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Figura 2.7: Insectos fitofagos de Amaranthus: a) Epicauta adspersa (Klug), b)
Astylus atromaculatus Blanch, c) Rachiplusia nu (Guenée), d)
Naupactus verecundus Hustache, e) Dichroplus elongatus G.Tos, f)
Achyra similalis (Guenée), g) Conotrachelus histrio Boheman, h)
Edessa meditabunda (F.), i) Chinavia musiva (Berg). .......c.cccceevervenns

Figura 2.8: Especies barrenadoras observada en plantas de Amaranthus. De
izquierda a derecha: Conotrachelus cervinus Hustache,

Conotrachelus histrio Boheman y Aerenea quadriplagiata Boheman.
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diferentes indican diferencias significativas entre cultivares segln
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Resumen

En esta tesis se estudio la comunidad de insectos fitofagos asociados a cinco
cultivares de Amaranthus y se evalué el modo en que caracteres propios de los
cultivares o generados a través de practicas agricolas, influyeron sobre la riqueza,
abundancia y herbivoria de sus insectos asociados. Se determin6 que tres gremios de
insectos fitdéfagos fueron importantes en las especies de Amaranthus para grano:
defoliadores, succionadores y barrenadores, en tanto que otros grupos menores citados
en la literatura (insectos pegadores, enruladores y minadores) no se observaron en los
cultivares de estudio. El gremio de defoliadores fue el grupo de mayor densidad y con
mayor riqueza de especies, en tanto que el grupo de los barrenadores fue un gremio
poco denso pero presente en casi la totalidad de las plantas evaluadas. Las
caracteristicas morfoldgicas y fenoldgicas de los cultivares fueron atributos relevantes
para el gremio succionador y barrenador, por relacionarse con la disponibilidad y
accesibilidad del alimento para el primer grupo y por influir en la incidencia del
segundo grupo. A su vez, el gremio barrenador se vio afectado por variaciones de la
densidad y de la fecha de siembra del cultivo, observandose una disminucion de su
incidencia en plantas de A. hypochondriacus. EI gremio de los defoliadores, a diferencia
de los succionadores y barrenadores, no fue afectado por las caracteristicas
morfoldgicas y fenoldgicas y ante variaciones muy marcadas de estos atributos, la
densidad y riqueza de insectos fueron similares. De manera analoga, la diferencia en la
coloracion de los tejidos vegetales no se relaciond con la preferencia y herbivoria de
este gremio en los ensayos de campo ni en los ensayos de laboratorio. Contrariamente a
lo observado con otros caracteres, la concentracion de 6 metabolitos secundarios de las
hojas de Amaranthus en estado de floracion se relaciond significativamente con la
herbivoria causada por defoliadores.

Los resultados de este trabajo contribuyen al conocimiento de la relacion
insecto-planta en Amaranthus y tienen relevancia para su manejo en condiciones de

cultivo.
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Summary

This thesis study the community of phytophagous insects associated with five
Amaranthus cultivars and the influence of features of the cultivars or those generated
through agricultural practices on the richness, abundance and herbivory of associated
insects was evaluated.

Three guilds of phytophagous insects were important: defoliators, sucking and
borers, while other smaller groups cited in the literature (leaf folder, leaf rollers and leaf
miners) were not observed. The chewer guild was the group with higher density and
greatest species richness, while the borer guild was a group with low density but it was
present in almost all plants sampled. Morphological and phenological characters of
plants were important features for sucking and borer guilds, due to they were related to
the availability and accessibility of the food for the first group and because they
influence the incidence of the second guild. In turn, the borer guild was affected by
variations in density and planting date of the crop, which decreased the density of this
guild in plants of A. hypochondriacus. On the other hand, chewer guild, unlike sucker
and stem borer, was not affected by morphological and phenological features and the
abundance and richness of insects were similar even when high variations of these
attributes were observed. Similarly, difference in the color of plant tissues was not
related to the preference and herbivory in leaves neither in the field trials nor in the
laboratory tests. However, it was found that concentrations of six out of fifteen
secondary metabolites tested in leaves of Amaranthus plants were significantly related
to the herbivory by chewer guild.

The results of this study contribute to the knowledge of insect-plant relationship

in Amaranthus and have relevance for management in culture conditions.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Cultivo de Amaranthus

El género Amaranthus (Amaranthaceae, Caryophyllales) estd compuesto por
plantas herbaceas de amplia distribucion mundial. Se estima que existen
aproximadamente 87 especies, de las cuales la mayoria son de origen americano,
mientras que un namero reducido (alrededor de 21 especies) son originarias de Europa,
Asia y Africa (Sauer 1967; Robertson 1981; Costea et al. 2001; Das 2012; Stefunova et
al. 2014). Entre las especies de amarantos, se encuentran algunas que han sido
consideradas las peores malezas del mundo, tales como A. hybridus var. quitensis
(“yuyo colorado™) y especies y subespecies derivadas de A. retroflexus L. (National
Academy of Sciences 1985). Sin embargo, otras especies del género son cultivadas con
diversas finalidades: produccion de granos (A. cruentus L., A. hypochondriacus L. y A.
caudatus L.), consumo de partes verdes (A. tricolor L., A. mantegazzianus Pass., A.
dubius Mart, A. lividus L, y A. cruentus L), con fines tintéreos (A. tintorius L.), para
consumo animal (A. graecizans L.) y con propdsitos ornamentales (A. tricolor L. y A.
caudatus L) (Sauer 1967; Stallknecht & Schulz-Schaeffer 1993).

Los amarantos son plantas anuales, de crecimiento estival. Presentan un tallo
principal, nimero variable de ramificaciones, y sus hojas son pecioladas de formas
ovadas, rombicas-oblongas a lanceoladas, que se disponen en forma opuesta o alterna a
lo largo de los tallos (Sauer 1967; Sumar 1993). El amaranto presenta flores unisexuales
pequefias, dispuestas en cimas compuestas de variada conformacion y reunidas en
panojas y/o glomérulos principales y axilares en algunos casos (Figura 1.1). Las flores
femeninas se caracterizan por presentar tres estigmas filiformes y ovario supero,
mientras que las masculinas presentan cinco estambres, con filamentos delgados y

alargados gque terminan en anteras que se abren en dos sacos (Tapia 1997; Sumar 1993).



Capitulo 1

Figura 1.1: Planta de amaranto en floracion.

A pesar de que la morfologia y fisiologia de las flores favorece la alogamia, en
los amarantos cultivados para grano prevalece la autogamia, con una proporcion de un
65 a 85 % (Covas 1987). El fruto, un pixidio unilocular, produce una semilla muy
pequefia de forma lenticular de 1-1.5 mm de diametro y de color blanquecino (Sauer
1967; Nieto 1990). El fruto al madurar presenta una dehiscencia transversal, dejando
caer la parte superior denominada opérculo y exponiendo la parte inferior llamada urna,
donde se aloja la semilla. (Figura 1.2). Se estima que en un gramo de semillas es posible
contabilizar un total de 1000 a 3000 unidades (Nieto 1990).
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Figura 1.2: Detalle del fruto de amaranto

En América, el amaranto ha sido cultivado por civilizaciones precolombinas
desde la antigiedad (Stallknecht & Schulz-Schaeffer 1993). Para los aztecas el
amaranto representaba uno de sus principales alimentos junto con el maiz y el poroto
(National Academy of Sciences 1985) y su semilla era ademés utilizada como medio de
pagos de impuestos y también en celebraciones religiosas (Sauer 1967; Myers 1996).
Con la llegada de los conquistadores espafioles a América dejé de cultivarse (Marx
1977), y desde entonces ha subsistido s6lo en pequefias economias campesinas con

arraigadas tradiciones.
1.1.1. Caracteristicas nutricionales

A partir de la década del 1970, investigaciones sobre la calidad nutricional de la
semilla de amaranto la sefialaron como un potencial recurso para la alimentacion
humana, debido a su alto contenido proteico y a su calidad nutricional (Downton 1973;
Teutonico & Knorr 1985). ElI amaranto también es consumido como vegetal verde
(hojas), tanto crudo como cocido, en varios paises de América, Africa y Asia. Sin
embargo, en los paises méas desarrollados se ha puesto el énfasis en la produccion de
semillas para consumo humano, ya que poseen valores proteicos cercanos al 6ptimo de
los requerimientos nutricionales establecidos por la FAO y la Organizacion Mundial de
la Salud (Becker et al. 1981).

La semilla contiene de 15 a 20 % de proteina cruda, superando los valores que
presentan los cereales tradicionales (Downton 1973; Becker et al. 1981; Akin-ldowu et
al. 2013) y un adecuado balance de aminoacidos esenciales que pueden alcanzar indices
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cercanos al 90.4 % (Barba de la Rosa et al. 2009; Venskutonis & Kraujalis 2013). Entre
éstos, se destaca el contenido de lisina, aminoacido limitante en la mayoria de las
proteinas vegetales, y que en amaranto presenta valores del 5 al 8 % de la proteina total
del grano (Becker et al. 1981; Teutonico & Knorr 1985; Akin-ldowu et al. 2013).

El almiddn es el principal componente de la semilla y representa entre el 55 al
72 % del peso total del grano (Willet 2001; Gonzélez et al., 2007). Los granulos de
almidon son pequefios con diametros de 0.4 a 2 um, lo cual posibilita una rapida
asimilacion por el organismo. La relacion de amilasa/amilopectina, el pequefio tamafio
de los grénulos de almidon vy las caracteristicas geométricas del mismo también otorgan
al amaranto muchas propiedades funcionales y fisicoquimicas tales como: viscosidad de
122 mPa a 95°C, alta estabilidad en los procesos de congelacion y posterior
calentamiento, que son adecuadas para el uso industrial (Praznik et al. 1999; Villareal &
Iturriaga 2011; Sanz-Penella et al. 2013; Xia et al. 2014).

Otro componente de importancia en los granos es el contenido de aceite, que en
promedio alcanza entre 6 y 9% (Lyon & Becker 1987). Si bien estos porcentajes son
muy inferiores respecto de cultivos productores de aceite, cabe destacar la calidad de los
aceites de amaranto, altamente insaturados, con una relacion promedio acidos
saturados/insaturados de 0.32 (He & Corke 2003); y ricos en &cido oleico, linoleico y
escualeno (Becker et al. 1981). El escualeno, un componente menor de los aceites
vegetales, se encuentra en altas concentraciones en la semilla de amaranto, con valores
promedio entre 4.8 — 2.1 mg/gr de semilla seca (He et al. 2002). Posee propiedades
antioxidantes y termo-estabilidad, por lo que es utilizado en la industria farmacéutica
con diversas finalidades, siendo su mayor beneficio para la salud humana la prevencién
de problemas cardiovasculares y del cancer (Rao & Newmark 1998; Farvin et al. 2004 ;
Giines 2013). La fuente tradicional de escualeno ha sido el aceite de higado de tiburon,
pero debido a la incertidumbre en su disponibilidad y al costoso proceso de
purificacion, otras fuentes, tales como el amaranto, son actualmente consideradas
(Wejnerowska et al. 2013).

Las semillas de amaranto presentan caracteristicas y propiedades nutritivas,
similares a los cereales, por lo cual se la incluye entre las especies de dicotiledoneas
consideradas como “pseudo-cereales”. Al carecer la semilla de gluten, puede ser
consumido por personas con celiaquia, lo cual le confiere una ventaja adicional como

recurso nutritivo.
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1.1.2. Caracteristicas agrondémicas

Los amarantos presentan caracteristicas ventajosas desde el punto de vista
agronémico, como son la rusticidad y la diversidad de ambientes en los que se
desarrolla, evidenciando una amplia base genética. Las plantas presentan la via
fotosintética de tipo “C 4” (Grubben 1976) que le otorga una alta tasa fotosintética en
condiciones de mucha luminosidad, altas temperaturas y déficit hidrico (Miller et al.
1984; Brenner et al. 2000; Omami & Hammes 2006). En condiciones de baja
disponibilidad hidrica, las plantas de amaranto controlan la pérdida de agua gracias a su
capacidad de ajuste osmotico (Liu & Stitzel 2002a) y son capaces de reducir la
conductancia estomatica y la tasa de expansion foliar (Liu & Stiltzel 2002b). Se ha
indicado ademas, que la eficiencia en el uso del agua en el amaranto es igual o superior
a cultivos como sorgo y mijo (Kauffman & Hass 1984) y que su produccién requiere la
mitad del volumen de agua requerido para el cultivo de maiz (Weber et al. 1986). Las
plantas, a su vez, pueden desarrollarse en suelos de baja fertilidad con moderada
tolerancia a la salinidad (Liu & Stitzel 2002a; Omami & Hammes 2006). Todo esto,
permite que el amaranto sea capaz de prosperar en zonas aridas y semiaridas donde
pocos cultivos se desarrollarian (Brenner et al. 2000; Johnson & Henderson 2002;
Omami & Hammes 2006).

1.1.3. Cultivares mejorados y dificultades en su cultivo

En la actualidad se reconocen cuatro especies de amaranto graniferas:
Amaranthus hypochondriacus L. especie originaria de México, A. cruentus L. originaria
del sur de México y Guatemala, A. caudatus L. y A. mantegazzianus Passerini (= A.
edulis Spegazzini), estas dos ultimas originarias de la regién andina (Sauer 1950, 1957;
Hunziker 1952).

A. caudatus y A. mantegazzianus son especies estrechamente relacionadas e
incluso se ha sugerido que deberian considerarse como la misma especie (Sauer 1950),
utilizdndose el nombre de “amaranto andino” para referirse a ambas (Hunziker 1952).
Algunos autores consideran que A. mantegazzianus habria derivado de A. caudatus (Pal
& Khoshoo 1973), aunque las diferencias morfologicas (Hunziker 1943) y el patrén de

proteinas de sus semillas indicarian que pertenecen a grupos diferentes (Drzewiecki
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2001), discutiéndose aun sus relaciones filogenéticas. A su vez, mientras que A.
caudatus se extiende desde el sur de Ecuador a través de Per( y Bolivia hasta el
noroeste de Argentina, A. mantegazzianus se limita al noroeste de Argentina (Coons
1982).

Debido a la menor distribucion de A. mantegazzianus en su region de origen y a
la disminucién de su cultivo a través de los afios, Hunziker (1952) ha llegado a sefialar
que A. mantegazzianus podria convertirse en una especie en peligro de extincion.
Distinta es la situacion de A. caudatus, la cual se cultiva en Asia y Africa, en tanto que
A. hypochondriacus y A. cruentus son especies difundidas tanto en América como en
otros continentes (Grubben 1976; Coons 1982).

A pesar de que el amaranto es un cultivo milenario, aun puede considerarse
como una especie semidomesticada. Los planes de mejoramientos en amaranto han
consistido, en general, en la seleccion y uniformidad de caracteristicas deseables de
cultivares nativos tales como alto potencial de rendimiento, precocidad y bajo porte de
la planta. Los cultivares seleccionados luego de ser estabilizados se han difundidos para
su cultivo. De esa manera, se han obtenido diferentes variedades que se utilizan en la
actualidad en la produccion de grano, entre las que se puede mencionar A.
hypochondriacus Revancha obtenida en México (Espitia 1991), A. caudatus INIAP-
ATACO y A. caudatus INIAP-Alegria, ambas obtenidas en Perdl (Monteros et al. 1994).
Otros cultivares se han originado por cruzamientos como es el caso de A.
hypochondriacus “Plainsman” (K 343) (A. hypochondriacus L. x A. hybridus) de gran
difusion en los Estados Unidos, que se caracteriza por presentar plantas de poca
ramificacion, porte bajo y altos niveles de rendimiento (Kauffman & Weber 1990;
Baltensperger et al. 1992; Brenner 1992).

Si bien la obtencion de cultivares ha contribuido al avance del cultivo, el
amaranto aln presenta caracteristicas a mejorar que en la actualidad representan
problemas para su cultivo. Entre ellas se encuentra el pequefio tamafio de la semilla, el
cual es un desafio en la produccion de amaranto. Debido al pequefio tamafio, la
profundidad de siembra debe oscilar entre 1 a 1.5 cm del suelo para permitir la
emergencia (Odeleye & Olufolaji 2010). Estas siembras muy superficiales son dificiles
en zonas de suelos muy sueltos y favorecen la predacion por insectos en general. En
estas primeras etapas, el crecimiento inicial de la planta es muy lento debido al

contenido de reservas en la semilla, y las plantulas deben competir con las malezas para
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desarrollarse. En la actualidad no existen herbicidas selectivos que se puedan aplicar en
el cultivo, y por lo tanto, el problema de las malezas es uno de los factores limitantes en
la produccién, afectando al cultivo no sélo por competir con éste por los recursos, sino
también por la dificultad que representa la separacion de las semillas de amaranto de las
de malezas (Covas 1987). Otra caracteristicas que presentan los amarantos es la
heterogeneidad en el crecimiento de las plantas, las cuales alcanzan la madurez
desincronizadamente (Kauffman 1986). Una caracteristica deseable relacionada a este
aspecto es la precocidad (plantas de corto periodo vegetativo y maduracion rapida). Este
caracter puede ser beneficiado por un porte bajo y uniforme en las plantas, asi como por
un tallo no ramificado, debido a que la maduracién es mas tardia en las ramas, respecto
del tallo principal (Covas 1987). El porte bajo y uniforme es un carécter que también
facilita la cosecha mecanica. La resistencia a enfermedades y plagas es otro de los
objetivos en el fitomejoramiento, debido a que el amaranto es afectado por
enfermedades (hongos y virus) y diversas especies de insectos (Weber et al. 1990;
Wilson 1990; Pérez-Torres et al. 2011).

1.1.4. Cultivares de Amaranthus estudiados

En el presente trabajo de Tesis se estudiaron cinco cultivares de Amaranthus
pertenecientes a tres especies graniferas: un cultivar de Amaranthus cruentus (Don
Ledn), tres de A. hypochondriacus (San Antonio, 280 FK-FH1 y Artasa 9122) y uno de
A. mantegazzianus (Don Juan), los cuales presentan variaciones inter e intraespecificas,
morfolodgicas, fenoldgicas y quimicas (Tabla 1.1). De los cultivares disponibles, se
eligieron para la realizacion del trabajo aquellos que presentaron buena adaptacion a las
condiciones climaticas y edaficas locales y buen rendimiento de grano, en base a lo
observado en ensayos previos (Niveyro, datos no publicados) y referencias
bibliogréaficas (Sauer 1967; Covas 1987). A fin de simplificar la descripcion de los
resultados y discusién en los siguientes capitulos, los cultivares se llamaran en adelante

Cruentus, Hyp SA, Hyp 280, Hyp Artasa y Mantegazzianus, respectivamente.
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Tabla 1.1: Caracteristicas morfolégicas, fenologicas y quimicas de cinco cultivares de

Amaranthus.

Caracteristicas

Origen

Amarantina

Panoja Forma
Color

Tamafo

Follaje

Tallo Grosor

Ramificacion
Altura
promedio
de la planta
(cm)

Ciclo
Fenolégico
(dias)

Crecimiento

Rendimiento
promedio  en
granos

(Kg/ha)
Sanidad
(Observaciones

preliminares)

CULTIVARES
Cruentus Hyp SA Hyp 280 Hyp Artasa  Mantegazzianus
INTA Anguil . i INTA Anguil INTA Anguil
Meéxico Hungria
(LP) (LP) (LP)
Presente Presente Presente Presente Ausente
Alargada Alargada Alargada Alargada Globosas
Amarillo Pdrpura Parpura Pdrpura Amarrilla/naranja
Mediana Grande Pequefia Grande Grande
Abundante Abundante Escaso Abundante Abundante
Grueso Grueso Fino Grueso Grueso
Escasa Escasa Escasa Media Escasa
166,8 £ 5,47 152,1+530 107,62+2,26 121,46 +4,30 195,19 £ 7,40
(n=37) (n =40) (n=45) (n=35) (n =36)
142 dias 126 dias 59 dias 175 dias 162 dias
) ) Muy ) )
Homogéneo Homogeneo ] Homogéneo Homogéneo
homogéneo
1763 + 446 858 + 125,47 1215 +245,04 1626 + 281,02 2045,49 £ 521,91
(n=13) (n =12) (n=12) (n=11) (n=12)
Buena Buena Muy buena Mala Regular
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1.2. Plagas insectiles reportadas en Amaranthus cultivados.

Como se ha indicado anteriormente, el amaranto es afectado por varias especies de
insectos fitdéfagos. Entre las citadas como plagas en amaranto pueden mencionarse
chinches (Hemiptera: Lygaeidae), orugas defoliadoras (Lepidoptera: Noctuidae),
pulgones (Homoptera: Aphididae) y escarabajos (Coleoptera: Meloidae vy
Chrysomelidae). En muchos casos, existe registro de que ciertas enfermedades causadas
por hongos Yy virus han sido transmitidos a las plantas por insectos vectores, tales como
gorgojos (Coleoptera: Curculionidae) y chicharritas (Hemiptera: Cicadellidae) (Noelting
et al. 2001; Stallknecht et al. 1990). En Ameérica del Sur, se han publicado pocos
estudios referidos a los insectos fitdfagos en cultivos de amaranto (Ves Losada & Covas
1987; Guerrero et al. 2000; de Oliveira et al. 2012; Riquelme et al. 2013). En Argentina,
se menciona el atague de coledpteros barrenadores de tallos de la especie Aerenea
quadriplagiata (Boheman, 1859) (De Haro & Martinez 1995; Riquelme et al. 2013) y
del género Conotrachelus spp. (Coleoptera: Curculionidae) (Bosq 1943; Hayward 1944;
Vasicek et al. 1998), folivoros de varias especies de Coleoptera y Lepidoptera y
hormigas del género Atta spp. (Hymenoptera: Formicidae) (Ves Losada & Covas 1987).
En tanto que en otros paises, algunos estudios han sefialado las mermas que los insectos
causan en la produccidon de semillas (Stallknecht & Schulz-Schaeffer 1993; Phogat et al.
1994), y se ha analizado efectos del manejo sobre la abundancia de algunas plagas
insectiles y su posible incidencia en el dafio causado (Torres-Saldafia et al. 2004).

Teniendo en cuenta el origen americano del cultivo, y teniendo en cuenta la
evidencia que se detalla més adelante (Capitulo 2), el amaranto podria presentar menor
riqueza de insectos herbivoros en las &reas donde se lo ha introducido respecto de su
lugar de origen. Esto representaria una ventaja para su cultivo en areas alejadas a su
sitio de origen. Sin embargo, aun no se han realizados estudios comparativos respecto a
la diversidad, densidad e impacto de insectos fitofagos en plantas de Amaranthus spp.

en su area de distribucién natural y en areas donde se lo ha introducido.
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1.3. Caracteristicas de las plantas y su relacion con estrategias

defensivas ante herbivoros.

Dado que las plantas de Amaranthus presentan una alta variabilidad genética y
las especies que se utilizan para la produccion de grano exhiben conjuntos de rasgos
diferentes entre si, esas diferencias podrian influir en los niveles de herbivoria o
preferencia de los insectos. Se sabe que las plantas en general tienen un rol activo en la
interaccion con sus herbivoros (Underwood & Rausher 2002; Carr & Eubanks 2014),
dado que perciben los dafios y pueden utilizar mecanismos de defensas para evitar o
reducir la preferencia y desempefio de los insectos (resistencia), como también para
minimizar los efectos negativo una vez que el dafio se ha producido (tolerancia) (Strauss
& Agrawal 1999; Nufez-Farfan et al. 2007). Este ultimo, involucra una activacion del
metabolismo primario tales como el incremento de la tasa fotosintética, incrementos de
la biomasa (ramificacion, macollaje, etc.) y el almacenamiento y reasignacion de
recursos en sus Organos, entre otros (Strauss & Agrawal 1999). Por otra parte, las
plantas han desarrollado una serie de caracteristicas fisicas tales como la dureza de las
hojas, tricomas, peliculas de cera, resinas y cristales ademas de caracteristicas quimica
que confieren resistencia contra la herbivoria (Karban & Baldwin 1997; Stamp 2003;
Furstenberg-Hégg et al. 2013; Karban et al. 2014).

Entre las caracteristicas quimicas, los metabolitos secundarios en las plantas
cumplen un rol interactivo con los herbivoros y patégenos (Harborne & Grayer 1994;
Simmonds 2003; Carlsen & Fomsgaard 2008). Estos compuestos pueden ser tdxicos al
producir estrés oxidativo en los insectos no adaptados (Summers & Felton 1994),
mientras que en otros grupos pueden actuar como sustancias disuasivas (Bernays &
Chapman 1987). En este ultimo caso, los insectos pueden alimentarse del vegetal pero
deben detoxificar las sustancias del cuerpo (Ruuhola et al. 2001) disminuyendo la
herbivoria y/o provocando el crecimiento retardado en los insectos (Simmonds 2003;
Macel et al. 2005; Leiss et al. 2009). Contrariamente, en insectos adaptados, los efectos
pueden ser fagoestimulantes (Bernays et al. 1991; Bernays & Chapman 2000; Lattanzio
et al. 2006) e incluso algunas especies pueden acumular las sustancias en su cuerpo para
utilizarlos en la comunicacion, reproduccion y defensa contra predadores (Burghardt et
al. 2000; Simmonds 2003; Lattanzio et al. 2006). Si bien estos son algunos ejemplos de

los efectos observados, la relacion de los metabolitos secundarios con los insectos
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fitofagos es compleja, dependiendo de las concentraciones en las que se encuentran los
compuestos en el tejido vegetal (Blaney & Simmonds 1983) y de la diversidad de los
metabolitos en la planta, pudiendo incrementar los niveles de resistencia por efectos de
sinergismo (Green et al. 2003; Pascacio-Villafan et al. 2014).

En una revision reciente, Carmona et al. (2011) indican que si bien los
metabolitos secundarios son importantes en la defensa de las plantas contra los
herbivoros, en un contexto microevolutivo la importancia relativa de estos compuestos
respecto de rasgos defensivos no quimicos (fisiologicos, fisicos y morfoldgicos) seria
secundaria, por la débil asociacidén que los compuestos presentan con la susceptibilidad
de la planta a la herbivoria. Sin embargo, los mismos autores proponen que en escalas
de tiempo macroevolutivas, los compuestos secundarios constituyen defensas de
importancia, debido a la gran cantidad de genes que median la quimica secundaria en
las plantas y a los efectos pleiotropicos de esos genes (Rausher 2006).

Si bien la produccién de defensas quimicas implica un beneficio para las plantas,
también implica costos a mantener. Varias hipotesis se han formulado para explicar la
variabilidad de defensas en las plantas. Entre ellas, la hipotesis del crecimiento de la
planta establece la importancia que las condiciones ambientales tienen en la evolucion
de distintos modos de defensas (Coley et al. 1985; Grime 2001). Las plantas que se
desarrollan en ambientes con recursos limitados exhiben bajas tasas de crecimiento
respecto de las plantas que se desarrolla en ambientes mas productivos. Como
consecuencia, estas especies presentan altos niveles de compuestos con baja tasa de
renovacion (no moviles) y baja inducibilidad. Este tipo de defensa representa un alto
costo inicial pero que se atenta a largo plazo en las plantas con hojas de vida larga. Por
el contrario, las plantas que se desarrollan en ambientes ricos poseen tasas de
crecimiento altas y se defienden con una amplia variedad de compuestos quimicos
efectivos a bajas concentraciones, con alta tasa de renovacion (moviles) y que se
inducen ante el dafio. Esta Utima estrategia reduce los costos de defensa, dado que en
ausencia de herbivoros, la planta puede reasignar sus recursos al crecimiento y
reproduccion (Karban et al. 1997; Zavala et al. 2004). Si bien la defensa inducida
beneficiaria también a las plantas del primer grupo (adaptadas a ambientes de bajos
recusos), la menor capacidad metabodlica para reemplazar rapidamente la pérdida de
tejido y de generar respuestas inducidas, favoreceria en estas plantas la presencia de
defensas constitutivas (Karban & Baldwin 1997; Grime 2001).
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A su vez, caracteristicas morfoldgicas o arquitectdnicas y también la fenologia
de las plantas pueden asociarse con algunos de los mecanismos defensivos (Lawton
1983; Alonso & Herrera 1996; Heil 2010). Se ha reportado que la variaciéon de rasgos
morfoldgicos en las plantas con frecuencia se correlaciona con rasgos de resistencia
fisica (Carmona et al. 2011) y que caracteres morfologicos como cantidad y distribucién
de los meristemas en la planta, ya sean preexistentes o generados luego de la herbivoria,
afectan la tolerancia en las plantas. De manera similar, la asignacion de recursos entre
organos distantes luego del dafio por herbivoros es favorecida o limitada por las
conexiones vasculares en la planta (Stowe et al. 2000). Las diferencias fenoldgicas
pueden modificar la quimica vegetal (Johnson & Agrawal 2005; Lamarre et al. 2014),
ya que las concentraciones de compuestos defensivos varian entre las diferentes etapas
ontogénicas modificando su efectividad (Feeny 1970; Hunter 1992; Pilson 2000;
Agrawal 2004; Murakami et al. 2008).

Por otra parte, caracteristicas como la forma de las hojas, la simetria o la
distancia entre ellas en la planta son diferencias sutiles pero con impacto en los insectos
que se especializan en microhabitas proporcionados por la forma de crecimiento de la
planta huésped (Wright & Samways 1999; Cornelissen & Stiling 2011; Santos et al.
2013). Por lo expuesto, la disponbilidad de recursos generados por la arquitectura o el
ciclo ontogénico de la planta (Lawton 1983, Haysom & Coulson 1998; Marquis et al.
2002; Rudgers & Whitney 2006), tiene relevancia para analizar la preferencia de los
insectos independientemente de los niveles de defensa que las plantas presenten
(Carmona et al. 2011).

En los cultivos agricolas, el éxito en la produccion depende de la disponibilidad
de variedades vegetales e hibridos adaptados, siendo posible seleccionar diversas
caracteristicas para utilizarlas en el control de plagas insectiles. Si bien los rasgos son
mediados genéticamente, en especies cultivadas algunas caracteristicas como las
morfoldgicas y fenoldgicas pueden ser manipuladas mediante la utilizacion de practicas
agricolas. La variacion de la densidad de siembra, por ejemplo, afecta la distribucion
espacial de las plantas en el cultivo, modificando la altura y el tamafio de las mismas
debido la competencia entre plantas por nutrientes, luz, etc. En cultivos de maiz se ha
reportado que ésta practica permite disminuir el dafio por insectos barrenadores (Moyal
1995; Echezona 2007) y en cultivos de canola, se la ha utilizado para reducir la

infestacion de insectos barrenadores de la raiz (Dosdall et al. 1995). En ambos casos, los
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resultados se deben a un cambio morfologico en la planta, dado que los insectos pueden
responder a contrastes visuales entre la vegetacion y modificar su comportamiento de
acuerdo al espaciamiento entre las plantas (Dosdall et al. 1999; Ishii-Eiteman & Power
1997).

Otra préactica, la variacion de la fecha de siembra, puede generar plantas de
distinto tamafio y desarrollo al adelantar o retrasar su ciclo ontogénico, el cual es
dependiente de las condiciones climaticas, principalmente temperatura y fotoperiodo.
Esta modificiacion de los estadios fenoldgicos puede afectar los niveles de defensa
fisicos y quimicos (Fenny 1976; Coley 1980; Barton & Koricheva 2010), y modificar la
capacidad de compensacion de la planta ante la herbivoria en diferentes momentos del
desarrollo (Bajwa & Kogan 2004; Dosdall & Stevenson 2005).

