, 2010).  

Un grupo de investigadores analizaron los cambios en la química troposférica y 

como esto afectaba la relación entre plantas e insectos herbívoros al cambiar la calidad 

de las hojas. En sus análisis sugirieron que la contaminación ambiental por ozono podía 

exacerbar los problemas de plagas de insectos, por el impacto en la química foliar que 

afecta la alimentación por sus variaciones en la calidad de la dieta (Dermody et al., 

2008). 

 

Luego de analizar el marco teórico, surge el siguiente interrogante: 

¿Las sojas expuestas a ozono crónico se volverán más vulnerables o resistentes 

frente a la herbivoría?  

Bajo la pregunta de si las plantas de soja expuestas a ozono crónico se vuelven 

más vulnerables o resistentes frente a la herbivoría, se observan resultados variables en 
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función de diversos factores. Las investigaciones previas han demostrado que las altas 

concentraciones de ozono pueden tener efectos perjudiciales en las plantas de soja, 

reduciendo la asimilación de carbono, nitrógeno y metabolitos primarios en las hojas, 

afectando además la calidad de la dieta de los herbívoros (Betzelberger et al., 2012; 

Zhang et al., 2014). 

El aumento del ozono puede modificar el comportamiento alimentario de las 

larvas cuando se alimentan de hojas expuestas a ozono (Booker et al., 2005; Peltonen et 

al., 2010; Abu ElEla et al., 2018; Feng et al., 2021; Masui et al., 2021). Un estudio 

realizado en 2016 muestra que, aunque el ozono promovió la alimentación, las larvas 

que se alimentaban de las hojas mostraron un menor rendimiento individual, con menor 

desarrollo (Papazian et al., 2016). Otros estudios han sugerido que el ozono no afecta el 

contenido de nitrógeno en hojas y, por lo tanto, no modifica el ataque de los herbívoros 

(Hamilton et al., 2005; Dermody et al., 2008). Los resultados son contradictorios y 

resalta la complejidad de los efectos del ozono en las interacciones planta-herbívoro. 

Además, se ha observado que el ozono puede inducir cambios en el sistema de 

defensas de las plantas, aumentando enzimas antioxidantes y compuestos fenólicos, y 

reduciendo el contenido de ácido ascórbico. Estos cambios no solo afectan directamente 

a la planta, sino que también tienen impactos indirectos en los herbívoros (Singh et al., 

2009; Betzelberger et al., 2010, 2012; Singh et al., 2022). Altas concentraciones de 

ozono pueden intensificar las respuestas de defensa ante el daño de insectos, lo que 

puede mejorar la calidad nutricional de las plantas para los insectos, por ejemplo, a 

través del contenido de ac. ascórbico, pero también puede provocar la necesidad de 

aumentar las defensas directas, posiblemente reduciendo la aptitud de los insectos 

(Casteel et al., 2008). 

La variabilidad observada en los resultados se debe a factores como la 

concentración de ozono, la especie de insecto y el tipo de planta. Las investigaciones 

aún son escasas, y aunque se ha avanzado en comprender los mecanismos fisiológicos 

que las plantas utilizan para contrarrestar los efectos del ozono, aún falta mucho por 

conocer sobre las interacciones en comunidades y ecosistemas, especialmente en 

entornos agrícolas (Agathokleous et al., 2020). Por lo tanto, se realizó el diseño de éste 

trabajo que evalúa la respuesta de la soja al efecto de dos factores de estrés (ozono 

crónico y herbivoría), teniendo en cuenta las concentraciones futuras previstas de ozono 

a nivel mundial y una especie determinada de insecto.  
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4.2 CONTRASTE DE LAS HIPÓTESIS 

Los resultados obtenidos en los experimentos permitieron poner a prueba las 

hipótesis planteadas en la introducción de la tesis. 

Hipótesis 1) Las altas concentraciones de O3 ambiental provocan un estrés oxidativo 

que resulta en una disminución del rendimiento del cultivo de soja. (Capítulo 2) 

 Predicción 1A) Las altas concentraciones de O3 ambiental crónico 

disminuirán el peso de vainas por planta y también el peso de semillas.  

 Predicción 1B) Las altas concentraciones de O3 ambiental crónico 

disminuirán el número de vainas por planta y también el número de semillas.  