En amaranto, si bien se conoce que densidades altas de siembra causan
modificaciones en los tallos de las plantas (Torres-Saldafa et al. 2004), esta préactica ha
sido escasamente estudiada en referencia al ataque de insectos (Torres-Saldafia et al.
2004), mientras que no existen estudios respecto de la variacion de la fecha de siembra

y su efecto en los insectos asociados.
1.4. Objetivos y organizacion de la tesis

En esta Tesis se estudian las comunidades de insectos herbivoros asociadas al
cultivo de Amaranthus en Argentina y se relacionan las tasas de herbivoria observadas
en las plantas con caracteristicas morfologicas, fenoldgicas y quimicas de los cultivares,
ya sean estas propias del cultivar o inducidas mediante alteraciones de las practicas
agronoémicas en los cultivos; evaluando si estas caracteristicas alteran la vulnerabilidad
de las plantas frente a los insectos fitéfagos. Para cumplir este objetivo general, la tesis

se organizd en capitulos, coincidentes con los siguientes objetivos especificos:

Objetivo/Capitulo 2: Describir la entomofauna de insectos fitdfagos asociados a cinco
cultivares del género Amaranthus y comparar la estructura taxonémica y de gremios de
la comunidad de herbivoros observada en Argentina con la registrada en otras partes del

mundo.
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Objetivo/Capitulo 3: Estudiar la herbivoria causada por insectos ecto y endofitofagos
en cinco variedades de Amaranthus y evaluar posibles efectos de diferencias
morfolégicas, fenoldgicas y quimicas de los cultivares.

Objetivo/Capitulo 4: Estudiar experimentalmente los efectos de practicas culturales
modificadoras de la caracteristicas morfoldgicas (grosor del tallo) y fenologicas
(duracién del ciclo) de dos cultivares de Amaranthus sobre la herbivoria causada por
insectos endofitdfagos y ectofitofagos masticadores.

Objetivo/Capitulo 5: Evaluar la preferencia de alimentacion y la tasa de
aprovechamiento de tejidos vegetales en Spodoptera frugiperda (Smith) alimentadas

con hojas de cinco cultivares de Amaranthus hypochondriacus.

Finalmente, en el ultimo capitulo se discuten en forma integrada los resultados

obtenidos.
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Estructura taxonomica y funcional de
las comunidades de insectos fitofagos

asoclados al cultivo de Amaranthus.

2.1. Introduccion

Las plantas de amaranto son afectadas por diferentes insectos fitofagos (El-
Aydam & Burki 1997). La mayor parte de la informacion sobre el tema proviene de
estudios relacionados con la busqueda de potenciales biocontroladores de los amarantos
silvestres, en particular A. retroflexus (EI-Aydam & Burki 1997; Bdrki et al. 2001),
mientras que los restantes trabajos son referidos a insectos que se alimentan de las
especie cultivadas.

De los insectos que afectan las plantas de amaranto, los barrenadores de tallo se
han indicado como el grupo de mayor prevalencia a escala global (Louw et al. 1995), y
esta representado, casi en su totalidad, por la familia Curculionidae (Terry & Lee 1990;
Jha et al. 1992; Louw et al. 1995; Louw & Myburgh 2000; Salas-Araiza &
Boradonenko 2006), y con s6lo algunas especies en el orden Diptera y Lepidoptera
(Torres-Saldaria et al. 2004; de Oliveira et al. 2012). Los dafios causados por este grupo
son realizados por los estadios juveniles, lo cuales hacen galerias en el tallo principal,
aunque, dependiendo de la especie, también pueden ocurrir en los tallos secundarios, en
peciolos gruesos e incluso en las raices (Wilson 1990; Louw et al. 1995). A su vez, los
insectos defoliadores son mencionados por causar considerables dafios en hojas y brotes
florales (Schuester 1987; Guerrero et al. 2000), los cuales son en su mayoria insectos
pertenecientes a los 6rdenes Coleoptera y Lepidoptera. Otro gremio citado son los
insectos succionadores, cuyos dafios se han relacionado con la disminucion en el
rendimiento de grano en amarantos cultivados (Robinson 1986; Olson & Wilson 1990).
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En este grupo, chinches del género Lygus spp. (Hemiptera: Lygaeidae) han sido
mencionadas en diferentes regiones (América, Asia y Europa) (Jena et al. 2000; Louw
& Myburgh 2000; Salas-Araiza & Boradonenko 2006).

Poco se sabe sobre otros gremios de insectos, pero existe evidencia que
minadores de hojas, pegadores y enruladores de hojas se alimentan también en amaranto
(Waterhouse 1994; Jena et al. 2000). Para el primer grupo, las especies han sido
generalmente observadas en plantas silvestres y en menor medida sobre especies
cultivadas (Stegmaier 1950; Spencer 1973; Mujica & Berti 1997; Carrasco 1987),
mientras que son escasos los trabajos referidos a pegadores y enruladores de hojas
(Waterhouse 1994; Jena et al. 2000)

En Argentina, pocos estudios se han referido a los insectos fitéfagos en los
amarantos cultivados (Ves Losada & Covas 1987; Riquelme et al. 2013). Si bien es un
cultivo comercial recientemente incorporado en el pais y por lo tanto la superficie que
se le dedica es muy pequefia, el conocimiento de factores adversos a su cultivo, entre
ellos los insectos fitdéfagos, podria favorecer su expansion y el desarrollo de estrategias
de manejo. Por otra parte, de acuerdo a la “Hipdtesis de la liberacion de enemigos
naturales” (Keane & Crawley 2002) y al origen americano del cultivo, éste podria ser
favorecido en otros continentes donde se lo ha introducido, sin embargo, no existen

estudios comparativos sobre la entomofauna en los diferentes lugares donde se cultiva.

2.2. Objetivos especificos

El primer objetivo de este capitulo fue realizar una recopilacion bibliogréfica de
los insectos fitéfagos citados en plantas de Amaranthus en todo el mundo y comparar la
estructura taxondmica y funcional de las comunidades de insectos fitofagos asociados al
cultivo, en paises americanos y no americanos. Como segundo objetivo, se describen las
especies fitdfagas asociadas a cinco cultivares de Amaranthus en la provincia de La
Pampa, indicando en qué etapa del ciclo fenolégico del cultivo se observaron y el tipo
de dafio producido. Por Gltimo, se comparan las comunidades de insectos herbivoros
observadas en Argentina con los reportados en otras partes del mundo, poniendo énfasis
en la estructura taxonémica y de gremios. Cabe aclarar que las comparaciones aqui

realizadas son preliminares y podrian refinarse en futuros analisis que incorporen datos
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adicionales tales como superficie cultivada con Amaranthus y tiempo transcurrido desde
que las especies fueron introducidas en los distintos paises, informacién que no estéa

disponible en la mayoria de los casos.
2.3. Materiales y métodos

2.3.1. Revision bibliogréfica

Se realiz6 una revision bibliografica de los insectos fitdfagos reportados tanto en
especies de crecimiento silvestres como especies cultivadas de Amaranthus spp. Para
ello se utilizaron motores de blsqueda de Internet (Scopus, Scielo, Google Scholar)
incluyendo como palabras claves “Amaranthus” en combinacion con “insectos
fitofagos” o “insectos herbivoros”, en castellano y en inglés (“phytophagous insects”
“herbivorous insects”). También se consultaron catalogos y bibliografia especifica que
no estan disponibles en formato digital o que no aparecieron en la blsqueda antes
descripta. S6lo los insectos herbivoros que fueron registrados alimentandose
efectivamente en las plantas fueron considerados. Los insectos se agruparon en
diferentes gremios definidos en base al modo en que se alimentan: defoliadores,
barrenadores, etc. (Stork 1987).

2.3.2. Muestreo de insectos en cultivos de Amaranthus
2.3.2.1. Ensayo de campo

Se llevaron a cabo muestreos de insecto fitéfagos en un total de cinco cultivares,
de tres especies diferentes de amaranto: Amaranthus cruentus (Cruentus), A.
hypochondriacus (Hyp SA, Hyp Artasa, Hyp 280) y A. mantegazzianus
(Mantegazzianus), las cuales se sembraron durante dos temporadas consecutivas
(verano 2007-2008 y 2008-2009) en el campo el campo experimental de la Facultad de
Agronomia de la UNLPam, Santa Rosa, La Pampa (36° 37' S, 64° 16' O). La superficie
sembrada fue de 156 m? con distancia entre hileras de 0.50 m y con una densidad de
siembra de 3.5 kg de semillas por hectarea. El peso de la semilla se utilizé como unidad

de medida ya que es muy similar en todos los cultivares. Mayores detalles
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metodologicos acerca del modo en que se sembraron las plantas se brindan en el
capitulo 3. Las plantas no recibieron la aplicacién de insecticidas y el desmalezado fue
manual. El ensayo se ubicd en una zona ganadera, caracterizada por pasturas perennes
(alfalfa), pastizales naturales y cultivos de trigo. Durante las dos temporadas, el ensayo
se realizo en un lote arado de 7 hectareas con bordes de vegetacion espontanea, en la
que se encontraban diversas especies: Cynodon dactylon (L.) Pers., Digitaria
sanguinalis (L.), Portulaca oleracea L., Xanthium cavanillesii Schouw, Salsola kali L.

y Conyza bonariensis L., entre las mas abundantes.

2.3.2.2. Muestreos de insectos

Se realizaron un total de 12 muestreos, cinco durante la primera temporada y
siete durante la segunda, en horario diurno (entre las 09:00 y las 14:00 hs.), cuando la
mayoria de los insectos fitofagos en Amaranthus estan activos (de acuerdo a
observaciones previas). Los muestreos se espaciaron en el tiempo a fin de abarcar todo
el ciclo del cultivo. En tres oportunidades en el verano 2008/2009 se realizaron
observaciones nocturnas (21:00 a 22:00 hs.) a fin de registrar especies no activas
durante el dia. En cada cultivar y fecha de muestreo, se seleccionaron al azar 50 plantas
(n total = 3000), revisdndose tallos, peciolos y ambos lados de las hojas, durante diez
minutos (descontando el tiempo de manipuleo). Los insectos observados fueron
contados, colectados (al menos una muestra de cada especie) y acondicionados en cajas
entomoldgicas (adultos), o conservados en alcohol al 70% (insectos blandos y larvas)
para su posterior identificacion en laboratorio. Se consignaron ademas datos sobre el
desarrollo y la ubicacion en la planta de las especies encontradas. La  presencia Yy
abundancia de especies endofitéfagas se determin6é durante la segunda temporada
(verano 2008/2009), en dos oportunidades coincidentes con la mitad y fin del ciclo del
cultivo coincidentes con las etapas R4 y R6 de acuerdo a la escala fenoldgica de Mujica
& Quillahuaman (1989). En cada una de ellas, se tomaron al azar 250 plantas y se
seccionaron longitudinalmente sus tallos y panojas para observar sintomas de
oviposicion y presencia de galerias de insectos. En las plantas en las que se observaron

galerias también se cuantifico el nimero de larvas activas por tallo.
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2.3.3. Andlisis estadistico

Se calcularon curvas de rarefaccion (Krebs 1989) para el total de especies de
fitofagos observadas sobre plantas de amaranto, a fin de evaluar la precision para
estimar esta riqueza de especies a partir del esfuerzo muestral realizado.

Para evaluar la influencia del lugar geogréafico del cultivo de amaranto (América
versus otros continentes) sobre la composicion proporcional de 6rdenes taxonémicos y
gremios troficos de insectos se utilizd la prueba de Chi-Cuadrado. Se realizé el mismo
analisis para comparar la comunidad de herbivoros en Argentina con la informacién

registrada a nivel mundial. En todos los casos, se utiliz6 un alfa de 0.50.

2.4. Resultados

2.4.1. Revision bibliogréfica

A partir de setenta estudios de las comunidades de fitéfagos asociadas al
Amaranthus en 33 paises, en cinco continentes, se citan un total de 255 especies de
insectos alimentandose en plantas de amaranto. EI gremio de defoliadores fue el grupo
mas grande y mas rico en todo el mundo (EI-Aydam & Birki et al. 1997; Clarke-Harris
et al. 2004; Aragdn-Garcia et al. 2011), y representd la mitad del total de especies de
insectos registrada en amaranto. Las especies restantes se distribuyeron en
succionadores (28%), barrenadores (9%), minadores de hojas (8%) y en tres gremios
menores: insectos con aparato bucal raedor (3%), pegadores y enruladores de hojas (1%
cada uno) (Figura 2.1a). El gremio de defoliadores estuvo representado por 21 familias
de insectos, so6lo se reportaron dos especies de una misma familia de pegadores de hojas
y los gremios restantes tuvieron valores intermedios (Tabla 2.1). Los oOrdenes de
insectos con mayor cantidad de especies citadas en amaranto fueron Coleoptera,

Lepidoptera y Hemiptera (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1: Estructura taxonomica y funcional de insectos fitéfagos citados en plantas de

Amaranthus spp. a nivel mundial registrada en la literatura.

NUmero
Gremio Orden Familia de Referencias
especies
Kranz et al. 1979; Baloch et al. 1981,
Succionador  Hemiptera Coreidae 8 Waterhouse 1994; Jena et al. 2002; Salas-
Araiza & Boradonenko 2006; Umeh et al. 2009.
Cydnidae 1 Stegmaier 1950
Lygaeidae 6 Stegmaier 1950; Waterhouse 1994
Stegmaier 1950; Weaver & Mcwilliams 1980;
Bendixen et al. 1981; Wilson 1989; Olson &
.. Wilson 1990; Terry & Lee 1990; Waterhouse
Miridae 10 Y _
1994; Louw & Myburgh 2000; Salas-Araiza &
Boradonenko 2006; Pérez-Torres et al. 2011;
Aragon- Garcia et al. 2011.
Thyrecoridae 1 Salas-Araiza & Boradonenko 2006
Stegmaier 1950; Baloch et al. 1981; Ves Losada
. & Covas 1987; Salas-Araiza & Boradonenko
Pentatomidae 6 )
2006; Umeh et al. 2009; Pérez-Torres et al.
2011; Aragon-Garcia et al. 2011.
Piesmidae 2 Waterhouse 1994; Stegmaier 1950
Aleurodidae 1 Bendixen et al. 1981
Houard 1908; Stegmaier 1950; Bendixen et al.
Aphididae 8 1981; Koliab et al. 1986; Pérez-Torres et al.
2011
Stegmaier 1950; Kolaib et al. 1986; Stallknecht
Cicadellidae 12 & Schulz-Schaefer 1993; Salas-Araiza &
Boradonenko 2006.
Diaspididae 1 Tawfik et al. 1976
. Stegmaier 1950; Salas-Araiza & Boradonenko
Membracidae 3 ¥
2006.
Pseudococcidae 1 Bendixen et al., 1981
Stegmaier 1950; Vogt & Cordo 1976; Capinera
1978; Baloch et al. 1981; Balshaugh et al. 1981,
Bendixen et al. 1981; Carrasco 1987; Wilson
Defolidador ~ Coleoptera Chrysomelidae 30 1989; Tisler 1990; Julien 1992; Alex & Heal
1994; Waterhouse 1994; Cagan et al. 2006;
Salas-Araiza & Boradonenko 2006; Aragon-
Garcia et al. 2011; Vrablova et al. 2001.
. Aragon-Garcia et al. 2011; Pérez-Torres et al.
Melolonthidae 11 g

2011.
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Meloidae

10

Stegmaier 1950; Schuester 1987; Ves Losada &
Covas 1987; Wilson 1989; Salas-Araiza &
Boradonenko 2006; Pérez-Torres et al. 2011.

Curculionidae

14

Stegmaier 1950; Fisher & O'Keefe 1979;
Weaver & McWilliams 1980; Beevi &
Abraham 1986; Ves Losada & Covas 1987;
Okiwelu et al. 1988; Pérez-Panduro et al. 1990;
Jena et al. 2000; Volovnik 1994; Waterhouse
1994; Salas-Araiza & Boradonenko 2006;
Aragon-Garcia et al. 2011.

Melyridae

Waterhouse 1994; Louw & Myburgh 2000.

Elateridae

Stegmaier 1950

Alticinae

Jha et al. 1992; Salas-Araiza & Boradonenko
2006.

Rutelidae

Jha et al. 1992

Cerambycidae

Baloch et al. 1981

Defoliador  Lepidoptera Arctiidae

Stegmaier 1950; Baloch et al. 1981; Ves Losada
& Covas 1987; Okiwelu et al. 1992; Salas-
Araiza & Boradonenko 2006.

Geometridae

Baloch et al. 1981.

Hesperiidae

Alex & Heal 1994,
Boradonenko 2006; Pérez-Torres et al. 2011,
Aragon-Garcia et al. 2011.

Salas-Araiza &

Lycaenidae

Waterhouse 1994

Noctuidae

22

Stegmaier 1950; Weaver & McWilliams 1980;
Kranz et al. 1979; Bendixen et al. 1981; Kolaib
et al. 1986; Carrasco 1987; Ves Losada &
Covas 1987; Yéabar-Landa 1987; Alvarado et al.
1989; Wilson 1989; Choo et al. 1992;
Waterhouse 1994; Mujica & Berti 1997;
Guerrero et al. 2000; Jena et al. 2000; Clarke-
Harris et al. 2004; Salas-Araiza & Boradonenko
2006; Aragon-Garcia et al. 2011; Pérez-Torres
etal. 2011.

Crambidae

Stegmaier 1950; Tawfik et al. 1976; Tingle et
al. 1978; Ves Losada & Covas 1987; Wilson
1989; Jha et al. 1992; Waterhouse 1994,
Guerrero et al. 2000; Clarke-Harris et al. 2004;
Pérez-Torres et al. 2011; de Oliveira et al. 2012.

Scythrididae

Stegmaier 1950; Baloch et al. 1981.

Tortricidae

Stegmaier 1950; Mackay 1962; Waterhouse
1994,

Plutellidae

Waterhouse 1994.

Defoliador ~ Orthoptera Acrididae

12

Stegmaier 1950; Baloch et al. 1981; Vyas et
al.1983; Carrasco 1987; Jha et al. 1992; Jena et
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al. 2000; Pérez-Torres et al. 2011.

Pyrgomorphydae 1 Jena et al. 2000
Tettigonidae 1 Stegmaier 1950
Stegmaier 1950; Forsyth 1966; Tawfik et al.
1976; Pajni & Kohli 1990; Jha et al. 1992;
Waterhouse 1994; Louw et al. 1995; Biirki et al.
1997; Vasicek et al. 1998; Wilson 1989; Terry
.. & Lee 1990; Louw & Myburgh 2000; Anno-
Barrenador  Coleoptera Curculionidae 20 Yourg N
Nyako et al. 1991; Torres-Saldafia et al. 2004;
Salas-Araiza & Boradonenko 2006; Banjo
2007; Tara et al. 2009; Aragén-Garcia et al.
2011; Pérez-Torres et al. 2011; Giltekin &
Korotyaev 2012.
. Ves Losada & Covas 1997; Martinez et al.
Cerambycidae 2
1999.
Spencer 1969; Spencer & Havranek 1989;
) Agromyziidae 2 Torres-Saldafia et al. 2004; Pérez-Torres et al.
Barrenador Diptera 2011,
Anthomyiidae 1 Hering 1957.
Tingle et al. 1978; Clarke-Harris et al. 2004;
Barrenador  Lepidoptera Crambidae 1 Salas Araiza & Boradonenko 2006; Pérez-
Torres et al. 2011; de Oliveira et al. 2012.
Sweetman 1928; Stegmaier 1950; Hering 1957;
Agromyzidae 10 Spencer 1969; Spencer 1973; Spencer &
. . Steyskal 1986; Spencer & Havranek 1989.
Minador Diptera 4 P
Anthomyiidae 6 Stegmaier 1950; Hering 1957.
Drosophilidae 2 Stegmaier 1950; Hering 1957.
.. Hering 1957; Carrasco 1987; Mujica & Berti
) ) Gelechiidae 2 g )
Minador Lepidoptera 1997.
Noctuidae 1 Alex & Heal 1994.
Pegador de . o
] Lepidoptera Tortricidae 2 Hering 1957; Jena et al. 2000.
hojas
Enruladores Pyralidae 1 Waterhouse 1994.
de Lepidoptera
. Tortricidae 1 De Haro & Martinez 1995.
hojas
.. Stegmaier 1950; Tawfik et al. 1976;
Phlaeothripidae 3 9
Waterhouse 1994.
Raedor Thysanoptera
. Stegmaier 1950; Tawfik et al. 1976; Bendixen
Thripidae 6

etal. 1981; Yudin et al. 1988.
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Figura 2.1: Abundancia relativa de gremios de insectos citados en plantas de
Amaranthus spp. a nivel mundial (a) y observados en la provincia de La Pampa (b). N:

namero de especies.
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Figura 2.2: Abundancia relativa de especies en los drdenes taxondmicos de insectos
citados en plantas de Amaranthus spp. a nivel mundial (a) y observados en la provincia

de La Pampa (b). N: nimero de especies.

36



Capitulo 2

El nimero de especies de insectos asociados a plantas de Amaranthus difirid
entre paises americanos y no americanos. De acuerdo a los 42 estudios/referencias en
América y 28 en otras partes del mundo, las plantas de amaranto tuvieron mayor
numero de especies fitofagas en el continente de origen respecto de otros lugares
(Figura 2.3). Los insectos defoliadores, succionadores y enruladores de hojas tuvieron
en promedio el doble del nimero de especies en las areas nativas respecto de las
introducidas (5 gremio = 12.69, d.f. = 6, p gremio = 0.04). Por el contrario, ninguna de las
especies de insectos pegadores de hojas fue observada en el continente americano, en
tanto que el nimero de especies barrenadoras e insectos con aparato bucal raedor fueron
menores respecto de las areas donde el amaranto es introducido. En cuanto a la
estructura taxonoémica, no se observaron diferencias significativas en el nimero de

especies citadas en cada orden (X2 orden = 9.59, d.f. =5, p orgen = 0.08).

O Succionadores
140 - .
«© O Defoliadores
o
S 420 - O Barrenadores
@ B Minadores
° .
& 100 A NPegadores de hojas
i g B Enruladores de hojas
L = B i
C® 80 mRaedores (Trips)
29
wn =
(] 60 A
S |
o
o 404 \
E
=] [ *
= 20 - * I J
= . %
O T 1
Ameérica Otros continentes

Figura 2.3: Riqueza promedio de especies en gremios en las comunidades de insectos
fitéfagos asociadas al género Amaranthus spp. en paises americanos y en otros
continentes, tomada de la literatura. Las barras de error representan el error estandar, y

los asteriscos diferencias significativas segun prueba de Chi-Cuadrado (p<0.05).
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2.4.2. Muestreo de insectos en cultivos de Amaranthus en Argentina

De un total de 1759 insectos registrados durante los dos afios consecutivos en
plantas de Amaranthus, 44 % pertenecieron al gremio de los succionadores
ectofitofagos, 46 % al de los defoliadores y 10 % fueron endofit6fagos barrenadores. El
gremio de los defoliadores fue el grupo méas grande y mas rico. Estuvo representado por
8 familias de insectos con un total de 15 especies (Tabla 2.2; Figura 2.5a; Figura 2.7),
mientras que el gremio de los succionadores y barrenadores estuvieron representaron
por 3 especies cada uno, pertenecientes a una familia en el caso del gremio succionador
y a 2 familias en el caso del gremio barrenador (Tabla 2.2; Figura 2.5b-c). La curva de
rarefaccidn de especies sugiere que el esfuerzo de muestreo es adecuado para estimar la
riqueza total de especies que efectivamente se asocian a plantas de Amaranthus en este
trabajo, ya que se alcanzaria una meseta en dicha curva en 17 especies (Figura 2.4).

Entre los defoliadores, Epicauta adspersa (Klug), Achyra similalis (Guenée) y
Naupactus verecundus Hustache fueron las especies méas abundantes con 53, 15y 13%
del total de los insectos del gremio (Figura 2.5a). Chinavia musiva (Berg) fue la especie
predominante, aportando el 99% del total de los insectos succionadores (Figura 2.5c;
Figura 2.71). Las especies Conotrachelus histrio Boheman, C. cervinus Hustache and
Aerenea quadriplagiata Boheman fueron las Unicas especies barrendoras, siendo
predominante el primer género (Figura 2.5c; Figura 2.8). Los muestreos nocturnos
indicaron que las especies de C. cervinus y C. histrio fueron activos en horas de la
noche y se observaron siempre en parejas. Los adultos de la especie A. quadriplagiata
fueron visualizados durante el dia, aunque también fue posible observar algunos adultos

activos durante la noche.
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Figura 2.4: Curva de acumulacion de especies fitdfagas.
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Tabla 2.2: Estructura taxonomica y funcional de insectos fitéfagos registados en

plantas de Amaranthus spp. en los ensayos de campo.

Namero
Gremio Orden Familia Especie de
especies
Succionador Hemiptera  Pentatomidae  Edessa meditabunda (Fabricius) 2
Nezara viridula (L.) 6
Chinavia musiva (Berg) 773
Defoliador  Lepidoptera Crambidae Achyra similalis (Guenée) 123
Noctuidae Rachiplusia nu (Guenée) 11
Spodoptera frugiperda (Smith) 17
Coleoptera  Meloidae Epicauta atomaria (Germar 1821) 9
Epicauta adspersa (Klug) 430
Melyridae Astylus atromaculatus Blanchard 35
Curculionidae  Pantomorus viridisquamosus (Boheman) 5
Pantomorus auripes Hustache 11
Pantomorus ruizi (Bréthes) 5
Naupactus verecundus Hustache 100
Naupactus leucoloma (Boheman) 1
Conotrachelus histrio Boheman
37 *
Conotrachelus cervinus Hustache
Ortoptera Acrididae Dichroplus maculipennis (Blanchard) 3
Dichroplus elongatus Giglio-Tos 19
Barrenador  Coleoptera  Cerambycidae Aerenea quadriplagiata Boheman 65
Curculionidae  Conotrachelus histrio Boheman o7+

Conotrachelus cervinus Hustache

*Los valores corresponden a las especies Conotrachelus histrio Boheman y C. cervinus

Hustache juntas.
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Figura 2.5: Abundancia relativa de especies de cada gremio observados sobre
Amaranthus. a) Defoliadores (adultos), b) Barrenadores (estado larval), c)

Succionadores (adultos).

El gremio de los succionadores se alimentd en las panojas, mientras que los
incluidos como defoliadores se observaron tanto en hojas (92.6% n = 746 adultos) como
en inflorescencias (7.4%). El gremio de barrenadores también se registro en tallos y en

inflorescencias, siendo la cantidad de larvas observadas en tallos aproximadamente
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cuatro veces mayor a la densidad observada en panojas (n = 137 larvas). Del total de las
plantas examinadas (n = 319), el 63.8 % de las plantas estuvo afectada por este gremio.

La densidad de las especies de insectos en cada gremio varié en los diferentes
momentos del desarrollo del cultivo (Figura 2.6). La densidad mas alta de insectos
barrenadores y succionadores se observo a partir del mes de Febrero en coincidencia
con la fase reproductiva de la planta; a diferencia de los defoliadores, que se registraron
desde la emergencia hasta la madurez fisiologica de las panojas.

Las comunidades de insectos fitofagos observados en las plantas de Amaranthus
en los ensayos de este trabajo no difirieron con los reportados a nivel mundial en cuanto
a la riqueza de especies en los gremios (y° gremio = 5.06, d.f. = 6, P gremio = 0.53, Figura
2.1b) ni en los 6rdenes (3° orgen = 6.05, d.f. = 5, P orgen = 0.29, Figura 2.2b).
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Figura 2.6: Densidad de los gremios de insectos observados en las distintas etapas

fenoldgicas de las plantas de Amaranthus (Mujica & Quillahuaman 1989) durante dos

temporadas de crecimiento (2007-2008 y 2008-2009). La apariencia general de las

plantas en cada etapa fenoldgica se ilustra en la parte superior de la tabla.
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Figura 2.7: Insectos fitéfagos de Amaranthus: a) Epicauta adspersa (Klug), b)
Astylus atromaculatus Blanch, c) Rachiplusia nu (Guenée), d) Naupactus
verecundus Hustache, e) Dichroplus elongatus G.Tos, f) Achyra similalis
(Guenée), g) Conotrachelus histrio Boheman, h) Edessa meditabunda (F.), i)
Chinavia musiva (Berg).

2.5. Discusion

2.5.1. Comunidad de insectos fitéfagos citados a nivel mundial en Amaranthus.

Del total de los insectos reportados en plantas de Amaranthus, el gremio de
defoliadores y succionadores representan los grupos mas abundantes a nivel mundial.
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Dentro de estos grupos se destacaron las familias Cicadellidae y Miridae en el primer
grupo y Chrysomelidae, Noctuidae, Curculionidae en el segundo. Los insectos
barrenadores y minadores siguieron en abundancia, con un porcentaje similar de 9 y 8%
de los insectos totales, respectivamente. Ambos gremios estuvieron representados por
pocas familias. Mas del 76% de las especies barrenadoras pertenecieron a la familia
Curculionidae, mientras que un porcentaje similar de las especies de minadores de hojas
pertenecieron a la familia Agromyzidae y Anthomyiidae (ambos Diptera). A pesar de
que el gremio de insectos barrenadores representa una pequefia proporcion del total de
los insectos fitofagos asociados al amaranto, es un grupo que siempre se asocia a las
plantas de amaranto, a escala mundial. El gremio de barrenadores, junto con el grupo de
masticadores y succionadores, representaron los insectos fitdfagos mas comunes para el
género Amaranthus. Por el contrario, el gremio de pegadores, enruladores de hojas y de
insectos raedores parecen ser grupos que raramente se asocian al cultivo y existe poca
informacion acerca de los posibles dafios que ocasionan (De Haro & Martinez 1995;
Jena et al. 2000). En el caso particular de los minadores de hojas, este gremio es
mencionado mayormente en especies de amaranto de crecimiento espontaneo en
comparacion con las especies cultivadas (Stegmaier 1950; Spencer 1973; Spencer &
Havranek 1989; Alex & Heal 1994), por lo que cabe esperar que no tengan mayor
importancia en los cultivos.

Los trabajos recopilados indicaron que las plantas de amarantos cultivados en
lugares donde fueron introducidos (paises no americanos) presentan menor nimero de
especies fitdfagas respecto los insectos reportados en América. Si bien la diferencia en
el numero de estudios disponibles en la literatura sobre la entomofauna de amaranto en
América (n=42) y en otras partes del mundo (n=28) puede limitar los alcances de la
comparacion gque aqui se presenta, los resultados coincidirian con las predicciones de la
hipotesis de la liberacion de los enemigos naturales (Keane & Crawley 2002). La
diferencia en nimero de estudios realizados en América y en el resto del mundo no
invalida la comparacion referida a la proporcion relativa en que se encuentran los
distintos grupos funcionales en areas geograficas donde el amaranto es nativo o
introducido. EI gremio de los minadores de hojas presenté menor cantidad de especies
en comparacion con los insectos ectofitofagos: defoliadores y succionadores. Esto
coincide con trabajos que indican que las plantas en areas distintas a la de su origen

geografico son menos atacadas por insectos herbivoros especialistas y endofitdfagos
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(Liu & Stilling 2006). Esto se debe a que los insectos que tienen relacion estrecha con
las plantas necesitan mayor tiempo para incluir un nuevo huésped en su rango
alimenticio, a diferencia de los insectos ectofitéfagos. Sin embargo, esto no se observo
para todos los insectos endofitofagos, ya que la proporcion de barrenadores fue menor
en América respecto del observado en amaranto en sitios geograficos donde se lo
introdujo. Dos posibles causas pueden mencionarse. Por una parte, se debe considerar
que la riqueza de especies fitofagas en un area geogréfica es afectada por numerosos
factores entre los cuales se destaca el area de distribucion de la planta, la estructura e
interaccion entre comunidades y el esfuerzo de muestreo, entre otros (Strong et al. 1984;
Colautti et al. 2004). En este Ultimo aspecto, es posible que la lista de insectos
barrenadores esté ain incompleta en su lugar de origen (América Central y Sudamérica)
donde otras especies de Amaranthus no han sido evaluadas en relacién a sus insectos
asociados, por no tener incidencia directa en la agricultura (ni como malezas ni como
cultivo de grano) o por que s6lo prosperan en lugares de altitud, a méas de 2500 msnm
(Bayon 2007; Bayon & Peldez 2012). En consecuencia, no se descarta que existan mas
especies de insectos de las que actualmente se citan en la literatura. Por otra parte,
debido a que el género Amaranthus es particularmente vulnerable al gremio de
barrenadores y la riqueza de especies en este grupo en general es particularmente alta en
Africa y Europa (Louw et al. 1995; Biirki et al. 1997; Anno-Nyako et al. 1991; Clarke-
Harris et al. 2004; Banjo 2007; Giiltekin & Korotyaev 2012), es posible que las plantas
de Amaranthus sean afectadas por otros insectos barrenadores en aquellas areas donde

las plantas fueron introducidas (Burki & Nentwig 1997).