Se cumple la predicción 1A) La exposición a altas concentraciones de O3 

crónico disminuyó el peso de las semillas (Fig. 2.9 A) y el peso de las vainas (Fig 2.9 

B). Los resultados obtenidos en esta tesis respaldan la predicción formulada. Los datos 

respaldan parcialmente la Predicción 1B) ya que el efecto del ozono crónico mostró una 

tendencia a la disminución del número de semillas (Fig 2.9 C).  

Durante las observaciones realizadas a lo largo del periodo de crecimiento y 

desarrollo de la soja en las cámaras, pudimos relevar que las plantas bajo tratamiento 

conservaban sus hojas de color verde intenso similares a las de las cámaras control. 

Incluso las plantas de las cámaras bajo tratamiento con ozono crónico fueron más altas. 

Probablemente, como dice el marco teórico, esto se deba a que el estrés oxidativo por 

ozono provoca una redistribución de fotosintatos hacia destinos de la parte aérea (hojas 

superiores, brotes, semillas). Hasta que sus defensas se lo permiten, pareciera que la 

planta intenta llegar rápido a producir semillas, reproducirse y así perpetuarse. Pero a 

medida que alcanza la floración y fructificación, las defensas comprometen su 

crecimiento y desarrollo, observándose una senescencia anticipada. Por lo que podemos 

sospechar que no hubo efectos claros del ozono durante el periodo de crecimiento, en 

concordancia con la literatura. 

 En coincidencia con otros autores. observamos que el efecto del ozono se 

vislumbra con el tiempo. Empezamos a visualizar hojas con daño oxidativo a medida 

que alcanzaban el periodo reproductivo, no antes. Los resultados confirman que, durante 

la etapa vegetativa, la maquinaria de defensa de la planta resuelve eficazmente su 

función. Sin embargo, a medida que avanza el ciclo del cultivo, el compromiso entre 
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crecer o defenderse cobra relevancia, provocando una disminución en los parámetros de 

rendimiento (número de semillas, peso de semillas). En relación con la plasticidad 

característica de la soja que le permite tolerar la herbivoría en su fase vegetativa, 

pareciera que también puede tolerar el efecto del ozono en etapas tempranas. En 

cambio, La producción de defensas frente a ozono en la etapa reproductiva parece 

comprometer su desarrollo.  

Hipótesis 2) Altas concentraciones de O3 ambiental crónico provocan cambios en la 

fenología del cultivo de soja. (Capítulo 2) 

 Predicción 2A). Altas concentraciones de O3 ambiental crónico acelerarán el 

comienzo de la floración en soja. 

Se encontraron evidencias que respaldan la hipótesis 2. Ya que las 

concentraciones de ozono a las que fueron sometidas las plantas de soja provocaron la 

anticipación en el comienzo de la fase reproductiva, comenzando a florecer antes que el 

control. (Fig. 2.7). Probablemente el desvío de recursos carbonados o de metabolitos 

primarios hacia la producción de defensas, induce a la planta a florecer antes y acelerar 

su estado reproductivo para alcanzar el objetivo de toda planta, que es dejar 

descendencia a través de las semillas, también citado por otros estudios (Hayes et al., 

2012) 

Hipótesis 3) Las altas concentraciones de O3 ambiental crónico tienen un efecto 

acumulativo en las plantas que provoca la disminución en los compuestos de defensa. 

Esto se evidencia en el estadío V4. (Capítulo 3) 

 Predicción 3A) las altas concentraciones de O3 ambiental disminuirán los niveles 

de inhibidores de proteasas en las hojas.  

 Predicción 3B) las altas concentraciones de O3 ambiental crónico aumentarán la 

concentración de compuestos fenólicos, como los flavonoides.  

 Predicción 3C) las altas concentraciones de O3 ambiental en combinación con la 

herbivoría de larvas de Spodoptera por 72h inducen menos niveles de 

compuestos defensivos en las hojas respecto del control inducido por herbivoría 

y con niveles de O3 ambiental. 