2.5.2. Comunidad de insectos fitdfagos en cultivos de Amaranthus en Argentina.

Los resultados obtenidos en los muestreos fueron consistentes con los resultados
a nivel mundial, observandose los tres grupos mas importantes: defoliadores,
succionadores y barrenadores que se mencionan en la literatura. La abundancia relativa
de las especies y la presencia de familias en cada gremio varié entre los registrados en
este trabajo y los citados a nivel mundial, pero las familias mas citadas en el grupo de
defoliadores y barrenadores fueron también las mas observadas en este trabajo.

Dentro del gremio de los defoliadores, la familia Meloidae (Coleoptera) fue la

mas importante. Epicauta adspersa (Klug) represento el 53 % del total de los insectos

46



Capitulo 2

en este gremio seguido por Achyra similalis y Naupactus verecundus, con el 15y 12 %
respectivamente. Epicauta adspersa se registro durante todo el desarrollo del cultivo,
sin embargo, la mayor densidad de esta especie se registré en el mes de enero, momento
en que ocasiono intensas defoliaciones en plantas jovenes comprometiendo en algunos
casos la dotacion inicial de plantas de los ensayos. Epicauta atomaria (Germar, 1821)
en cambio, se present6 esporadicamente y con densidades muy bajas. En Argentina, Ves
Losada & Covas (1987) reportaron previamente éstas especies junto con Epicauta
pluvialis Borchmann. Si bien no aportan datos de las densidades en que se presentaron,
sefialan que los ejemplares recolectados ocasionaron dafios severos al follaje. La
voracidad de E. adspersa observada en este trabajo, coincide ademas con observaciones
de otro meloideo, Epicauta leopardina Haag en la que se indica incluso la pérdida
completa del follaje en plantas de amaranto (Schuester 1987). Otras especies del mismo
género, Epicauta cinerea (Fabricius, 1798) y E. pennsylvanica (DeGeer) son
mencionadas en cultivos de Amaranthus en México (Kaufmann & Weber 1990;
Henderson et al. 1993; Pérez-Torres et al. 2011). Mientras que para la primera especie
se indica dafios en follaje de hasta el 80% en plantas de A. hypochondriacus, (Pérez-
Torres et al. 2011), para E. pennsylvanica no se citan dafios de importancia (Kaufmann
& Weber 1990; Henderson et al. 1993), e incluso algunos autores sugieren que si bien la
especie se observa sobre Amaranthus spp., los insectos no se alimentarian de éste
cultivo (Salas-Araiza & Boradonenko 2006).

Otra especie defoliadora importante en las etapas vegetativas fue Achyra
similalis (Guenée, 1854) (Lepidoptera: Crambidae). Las larvas de esta especie se
caracterizaron por producir una fina tela de seda en las hojas junto con el curvamiento
de la lamina foliar. Esta especie, también observada en las etapas de floracion y
fecundacién del cultivo, registrd6 su mayor densidad en el mes de enero. Aunque la
literatura menciona que las larvas de esta especie también se alimentan de
inflorescencias ocasionando aglomeracion de las estructuras florales (Guerrero et al.
2000), los individuos de A. similalis en este estudio siempre se observaron en las hojas.
Es oportuno destacar que se registraron ramas florales cortadas, pero no fue posible
determinar si este dafio fue ocasionado por A. similalis o por otras especies de insectos.
Ademas de los estadios larvales se observaron ejemplares adultos de esta especie en el
cultivo, principalmente en horas de la tarde, y cuya densidad no se cuantifico.

Previamente, Stegmaier (1950) reporté el estadio pupal en A.retroflexus en tanto que
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Guerrero et al., (2000) observaron todos los estadios del insecto en A. cruentus,
sugiriendo estos autores que A. similalis desarrolla su ciclo completo en Amaranthus.
Otros lepidopteros, Spodoptera frugiperda (Smith) y Rachiplusia nu (Guenée) se
registraron a lo largo del desarrollo del cultivo, siendo sus densidades
considerablemente inferiores a las de A. similalis. A pesar de la baja incidencia de estas
especies observada en este trabajo, tanto S. frupiperda como R. nu, son plagas
importantes en diferentes cultivos como girasol, alfalfa y maiz, por lo que podrian
considerarse entre la plagas potenciales del cultivo de amaranto. Del mismo modo, las
especies de tucuras Dichroplus elongatus Giglio-Tos y D. maculipennis (Blanchard) se
observaron esporadicamente alimentandose del follaje, y la densidad de ambas no
produjo dafios de importancia.

Alimentandose del follaje, se observaron varias especies de gorgojos
(Coleoptera: Curculionidae) de los cuales Naupactus verecundus Hustache fue la
especie dominante. Los gorgojos observados, con excepcién de Conotrachelus spp.,
fueron especies asociadas al cultivo de alfalfa, donde se alimentan de raices, hojas,
tallos y brotes tiernos (Lanteri 1994; Gopar & Ves Losada 2004). En las plantas de
Amaranthus se observaron dafios sobre el follaje y sélo dos especies, N. verecundus y
Pantomorus ruizi (Bréthes), se registraron consumiendo flores.

Respecto de los insectos observados en panojas, la literatura menciona varias
especies de hemipteros alimentandose de las inflorescencias de Amaranthus (Salas-
Araiza & Boradonenko 2006; Pérez-Torres et al. 2011; Aragén-Garcia et al. 2011). En
este trabajo, s6lo tres especies se registraron, de las cuales Edessa meditabunda (F.) y
Nezara viridula (L.) (Pentatomidae) fueron ocasionales, en tanto que en la misma
familia, la especie C. musiva fue predominante, con el 99 % del total de los insectos
observados en panojas. Este insecto se registré en el cultivo a partir del mes de enero,
incrementando su densidad a partir de la etapa de floracion (meses de febrero) hasta la
etapa de llenado de grano, momento en el que se alimentdé en semillas inmaduras
aunque no se descarta que también lo hiciera en las ramas florales. Astylus
atromaculatus (Coleoptera: Melyridae), fue otro insecto observado en las
inflorescencias, se registr0 en un periodo acotado, desde fines de febrero hasta
principios de abril, y la mayor densidad de individuos se registro en Marzo. Trabajos
previos indicaron su presencia en cultivos horticola de A. hybridus (Louw & Myburgh

2000) y en malezas de A. quitensis, ademas de ser una especie habitual en diferentes
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cultivos, algodon, sorgo y alfalfa, entre otros (Nemirovsky 1972). En este estudio, los
adultos de A. atromaculatus se observaron alimentandose en las inflorescencias y en las
hojas.

Los insectos barrenadores fueron muy importantes en el mes de febrero, en
coincidencia con etapas avanzadas del cultivo. Las tres especies barrendoras
observadas: Aerenea quadriplagiata Boheman, Conotrachelus histrio Boheman y
Conotrachelus cervinus Hustache fueron registradas anteriormente en plantas de
Amaranthus, tanto malezas como cultivadas (Bosq 1943; Ves Losada & Covas 1987;
Vasicek et al. 1998; Di lorio et al. 1998; Riquelme et al. 2013), sin embargo, en este
trabajo se menciona por primera vez la ocurrencia simultanea de las tres especies en
tallos de este cultivo. Conotrachelus cervinus Hustache es una especie introducida en
América, que en Argentina se observé alimentandose en el follaje de varios cultivares
de Amaranthus (Ves Losada & Covas 1987), sin que fuese mencionada en su condicién
de barrenador. Conotrachelus histrio Boheman, por otra parte, fue sefialada como un
eficiente bio-controlador de la maleza Amaranthus quitensis en cultivos de soja debido
al intenso barrenado que efecta en las plantas (Vasicek et al., 1998). Conotrachelus
histrio Boheman ha sido mencionado también como sindnimo de Conotrachelus
coelebs Boheman, sin embargo, a partir de material obtenido en este estudio, se
confirmd que se trata de dos especies diferentes, confundidas desde 1986 (Dr. Charles

O’Brien, comunicacion personal).

Figura 2.8: Especies barrenadoras observada en plantas de Amaranthus. De
izquierda a derecha: Conotrachelus cervinus Hustache, Conotrachelus histrio

Boheman y Aerenea quadriplagiata Boheman.

La complejidad del género Conotrachelus sumado a que contiene méas de 1.100

especies diferentes (O’Brien & Wibmer Couturier 1982; Wibmer & O’Brien 1986), es
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la causa de que pocos trabajos taxonomicos y morfoldgicos se hayan realizado sobre el
género. A pesar de esto, se han informado datos biologicos para algunas especies de
importancia econémica, tales como Conotrachelus nenuphar (Herbst) plaga en frutos de
carozo y pepita (O’Brien & Couturier 1995), Conotrachelus naso LeConte en frutos de
“encinas” (Quercus sp.) (Gibson 1964), Conotrachelus psidii Marshall en “guayabas”
(Psidium guajava spp.) (Orlando et al. 1974) y Conotrachelus eugeniae O’Brien en
“guayaba amazonica” (Eugenia stipitata McVaugh) (O’Brien & Couturier 1995). En las
especies mencionadas, los estadios juveniles de Conotrachelus son los que producen los
mayores dafios en las plantas. Las hembras oviponen dentro de tallos principales y
ramificaciones laterales, donde luego la larva se alimenta realizando el trazado de
taneles en sentido longitudinal, para finalmente empupar en el suelo.

Otras especies barrenadoras de la familia Curculionidae en plantas de
Amaranthus, parecen cumplir ciclos similares al descripto. Tal es el caso de la especies
Hypolixus truncatulus Boh. mencionada en India (Gupta & Rawat 1954), Hypolixus
rhomboidalis Boheman en Ghana (Forsyth 1966), Hypolixus haerens (Boheman);
Gasteroclisus cf. cuneiformis (Fahraeus) y Neocleonus sannio (Herbst), éstas dos
Gltimas registradas en Africa (Louw et al. 1995; Weber et al. 1990; Wilson 1990). Baris
cf. dodoris Marshall, otra especie barrenadora en Africa, incluso cumple su estado pupal
dentro de los tdneles producidos en el tallo (Louw et al. 1995). Baris cf. dodoris
Marshall afecta no sélo los tallos sino también las raices, de las que se alimenta al igual
que se menciona para Conotrachelus seniculus Lec. y Stictobaris ornatella Casey
(Louw et al. 1995; Terry & Lee 1990; Dr. Delano-Frier, comunicacion personal). En el
caso de C. seniculus Lec., las hembras oviponen en los tallos muy cerca del suelo, y
luego las larvas perforan las raices, provocando el debilitamiento y la caida posterior de
las plantas (Terry & Lee 1990; Wilson 1989). En este trabajo, las oviposiciones de los
barrenadores se ubicaron alejadas de la zona del cuello y las raices no fueron afectadas.
Las plantas con intensa barrenacion en los tallos fueron susceptibles a quiebres y caidas
de panojas, con posterior pérdida de semillas, en coincidencia con observaciones en
plantas afectadas por C. seniculus Lec. Sin embargo, las observaciones realizadas en
este trabajo indicaron que la causa de los quiebres y caidas de las plantas fue
consecuencia del debilitamiento de los tallos, y no por dafios en las raices, como sucede
con ataques de C. seniculus Lec. Por su parte, Aerenea quadriplagiata Boheman, la

tercera especie barrenadora registrada en los muestreos, se alimenta de plantas del
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género Amaranthus (Bosq 1943; Hayward 1960; Di lorio et al. 1998) y su ciclo
bioldgico es similar a Conotrachelus. Al parecer, A. quadriplagiata tiene una mayor
distribucion en la provincia de Buenos Aires, donde fue citada como la Unica especie
barrenadora en ensayos con cultivos de Amaranthus (De Haro & Martinez 1995;
Riquelme et al. 2013). En este trabajo, los adultos de ésta especie no se observaron
alimentandose del cultivo y presentaron habitos nocturnos.

Si bien la mayoria de las especies barrenadoras mencionadas en Amaranthus
pertenecen al orden Coleoptera, existen insectos de otros érdenes que también producen
dafos en los tallos, como sucede con Amauromyza abnormalis (Malloch) (Diptera:
Agromyzidae) (Torres-Saldafia et al. 2004) y Herpetogramma bipuntalis (F.)
(Lepidoptera: Crambidae) (de Oliveira et al. 2012), pero que no fueron registrados en
este estudio. Amauromyza abnormalis es una plaga documentada en México, cuyas
larvas minan tallos y raices de diferentes plantas de las familias Chenopodiaceae y
Amaranthaceae (Spencer 1981; Spencer & Steyskal 1986). En Amaranthus cultivados,
los ataques de A. abnormalis ocurren poco tiempo después de la siembra y permanecen
hasta la cosecha. Las larvas emergen de los tallos para empupar en el suelo, aunque en
ciertos casos las pupas pueden permanecer dentro de los tallos (Spencer 1981).
Asimismo, H. bipuntalis, especie de amplia distribucién en la zona tropical (Allyson
1984), es mencionada causando graves dafios en cultivos de Amaranthus en México y
Brasil (Pérez-Torres et al. 2011; de Oliveira et al. 2012). Los diferentes estadios larvales
que se desarrollan en el tallo (de Oliveira et al. 2012) indican que esta especie, al igual
que se menciona para A. abnormalis y A. similalis, puede completar su ciclo de vida en
las plantas de Amaranthus.
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Diferencias morfologicas, quimicas vy
fenologicas de cinco cultivares de
Amaranthus (Amaranthus spp.) y su
relacion con la abundancia, riqueza y
herbivoria de los insectos asociados al

cultivo.

3.1. Introduccion

Los insectos y las plantas constituyen dos grupos de fundamental importancia en el
mundo terrestre, tanto por su riqueza de especies como por su aporte de biomasa (Strong et
al. 1984; May 1988; Wilson 2001). De la biomasa vegetal total producida anualmente en
los ecosistemas naturales y agricolas, se estima que los herbivoros consumen alrededor del
10 al 15 % (Cyr & Pace 1993), actuando como importantes intermediarios en el flujo de
energia entre los organismos autétrofos y los diferentes niveles de las redes troficas (Cyr &
Pace 1993; Agrawal 2011). La presion de herbivoria ha generado en las plantas la
produccién de una amplia variedad de caracteristicas defensivas que median en la
interaccién con los herbivoros (Ehrlich & Raven 1964; Karban & Baldwin 1997; Karban
2011).

Diversos caracteres morfolégicos y arquitectonicos de las plantas han sido
considerados para explicar las diferencias en la herbivoria por insectos fitéfagos (Lawton

1983; Alonso & Herrera 1996; Soroka & MacKay 1990; Cornelissen & Stiling 2011). Se
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ha demostrado que estructuras fisicas en la superficie de las hojas tales como espinas,
tricomas, y cuticulas gruesas inciden negativamente en los herbivoros, al impedir la
alimentacion mecéanica (Gilbert 1971; Hoffman & McEvoy 1985; Gorb et al. 2008), afectar
los movimientos de desplazamiento (Ramalho et al. 1984; Wilkens et al. 1996; Oghiakhe
et al. 1992) e incluso lastimar la superficie corporal de los mismos (Gilbert 1971). Las
plantas, a su vez, pueden generar estructuras especiales de acuerdo al tipo de dafio o a los
insectos a los que estdn continuamente expuestas. Algunas especies de plantas producen
hojas especiales para proteger brotes y yemas en desarrollo (Kobayashi et al. 2008), en
tanto que otras pueden generar estructuras que imitan las oviposturas de su principal
herbivoro, y con ello disminuir la probabilidad de que las hembras de esta especie elijan
estas plantas para oviponer (Williams & Gilbert 1981). La variacion de las formas y
estructuras de los 6rganos vegetales influyen de manera significativa en los insectos que
tienen estrecha relacion con la planta huésped. Al respecto, Mgller (1995) reporta que
hojas asimétricas en arboles de olmos afectan la abundancia de algunas especies de
minadores de hojas, en tanto que en plantas de maiz, la longitud meristematica del tallo en
la zona de entrada de insectos barrenadores es un importante indicador de resistencia y/o
vulnerabilidad en la planta (Santiago et al. 2003). A su vez, caracteristicas arquitectonicas
definidas por la ramificacion, el espaciamiento de los tejidos vegetales y la complejidad de
estructuras son caracteres relacionados con la susceptibilidad de la planta a herbivoros
(Lawton 1983). Una gran ramificacion y espaciamiento de los 6rganos vegetales (hojas,
flores) pueden disminuir la cantidad de los insectos fit6fagos al incrementar los costos de
locomocion y alterar el acceso a los recursos (Kareiva & Sahakian 1990; Alonso & Herrera
1996). Plantas con entrenudos largos son menos preferidas por insectos que adhieren hojas
con seda para alimentarse entre ellas (pegadores de hojas), al dificultarseles el manipuleo
de las mismas (Marquis et al. 2002). Estudios realizados en plantas de poroto indican que
la arquitectura impacta sobre la aglomeracion de &fidos cuando estos se encuentran en alta
densidades, y que la poblacion de estos insectos disminuye en genotipos de menor follaje
(Kareiva & Sahakian 1990; Soroka & Mackay 1990). Por otra parte, la complejidad
arquitectonica puede generar diversificacion de nichos ecoldgicos, y por tanto las plantas
presentar mayor riqueza y abundancia de insectos asociados (Price et al. 1980; Strong et al.
1984). De manera indirecta, este mismo atributo en las plantas puede aumentar o disminuir
la exposicion de los insectos fitéfagos a los predadores y/o parasitoides (Clark & Messina

1998; Alonso & Herrera 1996; Mulatu et al. 2004), como también generar microambientes
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que son utilizados por estados inmaduros de muchas especies de insectos (Willmer 1986;
Soroka & MacKay 1990).

Los rasgos fenoldgicos de las plantas también pueden influir en los insectos
fitofagos por dos motivos (Basset 2001; Summerville & Crist 2003). En primer lugar, por
determinar la disponibilidad de las plantas en el tiempo para ser consumidas por los
insectos (Price 1997; Yukama 2000) y con ello reducir o evitar el solapamiento de su ciclo
de vida con el de los herbivoros predominantes (Pilson 2000). Y en segundo lugar, porque
las plantas presentan variaciones nutricionales de sus tejidos (Feeny 1970; Espirito-Santo
et al. 1999; Basset 2001; Murakami et al. 2008) y en sus caracteristicas defensivas, tanto
fisicas (Traw & Fenny 2008) como quimicas (Ohnmeiss & Baldwin 2000; Elger et al.
2009; Barton & Koricheva 2010), en las diferentes etapas de su desarrollo.

Finalmente, la presencia de compuestos quimicos en los tejidos vegetales, es
indicado como un importante caracter con efectos en la preferencia y performance de los
insectos herbivoros (Simmonds 2003; Rasmann et al. 2009; Moore et al. 2013). La
produccién de compuestos cardenolidos es ampliamente citada como una caracteristica
anti-herbivoro (Rasmann et al. 2009; Green et al. 2011; Agrawal et al. 2012), cuya
concentracion en las plantas se correlaciona negativamente con el desarrollo larval de
varios insectos (Zalucki et al. 2001; Agrawal 2004; Rasmann et al. 2009) y con la
preferencia de oviposicion en otros (Zalucki et al., 1990). Otros compuestos como los
taninos, son considerados importantes sustancias en la defensa quimica (Feeny 1976;
Coley et al. 1985; Herms & Mattson 1992). La funcién defensiva cominmente propuesta
para este grupo de compuestos es la formacién de complejos con las proteinas vegetales,
que disminuyen el valor nutritivo de las plantas al no poder ser digeridas por los insectos
(Fenny 1969; Forkner et al. 2004), aunque una revision reciente (Salminen & Karonen
2011) sugiere que, al menos para ciertos taninos poco estudiados, el dafio que causan a los
organismos también estaria provocado por su capacidad oxidativa. A su vez, la literatura
menciona una extensa lista de compuestos secundarios que desempefian un rol relevante en
la ecologia y evolucion de la defensa de las plantas (Simmonds 2003; Theis & Lerdau
2003; Berenbaum & Zangerl 2008; Orians & Ward 2010). Dentro del grupo, se conoce que
los acidos fenolicos actian como sustancias disuasivas e incluso toxicas para los insectos
no adaptados (Després et al. 2007; Boeckler et al. 2013). Estos compuestos reducen la
digestibilidad y con ello el valor nutricional de la planta (Bi et al. 1997; Lattanzio et al.

2006). A su vez, se reporta que pueden inducir estrés oxidativo en los herbivoros (Summer
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& Felton 1994), y su efectividad dependera de la capacidad de los insectos para
desintoxicarse y metabolizar los compuestos ingeridos. Otros metabolitos secundarios,
como ocurre con algunos flavonoides, pueden producir el efecto contrario y actuar como
sustancias fagoestimulantes en los insectos (Lattanzio et al. 2006). En algunos casos, los
insectos pueden secuestrar estas sustancias en la cuticula del cuerpo y utilizarla para
protegerse de predadores y patdgenos (Simmonds 2003; Mizokami & Yoshitama 2009),
como también acumularlas en las alas y utilizarlas en la comunicacion visual entre
individuos (Burghardt et al. 2000, 2001). EI amplio efecto que los metabolitos secundarios
muestran en relacion con los insectos dependerd de las concentraciones en los tejidos
vegetales (Blaney & Simmonds 1983) pero también de la presencia de otras sustancias
sinérgicas o antagonicas en la planta (Ruuhola et al. 2001; Green et al. 2003; Pascacio-
Villafan et al. 2014).

Las plantas presentan diferentes atributos simultaneamente, por lo que es probable
una interaccién sinérgica entre los diferentes caracteres (fisicos, fenolégicos, quimicos,
etc.). Si este es el caso, los niveles de defensa serian mas fuertes que si actuaran de manera
independiente (Kursar & Coley 2003; Rasmann & Agrawal 2009; Carmona et al. 2011), lo
cual ha sido considerado en la hipdtesis de sindrome de la defensa de las plantas (Agrawal
& Fishbein 2006).

En Amaranthus, trabajos referidos a caracteristicas de la planta y su relacién con
insectos fitofagos son escasos. Sin embargo, se ha mencionado que caracteristicas
morfolégicas de los tallos puede influir en la tasa de ataque de insectos barrenadores
(Torres-Saldafia et al. 2004; Riquelme et al. 2013) mientras que caracteristicas de
coloracion de tallos, inflorescencia y semillas se relacionaron con diferentes grados de
susceptibilidad a infestacion de insectos succionadores (Umeh et al. 2009). En cuanto a las
caracteristicas quimicas, diferentes flavonoides y compuestos fenolicos han sido reportados
en hojas de Amaranthus (Cai et al. 2005; Suryavanshi et al. 2007; Steffensen et al. 2011)
poniéndose énfasis en su importancia para la alimentacion humana. Sin embargo, no
existen estudios referidos al papel de los metabolitos secundarios de las plantas en la
interaccion con sus insectos asociados.

Respecto a los mecanismos de tolerancia, estudios previos han demostrado que en
las plantas de Amaranthus cruentus y A. hypochondriacus se inducen cambios metabdlicos
y enzimaticos luego de la defoliacion (Sanchez-Hernandez et al. 2004; Delano-Frier et al.

2004, 2011). Estos trabajos también indican que plantas de estas especies se recuperan de
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la defoliacion mecénica por crecimiento compensatorio, el cual es dependiente de varios
factores (Martinez-Moreno et al. 1999; Vargas-Ortiz et al. 2013). En otras especies
vegetales, se ha sefialado que la tolerancia puede diferir de acuerdo a si el dafio en las
plantas fue mecanico o producido por los herbivoros (Heil 2010; Quentin et al. 2010). En
plantas de Amaranthus que sufrieron distinto tipo de dafio (mecanico o herbivoria) se han
observado respuestas diferenciales en la expresion de genes, actividades enzimaticas y
produccidn de carbohidratos (Castrillén-Arbelaez et al. 2012). Sin embargo, aln no se han
realizados estudios que relacionen la productividad en Amaranthus con el dafio causado

por herbivoros.

3.2. Objetivo especifico

Analizar el posible efecto de caracteristicas morfoldgicas, fenoldgicas y quimicas

sobre la susceptibilidad de las plantas de Amaranthus al ataque de insectos fit6fagos.

Se plantean en este capitulo tres hipotesis para investigar el objetivo especifico:

Hipdtesis 1: Bajo la hipotesis de que los cultivares de Amaranthus difieren en sus
caracteristicas morfoldgicas, fenoldgicas y quimicas que afectan su vulnerabilidad a los
insectos fitdfagos, se predice que distintos cultivares presentaran diferencias en la riqueza
y abundancia de insectos fitofagos asociados. Se ha observado que plantas
filogenéticamente mas cercanas sostienen comunidades de insectos fitdfagos mas similares
que otras mas alejadas taxondmicamente (Lewinsohn et al. 2005), por lo que genotipos de
la misma especie de Amaranthus presentaran complejos de insectos mas similares que las
asociadas a diferentes especies.

Hipdtesis 2: La duracion del ciclo de vida de los cultivares afecta la entomofauna
que a ellos se asocia. A mayor duracion del ciclo de vida, mayor disponibilidad del recurso
en el tiempo y mayor apariencia de la planta para ser detectada por los insectos (Price
1997), por lo que se predice que los cultivares de ciclo largo acumularian en el tiempo
mayor dafo.

Hipdtesis 3: En plantas del género Amaranthus existe una relacion inversa entre la
concentracion de metabolitos secundarios y los niveles de herbivoria. Si bien la funcion de
los metabolitos secundarios en las plantas de Amaranthus en la interaccién con los insectos

fitéfagos es aun desconocida, estudios biologicos en otras especies vegetales indican que
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algunas de ellas cumplen funciones disuasivas y/o de defensa contra agentes predadores o
patdégenos (Harborne 2000; Simmonds 2003). En este sentido se predice una menor

herbivoria en cultivares con altas concentraciones de metabolitos disuasivos en sus tejidos.
3.3. Materiales y métodos

3.3.1. Ensayo de campo

El estudio se realiz6 en el campo experimental de la Facultad de Agronomia de la
UNLPam, ubicada sobre la Ruta Nacional N° 35 en el Km. 334 al norte de Santa Rosa, La
Pampa, (36°37°S, 64°16°0). Durante dos veranos consecutivos (2007/2008 - 2008/2009)
se realizaron muestreos de insectos fitdfagos en plantas de Amaranthus: 1) Cruentus; 2)
Hyp SA; 3) Hyp 280; 4) Hyp Artasa; 5) Mantegazzianus. Los cultivares fueron sembrados
en un disefio de Cuadrado Latino de 5 x 5 parcelas (5 tratamientos = cultivares y 5
repeticiones = filas). Cada parcela presentd 5 surcos de 3.20 m de largo distanciados a 0.50
cm entre si. La densidad de siembra fue de 3.5 kg/ha. Cada parcela se separ6 de la
siguiente a una distancia de 0.50 m. Las plantas no recibieron aplicacion de insecticidas ni

de herbicidas.
3.3.2. Medicion de variables relativas a los cultivares
3.3.2.1. Atributos morfoldgicos de los cultivares

En una Unica oportunidad, durante el verano 2008/2009 y en momento de madurez
de la panoja (R6-R7), en 5 plantas de cada variedad y de cada parcela (n total = 125) se
registraron variables referidas a la morfologia de las plantas. Las variables medidas fueron
longitud total del tallo (desde el suelo al punto de inicio de la panoja), diametro de tallo (a
40 cm. del suelo), longitud de la inflorescencia (cm), densidad de la inflorescencia (nimero
de ramas florales), densidad de follaje (ramificaciones a partir de los 20 cm del suelo) y
area foliar de los cultivares. A su vez, se registro la pigmentacion de las diferentes partes

de la planta y se observo la morfologia de las flores femeninas.
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3.3.2.2. Duracion del ciclo fenoldgico de los cultivares

En seis fechas durante el desarrollo del cultivo y en los dos afios de muestreo se
registro el estado fenoldgico de 5 plantas tomadas al azar en cada parcela, utilizando la
escala fenoldgica de Mujica y Quillahuamén (1989). Para cada cultivar se determind la
duracién total del ciclo ontogénico y el momento en que los cultivares alcanzaron el
estadio R4 (antesis). Se utilizo el estadio R4 para diferenciar el momento en que la planta

ya se encuentra en pleno estado reproductivo y por su facil determinacién a campo.

3.3.2.3. Contenido de metabolitos secundarios presentes en hojas

Con el fin de analizar el contenido de metabolitos secundarios, veinte hojas de cada
parcela se seleccionaron al azar del estrato medio y superior de distintas plantas y se
cortaron al final de la etapa de floracién (abril). Las muestras se colocaron en un total de
50 bolsas de polietileno que se mantuvieron en frio hasta llegar al laboratorio (n total = 50
muestras). Las hojas recolectadas se almacenaron a - 80 °C y luego fueron liofilizadas. Las

plantas en ese estado no mostraron signos de senescencia.

3.3.2.3.1. Reactivos y productos quimicos

Para los analisis quimicos se utilizaron los siguientes productos quimicos: metanol
grado HPLC (Rathburn Microlab, Dinamarca), acido acético glacial (JT Baker, VWR,
Dinamarca), acetonitrilo (Rathburn Microlab, Dinamarca), nicotriflorin (Extrasynthese,
Francia), isoquercitrina (Extrasynthese, Francia), rutina (Extrasynthese, Francia), acido
protocatéquico (Sigma, Dinamarca), acido p-hidroxibenzoico (Sigma, Dinamarca), acido
galico (Fluka Sigma, Dinamarca), acido vainillinico (Fluka Sigma, Dinamarca), acido
cafeico (Sigma, Dinamarca), acido siringico (Sigma, Dinamarca), &cido p-cumarico (Fluka
Sigma, Dinamarca), acido sinapico (Fluka Sigma, Dinamarca), acido ferulico (Fluka
Sigma, Dinamarca), acido salicilico (Sigma, Dinamarca) y acetato de amonio (Merck,
VWR, Dinamarca).
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3.3.2.3.2. Extraccion de flavonoides y acidos fendélicos

Las muestras liofilizadas se trituraron y homogeneizaron con un mezclador Waring.
La extraccion de flavonoides y acidos fenolico se realizd mediante extraccion acelerada
con disolvente (ASE) y se utilizé un extractor Dionex 200 System. Para ello, en cada
celdas de extraccion de un volumen de 33 mL se afiadi6 5 ¢g. de arena Ottawa
quimicamente inerte (tamafio de particula 20 -30 mesh) (Fisher, Dinamarca), luego se
transfirid 0.1 g. de las muestras de hojas liofilizadas y homogeneizadas y se volvio a afadir
otros 5 g. de arena Ottawa, luego se colocd un filtro en la parte superior y la celda de
extraccion se llend con pequefas esferas de vidrio. El eluyente utilizado fue 70 % MeOH
(Rathburn, Mikrolab, Dinamarca) con 30 % de agua. El protocolo para la extraccion
acelerada con disolvente fue el siguiente: 5 minutos de precalentamiento, calor 5 minutos,
estatico durante 3 minutos, enjuague 80%, 60 segundos de purga y cuatro ciclos. La
presion utilizada fue de 1500 Pa. y la temperatura de 80° C. Los extractos se recogieron en
frascos, los cuales se almacenaron a — 20 ° C hasta el andlisis quimico. Para cada una de las

muestras se realizaron dos extracciones.

3.3.2.3.3. Andlisis quimico de los flavonoides y &cidos fenolicos

Los extractos se diluyeron con agua en una relacién 1:1 y se analizaron mediante
cromatografia liquida con espectrometro de masas de triple cuadrupolo (LC / MS / MS)
(Applied Biosystms 3200 QTRAP, ABSciex) con ionizacion “turbo electrospray” en un
modo negativo de monitorizacion de reaccion mdaltiple (MRM). La separacion
cromatografica se realizo a una velocidad de flujo de 0.2 mL/min a 30 ° C con un volumen
de inyeccion de 20 ul. La columna utilizada fue Phenomenex Synergi Polar- RP801 (2.00
mm x 250 mm, 4 pm). El eluyente A contenia 7 % de acetonitrilo (Rathburn, Microlab,
Dinamarca) y 93 % de agua mili-Q (v/v) con 20 mM de &cido acético glacial (JT Baker,
VWR, Dinamarca). El gradiente contenido fue el siguiente: 16 % de B durante 1 minuto
seguido un gradiente lineal hasta 18 % de B durante 4 minutos, un gradiente lineal hasta 30
% B por 17 minutos, un gradiente lineal hasta 100 % de B por 8 minutos, elucion isocratica
para los siguientes 5 minutos, 4 minutos hasta 16 % de B y reequilibrio por 11 minutos. El

tiempo total del analisis fue de 48 minutos.
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La relacion masa/carga (m/Z) que se utilizd para la identificaciéon de los
flavonoides y é&cidos fenodlicos fue el siguiente: Q1/Q3: nicotriflorin (593.5/284),
isoquercitrina (463.3/300.4), rutina (609.5/300.7), acido protocatéquico (153.1/109), &cido
p-hidroxibenzoico (137.2/92.8), acido galico (169.1/169.1), vanillic acid (vanilico)
(167.2/152), &cido cafeico (179.0/135), acido siringico (197.2/197.2), &cido p-cumarico
(163.2/119.2), 4cido sindpico (223.1/164), acido feralico (193.0/149) y é&cido salicilico
(137.2/92.8).

3.3.2.3.4. Extraccion de betalainas

Cien miligramos de cada muestra liofilizada (n = 50) se colocaron en tres frascos y
posteriormente se agregaron 2.5 mL MeOH/H20 al 70 % (v/v) y 47.4 mL de acetato de
amonio 10 mM (Merck, VMR) (pH 6,6). Las mezclas se agitaron durante 30 minutos y
luego los extractos fueron recolectaron y almacenados en frascos a — 4 ° C hasta el analisis
quimico. Los extractos fueron filtrados mediante el equipo Sartorious SRP 15 0.45 uM
(Membrana PTFE) y se colocaron en ampollas de inyeccion. Los anélisis se llevaron a
cabo usando cromatégrafo de liquidos LC / MS Hewlett Packard 1100 serie con un

detector DAD. Se analizaron dos réplicas por cada muestra.

3.3.2.3.5. Deteccion de betalainas

La separacién cromatografica se realizé a una tasa de flujo de 0.2 uL/mina25°C
con un volumen de inyeccién de 50 pL. Se utilizé6 una columna Phenomenex Synergi
Fusion — RP 80 A (250 mm x 2.00 mm, 4 um). El eluyente A contenia 1 % de metanol en
99 % de acetato de amonio 10 mM vy el eluyente B consistio en 90 % de metanol y 10 % de
acetato de amonio 10 mM. El gradiente contenia lo siguiente: 3% de B durante 1 minuto,
un gradiente lineal hasta 10 % de B durante 5 minutos, gradiente lineal hasta 15 % de B
por 9 minutos, elucion isocratica por 3 minutos, un minuto hasta 15% de B, reequilibrio
durante 6 minutos. La absorbancia de cuatro betalainas se midié con el detector DAD a
538 nm. La identificacion de amarantina e isoamarantina fue confirmada mediante
espectrometria de masas de iones Unica de monitoreo (SIM- MS) con un valor de m/Z de

727 [M + H]+. La identidades de betalaina e isobetanina fueron confirmadas con un valor
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de m/Z de 551 MS [M +H] +. La cantidad de betalainas se determind sobre la base de sus

absorbancias molares como lo describen Cai et al. (2001, 2005).

3.3.2.3.6. Analisis estadistico

Los resultados de la composicion quimica en hojas fueron analizados mediante
analisis de la varianza (ANOVA) y test a posteriori LSD. Los datos fueron transformados
a logaritmo y raiz cuadrada cuando fue necesario, con el fin de cumplir con los supuestos
normalidad. Analisis discriminante (DA) y andlisis multivariado de la varianza
(MANOVA) se utilizaron para analizar similitudes en el contenido de compuestos
quimicos entre las variedades. En los dos analisis, las variables dependientes fueron las
conentraciones de 15 metabolitos presentes en las hojas y el cultivar fue la variable de
clasificacion o variable de agrupamiento en el caso del analisis MANOVA. Los datos
utilizados para el DA fueron estandarizados.

3.3.3. Mediciodn de variables relativas a la entomofauna

3.3.3.1. Riqueza y abundancia de insectos -ectofitéfagos (masticadores y

chupadores) y endofitéfagos (barrenadores de tallos y panoja)

Durante dos temporadas consecutivas (verano 2007/2008 y 2008/2009) se
realizaron muestreos de insectos ectofitofagos masticadores (Ordenes Coleoptera,
Lepidoptera y Orthoptera) y chupadores (Orden Hemiptera). Los muestreos, cinco
realizados la primera temporada y siete la segunda, se espaciaron en el tiempo a fin de
abarcar el ciclo completo del cultivo. En cada muestreo se seleccionaron al azar 10 plantas
en los 3 surcos interiores de cada bloque (n total = 3000 plantas) y se revisaron, mediante
observacion directa (= conteo visual) las plantas completas: tallos, peciolos y hojas en
ambos lados, durante quince minutos, descontando el tiempo de manipuleo. Los insectos
observados fueron contabilizados y colectados en caso de no poder ser identificados a
campo.

Para la obtencion de las variables de riqueza y abundancia de especies
endofitéfagos (barrenadores del tallo y panojas) se siguié tanto el conteo visual descripto

arriba ((til para adultos) como la cuantificacion de larvas activas. Esta cuantificacion se
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realiz6 en dos momentos la segunda temporada de muestreo (mitad y final del ciclo del
cultivo), seccionando longitudinalmente tallos y panojas de diez plantas al azar en cada
parcela (n total = 240) a fin de registrar sintomas de oviposicion y presencia de galerias. En
los casos en que se observaron galerias se verifico la presencia de larvas activas. Algunas
de las larvas asi obtenidas se conservaron en alcohol 70% para su identificacion.

Las densidades de insectos ecto y endofitofagos obtenidas en las dos temporadas se
analizaron mediante analisis de la varianza (ANOVA) para disefio de cuadrado latino y test
Scott & Knott a posteriori. Para los analisis se utilizaron los valores promedios de insectos
por metro cuadrado de superficie (n = 10), a fin de poder comparar plantas de diferente
tamanos. Por lo tanto, los resultados de abundancia y riqueza de especies se expresaron en
nimero de insectos y de especies por m? de la parcela, respectivamente. La eleccion del
test Scott & Knott para este y posteriores ensayos se basé en la alta potencia de la prueba
(Da Silva et al. 1999; Lopes-Bhering et al.2008).

3.3.3.2. Herbivoria causada por insectos ectofitéfagos (masticadores) y

endofitéfagos (barrenadores de tallos y panoja)

En seis oportunidades durante la primera temporada del cultivo se determind la
herbivoria en hojas por insectos ectofitdfagos masticadores. Para ello, en cada parcela y
cultivar, se tomaron al azar 30 hojas en un minimo de 25 plantas en las cuales se registro la
presencia o0 ausencia de dafio y se estim6 visualmente el porcentaje de lamina foliar
consumida, obteniéndose asi dos medidas de herbivoria: porcentaje de hojas afectadas
(total de hojas dafiadas/30) y porcentaje de area foliar dafiada. Esta Gltima variable fue
estimada visualmente a campo, utilizando una escala de 0 a 9 con las siguientes categorias:
0%, 1: 1-5%, 2:6-10%, 3: 11-20%, 4: 21-30%, 5:31-40%, 6: 41-50%, 7: 51-65%, 8: 66-
75% 91 y 9: 76-95% de dafio foliar (Figura 3.1). Con el fin de evitar la estimacion de dafio
foliar en las mismas hojas en diferentes fechas, las hojas fueron siempre elegidas para cada
fecha de muestreo a una altura superior en la planta que en el muestreo anterior. Debido a
las diferencias en el tamafio foliar entre los cultivares estudiados, los porcentajes de area
foliar dafiada que se estimaron en el campo se relativizaron al area foliar promedio en cada
cultivar (Apéndice Tabla 1) y este dato relativizado es el que se utilizé en los andlisis. Para
ello, se midio6 el area foliar de 142 hojas tomadas al azar en cada cultivar, las cuales no se

cortaron de la planta, en su lugar el contorno de las hojas se dibujé sobre papel y se
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recortaron las siluetas para luego medir en un areafolimetro. Las plantas al momento de la
medicion del area foliar se encontraban en estado de floracion. De acuerdo con los datos
obtenidos, en cada cultivar se calcul6 el area foliar consumida (Apéndice Tabla 1). Los
datos obtenidos (n total = 4500) se analizaron mediante ANOVA y luego se realizo test a
posteriori Scott & Knott.

La herbivoria de insectos endofitéfagos masticadores se registrd en el segundo afio
de ensayo, donde se tomaron al azar diez plantas en cada parcela en dos momentos (mitad
y final del ciclo del cultivo) cuyos tallos y panojas se seccionaron longitudinalmente y se
estimo visualmente el porcentaje de dafio producido por los insectos (Apéndice Tabla 2).
De este modo se obtuvieron dos medidas de herbivoria: porcentaje de tallos afectados
(total de tallos barrenados/10 x 100) y superficie de tallo dafiado por planta (cm?). Para esta
ultima variable se registré a su vez el diametro y longitud de los tallos disectados para
calcular la superficie de los tallos (en cm?) a fin de poder comparar variedades con tallos
de diferente tamafio. Para ello, se considero el tallo como un cilindro y se utilizé la formula

del érea lateral (area = 2. . r. h). Los datos obtenidos se analizaron mediante ANOVA y

test de Scott & Knott como test a posteriori.

Figura 3.1: Hojas de Amaranthus con diferente area foliar removida por insectos
defoliadores. A) 1-5%, B) 6-10%, C) 11-20 %, D) 21-30%, E) 31-40%, F) 41-50%, G) 51-
65%, H) 66-75%, 1) 76-95%.
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3.3.3.3. Herbivoria producida por insectos masticadores ectofitofagos y la

composicion quimica en hojas

Se evalud la relacion entre el area foliar consumida en los cultivares (variable
respuesta, detallada en la seccion 3.3.3.2) y la composicién de distintos compuestos
quimicos en la hojas de plantas del mismo cultivar, (variable explicativa, ver seccion
3.3.2.3) mediante andlisis de regresion multiple y se utilizé el método de eliminacion hacia
atras (“backward”) para la seleccion del modelo de regresion mas significativo. La
regresion se realizd con 32 puntos correspondientes a las muestras de hojas cuyo analisis
quimico fue correcto y no considerado como andémalo. Los datos quimicos y los datos de
herbivoria para la regresion provinieron de la misma parcela experimental. Los valores de
las variables regresoras fueron transformados a logaritmo o raiz cuadrada con el fin de
cumplir con los supuestos de las pruebas paramétricas. Valores atipicos se retiraron del

modelo resultando en un total de 32 puntos 0 muestras.
3.3.4. Estimacion de produccién de los cultivares
En los dos afios de ensayo, y al final del ciclo del cultivo, cuando las plantas se
encontraban en estado de madurez fisiolégica (R7) (Mujica & Quillahuaman 1989), las
panojas de cada parcela fueron cortadas, se secaron en invernaculo y luego se trillaron a
mano. El peso seco de las semillas obtenidas en cada parcela y cultivar se expresd en

Kg/ha. Los datos obtenidos se analizaron mediante ANOVA y test de Scott & Knott como

test a posteriori.

3.4. Resultados

3.4.1. Medicion de variables relativas a los cultivares

3.4.1.1. Atributos de los cultivares
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Se encontraron diferencias significativas en la morfologia de los cultivares de
Amaranthus (Tabla 3.1). Los cultivares Cruentus y Hyp SA presentaron caracteristicas
similares en cuanto a estructura de las plantas. Sin embargo, algunos atributos de las
plantas fueron utiles para diferenciarlos, tales como el grosor de los tallos y el area foliar,
significativamente mayores en Cruentus (p < 0.05). Hyp 280 fue la especie de porte mas
pequefio respecto del resto, mientras que Mantegazzianus presentd el porte méas grande,
con valores altos en la mayoria de los atributos, a excepcion del area foliar y densidad de la
inflorescencia (Figura 3.2, Tabla 3.1).

Cruentus

Hyp Artasa Mantegazzianus

Figura 3.2: Diagrama representativo de la morfologia de las plantas de los cultivares
de Amaranthus.
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Tabla 3.1: Valores promedios observados (+ error estandar) para atributos morfoldgicos estudiados en plantas. Letras diferentes junto a las

medias de las mismas filas indican diferencias significativas segun test Scott & Knott (p < 0.05).

ATRIBUTOS .
, Cruentus Hyp SA Hyp 280 Hyp Artasa Mantegazzianus
MORFOLOGICOS
Densidad foliar
( N° de ramas
. 20.88+£0.88 b 4196+3.01 c 10.72+0.48 a 19.04+£0.96 b 4480+4.11 ¢
foliares/planta)
Area foliar (cm2) 92.32+6.08 ¢ 39.43+1.39 a 4894 +1.41 a 71.73+1.26 b 5481 +1.76 a
Longitud del tallo
cm2) 95.08+4.71 ¢ 90.16 £5.45 ¢ 49.08£1.99 a 65.72+0.62 b 105.4 +5.49 d
cm
Diametro del tallo
cm2) 216+0.11 ¢ 1.82+0.16 b 0.98+0.07 a 154+0.19 b 2.85+0.22 d
cm
Longitud de la
inflorescencia 60.68 +2.29 b 60.72+3.91b 51.96 £ 2.37 a 50.24 £3.35 a 100.36 £4.71 b
(cm)
Densidad de la
inflorescencia 74.76 £13.48 ¢ 73.2+£7.99 c 18.16 £1.43 a 478+9.32 b 57+£842 b

(N° panojas/planta)
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Los cultivares presentaron diferencias en la coloracion de las hojas, tallos y
panojas (Tabla 3.2). Las flores femeninas en los tres cultivares de A. hypochondriacus
(Hyp SA, Hyp 280 y Hyp Artasa) presentaron bracteas mas largas que las ramas de los
estilos-estigmas, las cuales en la parte terminal presentaban una aristula de consistencia
rigida (Figura 3.3 c-d). En los cultivares Cruentus y Mantegazzianus se observaron
bracteas cortas que no superaron la longitud de los estilos, y se diferenciaron entre si por
la forma del apice de los tépalos, agudo en el primero y obtuso en el segundo (Figura
3.3 b-f).

Tabla 3.2: Pigmentacion en plantas de cinco cultivares de Amaranthus.

PARTE DELA Cruentus Hyp SA Hyp 280 Hyp Artasa Mantegazzianus
PLANTA yp yp yp g
Hojas verde verde rojizo verde-rojizo verde
Tallo verde verde-rojizo rojizo verde-rojizo verde
Panojas verde-amarillo rojo rojo rojo amarillo-naranja
5mm
ESTILOS
, ' \
x | . y l/‘ \ .
TEPALOS ‘ /\\ ] ’ \ .
| Y’ y 4
BRACTEA
a) b) C) d) e) f)

Figura 3.3 : Flores pistiladas en cultivares de Amaranthus: a) Detalle de la flor
femenina indicando los estilos, tépalos y la bréactea protectora, b) Cruentus, ¢) Hyp
SA, d) Hyp 280, e) Hyp Artasa, f) Mantegazzianus.
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3.4.1.2. Duracion del ciclo fenologico de los cultivares

Hyp 280 presentd el ciclo mas corto con una duracién promedio de 90 dias. El
ciclo mas largo se registrd6 en Mantegazzianus cuyas plantas necesitaron en promedio
143 dias para completar su ciclo ontogénico, mientras que los demas cultivares,
Cruentus, Hyp SA e Hyp Artasa presentaron ciclos intermedios que se diferenciaron
entre si, por ser la duracion del ciclo de Hyp Artasa menor respecto de Cuentrus y Hyp
SA lo cuales complentaron su ciclo en un promedio de 120 dias (Figura 3.4). El tiempo
para alcanzar el estadio R4 vario significativamente entre los cultivares (F ) = 25.22;
p = <0.001). Hyp 280 e Hyp SA alcanzaron el estadio de antesis en el menor tiempo con
un promedio de 44 dias diferenciandose del resto de los cultivares mientras que
Mantegazzianus necesitdé un promedio de 77 dias y esta diferencia fue estadisticamente
significativa. Hyp Artasa y Cruentus presentaron valores intermedios con un promedio
de 59 dias.

Cruentus b —~  C BVE - R4
OR4 - R6
Hyp SA a H H—
Hyp 280 a e HOA
Hyp Artasa b - B
Mantegazzianus c S D

0 2‘0 4‘0 6‘0 8‘0 160 1é0 1210 160
Dias
Figura 3.4: Duracién del ciclo fenoldgico en dias promedio en cinco cultivares de
Amaranthus. VE = emergencia, R4 = antesis, R6 = madurez fisioldgica. Las lineas
horizontales indican los errores estandar, la de la izquierda corresponde al estado R4, la
de la derecha al total del ciclo. Letras minusculas diferentes indican diferencias
significativas en la duracion del ciclo hasta R4 y letras mayusculas indican diferencias

para la totalidad del ciclo, en ambos casos segun Test Scott & Knott.

68



Capitulo 3

3.4.1.3. Contenido de metabolitos secundarios presentes en hojas

Los analisis indicaron que tres glucosidos flavonoides (rutina, nicotiflorin e
isoquercitina), nueve acidos fendlicos (cumarico, vanilico, cafeico, siringico, ferulico,
sinapico, protocatéquico, acido salicilico y 4-hidroxibenzoico) y tres betalainas
(amarantina, 1so amarantina y betanina) estuvieron presentes en las hojas de amaranto
(Tabla 3.3). Los flavonoides se presentaron en las hojas de todas las variedades
analizadas, siendo rutina el compuesto méas comun. Las betalainas s6lo se detectaron en
las variedades Hyp 280, Hyp Artasa y Mantegazzianus, en diferentes concentraciones
(Tabla 3.3). Los nueve acidos fenolicos se observaron para todas las variedades, con la
excepcién del 4&cido sindpico. La composicion quimica presentd diferencias
significativas entre las variedades como se indica en la Tabla 3.3.

Los resultados del DA indicaron que Hyp 280 difirié del resto de los cultivares
estudiados, en tanto que Cruentus - Hyp SA y Mantegazzianus - Hyp Artasa fueron
similares entre si (F (0,123 de Wilks = 5.52; p < 0.0001) (Figura 3.5). Noventa y cuatro
por ciento de las muestras fueron correctamente asignadas a las variedades, y los dos

primeros ejes de la ordenacion absorbieron el 86% de la varianza de los datos.
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Tabla 3. 3: Concentracion media (ug/g de peso seco + error estandar) de metabolitos

secundarios detectados en las hojas de los cultivares de Amaranthus. La media seguida

por letras diferentes en la misma fila son significativamente diferentes segun test LSD

(P <0.05).

METABOLITOS VARIEDADES
SECUNDARIOS
Cruentus Hyp SA Hyp 280 Hyp Artasa  Mantegazzianus
ACIDO FENOLICOS
4-Hidroxibenzoico 87 x16a 88+10a 16.7+25ab 16.4+6.4ab 23.4+113b
Protocatéquico 13.8 +2.5bc 30.8+3.5cd 45.0+18.4d 13.9+6.1ab 32+21a
Cumérico 125+29b 9.3+x09b 26.1+25¢c 52+51a 04+03a
Vanilico 28.0+54a 308+69a 36.2+6.2a 63.2+29.9a 49.8+30.8a
Cafeico 72+30a 146+32a 113.9+22.1b 18.6 +18.0 a 19+15a
Siringico 10+1.1ab 235+6.3b 222+132b 0.7 £0.6a 32+31ab
Ferdlico 96.2+18.3 b 115.8+10.1b 112.3+34.6b 25.9+249a 128+125a
Sinépico 0.00 0.00 0.00 0.01+0.01 a 06+06a
Salicilico 1.8+05ab 3.4+0.7 bc 45+14c 0.7+0.7a 03+0.2a
FLAVONOIDES
7,317.4 £1630.7 8,671.3+1,104.7 4,798.5+1,333.9 15531.0+ 9,217.3 +4,633.7
Rutina a ab a 2,658.1b ab
Isoquercetina 278+18a 110.8 £ 75.7 ab 2795+63.3¢c 186.6 +107.9 bc 36.8+16.1a
Nicotiflorin 1,281.5+b 812.9+51.2b 1416 £52.4a 977.1+3139b 1,156.9+645.8b
BETALAINAS
Y. 0.00 0.00 448.4+2228b 318.6 £50.6 b 21+10a
Isoamarantina 0.00 0.00 145.1 +58.8b 69.2+16.6 b 05+05a
0.00 0.00 6.3+2.7b 41+£20b 02+01a

Betanina
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4,18+

2,27+
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©
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X
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Eje Canonico 1 (69.54%)

Figura 3.5: Primeros dos ejes del andlisis discriminante de las muestras de diferentes
cultivares de amaranto sobre la base de la composicion de quince metabolitos
secundarios. Las muestras se clasificaron correctamente en un 94 % de los casos. Letras
diferentes significan diferencias significativas segin MANOVA (Test de Hotelling p<
0.05).

3.4.2. Medicioén de variables relativas a la entomofauna

3.4.2.1. Riqueza y abundancia de insectos ectofitofagos (masticadores y

chupadores) y endofitéfagos (barrenadores de tallos y panoja)

La densidad y riqueza de insectos de cada gremio vario entre los cultivares de
distintas especies y entre cultivares de la misma especie de Amaranthus (Figura 3.6).
Cruentus, Hyp SA e Hyp Artasa presentaron los niveles mas altos de densidad de
defoliadores en hojas que Hyp 280 y Mantegazzianus (F (3, 12y = 5.53, p = 0.003) en las
dos temporadas. En las panojas la densidad de defoliadores no difirié entre los

cultivares (F (3,12 = 1.03, p = 0.48). Hyp SA se caracterizo por tener la mayor riqueza de
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insectos de este gremio en hojas (F (3 12y = 3.00, p = 0.03), en tanto que Cruentus
presento lo valores mas altos de riqueza en las panojas (F (3, 12) = 2.19, p = 0.09) (Fig.
3.6 a-b).

La densidad de insectos succionadores presentd diferencias entre los cultivares:
Mantegazzianus fue el cultivar con la mayor densidad de insectos de este gremio
mientras que los restantes cultivares presentaron valores similares y no difirieron
significativamente (F, 12 = 6.90, p = 0.001). Las diferencias en la riqueza de insectos
succionadores no fueron estadisticamente significativas (Fg, 120 = 1.61, p = 0.21), sin
embargo el factor cultivar fue significativo (P factor cuttivar = 0.04) (Figura 3.6 c-d).

Respecto al gremio de los barrenadores, el analisis de densidad de larvas
observadas en tallo y panojas en conjunto, no indicé diferencias significativas entre
tratamientos, y el factor cultivar fue significativo (Fg 12) = 2.53, p =0.06, P factor cultivar =
0.025). Cuando se realiz6 el andlisis particionando los datos en las dos posibles
ubicaciones de los barrenadores (tallos y panojas) se observé la mayor densidad de
larvas en tallos en Hyp Artasa (F@, 120 = 3.34, p = 0.023), mientras que la densidad de
larvas en panoja no difirio significativamente entre los demas cultivares (F, 12 = 0.74 p
= 0.69) (Fig. 3.7). La riqueza de este gremio no se pudo determinar debido a la

dificultad de reconocer las especies barrenadoras en estadio larval.
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Figura 3.6: Densidad (a) y riqueza (b) de
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B Hoja

insectos ectofitéfagos masticadores en

hojas e inflorescencias (x error estandar) en cultivares de Amaranthus. Letras

diferentes indican diferencias significativas entre cultivares segun Test Scott &

Knott (P densidad hoja = 0.002, p densidad panoja (factor cultivar) = 0.003; p riqueza hoja — 0.032, p

riqueza panoja (factor culiivary = 0.05). Densidad (c) y riqueza (d) de insectos ectofitofagos

succionadores (£ error estandar) en cultivares de Amaranthus. Letras diferentes

indican diferencias significativas entre cultivares segin Test Scott & Knott (p gensidad

=0.001, p riqueza (factor cultivar) = 0.04).
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Figura 3.7: Densidad promedio de insectos barrenadores (£ error estandar) en tallos
(@) e inflorescencias (b) en cultivares de Amaranthus. Letras diferentes indican

diferencias significativas segun Test Scott & Knott.

3.4.2.2. Herbivoria causada por insectos ectofitofagos (masticadores) y

endofitofagos (barrenadores de tallos y panoja)

El porcentaje de hojas afectadas vario entre 53 y 68 % de hojas dafiadas. Hyp
280 fue la variedad con menor porcentaje de hojas dafiadas respecto del resto de los
cultivares siendo esta diferencia estadisticamente significativa (F 312 = 3.14 p = 0.02)
(Figura 3.8a). Los analisis de herbivoria basados en area foliar dafiada indicaron que
Hyp Artasa y Cruentus fueron las variedades con los mayores niveles de dafio en hojas
(F 312 = 7.38, p = 0.0008). El area foliar consumida promedio fue de 21.38 cm?
aproximadamente para Hyp Artasa y 24.69 cm? para Cruentus (valores relativizados al
promedio de area foliar por cultivo). Estos valores representaron aproximadamente el
doble de los valores de area consumida en las restantes cultivares los cuales oscilaron
alrededor de 11 cm? (Figura 3.8b).

Respecto a la herbivoria en los tallos, el anlisis de porcentajes de tallos dafiados
indico que Hyp Artasa presentd el mayor porcentaje de tallos barrenados (83 %), en
tanto que Cruentus y Mantegazzianus fueron las variedades con los menores porcentajes
(45 y 57 % respectivamente) (F 12 = 9.66, p = 0.0002) y Hyp SA e Hyp 280
presentaron valores intermedios (alrededor del 65.5 %) (Figura 3.9a) El analisis de

tallos barrenados expresados en area de tallo consumido (cm?) también indicé a Hyp
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Artasa como la especie con mayor nivel de barrenacion en tallos respecto de las demas
cultivares, las cuales no difirieron estadisticamente entre si (F12) = 4.62; p = 0.0065)
(Figura 3.9b).

74,00 a) 30,00 b)

68,00 22,50

o
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62,00

Area foliar consumida promedio por insectos defoliadores
(cm2 de hoja)
iy
(53]
f=}
o

Porcentaje de hojas afectadas por insectos defoliadores

a
. " :
56,00 a 7,50
50,00 0,00
Cruentus Hyp SA Hyp280 Hyp Artasa Mantegazzianus Cruentus Hyp SA  Hyp280 Hyp Artasa Mantegazzianus

Figura 3.8: a) Porcentaje de hojas afectadas promedio (+ error estdndar) por
insectos defoliadores en plantas de Amaranthus. b) Area foliar consumida por
insectos defoliadores (+ error estandar) en plantas de Amaranthus. Letras diferentes

indican diferencias significativas segun test Scott & Knott.
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Figura 3. 9: a) Porcentaje de tallos barrenados promedio (+ error estandar) por
insectos barrenadores en plantas de  Amaranthus. b) Area de tallo consumida por
insectos barrenadores (x error estandar) en plantas de Amaranthus. Letras diferentes

indican diferencias significativas segun test Scott & Knott.

75



Capitulo 3

3.4.2.3. Herbivoria producida por insectos masticadores ectofitéfagos y la

composicion quimica en hojas

El andlisis multivariado de regresion lineal multiple indicé una relacion
significativa entre los metabolitos secundarios y la herbivoria observada en el campo
(R* = 0.91, R ajustado = 0.88, N = 32 muestras, F (724 = 33.70, P < 0.0001). De los
quince compuestos analizados, seis presentaron una relacion significativa con la
herbivoria. Los compuestos acido cumarico, nicotriforin, amarantina y betanina
presentaron relacion positiva con la herbivoria en tanto que el acido cafeico y salicilico

presentaron una relacion negativa (Tabla 3.4).

Tabla 3.4: Resultados del analisis de regresion mdaltiple de herbivoria (area foliar
dafada) y el contenido de metabolitos secundarios en las hojas (df = grado de libertad; 8

= coeficiente estandarizado; E.E = error estandar).

VARIABLE PREDICTORA d.f. B E.E. F P
Acido protocatéquico 1.32 -0.03 0.02 291 0.1009
Acido cumarico 1.32 0.64 0,09 17.83 < 0.0001
Acido cafeico 132  -0.08 0,01 43.47 <0.0001
Acido salicilico 132 -094 0.19 23.71 0.0001
Nicotriflorin 132 25E-03 3.8E-04 44.55 <0.0001
Amarantina 1.32 0.01 2.2E-0.3 18.66 0.0002
Betanina 1.32 0.51 0.15 11.83 0.0021

3.4.2.3. Estimacion de produccién de los cultivares

Los valores promedios de granos por hectarea en los dos afios de estudio fueron
1798.13 £ 392.02 Kg grano/ha y 1260.16 + 103.54 Kg grano/ha (Tabla 3.5) y no se
observaron diferencias significativas entre cultivares (F 12 =1.65, p = 0.20; F, 12) =
2.08, p =0.10).
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Tabla 3. 5: Valores promedio de produccion de grano (x error estandar) por unidad de
superficie estimados para cinco variedades de Amaranthus. Letras diferentes junto a las
medias en las mismas columnas son significativamente diferentes segin test Scott &
Knott (p <0.05).

Produccion de grano (kilogramos/ ha)

Cultivar
Afio 2008 Afio 2009
Cruentus 2596.87 + 1073.98 a 1158.16 + 297.68 a
Hyp SA 459.38 £110.80 a 1088.13+ 13291 a
Hyp 280 1195.31 +590.83 a 1098.13 + 174.40 a
Hyp Artasa 1739.06 £583.94 a 1450.47 £ 278.03 a
Mantegazzianus 3000 £1209.10 a 1505.94 + 258.66 a

3.5. Discusidén

3.5.1. Atributos morfoldgicos y fenoldgicos de los cultivares y su relacion con la
vulnerabilidad a insectos endo y ectofitofagos.

La afinidad taxonomica de Hyp SA, Hyp 280 y Hyp Artasa, no se correspondio
con valores similares en los tres cultivares en ninguno de los atributos morfoldgicos, sin
embargo se observaron similitud de caracteres entre pares, como el area foliar en Hyp
SA y Hyp 280, diametro de tallo en Hyp SA y Artasa y la longitud de la inflorescencia
en Hyp 280 y Artasa. De las tres variedades, Hyp SA fue el cultivar de mayor tamafio
en tanto que Hyp 280 fue la méas pequefia, tanto entre cultivares de la misma especie
como entre los de distintas especies. Mantegazzianus se caracterizd por ser el cultivar de
mayor tamafio y porte entre todas las variedades analizadas seguido por Cruentus y Hyp
SA, cuyos valores fueron similares (Tabla 3.1). En cuanto a la morfologia floral y la
coloracion de los tejidos, se observd que todos los cultivares de la especie A.
hypochondriacus presentaron morfologia similares y los tejidos fueron de coloracion
rojiza. Esto indicaria que son caracteres especificos y por lo tanto se mantienen
constante en los tres cultivares. Mantegazzianus y Cruentus presentaron flores con

bracteas y tépalos de menor tamafio y consistencia débiles asi como ausencia de la
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aristula presente en los cultivares de A. hypochondriacus (Figura 3.3). Las diferencias
en la morfologia floral entre los cultivares podria ser el resultado de procesos de
domesticacion distintos en los cultivares. Schwanitz (1966) sugiere que algunas plantas
cultivadas de A. caudatus suelen diferenciarse de sus ancestros de crecimiento
espontaneo por la pérdida parcial de caracteristicas de proteccion de las flores (bracteas
débiles, tépalos y bracteas cortas, ausencia de aristula) lo cual determina una
inflorescencia menos espinosa. Se desconoce si las caracteristicas florales en
Manteggazzianus y Cruentus son un atributo propio de las especies o son el resultado de
un mayor trabajo de domesticacion de los cultivares.