Los resultados muestran evidencias parciales en referencia a que las altas 

concentraciones de ozono crónico provocan la disminución de los compuestos de 
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defensas. Ya que si contrastamos la predicción 3A) el efecto del ozono no provoca la 

disminución de los valores de los IP a las primeras 24 horas del tratamiento. Los valores 

del control y del tratamiento resultaron ser iguales. Sin embargo, tras las 72 horas de 

exposición a ozono el efecto muestra una disminución en los niveles de los IP (Fig. 

3.13). El efecto del ozono retrasa la capacidad de los IP para desempeñar las defensas 

antiherbivoría. Nuestros resultados respaldan la predicción 3B) ya que el ozono crónico 

y el efecto de la herbivoría provocaron un contundente aumento de los flavonoides 

(gensitina y diadzina), (Fig. 3.16 y 3.17). 

No hay evidencias en los resultados obtenidos que respalden la predicción 3C) 

ya que debido a la combinación de factores (herbivoría 72 horas y altas concentraciones 

de ozono crónico) la soja induce mayor cantidad de IP. El ozono y la herbivoría 

muestran un efecto de sinergismo de ambos factores, ya que se triplica (pasa de un valor 

3 a 9) los valores de IP por la incidencia de ambos factores. (Fig.  3.13). 

Hipótesis 4) Altos niveles de O3 tienen un impacto negativo en el crecimiento y 

desarrollo de larvas de S. frugiperda porque disminuye la calidad nutricional de sus 

hojas (Capítulo 3) 

  Predicción 4A) las altas concentraciones de O3 ambiental disminuirá la 

supervivencia, el peso y longitud de las larvas herbívoras.  

  Predicción 4B) la exposición a altas concentraciones de O3 ambiental aumentará 

la actividad de tripsina en el intestino. 

Hay evidencias parciales para la predicción 4A), ya que las altas concentraciones 

de ozono provocaron la menor supervivencia de las larvas de Spodoptera frugiperda de 

las cámaras bajo tratamiento (Fig. 3.7). Sin embargo, las larvas que se alimentaron de 

soja en cámaras con altas concentraciones de ozono registraron mayor peso (medido en 

mg) (Fig. 3.9 y 3.10) y longitud (medido en cm) de larvas. (Fig, 3.11 y 3.12). 

Con respecto a la predicción 4B), los resultados sugieren una posible tendencia 

del efecto del ozono sobre la actividad de las tripsinas intestinales de la larva, pero se 

requiere un tamaño de muestra más grande para determinar su significación. El ozono 

crónico parece disminuir la actividad de las tripsinas medida en intestinos de larvas de 

Spodoptera sp. que alimentaron de soja dentro de las cámaras con ozono crónico. 

Debería repetirse el ensayo con un mayor número de larvas. 
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4.3 ANÁLISIS DE LAS APLICACIONES E IMPLICANCIAS DE LOS 

RESULTADOS  

4.3.1 Rol de los compuestos de defensa 

En el Capítulo 2 de esta tesis, fue evaluado el desempeño de la soja frente a daño 

oxidativo por ozono crónico. Se evaluó el crecimiento vegetativo y los diferentes 

componentes del rendimiento. En coincidencia con la tendencia general los 

rendimientos de los cultivos caen por efecto del ozono. En este caso el registro del peso 

de las semillas fue aproximadamente 33 % menor bajo tratamiento con ozono crónico. 

A través de estos resultados se puede resaltar el efecto del ozono que se pronuncia a 

medida que avanza el ciclo del cultivo. El rendimiento de la soja se obtiene de las 

semillas cosechadas por unidad de superficie. El cultivo atraviesa dos fases muy 

importantes, una fase de crecimiento vegetativo y una fase reproductiva. La fase 

reproductiva comprende un período de formación de semillas y un período de llenado 

de semillas. Cada fase juega un papel en la formación del rendimiento a través de varios 

procesos fisiológicos que determinan el rendimiento final. La definición del rendimiento 

comienza con una fase de crecimiento vegetativo, desde la emergencia (VE) hasta el 

inicio de la floración (R1). En esta fase se forman órganos que luego serán importantes 

para producir biomasa mediante la fotosíntesis y la captación y asimilación de 

nutrientes. El ozono parece no haber afectado el crecimiento vegetativo, incluso la 

tendencia muestra un mayor número de vainas. El número de semillas, el componente 

más importante del rendimiento de la soja se determina durante la fase reproductiva, que 

abarca desde el inicio de la floración (R1) hasta poco después del inicio del llenado de 

las semillas (entre R5 y R6). En esta fase comenzamos a vislumbrar que el ozono 

empezaba a modular el rendimiento del cultivo y también registramos un adelanto de la 

fase de floración. Posiblemente la planta comience a declinar en su crecimiento debido a 

la necesidad de defenderse del ozono, repercutiendo en el número de semillas 

alcanzado. El período de llenado de semillas, donde se define el peso de las semillas se 

determina en gran medida, comenzando desde el período inicial de llenado de semillas 