La estructura de la comunidad de insectos fitdfagos no se relacion6 con la
afinidad taxonémica de los cultivares (Figura 3.6). Cruentus, Hyp SA e Hyp Artasa
presentaron la mayor abundancia de insectos defoliadores en hojas y a su vez Hyp SA
tuvo la mayor riqueza de especies defoliadoras. En tanto que los insectos succionadores
se observaron en mayor abundancia en Mantegazzianus (Figura 3.6¢) y los barrenadores
en Hyp Artasa. La literatura indica que plantas con grandes dimensiones y complejidad
arquitectonica presentan en general mayor abundancia y riqueza de insectos fitofagos
(Price et al. 1980; Strong et al. 1984; Lawton 1983; Haysom & Coulson 1988; Rudgers
& Whitney 2006) lo cual se relacionaria con una mayor disponibilidad de nichos
ecoldlogicos para la alimentacién y oviposicion en las plantas (Lawton 1983; Rudgers
& Whitney 2006; Lara et al. 2008). Sin embargo, tanto en el gremio de los barrenadores
como en el de succionadores, los niveles altos de densidad no se relacionaron con
mayor abundancia de recursos en las plantas. Mantegazzianus, cuyos tallos fueron los
de mayor longitud y didmetro, presentd niveles bajos de insectos barrenadores, en tanto
que Cruentus y Hyp SA, ambos con los valores mas altos en densidad y longitud de la
inflorescencia, no presentaron mayor abundancia de insectos succionadores.

En el caso de los insectos defoliadores, si bien se observaron altas densidades de
insectos en cultivares con valores medios a altos de area y densidad foliar (Cruentus,
Hyp SA), en Mantegazzianus, el cultivar con valores de densidad foliar mas altos, no
tuvo densidades altas de insectos defoliadores (Tabla 3.1). EI mayor porcentaje de hojas
dafadas (total de hojas dafiadas sobre el total de hojas analizadas) se observé en los tres
cultivares mas frecuentados por los insectos defoliadores (Cruentus, Hyp SA y Hyp
Artasa) y en Mantegazzianus. Sin embargo, el anélisis de dafio foliar (cm? hojas dafiada)

indico que Hyp SA y Mantegazzianus fueron especies con menor area foliar consumida
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junto con Hyp 280 (Figura 3.8). Los bajos niveles de herbivoria en Manteggazzianus
coincidieron con observaciones previas que indican a este cultivar resistente a insectos
del gremio de los defoliadores (Covas 1987), en tanto que la menor herbivoria en Hyp
280 se correspondio con las bajas densidades de insectos observadas y bajos porcentaje
de hojas dafiadas en el cultivar. Si bien Hyp SA tuvo una alta densidad de insectos
defoliadores (Figura 3.6a) y porcentajes de hojas dafiadas (Figura 3.8a), los bajos
niveles de dafios en sus hojas (Figura 3.8b) podrian indicar una menor calidad del
alimento.

En cuanto al gremio de los succionadores, Mantegazzianus fue el cultivar con
mayor densidad y riqueza de insectos (Figura 3.6 ¢). Como se menciond en el capitulo
anterior, este gremio estuvo presente en estadios tardios del cultivo (floracion y llenado
de grano) donde predomind la especie Chinavia musiva (Berg) que se alimento en las
inflorescencias. Se sugiere que la morfologia de las flores femeninas de Mantegazzianus
por ser menos protegidas (bracteas cortas y ausencia de aristula) y permitir mayor
acceso a la semilla respecto de los demas cultivares, disminuyo la preferencia de los
insectos succionadores. Ademas, las plantas de este cultivar se diferencian de las demas
por presentar inflorescencia en glomérulos muy distinta a la forma amarantiforme tipica
del género (Tabla 1.1). Evaluaciones previas en diferentes lineas de Amaranthus,
informaron que la pigmentacion de la planta se relaciond con la susceptibilidad a
insectos succionadores, siendo menor en plantas de coloracién péalida (Umeh et al.
2009). En este trabajo, los resultados indicaron una mayor preferencia de los insectos
succionadores por plantas con panojas amarillo-anaranjado (Mantegazzianus) respecto
de las amarillo-verdosa de Cruentus o rojas de A. hypochondriacus.

La duracion del ciclo fenoldgico fue otro caracter que diferencié a los cultivares
(Figura 3.4). Debido al corto ciclo de Hyp 280, la etapa reproductiva comenzé
tempranamente y cuando los restantes cultivares todavia se encontraban en estado
vegetativo. La exposicion temprana de las panojas en el campo pudo evadir en parte al
gremio de succionadores (Figura 3.6¢) dado que la mayor densidad de este grupo se
registré aproximadamente 65 dias luego de la emergencia (Figura 2.6). Por el contrario,
la floracién tardia de los restantes cultivares coincidio con la aparicion del gremio de
succionadores pero solo Mantegazzianus presentd diferencias significativas (Figura
3.6¢). La mayor duracion del ciclo vegetativo en Mantegazzianus, sumada a los bajos

niveles de herbivoria observados tanto en hojas como tallos, indicaria una mayor
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cantidad de reservas en este cultivar para ser traslocada a los granos, lo cual podria
también explicar la mayor densidad de succionadores observados en sus panojas.

La diferencia en la duracion del ciclo fenoldgico evidencia una tasa de
crecimiento distinto en los cinco cultivares, muy alta en Hyp 280, baja en
Mantegazzianus e intermedia en Cruentus, Hyp SA y Hyp Artasa. Se ha propuesto que
la tasa de crecimiento en especies vegetales se relaciona con diferencias en los niveles
de defensas de las plantas contra los herbivoros (Coley et al. 1985). Se estima que la
inversion de defensas es mayor en especies que crecen lentamente, lo cual se debe
principalmente a los costos de defensa (menores en especies de crecimiento lento), y al
impacto relativo que tienen los herbivoros (Coley et al. 1985; Gulmon & Mooney
1986). En este trabajo, Mantegazzianus, el cultivar con tasa de crecimiento mas lento,
presento bajos niveles de dafio tanto en hojas como en tallo, lo cual también se observd
en Hyp 280 y en Hyp Artasa. Sin embargo, la diferencia de crecimiento de los tres
cultivares pudo comprometer distintas formas de defensa. Debido a que la produccion
de defensas quimicas implica costos a mantener por parte de la plantas, la presencia de
estructuras y compuestos inmoviles tales como ligninas y taninos que tienen un costo
inicial alto pero una baja tasa de renovacion (compuestos no mdviles) (Walker 1975),
conferirian mayores ventajas adaptativas en las plantas de crecimiento lento. Si bien
estos compuestos no fueron cuantificados en este trabajo, es posible que hayan influido
en la menor herbivoria de defoliadores y barrenadores observada en Mantegazzianus.
Por otra parte, en las plantas con rapido crecimiento, las defensas pueden estar dadas
por compuestos con costos inicales bajos y con tasas alta de renovacion (compuestos
moviles), tales como alcaloides, glucosidos cianogénicos y compuestos fendlicos entre
otros. En las plantas de amaranto, la evaluacién de compuestos secundarios indico que
el cultivar Hyp 280 present6 alta concentracion en varios de los compuestos analizados.
La relacion de estos compuestos y los niveles de herbivoria por insectos defoliadores se

discute a continuacién.

3.5.2. Metabolitos secundarios en Amaranthus y su relacion con la herbivoria de

insectos.

Los andlisis de metabolitos secundarios indicaron que los flavonoides fueron los

compuestos mas importantes en las hojas de amaranto en todos los cultivares analizados
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y dentro de este grupo, rutina fue el méas abundante. La concentracion de rutina superé
en gran medida a la del resto de los compuestos detectados en las hojas. Estos
resultados fueron consistentes con previos reportes para otras especies de Amaranthus,
aunque en concentraciones no tan elevadas (Kalinova & Dadakova 2009). Se ha
indicado que la edad de la planta puede afectar a los niveles de rutina, que tienden a ser
mas bajos en las plantas jovenes respecto de plantas maduras (Steffensen et al. 2011).
Los contenidos de nicotriflorin fueron considerablemente superiores a los de
isoquercetina en la mayoria de los cultivares analizados (excepto para Hyp 280), y fue
consistente con los niveles reportados en plantas jovenes (Steffensen et al. 2011). Los
altos niveles de isoquercetina en Hyp 280 y de rutina observados en Hyp Artasa fueron
las diferencias mas marcadas entre los cinco cultivares. La ocurrencia de isoquercetina
parece ser dependiente de las especies de amaranto, siendo Cruentus y Mantegazzianus
los cultivares con la menor concentracién de estos compuestos. De acuerdo con la
coloracion de los tejidos vegetales (Tabla 3.2), las plantas con hojas rojizas (Hyp Artasa
e Hyp 280) presentaron niveles méas altos de las tres betalainas analizadas que
Mantegazzianus, y no fueron detectados ni en Cruentus ni en Hyp SA (Tabla 3.3). La
diferencia de coloracion en los tejidos vegetales es atribuida a pigmentos tales como las
antocianinas o betalainas las cuales son sustancias mutuamente excluyentes en las
plantas (Clemment & Mabry 1996; Brockington et al. 2011). En Amaranthus, como en
la mayoria de las especies pertenecientes al orden Cariofilales, la coloracion rojiza en
los tejidos vegetales se debe a la presencia de betalainas (Cai et al. 2001; Strack et al.
2003). Sin embargo, la coloracion de la planta no siempre evidencia la presencia de
estas sustancias, tal como se observa en Mantegazzianus. Manetas (2006) ha sugerido
que cantidades relativamente bajas de antocianinas en plantas no cubririan el color de la
clorofila y por lo tanto las plantas mantienen el color verde. Los resultados de este
trabajo también concuerdan con estudios previos sobre contenidos de betacianinas
(compuestos rojos) en plantas rojas y amarillas de Celosia argentea, otra especie de
Amaranthaceae, en la cuales se observaron mayor cantidades de amarantina e
isoamarantina en plantas rojizas respecto de las amarillas (Schliemann et al. 2001).
Ademas de las variaciones observadas en el contenido de betalainas, también se
observo que los contenidos de acidos fenolicos variaron ampliamente entre las especies
e incluso entre los tres cultivares de A. hypochondriacus (Tabla 3.3). Hyp 280 se

diferencio del resto de los cultivares en cuanto al contenido de metabolitos, siendo sus
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muestras completamente diferentes del resto de los cultivares, lo cual se observa en el
primer eje del analisis discriminante (Figura 3.5). Hyp 280 se caracteriz6 por presentar
contenidos significativamente bajos de nicotriflorin, (uno de los dos compuestos
predominantes en todas las muestras analizadas) respecto de los demas cultivares y por
tener los niveles mas altos de acido cafeico y cumarico. De acuerdo al mismo analisis,
las muestras de Hyp Artasa también se separaron de los restantes cultivares, y al igual
que Hyp 280, todas las muestras fueron correctamente asignadas en el mismo grupo. La
ausencia de betalainas fue una caracteristica compartida por las muestras de Cruentus e
Hyp SA, mientras que una pequefia cantidad de acido sindpico fue detectado en
Mantegazzianus e Hyp Artasa. Las muestras de Mantegazzianus fueron bastantes
homogéneas, sin embargo algunas fueron erréneamente asignadas a Hyp SA y Cruentus
por el andlisis discriminante, lo que indicaria que no hay una clara diferenciacion entre
estos tres cultivares.

Cruentus, Hyp SA y Hyp Artasa fueron los cultivares con mayor abundancia de
insectos defoliadores (Figura 3.6a), mientras que la herbivoria observada en las plantas
fue significativamente menor en Mantegazzianus e Hyp SA respecto de Hyp Artasa
(Figura 3.8b). Hyp 280 fue el cultivar menos afectado por los insectos defoliadores, con
el menor porcentaje de hojas afectadas y los valores méas bajos de area foliar consumida,
lo cual puede relacionarse con la menor densidad de insectos presentes en este cultivar.

Los analisis quimicos indicaron que el contenido de metabolitos secundarios en
hojas varidé entre las plantas expuestas a condiciones naturales de herbivoria. La
evaluacion de estos compuestos en plantas en condiciones de campo es complejo debido
a que son sustancias con propiedades antioxidantes y estan altamente influenciadas por
las condiciones ambientales tales como la temperatura, radiacién UV, entre otros (Close
& McArthur 2002). Ademas, se debe considerar que la composicion quimica observada
en las hojas representan los contenidos en una etapa en particular en el desarrollo de la
planta (final de floracion), y no proporciona informacion acerca de como la
composicion de estos compuestos varian en hojas mas jovenes, las cuales son mas
susceptibles al dafio. Teniendo en cuenta esto, los resultados de los andlisis indicaron
que seis compuestos detectados en las plantas presentaron relacion lineal significativa
con la herbivoria (Tabla 3.4), sin que sea posible afirmar que estas sustancias son
producidas en respuesta a la herbivoria como una forma de defensa inducida, o si las

altas cantidades en las hojas dafiadas indican un efecto fagoestimulante.
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Los pigmentos rojos como las antocianinas son mencionados como sustancia de
defensa contra herbivoros, ya sea por toxicidad directa, o0 como compuestos de
advertencia a través de su coloracion. Diferentes hipdtesis se han postulado para
explicar el rol defensivo de estas sustancias, pero la evidencia es bastante contradictoria.
Si bien las plantas de amaranto no contienen antocianinas, la similitud en las
propiedades espectrales y antioxidantes entre antocianinas y betalainas ha permitido
especular sobre el papel similar de ambos compuestos (Manetas 2006). Sin embargo,
todavia son escasas las investigaciones relacionadas a la funcion de las betalainas (Ibdah
et al. 2002; Berardi et al. 2013).

Se ha indicado que el color de la planta influye en la preferencia de los insectos
fitéfagos, tanto en la alimentacion como en la oviposicién, en favor de las plantas de
hojas verdes (Furuta 1986; Karageorgou & Manetas 2006). Algunos autores sefialan que
los insectos no distinguen facilmente el color rojizo de las plantas, ya que la mayor
sensibilidad de los ojos en insectos defoliadores ocurre entre los 300 a 550 nanémetros
(Matic 1983; Kelber et al. 2003; Karageorgou et al. 2008). No obstante, en el caso de
que las plantas de hojas rojizas puedan ser detectadas, los insectos tenderian a evadirlas
dado que el color rojo indica que la planta estd defendida (Hamilton & Brown 2001;
Lev-Yadun 2001). Por otra parte se ha sugerido que los compuestos rojizos suelen estar
acompariados por otros compuestos incoloros que son los que realmente afectan al los
insectos (Close et al. 2001; Karageorgou & Manetas 2006).

Los resultados de este trabajo muestran que Hyp 280 presenta altos niveles de
betalainas y acidos fendlicos (Tabla 3.3). Sin embargo, las diferencias en los niveles de
dafio en Hyp 280 y Hyp Artasa, y la similitud en los observados en Hyp Artasa y
Cruentus (la dltima sin pigmentos), no respaldan la hipotesis de que las betalainas
aportan proteccién contra los herbivoros. Lo cual no descarta la posibilidad de que la
acumulacion de betalainas en otras partes de la planta, tales como tallos o inflorescencia
pueda ejercer defensa contra otros gremios de insectos. Sin embargo, existe la
posibilidad de que la acumulacién de betalainas acompafiada por compuestos de acidos
fenolicos como se registra en Hyp 280, explique la menor herbivoria de este cultivar.

Los acidos fendlicos son citados por su rol de proteccion contra insectos
herbivoros. En particular, los &cidos siringico, ferulico, cafeico y salicilico incrementan
su concentracion en plantas luego de sufrir dafio por herbivoria (Bi et al. 1997; Clement

& Mabry 1996; Heidel & Baldwin 2004). Todos los acidos mencionados se observaron

83



Capitulo 3

en Hyp 280 en altas concentraciones, y tanto el acido salicilico, cafeico y cumarico
fueron buenos predictores de la herbivoria en las hojas de Amaranthus (Tabla 3.4). El
acido salicilico es indicado como un importante compuesto de sefializacion de defensa
en las plantas (Heidel & Baldwin 2004; Hayat et al. 2010), y que en este trabajo fue
detectado en altas concentraciones en el cultivar con menor herbivoria, Hyp 280, y en
bajas concentraciones en Mantegazzianus y en Hyp Artasa, éste Gltimo cultivar con los
niveles mas altos de herbivoria. A su vez, este cultivar presentd altos niveles de
flavonoides, especialmente rutina.

Burghardt et al., (2000) ha sefialado que aumentos de nivel de herbivoria por
insectos se han relacionado con contenidos de flavonoides en las plantas. Y dentro de
este grupo, rutina se menciona como una sustancia fagoestimulante para varias especies
de lepidopteros tales como Heliothis virescens, Spodoptera littoralis, S. exigua y S.
exempta y para algunos ortopteros: Schistocerca americana, S. albolineata and
Melanoplus differentialis (Bernays et al. 1991; Blaney & Simmonds 1983).

Si bien los resultados mostraron diferencias en los contenidos de metabolitos y
en la herbivoria entre cultivares, la gran variabilidad en la concentracion de los
compuestos analizados (en particular los acidos fendlicos) impide detectar un patrén
claro para ser relacionado con la herbivoria. Se ha indicado que interacciones sinérgicas
y/o antagonicas pueden condicionar el efecto defensivo de estos compuestos (Blaney &
Simmonds 1983; Green et al. 2003; Pascacio-Villafan et al. 2014). Estudios previos en
especies cultivadas indicaron que la eficacia de los metabolitos secundarios como
sustancias defensivas puede modificarse con el grado de domesticacion de la planta por
cambios en la concentracion y en la combinacién de los compuestos (Lindig-Cisneros et
al. 1997; Lou et al. 2006; Torres-Gurrola et al. 2011). Lindig-Cisneros et al. (1997)
mencionan que la diversidad de fitoalexinas en especies de porotos silvestres fue
importante en la defensa contra al patégeno Aspergillus sp, sin embargo en especies
cultivadas de porotos la diversidad de estos compuestos tuvo el efecto contrario en el
mismo patdégeno.

En este trabajo se observd que las especies Hyp Artasa y Cruentus tuvieron
niveles bajos de &cidos fendlico y a su vez presentaron niveles altos de herbivoria, en
tanto que en el cultivar Hyp 280 con los niveles més altos de acidos fenolicos presento
los niveles mas bajos de herbivoria. Las diferencias en la concentracion de los distintos

compuestos en las hojas de los cultivares y los niveles de herbivoria registrados en las
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hojas indicarian que en algunos cultivares (Hyp Artasa y Cruentus) la domesticacion
pudo haber disminuido las defensas quimicas en estas plantas. Se ha indicado que la
seleccion artificial por caracteres importantes para la produccion en las planta tales
como el tamafio de la planta, tamafio de panojas, produccion de grano, etc., pueden
disminuir atributos defensivos (fisicos y quimicos) y en consecuencia las plantas
cultivadas son mas vulnerables a herbivoros, patdgenos y competidores respectos de las
especies de crecimiento espontaneo (Harlan 1992; Bai & Lindhout 2007).

A su vez, no hay que descartar que otros compuestos no analizados en este
estudio pudieron también influir en las diferencias de herbivoria. En Amaranthus, se
han reportados acidos oxalicos o oxalatos, los cuales se presentan en su formas solubles
como oxalatos de potasio 0 oxalatos de magnesio, y también en forma insoluble como
oxalatos de calcio (Vityakon & Standal 1989). En esta ultima forma los oxalatos han
demostrado cumplir un rol de defensa contra insectos como compuestos
antialimentarios y también como elemento abrasivo al formar cristales que causan
lesiones en los insectos masticadores (Franceschi & Nakata 2005; Korth et al. 2006). A
su vez, el acido oxalico, precursor de los oxalatos y presente en forma soluble en las
plantas, ha demostrado efectos disuasivos en la alimentacidn de insectos succionadores
(Yoshihara et al. 1980). Se debe sefialar que los oxalatos son compuestos indeseables en
plantas para consumo humano cuando se encuentran en altas concentraciones debido a
que ocasionan trastornos digestivos, problemas renales e incluso envenenamiento
(Vityakon & Standal 1989; Gélinas & Seguin 2007). Por lo tanto, el posible papel de los
metabolitos secundarios en el control de insectos herbivoros en Amaranthus plantea un
dilema interesante en cuanto a la utilizacion de mecanismos de defensa inherentes de las
plantas sin perder de vista los efectos que estos compuestos pueden tener en la dieta

humana.

3.5.3. Herbivoria por insectos y produccion de grano en Amaranthus.

La produccion de grano por hectérea estuvo dentro de los valores de produccién
reportados para el cultivo de amaranto (Henderson et al. 2000; Gimplinger et al. 2008;
Kumar et al. 2013). En el segundo afio se observd una menor variabilidad en la
produccion de los cultivares evidenciando un fendmeno de aclimatizacion en las plantas

que fue méas marcado en los cultivares Cruentus, Hyp SA y Mantegazzianus. Los
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rendimientos similares entre cultivares con diferentes niveles de herbivoria sugieren que
las plantas més afectadas tuvieron respuestas de compensacion al dafio por folivoros. De
acuerdo a trabajos previos, las plantas de amaranto presentan tolerancia a la defoliacion
y utilizan estrategias de compensacion para evitar la reduccion de semilla o que esta se
minima (Martinez-Moreno et al. 1999; Castrillon-Arbeléez et al. 2012; Vargas-Ortiz et
al. 2013). ElI mecanismo subyacente a esta caracteristica se indica en publicaciones
recientes y estaria dado por la rapida utilizacion de reservas de carbono almacenadas
durante las etapas de prefloracion en hojas, tallos y raices, en su mayoria en forma de
almidon (Castrillon-Arbelédez et al. 2012; Vargas-Ortiz et al. 2013). A su vez, se indica
que la tolerancia a la defoliacién en amaranto es dependiente de la cantidad del dafio
producido asi como también del ambiente y de la especie de Amaranthus. Se reporta
que en A. cruentus y A. hypochondriacus una reduccion del follaje por dafio mecanico
de hasta el 50 % puede ser compensado en ambas especies, sin embargo con niveles de
herbivoria superiores se observan diferencias en la recuperacion entre las especies y
entre cultivares de la misma especie (Vargas-Ortiz et al. 2013). Por lo expuesto, factores
genéticos que rigen el almacenamiento de las fuentes de carbono y la movilizacion de
las reservas influiran en la recuperacion de las plantas luego de la defoliacion (Vargas-
Ortiz et al. 2013).

Los datos de produccién de grano obtenido en los cultivares y la herbivoria
registrada en cada uno de ellos indicaron que las plantas con porcentajes de herbivoria
promedio del 25.59 % de dafio en hojas y del 27.42 % de dafio en tallos (valores
promedios de dafio estimado entre todos los cultivares Ver Apéndices Tablas 1 y 2)
tuvieron producciones acordes a las reportadas previamente para el cultivo (Henderson
et al. 2000; Gimplinger et al. 2008; Kumar et al. 2013). Los cual indica que las plantas
soportaron bajos niveles de herbivoria si se tiene en cuenta que estuvieron expuestas a
los insectos fitofagos durante todo su ciclo de desarrollo. Se desconoce si con
densidades y herbivoria de insectos superiores a las reportadas para estos cultivares las
plantas podran mantener los niveles de produccion de grano. Al respecto, Vargas-Ortiz
et al. (2013) indicaron que en plantas de A. hypochondriacus y A. cruentus que sufrieron
diferente grado de defoliacion mecanica (20 a 100% de defoliacion) la mayor reposicion
de reservas de carbono en los tallos y raices ocurrié luego de un plazo de 110 dias

posteriores a la defoliacion.
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Efecto de practicas culturales sobre la
herbivoria de insectos endofitofagos y
ectofitofagos masticadores en

Amaranthus hypochondriacus.

4.1. Introduccidn

El control cultural se ha empleado desde tiempos antiguos en la agricultura para
prevenir y reducir la incidencia de malezas, enfermedades e insectos en los cultivos
manteniéndose su uso a través del tiempo tanto en los sistemas agricolas intensivos
como extensivos. En la actualidad, el control cultural se desarrolla con éxito en
diferentes cultivos entre ellos maiz (Levine & Oloumi-Sadeghi 1991; Moyal 1995;
Onstad et al. 2001; Echezona 2007; Vasileiadis et al. 2011), trigo (Sotelo et al. 2014),
canola (Dosdall et al. 1995; Toepfer et al. 2014), papa (Setiawati 2010; Alyokhin et al.
2014) y en cultivos intensivos (Hilje et al. 2001) constituyendo una de las piedras
angulares en el manejo integrado de plagas (MIP).

Por su naturaleza preventiva, las practicas culturales se basan tanto en el
conocimiento de los requerimientos ecoldgicos de los insectos, como en su
comportamiento. Estas practicas manipulan factores ambientales del agroecosistema
generando condiciones menos favorables para la colonizacion, permanencia y desarrollo
de las especies plagas. La implementacion de las practicas culturales puede variar de
acuerdo al sistema y al comportamiento de la especie insectil teniendo efectos
diferenciales sobre los organismos. En este sentido, la remocion del suelo en general, es

indicada como una practica para disminuir los insectos que cumplen parte de su ciclo en
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el suelo (Stinner & House 1990; Capinera 2001). Ya sea por la exposicion de los
mismos al desecamiento, a sus enemigos naturales (Stinner & House 1990; Capinera
2001) o por la modificacion de atributos fisicos de los microhéabitats (aireacion,
temperatura, niveles de humedad, etc.) (Amatobi et al. 1988). Sin embargo, también esta
practica puede propiciar ambientes adecuados para especies que prefieren condiciones
calidas y secas (Tahvanainen 1972) como asi también la simplicidad del hébitat
(Cromartie 1975; Milbrath et al. 1995) que caracterizan a los sistemas de la labranza
convencional. En el cultivo de canola, por ejemplo, estas condiciones son aprovechadas
por dos especies plagas: Phyllotreta striolata y P. cruciferae (Coleoptera:
Chrysomelidae) y en ese sistema en particular, la implementacién del sistema de
labranza cero es conveniente respecto de la convencional, si se desea reducir la
incidencia de estos insectos (Milbrath et al. 1995; Dosdall et al. 1999).

Para otros insectos, aquellos que tienen preferencia por una estrecha gama de
plantas hospederos y que presentan un limitado rango de dispersion, la rotacion de
cultivos hospedantes con otros no hospedantes en afios alternos es otra estrategia de
manejo utilizada. Esta practica es eficaz en el control de Diabrotica virgifera virgifera
LeConte y D. barberi Smith (Coleoptera: Chrysomelidae) importantes plagas de maiz
en América del Norte y en Europa (Onstad et al. 2001; Levine & Oloumi-Sadeghi
1991). Para ambas especies, la alternancia con cultivos de soja disminuye la tasa de
supervivencia de las larvas al reducir sus principales fuentes de alimento que son las
raices de maiz y un nimero muy limitado de hierbas (Ludwig & Hill 1975; Branson &
Krysan 1981; Toepfer et al. 2014). A su vez, la rotacion de cultivos tiene buenos
resultados en el control de Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera:
Chrysomelidae) importante defoliador en cultivos de papa y donde hasta el momento la
alternancia con cereales no huésped (centeno o trigo) es el Unico control cultural que
logra reducir hasta el 95% de la poblacion (Lashomb & Ng 1984; Wright 1984;
Alyokhin et al. 2014). Ademas, en este caso particular, el manejo integrado es de suma
utilidad por la notable capacidad que tiene L. decemlineata a desarrollar resistencia a los
insecticidas (Alyokhin et al. 2007; Scott et al. 2014).

Se ha demostrado que la asociacion de cultivos también puede ofrecer ventajas
en términos del control de insectos plagas y se han propuesto diferentes mecanismos
para indicar su efectividad. Entre ellos, se ha sefialado que las especies asociadas

pueden ocultar a la planta focal de los herbivoros durante el proceso de bdsqueda por
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interferencia fisica, visual o por enmascarar los compuestos volatiles generados por la
planta huésped (Finch et al. 2003; Finch & Collier 2012). A su vez, los cultivos focales
pueden ser intercalados con otras especies vegetales que son aprovechadas por los
insectos como huéspedes alternativos, en algunos casos las especies acompafiantes
puede ser mas atractiva para los insectos disminuyendo la preferencia de estos por el
cultivo focal. En Africa, esta metodologia ha sido aplicada con éxito en cultivos de
maiz que se intercalan con las especies Pennisetum purpureum o Sorghum vulgare
sudanense, ya que los barrenadores Chilo partellus Swinhoe (Lepidoptera: Pyralidae) y
Busseola fusca (Lepidoptera: Noctuidae) prefieren estas gramineas para realizar la
postura de sus huevos en detrimento de las plantas de maiz (van den Berg et al. 2001;
Khan et al. 2006; Cook et al. 2007; Hassanali et al. 2008). En sistemas horticolas,
intercalar cultivos de mayor preferencia para atraer Bemisia tabaci (Hemiptera:
Aleyrodidae) se implementa en cultivos de tomate, poroto y algodon permitiendo
reducir los dafios de este insecto y la propagacion de las enfermedades virales asociadas
a este vector (Stansly et al. 1998; Smith et al. 2000). A su vez, las especies asociadas
pueden producir el efecto contrario en los insectos, por ejemplo repelencia, y ser
igualmente efectivas en el control de insectos. En Africa se reporta que la ascociacion
de dos especies vegetales nativas del continente, Melinis minutiflora (Poaceae) y
Desmodium uncinatum (Fabaceae), permite disuadir diferentes especies de lepiddpteros
barrenadores a traves de compuestos volatiles emitidos por estas plantas y reducir
notablemente el nimero de oviposturas en las plantas de maiz (Khan et al 2000;
Hassanali et al. 2008; Poveda & Kessler 2012). Por otra parte, se ha demostrado que la
emision de compuestos volatiles en las plantas puede ser empleada como un mecanismo
de comunicacion entre plantas vecinas a través del cual envia y recibe informacién
sobre su entorno (Ponzio et al. 2013). Se indica que el intercambio de sustancias
volatiles entre plantas no atacadas por insectos puede advertir a especies cercanas sobre
dafios futuros y generar en el receptor cambios fisioldgicos y la induccién de defensas
(Heil & Ton 2008; Heil & Karban 2010; Ninkovic et al. 2013). También la produccion
de compuestos volatiles puede favorecer la presencia de enemigos naturales (Khan et al.
2008; Pickett et al. 2014).

Por otra parte, la literatura cita la manipulacion de la fecha y la densidad de
siembra como otras estrategias de manejo en insectos (Moyal et al. 1995; Dosdall et al.

1995; Echezona 2007). Estas practicas tienen un marcado efecto en la capacidad
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productiva de las plantas. La variacion de la fecha de siembra permite que las plantas se
desarrollen en las condiciones térmicas, hidricas y de fotoperiodo éptimas. En zonas
tropicales, la siembra temprana de los cultivos en el inicio de la temporada de lluvias es
esencial para obtener altos rendimientos los cuales disminuyen a medida que se retrasa
la siembra (Amarasingha et al. 2014). A su vez, las plantas sembradas en el inicio de la
temporada de lluvias se benefician por una menor competencia con las malezas y por
los altos niveles de nitratos presentes en el suelo (Dent 2000).

En Amaranthus, varios autores han evaluado estas practicas con el objetivo de
determinar el potencial productivo del cultivo y establecer estrategias de manejo que
maximicen el rendimiento de grano (Henderson et al. 2000; Whitehead et al. 2002;
Troiani et al. 2004; Gimplinger et al. 2008; Mulandana et al. 2009). Estos trabajos han
indicado la gran plasticidad fenotipica que el amaranto tiene para adaptarse a una
amplia gama de condiciones ambientales. Sin embargo, poco se sabe sobre como éstas
préacticas influyen en la vulnerabilidad de las plantas a los insectos fito6fagos (Torres-
Saldaiia et al. 2004). Riquelme et al. (2013) indican que la especie barrenadora Aerenea
quadriplagiata muestra selectividad por diversas caracteristicas del tallo (en especial el
grosor) para realizar sus oviposturas en la planta. Por lo tanto, la utilizacién de practicas
que modifiquen atributos de las plantas, como la densidad o el momento de siembra,
podrian disminuir la incidencia de este gremio de insectos en Amaranthus. Por otra
parte, debe tenerse en cuenta que la densidad de siembra, aumenta los niveles de
competencia intraespecifica entre plantas, y esto podria disminuir sus niveles de defensa
(Mole 1994; Karban & Baldwin 1997; Zist et al. 2015).

4.2. Objetivos especificos

En este capitulo se plantea estudiar experimentalmente los efectos del cultivar y
de la densidad de siembra (ambos como factores modificadores del grosor de los tallos
de Amaranthus) sobre la herbivoria causada por insectos endofitéfagos y ectofitéfagos
masticadores. A su vez, se analizan los efectos del cultivar y del momento de siembra
(ambos como factores modificadores de la duracion del ciclo) sobre la herbivoria en los
mismos grupos de insectos. Las hipdtesis que se plantean son las siguientes:

Hipotesis 1: El grosor de los tallos de Amaranthus afecta la preferencia de los

insectos barrenadores por la selectividad de las hembras por la planta hospedadora
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(Wright & Samways 1999; Riquelme et al. 2013). Se espera que plantas con tallos
gruesos sean mas elegidas para la oviposicion por parte de estos insectos y, por lo tanto,
alberguen un mayor nimero de larvas barrenadoras que plantas con tallos finos
(Dubbert et al. 1998). Se prevé que en siembras densas la mayor delgadez del tallo
influya sobre la densidad y la incidencia de insectos barrenadores. El Unico estudio que
probd experimentalmente el efecto de la densidad de siembra en Amaranthus ha sido
realizado en México, pero no aportd evidencia para apoyar la hipétesis planteada en
relacién a la densidad de barrenadores y al dafio que causan a las plantas (Torres-
Saldafia et al. 2004).

Hipotesis 2: Las densidades altas de siembra en amaranto incrementan los
niveles de herbivoria por insectos defoliadores. Se predice que en plantas sembradas en
densidades altas la competencia intraespecifica de plantas reducen los recursos
destinados a defensas (Herms & Mattson 1992; Mole 1994; Karban & Baldwin 1997;
Zust et al. 2015) y por lo tanto se incrementan los dafios por defoliadores.

Hipdtesis 3: El acortamiento del ciclo completo de la planta, y el de cada una de
sus etapas fenoldgicas, disminuye los niveles de herbivoria por insectos fitéfagos. Se
predice que variedades de ciclo corto disminuye la disponibilidad de recursos en el
tiempo para los insectos barrenadores y defoliadores y en consecuencia también

disminuyen los niveles herbivoria.
4.3. Materiales y métodos

4.3.1. Ensayo de campo

Se realizaron dos ensayos de campo con disefio bifactorial en bloques al azar
con 3 repeticiones por tratamiento. Cada una de las 12 unidades experimentales
consistié en cinco surcos de 3.20 m de largo separados entre si por 0.50 m. La
separacion entre unidades experimentales fue de 1 m. En el primer ensayo se manejaron
dos factores: cultivar y densidad de siembra. Para ello se seleccionaron dos cultivares de
la misma especie que, segln se analiz6 en el Capitulo 3, difieren en la caracteristica del
grosor de sus tallos. Los cultivares sembrados fueron Amaranthus hypochondriacus 280
FK-FH1 (tallos finos) y A. hypochondriacus Artasa 9122 (tallos gruesos), mientras que
los niveles de siembra fueron 3 kg/ha (baja densidad) y 6 kg/ha (alta densidad).
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En la segunda experiencia, los factores controlados fueron cultivar y fecha de
siembra, cada uno con dos niveles. Los cultivares sembrados fueron Amaranthus
hypochondriacus 280 FK-FH1 (ciclo corto) y A. hypochondriacus Artasa 9122 (ciclo
largo) (ver Capitulo 3), y los momentos de siembra difirieron en 18 dias. La fecha de
siembra temprana se realizo el 30/11/2010 y la siembra tardia el 18/12/2010. La
densidad de siembra para las dos variedades fue de 3.5 kg/ha. Se consideraron datos de
temperatura medias mensuales, valores de fotoperiodo (horas de luz) y temperatura del
suelo (tomada a 1 cm de profundidad) tomadas mediante una estacion meteoroldgica a
500 m del ensayo, para comparar las condiciones meteoroldgicas en la cuales se
desarrollaron los tratamientos. EI valor medio de temperatura del suelo se calcul6 entre
el valor registrado el dia de la siembra y dos dias previos y posteriores a la siembra,
dado a que la temperatura en el suelo fluctia lentamente. En ambas experiencias las
plantas no recibieron aplicacion de insecticidas y el desmalezado del cultivo fue

manual. Las plantas recibieron riego suplementario cuando se consider6 necesario.

Figura 4.1: Imagen de los ensayos de campo a) con diferentes densidades de

siembra. b) con diferentes fechas de siembra.
4.3.2. Variables medidas en 10s ensayos.

4.3.2.1. Atributos de las plantas.
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En ambos ensayos, en una Unica oportunidad y en el momento de madurez de la
panoja, se registraron las siguientes variables para cada unidad experimental, a partir de
5 plantas tomadas al azar: longitud total del tallo (desde el suelo al punto de inicio de la
panoja), longitud de la inflorescencia y ancho del tallo (a 50 cm del suelo). En tres
oportunidades durante el segundo ensayo, se registré el estado fenoldgico de 20 plantas
a fin de cuantificar diferencias en la duracion total del ciclo ontogénico y el momento en
que los cultivares alcanzaron el estadio R4 (antesis). Los datos obtenidos se analizaron
mediante ANOVA vy test Scott & Knott a posteriori.

4.3.2.2. Herbivoria causada por endofitéfagos barrenadores (tallos y panojas) y
ectofitdfagos masticadores (hojas).

En cada unidad experimental y fecha de muestreo se estimé la herbivoria por
endofitofagos barrenadores tomando al azar diez plantas (en dos momentos: mitad y
final del ciclo), cuyos tallos y panojas se seccionaron longitudinalmente para registrar
sintomas de oviposicién y presencia de galerias. En cada planta (n = 240) se cuantifico
el numero de orificios por planta y las galerias presentes en los tallos. A su vez, se
verifico la presencia de larvas activas en la planta y se estimo visualmente el porcentaje
de dafio producido por los insectos en los tallos e inflorescencias. En los tallos
(Apéndice Tabla 3 y 4) los valores se expresaron en cm? de tallo dafiado (calculado a
partir del porcentaje de dafio y la superficie promedio del tallo, tal como se explicé en el
Capitulo 3). En las inflorescencias, debido a la heterogeneidad del eje, no se calcul6 el
area dafiada en cm? sino que se consideré el porcentaje de dafio estimado visualmente a
campo. De este modo, se obtuvieron las siguientes estimaciones de herbivoria por
endofitofagos: porcentaje de inflorescencias y tallos afectados (6rganos
dafiados/6rganos observados), porcentaje de dafio en la inflorescencia, superficie de
tallo dafiado expresada en cm? y el niimero de larvas promedio por érgano. Esta ltima
medida se expresd en nimero de larvas promedio por m? para la primera experiencia, y
numero de larvas promedio por dia para la segunda experiencia. Se registro ademas el
diametro y longitud de los tallos disectados para relacionarlos con la presencia y
magnitud de herbivoria. El porcentaje de dafio estimado en inflorescencias se
transformd a raiz cuadrada del arcoseno con el fin de cumplir con los supuestos

normalidad.
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Para cuantificar la herbivoria por ectofitofagos masticadores se seleccionaron al
azar 50 hojas en cada parcela, en tres momentos del ciclo, y se registrd la presencia o
ausencia de dafio. Ademas, en las mismas hojas se cuantificd visualmente el area
consumida por hoja utilizando una escala de 0 a 9 con las siguientes categorias: 0%, 1:
1-5%, 2:6-10%, 3: 11-20%, 4: 21-30%, 5:31-40%, 6: 41-50%, 7: 51-65%, 8: 66-75% 91
y 9: 76-95% de dafio foliar. Los porcentajes obtenidos en cada variedad (Apéndice
Tabla 5 y 6) se relativizaron al area foliar promedio de cada cultivar a fin de poder
comparar el dafio (area foliar consumida) en los dos cultivares, ya que poseen areas
foliares diferentes. De esta manera, se obtuvieron dos medidas de herbivoria: porcentaje
de hojas afectadas (hojas dafiadas/hojas observadas) y area foliar dafiada promedio.

Los datos obtenidos se analizaron mediante ANOVA para disefio bifactorial y
test Scott & Knott a posteriori, considerando la interaccién entre los factores en estudio.
Los datos de porcentaje de inflorescencias y tallos afectados (6rganos dafiados/érganos
observados) del ensayo de densidad de siembra no pudieron ser analizados por ANOVA
por incumplimiento de los supuestos de normalidad y homocedasticidad.

Se utilizé analisis de regresion maultiple para analizar la relacién de las tres
estimaciones de herbivoria en los tallos (variables dependientes) con las caracteristicas
del tallo: diametro y longitud (variables independientes).

4.3.2.3. Estimacidn de produccion.

Al final de la temporada, cuando las plantas se encontraron en estado de
madurez fisioldgica (R7) (Mujica & Quillihuaman 1989), en cada unidad experimental
se cortaron todas las panojas, se secaron en invernaculo y luego se trillaron a mano. La
cantidad de grano producido se expres6 en kg/ha de cultivo. Los datos obtenidos se
analizaron mediante ANOVA y test Scott & Knott a posteriori.
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4.4. Resultados

4.4.1. Ensayos con diferentes densidades de siembra.
4.4.1.1. Atributos de las plantas.

En primer lugar, se comprobé que efectivamente la cantidad de plantas por m?
vario entre los tratamientos con diferentes densidades de siembra (F s11) = 13.34, p =
0.0034). En altas densidades, el cultivar Hyp 280 presenté el valor més alto de plantas
por m? mientras que el tratamiento Hyp Artasa a baja densidad, tuvo el valor mas bajo
(Tabla 4.1). Las plantas sembradas en alta densidad presentaron tallos mas finos (F (s 11
34.21, p = 0.0002) y panojas de menor longitud (F 511y = 17.85, p = 0.0015) respecto de
las plantas sembradas a menor densidad, y las dos caracteristicas fueron afectadas tanto
por el cultivar (F (16 = 93.72, p = 0.0001; F (16 = 13.53, p = 0.01) como por la densidad
(F @6 = 69.35, p =0.0002; F 16 = 71.84, p = 0.001) existiendo interaccion entre los
factores solo para el grosor del tallo (F(16 = 7.71, p = 0.032). A su vez, la longitud de
los tallos mostro diferencias entre los tratamientos (F 511y = 8.92, p = 0.009), vy el
efecto del factor cultivar fue significativo (F (1,6 = 35.95, p = 0.0007) (Tabla 4.1).

Tabla 4.1: Valores promedios (+ error estandar) observados para atributos morfoldgicos
y densidad de plantas de Amaranthus hypochondriacus sembradas en densidades
diferentes. Letras diferentes entre columnas indican diferencias significativas segun
prueba Scott & Knott (p <0.05). BD = Baja densidad; AD = Alta densidad.

Cultivar - Densidad de siembra

Variable Hyp 280 - BD Hyp 280 - AD Hyp Artasa- BD  Hyp Artasa— AD
Plantas por m? (N°) 28.23+2.53b 38.02+3.17¢ 1750+ 0.48 a 30.05+1.38h
Longitud del tallo (cm) 66.33+0.51a 65.86 +4.83 a 83.97+1.90b 80.15+1.75b
Didmetro del tallo (cm) 1.32+£0.07b 0.93+£0.07 a 2.21+0.02c 1.42+0.08 b
Longitud de la

) ) 55.0+0.94 b 46.43+1.19a 60.13+1.37b 4959+ 127a
inflorescencia (cm)

Altura de laplanta (cm) 12044 +£3.85a 111.51+9.10a 144.10+3.44b 12895+6.17a
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4.4.1.2. Herbivoria causada por endofitofagos barrenadores (tallos y panojas) y

ectofitéfagos masticadores (hojas).

Del total de las plantas analizadas (n total = 240), el 97.5 % present6 dafios por
barrenado en tallos y 90.83 % en panojas, causados por insectos de las familias
Cerambycidae y Curculionidae (Coleoptera). Se observaron diferencias significativas
para el numero de orificios en tallos (F s = 13.12; praio = 0.003) y panojas (F ¢ =
34.28; Ppanojas = 0.0002) (Figura 4.2), nimero de galerias en tallo (F 6 = 6.8; p = 0.01)
(Figura 4.3) y area promedio de tallo dafiado (F 56 = 32.27; p = 0.0003) (Figura 4.4).
Las tres variables medidas en los tallos se vieron afectadas tanto por la densidad de
plantas (orificios en tallos: F (16) = 20.12, pgensizaa = 0.004; n° galerias: F (16 =15.92,
Paensidad = 0.0007; area dafiada:F (1,6 = 36.84, Pdensizas= 0.0009) como por el cultivar de
amaranto (F (1.6) = 39,11 peuttivar= 0.0008; F (1,6) = 14.96, Peuttivar= 0.008; F (16) = 36.84, p
=0.0009 repectivamente), pero en ninguno de los analisis se observo interaccién entre
los factores de estudio. A su vez, el efecto de ambos factores fue significativo sobre el
numero de orificios en la inflorescencia (F (1,6) = 109.12, Pensidad = < 0.0001; F (16) =
47.87; Peutiivar = 0.0005) y existid interaccion entre ambos (F (1,6)= 10.6, P densidad x cultivar =
0.01). Hyp Artasa sembrada a baja densidad fue el tratamiento con mayor nimero de
galerias por tallo (Figura 4.3). En cuanto al area dafiada en tallos, Hyp Artasa e Hyp 280
presentaron mayores dafios en plantas sembradas en baja densidad (P factor densidad =
0.0009), Hyp Artasa fue el cultivar con los mayores dafios (Figura 4.4). Respecto del
dafio estimado en la inflorescencia, éste difirio entre los tratamientos (F s6 = 32.27; p
= 0.0003), y ambos factores tuvieron efecto significativo sobre el dafio (F 16 = 36.84,
Pdensidad = 0.0009; F (16) = 116.5, P curtivar = < 0.0001) pero no se observo interaccion
entre factores (F (16) = 0.73, Faensidad x cuttivar = 0.42)
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Figura 4.2: Numero de orificios (£ error estandar) presentes en tallos e

inflorescencias en dos cultivares de Amaranthus hypochondriacus con dos
niveles de densidad de siembra. AD = Alta densidad; BD = Baja densidad.

Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos segun test

Scott & Knott (p = 0.01).
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Figura 4.3: Numero de galerias en tallos en dos cultivares de Amaranthus

hypochondriacus con dos niveles de densidad de siembra. AD = Alta densidad; BD =

Baja densidad. Letras diferentes indican diferencias significativas segin test Scott &

Knott (p = 0.01).
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Figura 4.4: Area dafiada promedio en tallos (+ error estandar) en dos cultivares de
Amaranthus hypochondriacus con dos niveles de densidad de siembra. AD = Alta
densidad; BD = Baja densidad. Letras diferentes indican diferencias significativas segin
test Scott & Knott (p = 0.0003).

La densidad total promedio de insectos endofitéfagos barrenadores en plantas
(tallos y panojas juntos) difirio entre los tratamientos (F s6) = 5.61, P farvas totales = 0.02).
El efecto de ambos factores, densidad de planta y cultivar de amaranto, fueron
significativos (F (1.6) = 9.2, Paensidad = 0.02; F (16) = 17.25, peuttivar = 0.006) y no existio
interaccidn entre ellos. Para los dos cultivares, se observo que el nimero promedio de
larvas por m? fue menor en plantas sembradas en alta densidad respecto de las de baja
densidad. Sin embargo, estas diferencias solo fueron estadisticamente significativas en
Hyp Artasa (Tabla 4.2). Cuando se discriminaron los datos de barrenadores en tallo y en
panoja, el analisis de la varianza indicé que sélo la densidad de larvas en panojas por m?
fue diferente entre los tratamientos (F (s6) = 10.33; P panoja = 0.006). Tanto el efecto del
cultivar (F (1,6) = 22.57, Peuttivar = 0.003) como de la densidad de siembra (F (16) = 23.70,
Paensidzad = 0.002) fueron significativos sobre la densidad de larvas pero sin registrarse
interaccion entre los factores de estudio.

La densidad de insectos barrenadores también se analiz6 separadamente para las

dos familias taxondmicas a las que pertenecieron los insectos. Se observé una mayor
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densidad de insectos pertenecientes a la familia Curculionidae en plantas sembradas a
baja densidad, con diferencias estadisticamente significativa en la variedad Hyp Artasa,
tanto en el tallo (F s6) = 4.51; praio = 0.04) como en la inflorescencia (F 6 = 10.75;
Ppancja = 0.005) (Tabla 4.2). Respecto a la densidad de insectos barrenadores de la
familia Cerambycidae, no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
para ninguna de las partes analizadas en la planta (F 56 = 1.50, praiio = 0.31; F 56) =
1.70, Ppancja = 0.26).

Los anélisis de regresion lineal multiple indicaron relacién lineal significativa
entre los estimadores de herbivoria y caracteristicas del tallo. Los andlisis de regresion
con el namero de larvas/m® (R*= 0.74, R? sjustado = 0.78, N=12, F (2.4 = 12.96 p = 0.002)
y con la superficie de tallo dafiados (R® = 0.91, R? sjustado = 0.89, N=12, F 26y = 4.76,
p<0.0001) indicaron que el diametro del tallo fue significativo (F (1,9) = 9.48, Pgiametro =
0.01, F (1,9) = 30, pdiametro = 0.0004) (Tabla 4.2).

Tabla 4.2: Resultados del andlisis de regresion mdltiple de la herbivoria por
endofitéfagos y las caracteristicas del tallo (didmetro y longitud). (df = grado de

libertad; B = coeficiente estandarizado; E.E = error estandar).

VARIABLE VARIABLE
d.f. ] E.E. F P
DEPENDIENTE PREDICTORA

Longitud del tallo 112 3E-03 0.01 0.32 0.5845

Ndmero de larvas/im2 )
Diametro del tallo 1.12 0.30 0.10 9.43 0.0132
Avrea tallo dafiado Longitud del tallo 1.12 1.84 1.36 1.83 0.2086
(cm2) Diametro del tallo 1.12 140.84 25.72 30.00 0.0004
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Tabla 4.3: Densidad de larvas barrenadoras promedio (N° de larvas por m* + error
estandar) observados en dos cultivares de Amaranthus hypochondriacus sembradas en
densidades diferentes. Letras diferentes entre columnas indican diferencias
significativas segun prueba Scott & Knott (P <0.05). BD = Baja densidad; AD = Alta
densidad.

Cultivar — Densidad de siembra

Variable Hyp 280 - BD Hyp280-AD  HypArtasa-BD Hyp Artasa - AD
Larvas totales 0.29+0.04a 0.16 £0.03a 0.63+0.09 b 0.37+0.06 a
Larvas en tallo 0.16 £0.03 a 0.11+0.02a 0.32+£0.05a 0.23+£0.03 a
Curculiénidos 0.08 £ 0.003 a 0.06 £0.01a 0.24+£0.04b 0.09£0.03 a
Cerambicidos 0.08+0.03a 0.05+0.01a 0.08+0.01a 0.14+£0.02a
Larvas en panoja 0.14+0.01a 0.05+0.01a 0.32+£0.04b 0.13£0.04 a
Curculionidos 0.09+0.01a 0.01+£0.01a 0.24+£0.03b 0.05+0.03 a
Cerambicidos 0.04 £ 0.01a 0.03+£0.02a 0.05+0.01a 0.07+£0.01a

El area foliar dafiada promedio por ectofitéfagos masticadores difirié entre los
tratamientos (F 56 = 9.07; p = 0.009), solo el efecto del cultivar fue significativo sobre
la herbivoria en hojas (F (1,6) = 41,74, Pcutivar = 0.0007) y no se observo interaccion con
la densidad de plantas. La variedad Hyp Artasa present6 los valores mas altos de area
foliar dafada tanto en baja como alta densidad de siembra (F 6 = 9.07; p = 0.009)
(Figura 4.5).
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Figura 4.5: Area foliar consumida por insectos defoliadores (+ error estandar) en dos
cultivares de Amaranthus hypochondriacus con dos niveles de densidad de siembra. AD
= Alta densidad; BD = Baja densidad. Letras diferentes indican diferencias

significativas segun test Scott & Knott (p = 0.009).

4.4.1.3. Estimacién de produccion.

La produccion de semilla estimada en kilogramos por hectarea difirid
significativamente entre los tratamientos (F 6 = 10.09; pkgna = 0.007) (Tabla 4.3),
siendo solo el efecto del factor cultivar significativo (F (1,6 = 38.17, Peurivar = 0.0008). La
variedad Hyp Artasa tuvo valores promedios de produccién mas altos respectos de Hyp
280 tanto en densidades de siembra baja como altas (Tabla 4.3).
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Tabla 4.4: Valores promedios (+ error estandar) de produccion de grano en plantas de
Amaranthus hypochondriacus sembradas en diferentes densidades. Letras diferentes
entre columnas indican diferencias significativas segun prueba Scott & Knott (p =
0.007). BD = Baja densidad; AD = Alta densidad.

Cultivar — Densidad de siembra

Produccion de grano Hyp 280 - BD Hyp 280 - AD Hyp Artasa-BD  Hyp Artasa - AD

Kilogramos por hectarea. 546.61+19.23a  791.09+63.99a 1550.26 +303.28 b 2201.09 +363.11 b

4.4.2. Ensayos con diferentes fechas de siembra.
4.4.2.1. Datos meteoroldgicos.
La temperatura del suelo promedio para la primera fecha de siembra fue de
18.44 °C £ 0.15, en tanto que para la segunda fecha fue de 23.44 °C + 0.27. Los valores

de temperatura medias mensuales y fotoperiodo se indican en la Tabla 4.4.

Tabla 4.5: Valores de temperatura media (+ error estandar) y fotoperiodo durante la
temporada 2010-2011.

2010 2011
Variable Noviembre  Diciembre Enero Febrero Marzo Abril
Temperatura
. 19.0 £0.45 23.1+0.66 225+055 21.6+053  19.6+0.50 15.9+0.51
media mensual
(n=30) (n=31) (n=31) (n=28) (n=31) (n=30)

°C)
Fotoperiodo

( del ) * 14.53 -15.43 15.45 - 15.63 15.62-14.89  14.85-13.82 13.78-12.59 12.55-11.54
Horas de luz

*°
) Nmero de horas de luz, minimo y maximo.
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4.4.2.2. Atributos de las plantas.

La cantidad de plantas por m? no vari6 entre los tratamientos con diferentes
fechas de siembra (F 6 = 0.51; p = 0.76) (Tabla 4.5). Las plantas sembradas
tardiamente (segunda fecha de siembra) alcanzaron el estado de madurez en menor
tiempo respecto de plantas de siembras tempranas en los dos cultivares (F 56 = 18.71; p
< 0.0001). En Hyp 280 esto ocurri6 con una diferencia promedio de 14 dias y de 31 dias
promedio en Hyp Artasa, siendo estas diferencias significativas solo para el cultivar
Hyp Artasa (Figura 4.6). La duracion entre la etapa fenoldgica de emergencia (VE)
hasta que la plantas alcanzaron el estado de antesis (R4) difirio entre los tratamientos (F
6.6 = 122.4; p < 0.0001). Hyp 280 de siembra tardia fue el tratamiento que alcanzo en
menor tiempo el estadio R4 (aproximadamente en 30 dias), mientras que Hyp Artasa de
siembra temprana demord el doble, con un promedio de 64 dias. Hyp 280 de siembra
temprana y Hyp Artasa de siembra tardia presentaron valores promedio intermedios de
45y 53 dias respectivamente, que también difirieron significativamente.

Se observaron diferencias en la longitud del tallo (F 6 = 5.56, p = 0.02),
diametro del tallo (F 56 = 115,75, p <0.0001) y longitud de la inflorescencia (F ) =
70.81, p = 0.002). Las dos caracteristicas del tallo fueron afectadas tanto por el cultivar
(longitud: F (1,6) = 17.25, Peuttivar = 0.006; Diametro: F (15) = 215.33, p cuttivar = < 0.0001)
como por la fecha de siembra (Longitud: F (16 = 6.18, pfecha =0.04; F (16 = 17.25, p
cuttivar= 0.006; Didmetro: F 56 = 328.32, precha = < 0.0001) y se observo interaccion
entre factores al analizar el diametro del tallo (F (16 = 32,97, p = 0.001). La longitud de
la inflorescencia fue afectada solo por la fecha de siembra (F (16 = 70.81, Precha =
0.0002) y no existio interaccion entre los factores. Las plantas de siembras tempranas

presentaron los valores mas altos en los tres atributos medidos (Tabla 4.5).
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Tabla 4.6: Valores promedios (+ error estdndar) observados para atributos morfolédgicos

y densidad de plantas de Amaranthus hypochondriacus sembradas en fechas diferentes.

Letras diferentes entre columnas indican diferencias significativas segun prueba Scott &

Knott (P <0.05).

Variable

Hyp 280

Siembra temprana

Cultivar - Fecha de siembra

Hyp 280
Siembra tardia

Hyp Artasa

Siembra temprana

Hyp Artasa
Siembra tardia

Plantas por m? (N°) 25.26 £5.07 a 23.91+4.94a 20.68 £ 9.62 a 32.81+1.80a
Longitud del tallo (cm) 62.18 + 1.58 a 5472 +6.31a 79.28+7.09a 68.35+1.93a
Didmetro del tallo (cm) 1.31+£0.02b 0.99+0.04 a 1.85+0.02¢ 1.22+0.01b
Longitud de la
) ] 48.25+0.13 b 34.18+0.57a 49.33+4.22b 27.36+1.36a
inflorescencia (cm)
Altura de la planta (cm) 11043 +1,45b 88.89+3.39 a 128.60 £11.29 b 95.71+3.16 a

Hyp 280 - Siembra b | BVE - R4

temprana
_ UR4-R6

Hyp 280 - Siembra tardia

Hyp Artasa - Siembra
temprana

Hyp Artasa - Siembra
tardia

C H

B

0

20 40 60 80 100 120 140 160 180

Figura 4.6: Numero de dias promedio para alcanzar el estado fenoldgico de antesis (R4)

y completar el ciclo ontogénico en dos cultivares de Amaranthus hypochondriacus

sembradas en fechas diferentes. Las lineas horizontales indican los errores estandar, la

de la izquierda corresponde al estado R4, la de la derecha al total del ciclo. Letras

minusculas diferentes indican diferencias significativas en la duracion del ciclo hasta R4

y letras mayusculas indican diferencias para la totalidad del ciclo, en ambos casos segun

Test Scott & Knott.
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4.4.2.3. Herbivoria causada por endofitofagos barrenadores (tallos y panojas) y

ectofitéfagos masticadores (hojas).

En los tallos, se observd que el nimero de orificios (F 6 = 5.36, P orificios =
0.032) y el numero de galerias (F s6) = 7.22, P gaeriass = 0.016) producidos por los
insectos barrenadores variaron entre los tratamientos, siendo la fecha de siembra el
factor que afecté ambas variables (F (16 = 18.66, p = 0.005 y F (1,6 = 30.36, p = 0.015
respectivamente). La mayor cantidad de orificios por tallo se registro en la variedad Hyp
Artasa de siembra temprana, mientras que los demas tratamientos no difirieron. El
cultivar Hyp 280 present6 similar nimero de orificios por tallo en las dos fechas de
siembra sin diferencias con los valores de Hyp Artasa de siembra tardia (Figura 4.7). En
la inflorescencia, el nimero de orificios tambien difirio entre los tratamientos (F s,6) =
13.87, p = 0.003), con un efecto significativo del factor fecha de siembra (F s ) = 58.28
p = 0.0003). En los dos cultivares, las plantas de siembras tempranas presentaron el
mayor numero de orificios (Figura 4.7). El nimero de galerias por tallo en los dos
cultivares fue significativamente menor en plantas de siembra tardia respecto de la

siembra temprana (Figura 4.8).
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Figura 4.7: Numero de orificios (£ error estandar) presentes en tallos e
inflorescencias de dos cultivares de Amaranthus hypochondriacus sembradas
en fechas diferentes. S1 = Siembra temprana, S2 = Siembra tardia. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos segun prueba
Scott & Knott (p < 0.05).
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Figura 4.8: Numero de galerias en tallos (+ error estdndar) en dos cultivares de
Amaranthus hypochondriacus sembradas en fechas diferentes. S1 = Siembra temprana,
S2 = Siembra tardia. Letras diferentes indican diferencias significativas segun prueba
Scott & Knott (p = 0.01).

La densidad de insectos endofitdéfagos en planta (tallo y panoja) difirio entre los
tratamientos (F s,6) = 8.6, p = 0.01), y se observo interaccion (F (16) = 16.33, Precha xcultivar
= 0.006) entre los factores de estudio, los cuales presentaron efectos significativos sobre
la densidad de barrenadores (F (1.6) = 8.33, P fecha siembra = 0.02; F (1,6) = 16.33, P variedad =
0.006). En el cultivar Hyp Artasa se observo una mayor densidad de larvas por dia en
siembra temprana que en tardia, sin que se observaran diferencias significativas entre
fechas de siembra para Hyp 280 (Figura 4.9). La densidad de insectos barrenadores
evaluados por separado, en tallo y panojas, no present6 diferencias significativas entre
los tratamientos para ninguna de las partes de la planta evaluadas (Tallo: F 56 = 3.80, p
= 0.06; Panoja: Fis¢) = 3.14, p = 0.09), pero si se observaron efectos significativos del
factor cultivar (F (1,6) = 8.33, Peurivar = 0.02) al evaluar la densidad de larvas en tallos y
del factor fecha de siembra (F (16) = 12.53, precha = 0.01), al considerar la densidad de
larva en panojas.

El analisis de densidad de larvas particionado por familia de barrenadores y por
parte de la planta analizada, indico que la densidad de Curculionidae en tallos no difirio
entre los tratamientos (F 6 = 2.25, p = 0.17), pero si se observaron diferencias
significativas para la densidad de larvas en la inflorescencia (F s = 7.30, p = 0.015),
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donde el factor fecha de siembra tuvo efectos significativos (F 1.6y = 30.20, P fecha =
0.001). En los dos cultivares, la mayor densidad de larvas de Curculionidae se registro
en las panojas de plantas de siembras tempranas. Respecto de la familia Cerambycidae,
no se observaron diferencias significativas al evaluar la densidad de larvas en la
inflorescencia (F 6 = 1.30, p = 0.37). En este caso, solo el efecto del factor fecha de
siembra fue significativo en la densidad de cerambicidos (F (16 = 5.88, p = 0.051) y no
se observé interaccion con el factor cultivar. En tanto que al evaluar la densidad de
larvas de cerambicidos en tallo no se observaron diferencias significativas entre
tratamientos (F s = 0.71, p = 0.63) y ninguno de los factores de estudio tuvieron
efectos significativos sobre la densidad de larvas en esa parte de la planta (F (1,6 = 0.27,
P cuttivar = 0.62; F (1,6 = 2.45, P fecha = 0.16).
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Figura 4. 9: Densidad de larvas barrenadoras promedio (N° de larvas promedio
por dia + error estandar) observados en dos cultivares de Amaranthus
hypochondriacus sembradas en fechas diferentes. S1 = Siembra temprana, S2 =
Siembra tardia. Letras diferentes indican diferencias significativas segun prueba
Scott & Knott (p = 0.01).
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Del total de las plantas analizadas (n total = 240), el 94.16 % presento6 dafios por
barrenado en tallos y 73.75 % en panojas. El porcentaje de panojas afectadas vario entre
los tratamientos (F 56 = 18.20, p panoja = 0.0014) a diferencia del porcentaje de tallos
afectados (F (s,6) = 3.23, praio = 0.09). En los dos analisis, sélo el efecto del factor fecha
de siembra fue significativo sobre la herbivoria (F (1,6) = 88.93, ppancja = 0.0001; F 16) =
13.07, priio = 0.01) y no se registrd interaccion entre factores. El &rea dafiada registrado
en tallos (cm? tallo dafiado) varié entre los tratamientos (F 66 =15.11, p =0.002), y se
observo efecto significativo de ambos factores de estudio (F 16y = 9.04, peuttivar = 0.023
Y F (16) = 62.08 precha = 0.0002), sin observarse interaccion entre los factores. En los dos
cultivares, las plantas de siembras tempranas presentaron mayor nivel de dafio respecto
de plantas de siembra tardia. Hyp Artasa fue la variedad con mayor superficie de tallo
dafado en siembras tempranas respecto de Hyp 280, en tanto que en siembras tardias
presentaron valores similares (Figura 4.10). Respecto al dafio en la inflorescencia, el
porcentaje de dafio estimado también presenté diferencias entre tratamientos (F () =
13.59, p = 0.003). Y el efecto del factor fecha de siembra fue significativo sobre el nivel
de dafo (F (15 = 62.93, precha = 0.0002). Para los dos cultivares el mayor porcentaje de

dafio en panojas se registrd en plantas de siembra temprana.
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160,00

Area de tallo dafiado (cm2 de tallo)

HEH o

50,00

O  Hyp 280-S1 Hyp 280-S2 Hyp Artasa-S1 Hyp Artasa-S2

Figura 4. 10: Area dafiada promedio en tallos (+ error estandar) en dos cultivares
de Amaranthus hypochondriacus sembradas en fechas diferentes. S1 = Siembra
temprana, S2 = Siembra tardia. Letras diferentes indican diferencias significativas
segun prueba Scott & Knott (p = 0.002).
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El andlisis de regresion lineal maltiple indico una relacion lineal signficativa
entre el porcentaje de tallos afectados y caracteristicas del tallo (R*= 0.83, R? ajustado =
0.78, N = 12, F o9 = 17.12, p = 0.002), observandose que solo el factor longitud tuvo
efecto significativo (F (1,9)=5.84, p Ltao = 0.04; F (1,9)= 0.20, p pao = 0.66). Respecto a
los restantes estimadores de herbivoria, no se observo relacion lineal con caracteristicas
del tallo ni al considerar la densidad de larvas (R* = 0.37, R? gjustado = 0.21, N =12, F (.19
= 2.34, p = 0.15) ni al evaluar el rea dafiada en tallos (R* = 0.24, R? jjustado = 0.05, N =
12, F 0100 = 1.24, p = 0.33) (Tabla 4.7). En ambos analisis, las caracteristicas de los
tallos no afectaron significativamente las variables. Respecto al dafio en el follaje, se
observaron diferencias en el area foliar promedio dafiada por endofitéfagos
masticadores (F ) = 17.26, p = 0.0017), debidas unicamente al factor cultivar (F 16
=84.21, p curtivar = 0.0001; F (1,6) = 0.05, p recha = 0.83), sin que se registrar interaccion
significativa entre los factores de estudio. Tanto en siembras tempranas como en
siembras tardias, la variedad Hyp Artasa presentd los valores mas altos de area foliar
dafada (Figura 4.11).