(R5-R6) hasta el período final de semillas (R6-R7) (Vogel et al., 2021). La implicancia 

de estos resultados advierte sobre los efectos del ozono en etapas tardías en la definición 

del rendimiento. Con una tendencia a reducir el número de semillas, componente 

determinante del rendimiento y un contundente efecto en el llenado (R5,6 A R 6,7). El 

rendimiento final de la soja se construye desde la etapa vegetativa, pero se define en la 
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etapa final. Será muy importante seleccionar variedades con mayor cantidad de 

antioxidantes que le permitan atenuar el efecto del estrés por ozono y logrando así que 

afecte en menor medida los componentes del rendimiento. Williams es una variedad 

semideterminada que se adapta mejor a los factores ambientales adversos, pero nos 

preguntamos cómo se hubiera comportado bajo las mismas condiciones una variedad de 

crecimiento determinado. Por otro lado, el marco teórico advierte sobre el 

comportamiento de las variedades más nuevas, influenciadas por el mejoramiento 

vegetal en su respuesta a adversidades climáticas. Williams es una variedad comercial 

más antigua, que responde probablemente mejor frente a distintos factores abióticos, 

debido a sus defensas. No sabemos cómo se comportaría cualquiera de las variedades 

más sembradas en la actualidad, las que han desarrollado los semilleros para que 

alcancen más rendimientos pero que han perdido características que las hacían más 

rústicas y plásticas frente a estrés abiótico. Para las próximas investigaciones 

proponemos medir contenido de metabolitos primarios en ambas etapas tanto en la 

vegetativa como en la reproductiva, para así poder cuantificar el compromiso entre 

crecer y defenderse. En esta tesis se midió IP e isoflavonoides que son compuestos de 

defensa, pero sería necesario también medir otros compuestos secundarios como las 

hormonas SA, JA, ET y antioxidantes como el ácido ascórbico. 

Por medio de este bioensayo, se evaluaron los compuestos de defensas 

antiherbivoría de la soja IP e isoflavonoides bajo tratamiento con ozono crónico, en el 

Capítulo 3. Si bien los estudios anteriores mostraban resultados contradictorios y no 

había coincidencias en referencia a si las plantas se vuelven más vulnerables frente a 

herbivoría en presencia de ozono,sorprendió este resultado por su complejidad. El 

efecto del ozono produjo una disminución en las defensas de IP luego de 24 horas de 

herbivoría de larvas, sin embargo, tras 72 horas el panorama cambia y la planta puede 

responder induciendo defensas ante el daño por larvas de S. frugiperda. El hecho que la 

soja no haya mostrado una rápida reacción de defensa ante el daño de los neonatos de 

Spodoptera podría significar un riesgo para la planta, ya que las larvas produjeron 

defoliación en el estado V4 entrando en R1, fase reproductiva donde la soja es más 

vulnerable a daño por insectos. Una de las posibles causas podría ser que en el ensayo 

se colocaron neonatos, si bien la soja reconoce y distingue el daño por insectos de otro 

tipo de daño, si las larvas hubieran sido de otro estadio quizás hubieran reaccionado más 

rápido. La planta induce defensas de todos modos bajo efecto del ozono, defensas que 

se oponen a la continuidad alimentaria del insecto. Vale aclarar nuevamente que así se 
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comportó esta variedad de soja, de hábito semideterminado y que es una variedad que 

no es producto del mejoramiento genético contemporáneo. Por ende, con más capacidad 

de defensas frente a diferentes tipos de estrés. Sería importante conocer cómo responde 

la misma variedad sometida a distintos factores ambientales limitantes simultáneamente, 

por ejemplo, condiciones de sequía, déficit nutricional, efecto de temperaturas y de 

radiación. ¿Podría la coexistencia de factores de estrés abiótico provocar un efecto 

sinérgico del ozono?  