Tabla 4.7: Resultados del andlisis de regresion mdaltiple de la herbivoria por
endofitofagos y las caracteristicas del tallo (didmetro y longitud). (df = grado de

libertad; B = coeficiente estandarizado; E.E = error estandar).

VARIABLE VARIABLE

d.f. ] E.E. F P
DEPENDIENTE PREDICTORA

Tallos Longitud del tallo 1.12 -0.47 0.20 -2.42 0.0463

daflados/observados .
) Didmetro del tallo 1.12 3.38 7.50 0.45 0.6654

0

Longitud del tallo 1.12 1.1E-03  5.2E-04 2.05 0.0749

NUmero de larvas/m2 )
Diametro del tallo 1.12 -0.03 0.02 -1.63 0.1414
Area tallo dafiado Longitud del tallo 1.12 6,18 6,10 1,01 0,3411
(cm2) Diametro del tallo 1.12 -113,29 234,57 -0,48 0,6421
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Figura 4. 11: Area foliar consumida por insectos defoliadores (+ error estandar)
en dos cultivares de Amaranthus hypochondriacus sembradas en fechas
diferentes. S1 = Siembra temprana, S2 = Siembra tardia. Letras diferentes

indican diferencias significativas segun test Scott & Knott (p = 0.001).

4.4.2.4. Estimacion de la produccion.

La produccion de semilla estimada en kg/ha no difirié significativamente entre

los tratamientos con distintas fechas de siembra (F 16 = 1.05; p = 0.46) (Tabla 4.6).

Tabla 4. 8: Valores promedios (+ error estandar) de produccién de grano en plantas de
A. hypochondriacus sembradas en diferentes fechas. Letras diferentes entre columnas
indican diferencias significativas segun prueba Scott & Knott (p <0.05). S1 = Siembra

temprana, S2 = Siembra tardia.

Cultivar — Fecha de siembra

Produccién de grano Hyp 280 - S1 Hyp 280 - S2 Hyp Artasa-S1  Hyp Artasa - S2

Kilogramos por hectarea 67099 +46.1a 621.30+1045a 1950.4+799.3a 874.95+297.0a
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4.5. Discusion

4.5.1. Efecto de la densidad de siembra.

La modificacion de la densidad de siembra afectd la morfologia de las plantas.
En los dos cultivares estudiados, el incremento de la densidad produjo disminucion del
didmetro del tallo y de la longitud de la inflorescencia. La altura de la planta fue mayor
en densidades de siembra bajas coincidiendo con resultados en otras especies de
Amaranthus (Henderson et al. 2000; Law-Ogbomo & Ajayi 2009). La diferencia en el
namero de plantas logradas, el didmetro del tallo y la altura de la planta entre los
tratamientos, sugieren un mayor grado de competencia intraespecifica en el cultivar Hyp
Artasa respecto de Hyp 280. Dado que las plantas de amaranto en bajas densidades
tienden a expandirse y ocupar el espacio disponible, es posible que la reduccion del
mismo (en este caso provocado por la densidad de siembra) tenga mayor efecto en
plantas grandes (Hyp Artasa) respecto de plantas pequefias (Hyp 280). En amaranto, la
competencia entre plantas comienza muy temprano, aproximadamente a partir de la
quinta semana luego de la emergencia (Mnzava & Reuben 1982) y se ha indicado que
no solo influye en la morfologia de la planta sino que también puede afectar la
produccion de grano por la mortalidad de plantulas (Apaza-Gutierrez et al. 2002,
Gimplinger et al. 2008). Diferentes investigaciones han intentado determinar la
densidad éptima que maximice la produccion de grano (Law-Ogbomo & Ajayi 2009;
Mulandana et al. 2009; Yarnia et al. 2010), sin embargo las recomendaciones de
siembra varian enormemente dependiendo del cultivar y la zona de estudio, por lo que
aun no se han generalizado para el cultivo. A su vez, en amaranto, la falta de tecnologia
para lograr una adecuada distribucién de las semillas en la hilera de siembra provoca
que los niveles de competencia por recursos (luz, agua y nutrientes) se incrementen adn
mas en las plantas y por lo tanto las densidades logradas en el campo, en muchos casos,
sean inferiores a las procuradas con la siembra.

Como se menciond anteriormente, la variacion de la densidad de siembra influyd
en la morfologia de las plantas y esto a su vez, incidié en la densidad de los insectos
barrenadores. El efecto de caracteres morfologicos de las plantas sobre insectos
barrenadores se han reportado en plantas de Cryptomeria joponica (Cupressaceae),

Protea spp. (Proteaceae), especies de la familia Melastomataceae (Shibata et al. 1994;
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Wright & Samways 1999; Paulino-Neto et al. 2005) y en Amaranthus (Riquelme et al.
2013). Para los dos cultivares de Amaranthus aqui evaluados, las plantas en siembras
densas (tallos finos) registraron un numero menor de larvas barrenadoras respecto de
siembras poco densas (tallos gruesos). Si bien la disminucién del ndmero de
barrenadores por incremento de la densidad sélo fue significativa para Hyp Artasa, en
los dos cultivares, las siembras densas implicaron una disminucién del area dafiada en
los tallos (Figura 4.4). Las evaluaciones previas del efecto de la densidad en cultivares
de A. hypochondriacus: Frondosa y Tulyehualco (Torres-Saldafia et al. 2004) sobre
insectos barrenadores, fueron distintos a los de este trabajo. En ese estudio, en ninguno
de los cultivares evaluados el nimero de larvas barrenadores o el dafio en tallos
ocasionado por Hypolixus truncatulus (Coleoptera: Curculionidae) y Amauromyza
abnormalis (Diptera: Agromyzidae) variaron significativamente por incremento de la
densidad. Diferencias de selectividad por el cultivar y/o caracteristicas de la planta entre
las especies barrenadores podrian explicar las diferencias encontradas en este trabajo
respecto al de Torres-Saldafia et al. (2004). En ese sentido, aqui se observé que variar la
densidad de siembra influyd de manera diferente en el nimero de larvas barrenadoras de
Cerambycidae respecto de Curculionidae, observando diferencias significativas sélo
para la familia Curculionidae. Varias especies de la familia Cerambycidae son altamente
selectivas del diametro de los tallos para realizar las oviposturas (Coulson 1979; Rice
1995; Caraglio et al. 2001; Paulino Neto et al. 2005), entre ellas se indican a las
hembras del cerambicido A. quadriplagiata que muestran preferencia para oviponer en
plantas con didmetro del tallo a partir de los 5 mm a 7 mm de didmetro (Riquelme et al.
(2013). De manera similar, observaciones bioldgicas sobre esta especie indicaron que en
tallos de amaranto con didmetros superiores a 6 mm son mas frecuentemente barrenados
por A. quadriplagiata (Sbravatti 1999). En los ensayos realizados, el diametro de los
tallos superd los valores de preferencia reportados para A. quadriplagiata. Sin embargo,
no se descarta que la menor abundancia relativa de A. quadriplagiata se relacione con
su distribucion geogréafica corrida hacia el noreste bonaerense, donde se la indica como
la principal plaga en cultivos de amaranto (Dra. Maria V. Riquelme, comunicacion
personal).

La preferencia para oviponer en las hembras de Conotrachelus, también podria
relacionarse con el didmetro de los tallos. Los resultados muestran que cuando la

diferencia en los didmetros de los tallos entre tratamientos fue mayor (X= 0.79 cm en
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Hyp Artasa) el nimero de larvas en tallos disminuyd significativamente, en tanto que en
plantas con menor diferencia (X= 0.39 cm en Hyp 280) no llegaron a detectarse
cambios en la densidad de larvas en tallos. Se observo que el factor cultivar fue muy
importante en la selectividad de las hembras barrenadoras y estos resultados confirman
la diferencia de susceptibilidad entre Hyp 280 e Hyp Artasa sefialada en el capitulo
previo.

Respecto de los insectos ectofitofagos defoliadores, el incremento de la densidad
de siembra no tuvo efectos significativos sobre la tasa de herbivoria en los dos
cultivares en estudio y por lo tanto no se respalda la hipotesis de que ante condiciones
de competencia intraespecifica las plantas de amarantos sufran mayor herbivoria. Los
resultados obtenidos pueden indicar que la asignacion de recursos destinados a la
defensa contra herbivoros no sea modificada en los amarantos incluso ante condiciones
de competencia. Esto puede ocurrir dado que las plantas siempre se han desarrollado en
ambientes con alto nivel de competencia, sea por la presencia de malezas o por la alta
competencia intraespecifica (Mnzava & Reuben 1982; Gimplinger et al. 2008). Si bien
la teoria de la defensa dptima (Blossey & Notzold 1995) sugiere que existe una
asignacién de intercambio entre los rasgos para la defensa a la herbivoria y aquellos
para el crecimiento y reproduccion de las plantas, y que en ambientes donde existe una
fuerte seleccion para mejorar la competitividad, la tolerancia puede verse reducida,
algunos autores sugieren que los rasgos que confieren tolerancia también pueden
mejorar la competitividad de las plantas o estar relacionados con rasgos responsables
del aumento de la capacidad competitiva (Zou et al. 2008; Fornoni 2011). Zou et al.
(2008) examiné la correlacion entre ambas caracteristicas y encontrd una asociacion
positiva entre tolerancia y competitividad en plantas de Sapium sebiferum L.

El rendimiento de grano no difirio significativamente en los distintos
tratamientos de densidad. Esto ha sido reportado previamente en el cultivo de amaranto
por Henderson et al. (2000), quienes obtuvieron similares rendimientos de grano en
densidades de 7.7, 17.3 y 27.2 plantas por m? (distancia entre hileras de 30 y 76 cm) y
por Guillen-Portal et al. (1999), cuyo rango de densidad vari6 de 4 a 200 plantas por m?
(distancia entre hileras de 37.5 cm). Otros autores indican que los mayores rendimientos
de semilla en amaranto se obtuvieron en siembras con bajas densidades en ensayos que
variaron de 8, 7, 35 y 70 plantas por m? (Gimplinger et al. 2008). Por el contrario,

algunos estudios indican que la mayor produccion de semilla se obtuvo en densidades
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altas de 22 plantas m® en comparacién a densidades mas bajas de 6 plantas por m?
(distancia entre hileras de 76 cm) (Apaza- Gutierrez et al. 2002) y en siembras de 65
plantas por m? respecto de 9 plantas por m? (Kiibler et al. 2002).

El amplio rango de densidades testeadas en los estudios mencionados dificulta la
comparacion con los resultados aqui obtenidos. Sin embargo, es posible realizar algunas
observaciones al respecto. Debido al caracter competitivo de las plantas de Amaranthus
(Henderson et al. 2000; Gimplinger et al. 2008), utilizar siembras muy densas pueden
mermar el rendimiento de semilla. Cabe sefalar sin embargo, que una adecuada
distribucion de las semillas en de las hileras de siembra y un adecuado distanciamiento
entre estas Ultimas favoreceria el rendimiento, incluso a altas densidades de siembra.
Esto no siempre es posible en amaranto, ya que el tamafio pequefio de la semilla
dificulta la distribuicion homogénea en las hileras provocando gran mortalidad de
plantulas. A su vez, y para disminuir el riesgo de competencia con las malezas, se
requieren distancias entre las hileras que permitan tareas de desmalezado, no menores a
50 cm entre hileras. También debe sefialarse por otra parte, que utilizar siembras muy
poco densas a fin de evitar la competencia intraespecifica, podria disminuir la
produccién de semillas por la menor cantidad de plantas en el cultivo. Es posible que
esta sea la causa de la similitud en los rendimientos de semilla en siembras muy altas y
muy bajas, observada en trabajos previos. La Optima densidad de siembra en amaranto
es informacion necesaria para el desarrollo del cultivo a futuro y esta intimamente
relacionada con el mejoramiento genético del cultivo. En este estudio, para el rango de
densidad y cultivares estudiados, el dafio de barrenadores se vio disminuido en siembra
a alta densidad, por lo que esta practica podria ser utilizada para reducir la incidencia de
este gremio de fitofagos, especialmente en el cultivar mas susceptible (Hyp Artasa). En
este cultivar no pudo evidenciarse que los mayores niveles de dafio estén relacionados
con menor produccion de grano, lo que en principio podria sugerir que la herbivoria por
barrenadores en estas especies no afecta el traslado de nutrientes durante el llenado de
grano. De acuerdo a esto, en Hyp 280, el cultivar menos afectado, podria optarse por la
densidad de siembra baja, dado que la utilizacion de mas semillas (siembra densa)
implicaria rendimientos similares. No obstante, el dafio por barrenadores en amaranto
no deberia desestimarse dado que debilita los tallos provocando la caida de las plantas
con la posterior pérdida de semillas, por lo que se recomienda profundizar los estudios

en este sentido.
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4.5.2. Efecto de la fecha de siembra.

El retraso de la fecha de siembra afectd la duracion del ciclo ontogénico en la
plantas de amaranto. En los dos cultivares, las plantas sembradas tardiamente
completaron su ciclo en menor tiempo respecto de las plantas de siembras tempranas.
Esta respuesta fue favorecida por condiciones climéticas de altas temperaturas y alta
luminosidad en la segunda fecha de siembra. Dado que el amaranto posee metabolismo
fotosintético C,4, las plantas alcanzan altas tasas de crecimiento en temperaturas que
oscilan entre los 30 a 35 °C (EI-Sharkawy et al. 1965; Grubben 1980), y las semillas que
germinan en suelos con temperaturas alrededor de los 16 a 21 °C (Weber 1990;
Henderson et al. 2000), e incluso valores superiores (21 a 33.8 °C) (Webb et al. 1987;
Haas & Schauer 1985; Whitehead et al. 2002) propician el buen establecimiento de las
plantulas. EI rapido crecimiento también fue favorecido por el fotoperiodo. En general,
el amaranto es considerado una “especie de dias cortos”, por lo cual acelera la transicion
del estado vegetativo al reproductivo cuando la longitud de los dias comienzan a
decrecer (Grubben 1977; Sawhney et al. 1980). La sensibilidad al fotoperiodo es otro
caracter variable en Amaranthus. Kauffman & Weber (1990) indican que A. cruentus es
menos sensible a la longitud del dia respecto de otras especies, mientras que A.
caudatus, aunque es sensible, muestra gran adaptabilidad a diversos ambientes y su
floracién puede ocurrir con 12 horas de luz e incluso con 16 horas (Bermejo 1994). Para
Mantegazzianus se reportan valores criticos cercanos a 14 horas de luz (Angus et al.
1982) y en cultivares de A. hypochondriacus sembrados en 50° latitud Norte, la
floracion ocurre con 16 horas de luz (Amhed 2005). Para la zona de estudio (36° 37°S
64° 17°0), la floracion en los dos cultivares se inicio bajo condiciones de 13 a 15 horas
de luz. Si bien la condicion de dias cortos aceleré la iniciacion a floracion, el cultivar
Hyp 280 fue el mas sensible al fotoperiodo, iniciando la floracion aproximadamente un
mes antes que Hyp Artasa, cuya floracion tuvo lugar en el mes de Febrero. La induccion
temprana en plantas de siembra tardias permitié que éstas alcanzaran la etapa
reproductiva en menor tiempo respecto de siembras tempranas y esto fue en detrimento
de su desarrollo vegetativo. En consecuencia, las plantas presentaron valores menores
en todos los atributos morfologicos medidos (con excepcion de la longitud de los

tallos), siendo ésto particularmente notorio en Hyp Artasa.
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Retrasar la fecha de siembra permitié disminuir el dafio por insectos
barrenadores en plantas de ambos cultivares. Es posible que esto se haya debido, al
menos en parte, a la menor exposicion de las plantas en el campo, creando asincronia
entre la dindmica poblacional de los insectos y el ciclo del cultivo. Y por otra parte,
pudo deberse indirectamente a la modificacion de caracteres morfologicos de las
plantas, a los cuales el gremio de barrenadores demostrd ser susceptible (Tabla 4.2). Se
observé que tanto el ndmero de orificios en los tallos, galerias y el area dafiada
promedio en tallo y panoja fueron menores en plantas de siembras tardias. La
modificacion de caracteristicas de los tallos, permitié ademas reducir la cantidad de
oviposturas y la densidad de larvas en plantas de Hyp Artasa (Tabla 4.3), mientras que
en Hyp 280 no se observaron diferencias significativas respecto de esta Gltima variable.
Las plantas de menor tamafio (siembras tardias) de Hyp 280 soportaron similar densidad
de larvas barrenadoras que las plantas de mayor tamafio (siembra temprana), resultado
que coincidié con los obtenidos en los ensayos de densidad, y que indica un fuerte
efecto del cultivar. La menor herbivoria registrada en las plantas de siembras tardias
puede estar relacionada con competencia inter o intraespecifica entre especies de
barrenadores dentro del tallo ocasionando que s6lo algunos individuos se alimentaran
(Stiling & Strong 1984). Aunque también podria indicar que el desarrollo vegetativo
diferencial que mostraron las plantas en los tratamientos provoc6 cambios en la calidad
de los tejidos vegetales que redujeron el dafio por herbivoria.

Los resultados sugieren que la variacion de la fecha de siembra como practica
para reducir el dafio por insectos puede ser utilizada en amaranto para disminuir la
incidencia de insectos barrenadores, pero no tiene efecto sobre el gremio de
defoliadores. Se debe sefialar que esta practica manipula la precocidad de la planta y
puede alterar el potencial productivo de las mismas. Esto sucede en primer lugar porque
varia la duracion de la etapa vegetativa, en la cual es importante el desarrollo de la
plantas, en especial el area foliar, que luego en la etapa reproductiva debe ser capaz de
sostener una alta actividad fotosintética. En segundo lugar, porque la condiciones
luminicas inducen tempranamente el desarrollo reproductivo, generando un menor
tamano de las inflorescencias y, en consecuencia, menor cantidad de flores y nimero de
granos. Debido a la respuesta que muestran las plantas de amaranto a los cambios
fototérmicos, el retraso de la fecha de siembra tendra que permitir que las etapas

fenoldgicas coincidan con momentos de temperaturas y radiacién adecuadas para
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permitir 6ptimos crecimientos y rendimiento final de semillas, y, por lo tanto, no sera
recomendable la siembra en fechas posteriores. En este sentido, si bien el rendimiento
de semilla no present6 diferencias significativas entre los tratamientos de Hyp 280 y de
Hyp Artasa, las plantas de este ultimo cultivar sufrieron las mayores modificaciones por

cambios de la fecha de siembra.
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Preferencia de alimentacion y desarrollo
de lepidopteros seleccionados en

cultivares de Amaranthus.

5.1. Introduccidn

En los insectos fitofagos la seleccion del alimento ocurre a través del
relevamiento de distintas caracteristicas de la planta (Jacquin-Joly & Merlin 2004).
Cuando los recursos se encuentran alejados, los insectos utilizan estimulos visuales y
olfativos para decidir la aproximacion hacia las plantas (Reeves 2011; Beyaert & Hilker
2014). El estimulo visual es caracterizado por la intensidad de la luz y la composicion
espectral que refleja la planta, lo cual puede diferir entre especie vegetales por atributos
morfolégicos tales como la presencia de cristales de cera, tricomas o por caracteristicas
quimicas como la cantidad de nutrientes. En general la reflectancia espectral de una
planta es constante a diferentes distancias y no varia con el movimiento del aire. La
concentracion de los compuestos volatiles, sin embargo, puede variar, por lo que el
insecto s6lo toma contacto con paquetes discontinuos de moléculas de olor separados
en el espacio y de concentraciones muy bajas respecto a la cercania de la planta
(Beyaert & Hilker 2014). La alta capacidad de los insectos para detectar y discriminar
entre estructuras quimicas de compuestos volatiles (terpenos, fenilpropanoides,
derivados de &cidos grasos, etc) actua en la seleccion y conducta alimentaria de los
mismos (Laothawornkitkul et al. 2009; Beyaert & Hilker 2014). La importancia relativa
de cada uno de estos estimulos varia notablemente entre especies vegetales y entre
insectos con diferencias de habitos y régimenes alimentarios. Se argumenta que en

algunos insectos si bien el estimulo visual es importante, s6lo luego de recibir estimulos



Capitulo 5

olfativos es que ocurre la respuesta de seleccion del insecto (Aluja & Prokopy 1993;
Finch & Collier 2001; Rull & Prokopy 2001; Anderson & Anton 2014).

Una vez que el insecto esta en contacto con el alimento, la morfologia de la
planta influye en la alimentacion de manera directa, sea por la dureza de los tejidos o
por la presencia de estructuras anti-herbivoro (Nabity et al. 2012; Kumar et al. 2013). El
contenido de nutrientes influye de forma indirecta (Salim & Saxena 1991; Umbarihowar
& Hastings 2002; Shahout et al. 2011) sobre el crecimiento, desarrollo y reproduccion
del insecto (Saeed et al. 2009; Shobana et al. 2010; Shahout et al. 2011; Tao et al.
2014). En general, los requerimientos nutricionales incluyen proteinas, carbohidratos,
esteroles, lipidos y vitaminas (Schiff et al.1988; Stockhoff 1993; Awmack & Leather
2002; O’Brien et al. 2002). En orugas de lepiddpteros, se ha indicado que es impotarnte
la relacién proteinas/carbohidratos digeribles, para alcanzar altas tasas de crecimiento y
alta fecundidad (Behmer 2009; Roeder & Behmer 2014). A su vez, el contenido de agua
en el follaje se relaciona con alta tasas de crecimiento en los estadios juveniles de este
orden (Scriber & Feeny 1979; Mattson & Scriber 1987; Shobana et al. 2010), mientras
que el nitrégeno es un elemento limitante para la formacion de los tejidos (Scott-Brown
et al. 2002). No obstante, en niveles elevados, este ultimo puede tener efecto negativos
para el crecimiento (Zehnder & Hunter 2009; Tao et al. 2014) al generar costos
energético adicionales para eliminar el exceso del cuerpo (Boersman & Elser 2006). En
otros casos, niveles altos de nitrdgeno pueden relacionarse con la presencia de
sustancias nitrogenadas tales como alcaloides, taninos o cardendlidos foliares (Forkner
et al. 2004; Ruuhola et al. 2013; Tao et al. 2014) que interfieren en la digestion y
absorcion de nutrientes (Lindroth & Peterson 1988).

Numerosos estudios reportan que diversos compuestos dentro del grupo de los
metabolitos secundarios en las plantas son detectados por los insectos a traves del
contacto con el alimento (Schoonhoven & Van Loon 2002; Miles et al. 2005),
disminuyendo el consumo cuando éstas se encuentan presentes (Glendinning et al.
2001; Van Loon et al. 2008; Zhou et al. 2010), por tener efectos anti-alimentarios o
como inhibidores del crecimiento (Boeckler et al. 2011; Senthil-Nathan 2013; Jessing et
al. 2014).

Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) es una las especies
defoliadoras citadas en el cultivo de amaranto y cuyas larvas se han observado en este

trabajo alimentandose en el follaje. Si bien hasta el momento no hay menciones que
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indiquen que el dafio producido por este insecto provoque mermas importantes en la
produccion de amaranto, es una especie plaga de varios cultivos agricolas entre ellos
maiz, sorgo, arroz, etc (Sparks 1979; Pogue 2002). La dependencia de insecticidas
sintéticos para controlar S. frugiperda en los cultivos donde es frecuente, ha llevado a la
generacion de individuos resistentes a los productos de uso comdn como carbamatos,
piretroides y compuestos organofosforados (Yu 1992; Diez-Rodrigues & Omoto 2001;
Yu et al 2003; Carvalho et al. 2014). Por esta razon, se han explorado estrategias
alternativas para disminuir la incidencia de este insecto, tales como el uso de nematodos
entomopatogenos (Caccia et al. 2014) y cultivos transgénicos (Hernandez-Rodriguez et
al. 2013; Pinto et al. 2013).

En el género Amaranthus, la amplia variabilidad genética se manifiesta en
variaciones de compuestos quimicos tanto a nivel inter e intraespecifico (Venskutonis &
Kraujalis 2013) y a su vez, entre partes (Steffensen et al. 2011; Kraujalis et al. 2013) y
etapas de desarrollo de la planta (Steffensen et al. 2011). En este capitulo se evalla en
laboratorio la preferencia de S. frugiperda en los cinco cultivares de amaranto y también
el aprovechamiento que las formas inmaduras de esta especie hacen de los tejidos
vegetales de diferentes cultivares. De esto modo, se intenta reunir evidencia adicional a
las obtenidas en el Capitulo 3, en cuanto a la herbivoria que sufren los cultivares a

campo por el gremio de folivoros.
5.2. Objetivos especificos

Evaluar la preferencia de alimentacion y la tasa de aprovechamiento de tejidos
vegetales en larvas seleccionadas de Spodoptera frugiperda (Smith) alimentadas con

hojas de cinco cultivares de Amaranthus.
5.3. Materiales y métodos

5.3.1. Cria de Spodoptera frugiperda (Smith) en biotero.

La cria se inicio con un ndmero aproximado de 20 larvas provenientes de
cultivos de maiz las cuales se criaron en camara de cria, bajo condiciones controladas de

fotoperiodo 16:8 hs, temperatura aproximada de 25 °C y humedad relativa del 70%. Las
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larvas se alimentaron sobre una dieta artificial a base de harina de poroto, germen de
trigo y levadura (Apéndice Apartado 2), hasta que se obtuvo el estado pupal. Las pupas
obtenidas se colocaron en una jaula de cria, donde luego de un periodo aproximado de
15 a 20 dias posteriores emergieron los nuevos adultos los cuales fueron alimentados
con una solucion azucarada a base miel y agua. En cada jaula (2 en total), se colocaron
cintas de papel donde la hembras colocaron los huevos. Luego de la oviposicion, las
cintas se retiraron cuidadosamente una vez presentes los huevos y se colocaron, junto
con la dieta artificial, en tubos de ensayos. Para evitar el canibalismo, los huevos fueron
colocados individualmente en distintos tubos de ensayos. Esta metodologia se repetio
hasta obtener la tercera generacion de S. frugiperda, la cual se utilizé en los ensayos de
laboratorio. Las larvas seleccionadas para los ensayos tuvieron un peso y longitud
aproximado de 2.25 cm +0.22 yde 0.15+0.02 g.

5.3.2. Cultivo de plantas en invernaculo

Durante el primer afio de ensayo un numero de 5 macetas se sembraron con
semillas del cultivar Cruentus y otras 5 macetas con semillas de Mantegazzianus. Las
plantas se colocaron dentro de jaulas con malla mosquitera para evitar la presencia de
insectos fitéfagos y las plantas se regaron periédicamente sin aplicar ningun tipo de
insecticida. En en el segundo afio (2012) se repitié la misma metodologia con los cinco
cultivares de estudio: Cruentus, Hyp SA, Hyp 280, Hyp Artasa y Mantegazzianus. El
estado de desarrollo en el cual se utilizaron las plantas fue en el primer afio plantas de

40 dias y en el segundo plantas con 30 dias de desarrollo.

5.3.3. Ensayos en laboratorio

5.3.3.1. Pruebas de eleccién

Las pruebas de preferencia fueron de dos tipos: de libre eleccion y sin eleccién,
realizados en cépsulas de Petri, con una larva por capsula. En el afio 2011, en las
pruebas de libre eleccion, un circulo de lamina foliar (2.5 cm de radio) del cultivar
Cruentus y otra de Mantegazzianus fueron ofrecidos a las larvas simultaneamente,

durante 6 horas (la duracion de la experiencia se determin6 luego de observaciones
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preliminares), con 10 réplicas en cada caso. La variable a medir fue porcentaje de area
foliar consumida por unidad de tiempo, mediante una estimacion visual. Para las
pruebas de preferencia sin eleccion se colocd un Unico circulo de hoja de los cultivares
mencionados junto a una larva en una capsula de Petri durante 3 horas, midiéndose la
misma variable que en el caso anterior. En el afio 2012, se repitio la prueba de
preferencia de libre eleccion con hojas de los cinco cultivares de Amaranthus donde se
realizaron combinaciones de a pares, entre los cinco cultivares (10 combinaciones). En
este caso se utilizaron 5 réplicas para cada caso (n total = 50), cada réplica consistié en
una larva y un disco de hoja. La utilizacién de una larva por réplica se debio a la
limitante de larvas y plantas que en igual estado de desarrollo (larvas de 2.25 cm y de
0.15 g y plantas de 30 dias de desarrollo)

5.3.3.2. Evaluacion del aprovechamiento del alimento

Se realizaron dos pruebas de rendimiento, el primer afio con 2 tratamientos y el
segundo afio con 5 tratamientos, en ambos casos se utilizaron 10 réplicas. Para las
pruebas se utilizaron contenedores cilindricos plasticos con tapa de voile de
aproximadamente 15 cm de didmetro y 20 de alto, en las cuales se colocaron 20 hojas
del cultivar, con 10 orugas el primer afio (n = 200 larvas) y 5 hojas del cultivar y 1 larva
en el segundo afio (n = 50 larvas). Las experiencias se siguieron durante 5 dias (T). Al
término de la experiencia se obtuvieron los siguientes indices (todos basados en peso
seco): Indice de consumo (IC) como E/TA donde E es peso seco del alimento ingerido y
TA es peso seco promedio de las larvas durante el tiempo que dura la experiencia; tasa
relativa de crecimiento (TRC) como P/TA, donde P es aumento de peso seco de las
larvas, digestibilidad (D) como 100(E-F)/E, donde F es el peso seco de las heces
producidas, eficiencia de conversion del alimento ingerido (ECAI) como 100 P/E,
eficiencia de conversion del alimento digerido (ECAD) como 100 P/ (E-F) (Nathan
2006). Los insectos y el material vegetal se secaron en estufa (48 hs a 60°C) y

posteriormente se pesaron en balanza analitica de precision (+ 0.001g).

5.3.4. Andlisis estadistico
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El analisis de los datos obtenidos en la experiencias de eleccion fueron
analizados mediante Test T para muestras apareadas (experiencias de libre eleccion) o
Test T no apareado (experiencias sin eleccién). Los datos de indices de
aprovechamiento se analizaron mediante ANOVA y test Scott & Knott como test a

posteriori.

5.4. Resultados

5.4.1. Pruebas de eleccion

En las pruebas de preferencia sin eleccion S. frugiperda no manifesto
preferencia por ninguno de los cultivares ofrecido (T = -1.73, p = 0.27) y tampoco se
observaron preferencias en las pruebas de libre eleccién en ninguno de los pares

testeado con los cinco cultivares (Tabla 5.1).

5.4.2. Evaluacion del aprovechamiento del alimento

En pruebas realizadas con larvas alimentadas en hojas de los cultivares de
Amaranthus se observé una mayor porcentaje de digestibilidad (DA) en Cruentus
respecto de Mantegazzianus (p = 0.0003). Las larvas de S. frugiperda mostraron un
indice de consumo (IC) que no difiri6 entre los cultivares (p = 0.82), mientras que el
indice de eficiencia de conversion del alimento ingerido (ECI) y el indice de conversion
del alimento digerido (ECD) fueron superiores en el cultivar Mantegazzianus (p ec
=0.0003; p ecp = 0.0003). La tasa relativa de crecimiento (TRC) fue mayor en
Mantegazzianus en relacion a la obtenida sobre Cruentus (p = 0.02) (Tabla 5.2).

La pruebas de rendimiento indicaron mayor Tasa relativa de Crecimiento (TRC)
en los insectos alimentados con hojas del cultivar Cruentus y Hyp Artasa (p = 0.0035),
en tanto que la Digestibilidad del alimento (DA) fue significativamente menor en Hyp
SA respecto de los demas cultivares que no se diferenciaron estadisticamente (p =
0.006) (Tabla 5.2). El andlisis del indice de Consumo (IC), la eficiencia de conversion
del alimento ingerido (ECI) y la eficiencia de conversion del alimento digerido (ECD)
no indicaron diferencias entre los tratamientos (p > 0.05).
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Tabla 5. 1: Preferencia de alimentacion de Spodoptera frugiperda (Smith) en cinco

cultivares de Amaranthus. T = valor del

Prueba T para muestras apareadas.

PARES ANALIZADOS T P
Hyp 280 — Cruentus -1.82 0.143
Hyp 280 — Hyp SA -1.00 0.373
Hyp Artasa — Cruentus 0.00 >0.99
Hyp Artasa - Cruentus 1.00 0.37
Hyp Artasa — Hyp SA -1.30 0.26
Hyp Artasa — Hyp 280 -0.50 0.95
Mantegazzianus — Hyp Artasa -1.0 0.37
Mantegazzianus — Hyp 280 -1.42 0.22
Mantegazzianus — Hyp SA -1.00 0.37
Mantegazzianus - Cruentus 0.10 0.91

estadistico y P = probabilidad asociada a la

Tabla 5. 2: indices nutricionales promedios (+ error estandar) en larvas de Spodoptera

frugiperda (Smith) alimentadas con hojas de cinco cultivares de amaranto. Letras

diferentes junto a las medias en las mismas columnas representan diferencias

significativas segun prueba Scott & Knott (P <0.05). IC = indice de consumo, TRC =

Tasa relativa de crecimiento, D = Digestibilidad, ECI = Eficiencia de conversion del

alimento ingerido, ECD = eficiencia de conversion del alimento digerido.

Ensayo  Variedad IC TRC DA (%) ECI (%) ECD (%)

Cruentus 475+109a 0.13+0.01a 975+0.6b  0.38+006a 0.29+0.06a

1
Mantegaz. 45.7+216a 021+0.1b 96.3+0.6a 046+0.1b 0.48+0.12b
Cruentus 59.8+8.95a 0.26+0.02b 91.8+0.7b 1.33+0.7a 1.48+0.7a
Hyp SA 42.28+4.87a 0.24+0.01a 8551+14a 1.03+0.09a 1.23+0.1a
2 Hyp 280 59.32+6.55a 0.22+0.01a 89.20£06b 0.73+0.06a 0.82+0.07a
Hyp Artasa  49.05+6.38a 0.28+0.01b 88,67+08b 0.91+0.08a 1.03+0.10a
Mantegaz.  78.46+12.86a 0.20+0.02a 89.70+09b 062+0.08a 0.69+0.09a
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5.5. Discusidn

En estado larval, S. frugiperda no mostré preferencia por ninguno de los
cultivares de Amaranthus en los tests con eleccidn. La baja selectividad del alimento
por parte de los insectos indicaria que el estado larval utilizado no reconocio
caracteristicas diferenciales visuales, ni olfativas o de palatabilidad entre las hojas de los
cultivares. Se ha informado que en algunas especies de noctuidos las larvas son capaces
de discriminar caracteristicas visuales del alimento ofrecidos (Briscoe & Chittka 2001).
Sin embargo, en S. frugiperda, no se han observado diferencias en el consumo entre
cultivares de coloracion rojiza (Hyp 280 e Hyp Artasa) respecto de los de hojas verdes
(Mantegazzinus, Cruentus e Hyp SA) coincidiendo este resultado con ensayos de
preferencia en dietas con colorantes artificiales (Villegas-Mendoza & Rosas-Garcias
2013). Por otra parte, de acuerdo con los resultados discutidos en el Capitulo 3, la
coloracion rojiza en las hojas de Hyp 280 e Hyp Artasa implicaria diferencias en cuanto
al contenido de betalainas respecto de los restantes cultivares, y estas sustancias podrian
influir en el consumo de las larvas, como sucede con otros compuestos organicos
(Schoonhoven & Van Loon 2002; Amrein & Thorne 2005; Zhou et al. 2010). Sin
embargo, en los ensayos no se observaron diferencias significativas en el consumo de
los cultivares.

Posiblemente en este caso y como sucede con varios lepidopteros, la eleccion del
alimento no sea realizada por los estadios juveniles, sino que esta sea determinada por
las hembras adultas en la ovipostura a través de caracteristicas fisicas (coloracion,
textura de la epidermis foliar, etc.) y quimicas del alimento (nutrientes, compuestos
secundarios) (Potter et al. 2012; Zhang et al. 2013; Pérez-Contreras et al. 2014). En
consecuencia, las larvas recién nacidas se encuentran sujetas a la eleccion de sus
madres. Sin embargo, cabe destacar que la literatura sugiere que los estados juveniles en
Lepidoptera no siempre aceptan alimentarse en las plantas huésped en las que se
encuentran y son capaces de evaluar la comida de manera similar a las hembras adultas
sefialandose en algunos casos relacidén negativa entre el grado de aceptacién de la larva
y del adulto para la ovipostura (Soler et al. 2012; Gamberale-Stille et al. 2014). Si bien
hasta el momento poco se conoce sobre la capacidad de los estadios larvales para
evaluar plantas huésped (Nylin & Janz 1996; Soler et al. 2012; Gamberale-Stille et al.

2014), se plantea la posibilidad de que en especies generalistas, los estadios juveniles
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participen en la eleccion de la planta huésped como forma de ajuste y/o actualizacion
del micro-habitat seleccionado por sus madres (Gamberale-Stille et al. 2014).

La falta de preferencia de S. frugiperda por los cultivares se correspondié con
los resultados del indice de consumo (IC) que no difirieron entre tratatamiento. Estos
resultados en laborartorio presentan discrepancias respecto de la herbivoria observada
en el campo por el grupo de los defoliadores (Capitulo 3). Sin embargo, puede suceder
que S. frugiperda, especie que constituy6 un grupo pequefio dentro del gremio (2% del
gremio defoliador) no refleje el comportamiento de las especies mayoritarias en el
campo: Epicauta adspersa, Achyra similalis y Naupactus verecundus.

Las diferencias observadas en la TRC, DA y ECI sugieren variaciones en la
calidad nutricional de los cultivares. En el primer ensayo las TRC maés altas se
obtuvieron en larvas alimentadas con hojas de Mantegazzianus, en tanto que en el
segundo ensayo se obtuvieron con hojas del cultivar Cruentus y Hyp Artasa. Esta
diferencia podria obedecer a cambios en la calidad de las plantas entre los afios de
ensayo.

La ECI y la ECD no indicaron diferencias significativas entre los cultivares de
amaranto en el segundo ensayo, por lo que la calidad nutricional seria similar en los
cinco cultivares estudiados. No obstante, en larvas alimentadas durante el primer ensayo
los valores més altos de ECI se obtuvieron con Mantegazzianus respecto de Cruentus.
La densidad de defoliadores y la herbivoria observadas en el campo (Capitulo 3) indicd
que la especie Mantegazzianus es uno de los cultivares menos afectados por este gremio
en condiciones naturales, sin embargo esto no se observd en los ensayos de preferencia
en el laboratorio para S. frugiperda. La mayor TCR y ECI en larvas alimentadas con
Mantegazzianus respecto de Cruentus, indican que ante igual cantidad de alimento los
insectos folivoros obtuvieron mayor energia y nutrientes en Mantegazzianus respecto de
Cruentus. Esto podria relacionarse con la mayor herbivoria registrada en el campo en
Cruentus respecto de Mantegazzianus, donde los incrementos de consumo en el primero
obedecerian a obtener un mayor nivel de aprovechamiento. En este sentido, se reporta
que el contenido de proteina en las especies de Amaranthus mantegazzianus son

superiores a las de Amaranthus cruentus (Sauer 1967).
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Discusion general y conclusiones

6.1. Discusion de los principales resultados.

A través del desarrollo de esta tesis se logré ampliar el conocimiento de las
potenciales plagas de insectos asociadas al cultivo de Amaranthus en Argentina (Capitulo
2), y a su vez, se avanzé en la comprension de la interaccion insecto fitofago-Amaranthus
spp. en relacidn a estrategias defensivas en las plantas, evaluando el modo en que ciertos
caracteres de las plantas, propios de los cultivares o generados a través de practicas
agricolas, influyeron sobre la riqueza, abundancia y herbivoria de sus insectos asociados
(Capitulo 3,4y 5).

Los resultados obtenidos permitieron describir detalladamente las especies fitofagas
en los Amaranthus para grano, indicandose el dafio producido en cada caso. También se
sefial6 la ocurrencia de los gremios de fitdfagos a lo largo del ciclo fenoldgico del cultivo y
se compard la estructura de las comunidades de insectos herbivoros observadas en los
ensayos de esta tesis con la reportada en otras partes del mundo. Aunque preliminarmente,
y con limitantes debidas a la escasa informacién disponible, los analisis sugieren que
plantas de amaranto cultivados en lugares donde fueron introducidos (paises no
americanos) presentan menor numero de especies fitofagas respecto los insectos reportados
en América.

De acuerdo a los muestreos realizados en los amarantos cultivados, tres gremios de
insectos fitdfagos fueron importantes: defoliadores, succionadores y barrenadores, en tanto
que otros grupos menores citados para amaranto (insectos pegadores, enruladores y
minadores) no se observaron en los cultivares evaluados. Respecto de los gremios
prevalentes en el cultivo, el gremio de defoliadores fue el grupo de mayor densidad y con
mayor riqueza de especies, en tanto que el grupo de los barrenadores fue un gremio poco
denso pero que se destacO por estar presente en casi la totalidad de las plantas evaluadas.
Este gremio se distinguié ademas porque, incluso con menores densidades de individuos

respecto de los demas, dispuso a las plantas afectadas a posibles quiebres y caida con la
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eventual pérdidas de rendimiento. La ocurrencia de los gremios fitofagos vario a lo largo
del ciclo fenologico del cultivo y se observo que las densidades méximas de los insectos
barrenadores y succionadores coincidieron en fechas puntuales al final del estado
vegetativo e inicio de formacién de panojas.

En esta tesis se observé una gran variabilidad y diversidad genética inter e
intraespecifica en los cultivares de Amaranthus que se manifesto en la morfologia,
coloracion de los tejidos vegetales, fenologia y composicion quimica, caracteres que
influyeron en los grupos funcionales de insectos asociados al amaranto en diferentes
grados. La morfologia floral y la duracion del ciclo fenoldgico fueron los atributos de
mayor importancia para los insectos succionadores, lo cual se relaciond con la
disponibilidad del alimento (flores y frutos) para este grupo y con la accesibilidad al
mismo. En especial, las bracteas largas y la presencia de aristula en las flores femeninas
generarian una proteccion fisica en contra de los insectos succionadores. Por lo tanto, la
ausencia de proteccién en las flores parece ser un factor determinante en la vulnerabilidad
de los cultivares a este gremio de insectos. Sin embargo, se ha indicado que la seleccion
artificial en los amarantos cultivados se ha realizado en contra de esta caracteristica
defensiva en las plantas con el fin de facilitar la cosecha del grano (Sauer 1967; Schwanitz
1966). Por otra parte, la fenologia y las caracteristicas del tallo (en especial el diametro)
fueron los caracteres con mayor incidencia en el gremio de los barrenadores debido a la
selectividad que la hembras adultas presentaron por la plantas huésped en la ovipostura.
Este comportamiento de los barrenadores permitié que dos practicas de manejo evaluadas
en esta tesis, como son la manipulacién de la densidad de siembra y de la fecha de siembra
(ambas modificadores de la estructura de la planta), sean efectivas para minimizar el
impacto de este gremio en las plantas de A. hypochondriacus. Este conocimiento es Util en
cuanto plantea una alternativa de manejo para este gremio de insectos, al cual el amaranto
es particularmente vulnerable y para el cual, el control de tipo quimico ve reducida su
efectividad, tanto por el habito nocturno de las especies, como por el menor alcance que
tienen los insecticidas luego de que el insecto ha ingresado en la planta.

El gremio de los defoliadores, a diferencia de los succionadores y barrenadores, no
parecio ser afectado por los atributos morfolégicos e incluso, ante variaciones muy
marcadas de la morfologia (por ejemplo Hyp 280 vs. Mantegazzianus), la densidad y
riqueza de insectos fueron similares. De manera analoga, las diferencias de coloracion de

los tejidos vegetales no se relacionaron con la abundancia y herbivoria en los ensayos de
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campo. A su vez, la duracion del ciclo fenologico de los cultivares no tuvo efectos sobre la
densidad y la riqueza de defoliadores y se observo que la cantidad de biomasa en las
plantas no implicé mayores niveles de herbivoria.

Contrariamente a lo observado para los caracteres morfoldgicos, se observd
relacion entre la herbivoria de defoliadores y la composicion de metabolitos secundarios en
hojas. Los resultados aqui obtenidos indicaron que la concentracion de 6 de los 15
compuestos analizados en las hojas de plantas expuestas a diferentes insectos en el campo
fueron buenos predictores de la herbivoria en Amaranthus, sin poder afirmar en esta
instancia que las sustancias son producidas en respuesta a la herbivoria como una forma de
defensa inducida o si las altas cantidades en las hojas tienen un efecto fagosestimulante en
los insectos. Los resultados de este trabajo son un primer aporte al estudio de la relacién de
respuestas de resistencia quimica generadas en las plantas de Amaranthus ante la
herbivoria por insectos en condiciones naturales. Los resultados obtenidos son interesantes
en cuanto a que los compuestos que utilizarian las plantas de Amaranthus como
mecanismo de defensas ante herbivoros no afectaria la calidad del alimento, y por el
contrario, poseen propiedades nutritivas y antioxidantes (Cai et al. 2003; Robaszkiewicz et
al. 2007; Russell & Duthie 2011; Esatbeyoglu et al. 2014). Por lo tanto, el potencial
defensivo que estos compuestos podrian tener en el control de los insectos en amaranto
deberia ser considerado en los procesos de seleccidn artificial para evitar reducir
caracteristicas defensivas inherentes a la planta a cambio de incrementos en la produccion.
En este trabajo, se observo que dos cultivares con nivel altos de produccion (Cruentus y
Hyp Artasa) presentaron menor concentracion de metabolitos secundarios (en especial
acidos fenolicos). A su vez, ambos cultivares tuvieron los niveles mas altos de herbivoria
en hojas lo que pareceria indicar que la domesticacion en estos cultivares ha disminuido
sus defensas quimicas, algo similar a lo que sucede con las morfologia de las flores, como
se menciond previamente.

A fin de reunir informacion adicional respecto a la herbivoria de los cultivares en el
campo por el gremio defoliador, se realizaron ensayos de laboratorio donde se evalu6 la
preferencia y la tasa de aprovechamiento de los tejidos vegetales en larvas de Spodoptera
frugiperda (Capitulo 5). Para la primera evaluacion, los resultados de laboratorio no
indicaron preferencias de S. frugiperda para ninguno de los cultivares y el indice de
consumo fue similar en todos los casos. Sin embargo, se observaron diferencias en las tasas

de aprovechamiento de las hojas, que result6 mayor cuando las larvas se alimentaron en
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Mantegazzianus en comparacion con Cruentus, lo cual podria relacionarse con las
diferencias en la herbivoria observadas en el campo para estos cultivares.

Los resultados de herbivoria obtenidos en el campo indicaron que las plantas
soportaron porcentajes de dafio en hojas promedio del 25.59% y del 27.42% en tallos
(valores promedios de dafio estimado entre todos los cultivares - Apéndices Tablas 1y 2),
los cuales son porcentajes relativamente bajos en plantas que crecieron en condiciones de
campo con alta exposicion al dafio de herbivoros. Los resultados referidos a la produccion
de grano en los cultivares en relacion a la densidad de insectos defoliadores y barrendores
y a la herbivoria registradas en tallos y hojas en las plantas, constituyen un aporte
preliminar en relacion a los umbrales de dafio en amaranto, que actualmente no estan
desarrollados para el cultivo.

Finalmente, los resultados de esta tesis indican que el manejo del cultivo por parte
del hombre, tanto por la seleccion artificial, en favor o en contra de atributos defensivos
(fisicos o quimicos), y/o por la utilizacion de précticas culturales (variacion de fecha o
densidad de siembra) pueden incrementar o reducir la vulnerabilidad de las plantas a

insectos fitofagos asociados.

6.2. Futuros estudios.

La gran variabilidad del género Amaranthus en la composicién de metabolitos
secundarios plantea interrogantes en cuanto al efecto de estos compuestos sobre los
insectos fitofagos que merecen ser profundizados. En este sentido, estudios referidos a la
herbivoria y composicion de metabolitos secundarios podrian conducirse entre especies
silvestres de Amaranthus (A. hybridus, A. spinosus) y especies domesticadas lo cual
permitiria obtener informacién contrastante respecto de estas dos variables. Asimismo,
seria interesante evaluar la variacion de estos compuestos a través de los diferentes
momentos fenoldgicos en la planta y ampliar su estudio a otros 6rganos vegetales no
evaluadas en este trabajo pero que pudieran tener influencia en otros gremios de insectos,
por ejemplo los insectos barrenadores. En este sentido, las consideraciones realizadas en
este trabajo sobre la evaluacion de pigmentos del grupo de las betalainas s6lo pueden
tenerse en cuenta para los insectos defoliadores, pero no se conoce lo ocurre con los
insectos que afectan tallos, panojas e incluso raices, y donde la acumulacion de estas

sustancias podria ser diferencial. En especial en aquellos cultivares con mayor nivel de
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pigmentacion tales como Amaranthus cruentus var. Candil y Amaranthus hypochondriacus
cv. Nutrisol donde estas sustancias podrian ejercer una funcion defensiva.

Otro interrogante que surge de esta tesis es la relacion entre las caracteristicas de
los cultivares de Amaranthus y el efecto de especies en los niveles tréficos superiores
(parasitoides y predadores) sobre los insectos fitofagos. Hasta el momento, algunos
estudios han demostrado evidencias al respecto en plantas de Populus nigra L., Solidago
altissima, Brassica oleracea, donde se mencionan efectos directos de compuestos quimicos
en las plantas sobre los enemigos naturales (Harvey et al. 2007; Clavijo McCormick et al.
2014; Rani & Pratyusha 2014) y de manera indirecta a través de alteraciones de la planta
huésped (calidad, tamafio, tasa de crecimiento, etc.) (Hunter 2003; Johnson 2008; Gols et
al. 2008; Kos et al. 2011). El estudio de las interacciones entre los tres niveles, planta-
herbivoro y enemigos naturales, permitiria determinar con mayor exactitud el efecto que
tienen los distintos atributos de las plantas sobre los insectos fitdfagos, en especial en
aquellos cultivares que presentaron mayor abundancia de recursos para los insectos y que
presentaron menor nivel de dafio. A su vez, permitiria saber de qué manera se podria
incrementar el atractivo de las plantas (por seleccién de las caracteristicas adecuadas) para
los agentes de control bioldgico. Esto es relevante en cuanto se podrian seleccionar
atributos de las plantas que disminuyan la incidencia de los insectos fitéfagos y que a su
vez fomenten el desempefio de controladores biologicos presentes en los ecosistemas
naturales circundantes.

Como tercera linea de trabajo, seria necesaria la estimacion de umbrales de dafio en
amaranto, en estudios futuros. En este sentido, seria relevante evaluar la incidencia que
tienen los insectos succionadores en la produccién de grano, dado que se reportan
disminuciones en el peso de semilla por algunas especies de este gremio (Olson &
Wilson1990); y ademas porque al presentarse en etapas avanzadas del desarrollo del
cultivo (floracion y llenado de grano) las plantas podrian no compensar el dafio de estos

insectos.
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Apéndices

1. Tablas de conversion

Tabla 1: Valores promedio (+ error estandar) de herbivoria expresados en porcentaje de
hojas dafiadas estimadas visualmente y su valor expresado en area foliar dafiada. N = 30

plantas.

Herbivoria

o Herbivoria
Cultivar (% eig{;ﬁggada Area fgliar~daﬁada
visualmente ) (cm” dafiado)
Cruentus 22.46 £ 1.17 20.74 £ 1.08
Hyp 280 16.31 £ 2.07 7.98+1.01
Hyp SA 24.83+1.40 9.79£0.55
Mantegazzianus 23.10£2.00 12.66 £ 1.10
Hyp Artasa 39.90 £ 1.63 28.62 £ 1.17
Hyp Artasa 3247 £1.98 23.29+1.42
Hyp SA 34.14 +1.40 13.46 £ 0.55
Mantegazzianus 20.34 £2.12 11.15+1.16
Cruentus 34.92 + 2.08 32.24 +£1.92
Hyp 280 31.29+2.93 15.31+1.43
Mantegazzianus 19.11 £ 1.58 10.48 £ 0.92
Hyp Artasa 25.56 + 1.36 18.33+0.98
Hyp 280 31.28 £1.98 15.31+£0.97
Hyp SA 30.89+1.42 12.18 +0.56
Cruentus 26.75+1.70 24.70 £ 1.57
Hyp 280 18.67 + 1.76 9.14+0.86
Mantegazzianus 13.14+1.49 7.20 £ 0.82
Cruentus 18.97 £ 1.45 1751+£1.34
Hyp Artasa 19.86 +£1.78 14.25+ 1.27
Hyp SA 21.94 +1.80 8.65+0.71
Hyp SA 29.00+1.78 11.43+0.70
Cruentus 30.58 + 1.58 28.24 £1.46
Hyp Artasa 31.22+1.78 2240+1.28
Hyp 280 21.92+£1.93 10.73+£0.94
Mantegazzianus 21.17 £ 1.70 11.60 + 0.93
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Tabla 2: Valores promedio (+ error estandar) de herbivoria en tallos expresados en
porcentaje de tallo dafiados estimadas visualmente y su valor expresado en area de tallo

dafiado. N = 20 plantas.

Herbivoria Herbivoria
curivar % (2o derado - Arcageale
visualmente) (cm? dafiado)
Cruentus 22.35+7.11 97.34 £ 33.23
Hyp 280 52.15+8.72 70.98 £ 10.89
Hyp SA 49.40 £ 5,99 246.97 £ 33.48
Mantegazzianus 430+1.29 38.72 £ 11.65
Hyp Artasa 57.55 + 8.20 158.24 + 28
Hyp Artasa 71.25+7.80 349.77 £ 44.95
Hyp SA 21.35+4.99 139.27 + 37.97
Mantegazzianus 16.30 £ 5.05 135.27 + 38.05
Cruentus 12.50 £ 4.38 99.75 + 37.83
Hyp 280 44.35 + 10.50 64.56 + 15.13
Mantegazzianus 6.35+ 2.98 43.83 £ 16.23
Hyp Artasa 53.80 £ 9.40 208.63 + 37.92
Hyp 280 64.95 + 8.27 133.99 + 21.67
Hyp SA 14.80 + 5.29 78.30 + 29.92
Cruentus 7.55+3.29 56.14 + 28.26
Hyp 280 34.04 £10.29 56.12 £ 19.06
Mantegazzianus 10.70 £ 4.68 72 £32.04
Cruentus 5.55 %+ 2.56 26.87 £ 1151
Hyp Artasa 35.75 £ 8.69 124.22 + 33.46
Hyp SA 9.95+ 3.61 45.61 +17.43
Hyp SA 9.15+ 3.53 30.15 +12.98
Cruentus 4.60 £ 2.02 21.36 £ 9.60
Hyp Artasa 52.25+9.19 186.15 + 42.09
Hyp 280 16.45 £ 6.96 20.33+£8.45
Mantegazzianus 8.15+4.79 39.01 +18.94
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Tabla 3: Valores promedio (x error estandar) de herbivoria en tallos expresados en

porcentaje de tallo dafiados estimados visualmente y su valor expresado en area de tallo
dafado. AD = Alta densidad, BD = Baja densidad. N = 20 plantas.

Factor B Herbivoria Herbivoria
Factor A . (% tallo dafado Area de tallo
Bloque : (Densidad . ~
(Cultivar) . estimado dafada
de siembra) . 2 4o
visualmente ) (cm” dafiado)
1 Hyp 280 AD 51.25+7.82 92.29 +13.22
1 Hyp 280 BD 61.80+7.8 143.89 +.18.79
1 Hyp Artasa AD 63.5+5.7 254.03 +23.61
1 Hyp Artasa BD 54 +5.60 322.19 +39.33
2 Hyp 280 AD 55.9 £ 6.45 91.26 £ 9.94
2 Hyp 280 BD 50 +5.32 140.52 + 15.18
2 Hyp Artasa AD 58.75 + 6.54 206.32 + 22.96
2 Hyp Artasa BD 56.5 +3.93 302.65 +17.38
3 Hyp 280 AD 66.5 £ 6.90 121.69+14.4
3 Hyp 280 BD 77.4 £3.98 223.16 + 18.56
3 Hyp Artasa AD 73.8+£6.58 230.63 +21.64
3 Hyp Artasa BD 58 + 4.03 334.9 + 25.32

Tabla 4: Valores promedio (x error estandar) de herbivoria en tallos expresados en

porcentaje de tallo dafiados estimados visualmente y su valor expresado en area de tallo

dafiado. S1 = Siembra temprana, S2 = Siembra tardia. N = 20 plantas.

Factor B Herbivoria Herbivoria
Factor A (% tallo dafado Area de tallo
Bloque : (Fecha de . o
(Cultivar) siembra) estimado dafada
visualmente ) (cm? dafiado)
1 Hyp 280 S1 76 £ 6.03 206.23 +19.72
1 Hyp 280 S2 40.2+7.75 59.38+12.41
1 Hyp Artasa S1 68.25 £ 3.77 347.03 +27.23
1 Hyp Artasa S2 40.7 £ 8.03 101.79 £ 21.25
2 Hyp 280 S1 88.25 £ 3.06 227.98 + 15.99
2 Hyp 280 S2 46.15 +9.33 96 £21.72
2 Hyp Artasa S1 71.4+4.17 357.89 £ 25.07
2 Hyp Artasa S2 38.45+7.76 108.79 £+ 24.29
3 Hyp 280 S1 87 +3.83 208.97 + 14.94
3 Hyp 280 S2 51 +8.13 85.93 + 14.39
3 Hyp Artasa S1 60 £ 5.28 233.23 +29.73
3 Hyp Artasa S2 46.8 £7.31 120.69 + 21.64
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Tabla 5: Valores promedio (£ error estandar) de herbivoria expresados en porcentaje de

hojas dafiadas estimadas visualmente y su valor expresado en area foliar dafiada. AD =
Alta densidad, BD = Baja densidad. N = 150 hojas.

Factor A Factqr B Her'bivorNia ) Herpivorial
Bloque (Cultivar) (Dgn5|dad (% hoja dqnada Area fgllar~danada
de siembra) promedio) (cm” dafiado)

1 Hyp 280 AD 24.42 £ 2.07 11.95+1.01
1 Hyp 280 BD 19.39 £ 1.69 9.49 +0.83
1 Hyp Artasa AD 48.91 + 2.95 35.08 £ 2.11
1 Hyp Artasa BD 40.37 £2.93 28.96 £ 2.10
2 Hyp 280 AD 25.65 £ 2.32 1255+ 1.13
2 Hyp 280 BD 16.19 £ 1.56 7.92+0.76
2 Hyp Artasa AD 24,63 +2.34 17.67 + 1.68
2 Hyp Artasa BD 49.10 + 3.26 35.22+2.34
3 Hyp 280 AD 23.83£1.99 11.66 + 0.98
3 Hyp 280 BD 26.37 £ 2.08 12.9+1.02
3 Hyp Artasa AD 4734 £2.79 33.96+2

3 Hyp Artasa BD 52.31 + 3.02 37.52 +£2.17

Tabla 6: Valores promedio (£ error estandar) de herbivoria expresados en porcentaje de

hojas dafiadas estimadas visualmente y su valor expresado en area foliar dafada. S1 =

Siembra temprana, S2 = Siembra tardia. N = 150 plantas.

Factor A Factor B Her_bivorja ) Hert_)ivorizi
Bloque (Cultivar) (Eecha de (% hoja da_nada Area fcz)llar~danada
siembra) promedio) (cm” dafiado)
1 Hyp 280 S1 21.53+1.89 10.54 £ 0.93
1 Hyp 280 S2 20.83 £1.82 10.20 +£ 0.89
1 Hyp Artasa S1 36.61 + 2.77 26.26 £ 1.99
1 Hyp Artasa S2 26.33+2.34 18.89 + 1.68
2 Hyp 280 S1 22.43+1.92 10.98 £ 0.94
2 Hyp 280 S2 23.25+2.13 11.38+1.04
2 Hyp Artasa S1 35.40 £ 2.65 25.39 £ 1.90
2 Hyp Artasa S2 40.79 + 2.50 29.26 £ 1.79
3 Hyp 280 S1 18.21+£1.55 8.91+0.76
3 Hyp 280 S2 19.81+£1.79 9.69+0.88
3 Hyp Artasa S1 37.7+2.59 27.04 £1.85
3 Hyp Artasa S2 38.37 £ 2.67 27.52 +£1.91
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2. Dieta artificial para cria de Spodoptera frugiperda )

e 112 g de porotos alubia molidos.

e 26 g de germen de trigo molido.

e 22.5gde levadura de cerveza natural.
e 4.5 de &cido ascorbico.

e 0.75 g de acido sorbico.

e 1.5 gde nipagin.

e 1.5 ml de formaldehido al 40%.

e 30 g de agar grado alimenticio.

e 550 ml de agua destilada.

Los porotos se lavaron con agua corriente fria unos segundos, se secaron con papel
y se molieron hasta obtener una pasta, a la cual se incorpor6 el germen de trigo y la
levadura de cerveza. En otro recipiente se prepard la mezcla de conservantes (&cido
ascorbico, acido sorbico, nipagin y solucion de formaldehido) con 50 ml de agua destilada
a temperatura ambiente. El agar se coloco junto con 500 ml de agua destilada en un
erlenmeyer donde se calent6 a bafio maria hasta obtener un liquido espeso. El agar liquido
se incorporé luego o a la pasta formada anteriormente y se dejo enfriar la preparacion antes

de incorporar la mezcla de conservantes. La dieta se conservo en heladera.

@) Informacién otorgada por el Laboratorio de Quimica Fina y Productos Naturales, Facultad de

Ciencias Quimicas, Universidad Catolica de Cérdoba.
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