En futuras investigaciones sería útil evaluar el rol de otros compuestos como 

(acido ascórbico, tocoferol, otros compuestos fenólicos beneficiosos para larvas, como 

los carotenoides, la quercetina). Algunos de estos compuestos pueden cumplir un rol 

relevante en la dieta del animal, resultando beneficioso para su desempeño. Ciertos 

compuestos de defensas que se producen para mitigar el daño oxidativo por ozono 

pueden indirectamente beneficiar a los insectos.  

En esta tesis también se evaluó el comportamiento animal de larvas de 

Spodoptera frugiperda que se alimentaron de folíolos de soja en cámaras con ozono 

crónico y las comparamos con el control (sin ozono y sin larvas). Esto permitió 

demostrar cual fue el efecto del ozono en la interacción animal planta. El marco teórico 

arrojaba información confusa sobre la supervivencia de larvas, entonces resultaba 

interesante ponerlo a prueba. En estos resultados se brinda información útil. Las larvas 

que se alimentaron de soja con ozono consiguieron mejores pesos que las del 

tratamiento ambiental. Sin embargo, al final del ensayo algunas larvas de todos modos 

morían, y su mortalidad fue mayor en las cámaras con tratamiento de ozono crónico. 

Entonces se generaron muchas otras preguntas, que se asocian a las observaciones 

durante el ensayo y hacia la etapa de floración, las plantas con ozono ya empezaban a 

mancharse, a oxidarse por efecto del ozono mostrando un aspecto coriáceo. En 

consecuencia, parecía estar relacionado con uno de los comportamientos de los insectos 

ante dietas pobres, que es la compensación. Seguramente comieron más para compensar 

la mala calidad de las hojas bajo efecto del ozono. Como respuesta al ozono muchas 

plantas, aumentan las ceras, los compuestos fenólicos, que las hace más difícil de 

digerir. Resalto lo útil que hubiera sido poder medir digestibilidad del tejido, contenido 

de nitrógeno y ciertos metabolitos primarios y así poder determinar la calidad nutritiva 

de la hoja que consumieron las larvas. La información bibliográfica hace suponer que 

las larvas intentaron consumir más tejido para compensar la mala calidad del alimento 

proporcionado por la planta bajo efecto del ozono. No fue posible medir porcentaje de 
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daño por problemas operativos, pero hubiera sido útil. Tampoco pude medir daños 

directos del ozono sobre las larvas por las condiciones ambientales que se dieron hacia 

el final del ensayo de ese año, un exceso de temperaturas altas provoco la mortalidad de 

las larvas de primer estadio (neonatos). Esto se propone para investigaciones futuras ya 

que la menor supervivencia final de las larvas bajo ozono se atribuye al efecto indirecto 

de la calidad de la hoja, pero es probable que el ozono directo sobre el animal también 

aporte significancia al resultado obtenido.  

 

4.3.2 El rol del ozono en las defensas de las larvas 

De acuerdo con la bibliografía se conoce que las larvas del lepidóptero 

Spodoptera frugiperda son polífagas, lo que le permitió expandirse por todo el mundo y 

alimentarse de gran cantidad de plantas, incluidos varios cultivos de importancia, entre 

ellos, la soja. También se conoce que la adaptación de su sistema digestivo le confiere la 

capacidad de alimentarse de distintas dietas, incluso superar las defensas impuestas por 

la soja. Sin embargo, no estaba claro cómo resultaría esta interacción bajo el efecto del 

ozono crónico. Para establecerlo, medimos la actividad de la tripsina en los intestinos de 

los insectos que crecieron y se alimentaron de sojas en cámaras con ozono. Y la 

tendencia obtenida sugiere que el ozono interfiere en esa capacidad de la larva para 

superar el impedimento impuesto por la soja y así aprovechar los aminoácidos. Sería 

muy útil repetir el ensayo partiendo de un mayor número de larvas, para disectar mayor 

cantidad de intestinos y analizarlos. Más datos o un tamaño de muestra más grande 

ayudarían a determinarlo significativamente. De todos modos, este resultado es de gran 

importancia ya que nunca se había puesto a prueba el desempeño de esta larva 

alimentándose de soja en condiciones de ozono crónico. Sabemos lo importante que es 

anticiparse en la evaluación de los posibles cambios en los agroecosistemas para 

conocer como responderán las plantas y los insectos en su interacción en un marco de 

cambio climático imperante y que continuara afectando todas las interacciones vigentes.  

Hubiera aportado información adicional haber medido la respiración de los 

insectos en condiciones de estrés por ozono para establecer de manera precisa su 

fisiología y ecología, así como para estudiar cómo responden a cambios ambientales y 

condiciones estresantes por ozono. Futuras investigaciones podrían caracterizar el efecto 

directo del ozono y completar los estudios con la medición de la respiración.  
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4.3.3 El rol del mejoramiento genético en el desarrollo de defensas en la 

soja: 

Muy pocos estudios investigaron la vinculación entre el mejoramiento genético 

y la maquinaria de defensas (Osborne et al., 2016). Sin embargo, hay evidencias que 

señalan que el objetivo del mejoramiento genético en soja fue obtener materiales con 

plantas más altas, con mayor desarrollo foliar, y mayor rendimiento, lo que fue en 

desmedro de la producción de defensas, disminuyendo el contenido de compuestos 

secundarios que permiten mediar frente a herbivoría, ya que los recursos empleados en 

defensas son costosos para la planta (Zavala et al., 2004). Se conoce que los cultivares 

más antiguos sembrados en Japón respondían mejor ante los factores ambientales 

debido a su capacidad de defensa. En los bioensayos de esta tesis se evaluó el cultivar 

Williams, que no pertenece a las variedades comerciales más modernas por lo que 

podríamos asociar esta característica a los resultados obtenidos considerando su 

respuesta ante estrés por ozono.  

4.3.4 El rol del ozono en las interacciones tritróficas:  

Uno de los resultados obtenidos en esta tesis, es el anticipo en el tiempo de la 

floración de la soja que se observó en las cámaras con tratamiento con ozono crónico. 

Esto puede ser de gran relevancia ecológica ya que. registramos un adelanto en la 

floración de la soja en las cámaras con ozono crónico y esto podría generar cambios 

cruciales en la interacción de la soja con sus polinizadores, predadores de sus plagas y 

otros insectos. Se podría investigar más a fondo cómo los cambios inducidos por el 

ozono en las plantas de soja pueden afectar a los herbívoros y, a su vez, cómo esos 

cambios en los herbívoros pueden influir en los depredadores naturales. Es decir, que 

los efectos del ozono se pueden estudiar a diferentes niveles de organización, ya que el 

impacto se expande en la trama trófica. Muchos ecólogos están investigando el impacto 

del ozono en la biodiversidad. Hay mucho interés por conocer el impacto que tendrá el 

ozono en el ambiente. Las predicciones a corto plazo son más factibles, sin embargo, es 

difícil establecer que ocurrirá en el planeta en los próximos cincuenta, cien años. Por 

eso investigaciones sobre estos aspectos cobran mucha importancia para poder avanzar 

en el conocimiento lo antes posible. 
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4.4 PERSPECTIVAS FUTURAS 

La mayoría de las teorías de defensa de las plantas basadas en principios 

fisiológicos y los costos ecológicos de la asignación de defensa, predicen la ocurrencia 

del compromiso entre crecer y defenderse que se da en las plantas. Con el propósito de 

mitigar los efectos del ozono sobre el rendimiento del cultivo, está documentado en el 

capítulo 2 de esta tesis, que podrían evaluarse variedades comerciales de soja de las más 

productivas de Argentina y compararlas con la variedad Williams, una variedad poco 

mejorada genéticamente y que podría responder mejor con sus defensas. Es esencial 

comparar el rendimiento con variedades antiguas, ya que estas podrían mostrar una 

mayor capacidad de respuesta ante condiciones ambientales adversas, como es 

someterse a condiciones de alta concentración de ozono. Hay que tener en cuenta que la 

la producción de antioxidantes en respuesta al ozono es energéticamente costosa 

produciendo altos costos fisiológicos (Menéndez et. al. 2009). Entonces, comparar la 

relación entre crecimiento y defensas, entre diferentes variedades es útil para elegir el 

cultivar más apropiado según el ambiente y así mantener los rendimientos productivos 

aún en situaciones de estrés ambiental. Además, sería importante identificar cuáles son 

las enzimas y compuestos que confieren mayor tolerancia a ozono, y así comprender los 

mecanismos de respuesta al estrés oxidativo, ya que, si bien la soja es un cultivo 

sensible al ozono, se encuentran variedades más tolerantes que otras.  

En esta tesis se observó cómo la producción de defensas inducidas en las 

plantas, como por ejemplo los IP, pueden afectar la supervivencia de las larvas que se 

alimentan de la soja, pero aún desconocemos si las larvas sobrevivientes podían 

completar su ciclo de vida normalmente. Según la teoría de selección adaptativa se 

predice que los rasgos que confieren la tolerancia al ozono deben fijarse en la población 

si los beneficios superan los costos asociados a la misma. Considerando que el ozono 

podría actuar como un factor de selección adaptativa, es factible investigar el 

comportamiento de esos individuos expuestos al ozono. En este sentido, aunque se 

produce una caída en la supervivencia de las larvas, podría darse que a través de la 

selección persistan los individuos que mejor se adaptaron al ozono. Además, el 

ambiente enriquecido en ozono podría modificar la tasa reproductiva de los individuos o 

poblaciones que logren sobrevivir. Por otro lado, cabe preguntarse cómo será el 
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desempeño de las poblaciones descendientes de esos individuos que pudieron sobrevivir 

al daño por ozono y evaluar si su ciclo será más corto, si la pupa será más liviana Y si se 

les permite a estos individuos que ovipongan en esas mismas condiciones, evaluar si 

pondrán más huevos para compensar las condiciones de un cultivo bajo ozono. Se 

propone continuar con evaluaciones en el comportamiento y desempeño de los insectos 

en condiciones de ozono crónico. Esto podría responderse en futuros estudios. 

Otro interrogante que surge de esta tesis es conocer el efecto directo del ozono 

sobre las larvas. Ya que en los ensayos que se realizaron, las larvas se expusieron a 

ozono dentro de las cámaras y también se alimentaron de las hojas de la soja y así 

percibieron los cambios de la química de las plantas indirectamente al alimentarse. Pero 

para evaluar el efecto directo del ozono sobre el animal, las larvas deben ser expuestas 

al medio con ozono y se les debe permitir alimentarse con dietas artificiales para poder 

aislar el efecto sobre el insecto. Para ensayos futuros sería necesario evaluar el efecto 

directo.  

Se conoce que los isoflavonoides pueden beneficiar a los herbívoros 

proporcionándoles mayor protección antioxidante. Particularmente la quercetina puede 

beneficiar a los herbívoros favoreciendo el crecimiento de los insectos (Saleem et al. 

2001). Sin embargo, los isoflavonoides pueden tener efectos negativos sobre los 

herbívoros. En nuestra tesis se pudo caracterizar el efecto de la daidzina y la genistína. 

En estudios futuros nos interesaría determinar todo el perfil de isoflavonoides tanto los 

constitutivos como los inducidos debido a la interacción ozono-insecto.  

En esta tesis se evaluó la interacción de la soja con uno de los lepidópteros que 

se alimenta en general de sus hojas, pero en futuros estudios nos interesaría también 

evaluar la interacción de la soja con el complejo de chinches, insectos que afectan 

puntualmente el periodo de llenado de vainas y semillas, bajo condiciones de ozono 

crónico.  

Un punto en consideración es que no solo las concentraciones de ozono están en 

aumento, sino que se están produciendo cada vez más frecuentemente la alternancia de 

sequias acompañadas de temperaturas muy altas, lo que haría exacerbar los resultados 

obtenidos en esta tesis. La coexistencia de más de un factor estresante como altas 

temperaturas, déficit nutricional, salinidad, deficiencia de agua, podría comprometer en 

mayor escala los rendimientos de la soja en un contexto de cambio climático y esto 

aumentaría el riesgo del abastecimiento de uno de los productos más importantes de la 

dieta de animales y humanos en el mundo entero.  
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