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Resumen

Los cultivares comerciales de soja DM 4210 y 5.81 presentan una respuesta diferencial al ataque

de los insectos. Desde la emergencia hasta la cosecha, la soja puede ser atacada por diferentes plagas
como larvas de lepidopteros y tisandpteros que se alimentan de sus hojas y reducen el rendimiento. Las
plantas presentan distintas lineas de defensa contra el ataque de herbivoros, como la sintesis de
metabolitos secundarios (dentro de los cuales se destacan los inhibidores de proteasas digestivas y los
flavonoides), regulada por distintas fitohormonas como el 4cido salicilico (SA), el acido jasmonico (JA)
y el etileno (cuyo precursor es el ACC o 1-aminociclopropano-1-carboxilato).
Se sembraron a campo ambos cultivares de soja. Con el objetivo de evaluar la
susceptibilidad/resistencia de los mismos al ataque de lepiddpteros y tisandpteros, se realizaron
experimentos de supervivencia y ganancia de peso de larvas de Spodoptera frugiperda y experimentos
de colonizacién, preferencia entre genotipos y tiempo de desarrollo de tisandpteros Caliothrips
phaseoli. Se determind que C. phaseoli prefiere y puede desarrollarse mejor en el genotipo 4210,
mientras que S. frugiperda puede alimentarse de ambos sin que ello afecte su supervivencia o su
ganancia de peso diferencialmente. Flavonoides como los derivados de quercetina se encuentran solo
en el genotipo 4210, mientras que los derivados de kaempferol se encuentran en mayor concentracion
en el 5.81.

Se realizaron aplicaciones exogenas de fitohormonas (SA, JA y ACC) 72 hs previas al
comienzo de los experimentos con el fin de evaluar el efecto sobre la preferencia y el tiempo de
desarrollo de los trips. Se indujeron cascadas de sefializacidon que provocaron una disminucion del
numero total de individuos de distintos estadios en el genotipo 4210, observandose un mayor efecto
con el JA. El JA también indujo los niveles de inhibidores de proteasas de tripsina en el genotipo 4210.
No se pudo evaluar el efecto de las fitohormonas en el genotipo 5.81 debido a que no se encontraron
individuos vivos en ninguno de los tratamientos. Estos resultados sugieren que C. phaseoli es muy
sensible a la composicién quimica de trifolios del genotipo 5.8i y a los metabolitos secundarios
inducidos por JA en el genotipo 4210. La aplicacion exdgena de JA seria recomendable como primera
medida para controlar las poblaciones de trips en cultivares comerciales susceptibles. Deberian
realizarse estudios in vitro con los diglicoésidos de kaempferol del cultivar 5.8i para determinar si una

mayor concentracion de los mismos por si sola es capaz de disminuir el ataque de trips.



Introduccion

La soja (Glycine max) es el cultivo oleaginoso de mayor importancia mundial y también
el mas sembrado en nuestro pais. La mayor parte de la produccion se utiliza en la obtencion de
aceite y harina de extraccion, enormemente consumidos por parte de los paises europeos debido

a su alto contenido proteico.

Fue introducida a comienzos del 1900 y con el paso de los afios se pudo observar una
rapida expansion de la superficie destinada al cultivo e inclusive una adopcion del mismo en
regiones donde tradicionalmente se cultivaban maiz o girasol. Ello se vio favorecido por la
estabilidad del mercado, las innovaciones técnicas que ofrecen una gran capacidad de
adaptacion de la soja a variedad de ambientes, la facilidad y manejo de la cosecha, y una alta

seguridad en cuanto al rendimiento de la misma.

Desde la emergencia hasta la cosecha, el cultivo de soja puede ser atacado por diferentes
plagas que se alimentan de sus hojas y reducen el rendimiento. Entre las plagas que atacan este
cultivo se encuentran los tisanopteros (Thysanoptera), que incrementan sus densidades
poblacionales con las altas temperaturas y el clima seco. Se caracterizan por poseer piezas
bucales asimétricas debido a la pérdida de la mandibula derecha durante el desarrollo, pretarsos
con un arolio reversible (”protrusible bladder”), adultos con alas lineales con largas setas
marginales (cuando se encuentran presentes) y dos o tres estadios pupales. Las especies
fitofagas de este orden presentan un aparato bucal sucto-raspador con el cual pueden explotar
el citoplasma de las células de las plantas como fuente de alimento. El dafio a los tejidos
vegetales se produce debido a que raspan la hoja y succionan el contenido celular, y en casos
severos pueden provocar defoliacion.

Sumado al dafio provocado por el tipo de alimentacion de este insecto, algunas especies
pertenecientes a la familia Thripidae pueden transmitir tospovirus (género Tospovirus, familia
Bunyaviridae), los cuales tienen un impacto econdémico importante debido a que afectan

cultivos de consumo masivo (Riley et al. 2011).

Otras de las tipicas plagas de la soja son las larvas de lepidopteros, como Spodoptera
sp., que pueden disminuir el rendimiento del cultivo (INTA. 2011). Spodoptera frugiperda es
un lepiddptero ampliamente distribuido en América, con 3 a 4 generaciones por afio. A

diferencia de otras especies de insectos de regiones templadas, no posee mecanismos de



diapausa. Tiene un habito alimentario polifago, pudiendo afectar no s6lo al cultivo de la soja
sino también al maiz (Zea mays), algodon (Gossypium hirsutum) y poroto (Phaseolus vulgaris),
entre otros. La larva de esta especie recibe el nombre comun de “gusano cogollero” u “oruga
militar tardia” debido a que cuando el alimento es escaso y hay una densidad elevada de larvas,
las mismas se desplazan hacia otros cultivos en masa, como si fueran un “regimiento” (Casmuz

et al. 2010).

Ante el ataque de un herbivoro o patogeno, las plantas presentan diversas lineas de
defensa, que pueden ser de naturaleza constitutiva o inducida, segin si estan presentes en la
planta independientemente de la presencia de herbivoros o no. Componentes estructurales que
actlian como una barrera fisica (como por ejemplo, tricomas, espinas), repelentes y toxinas son
ejemplos de defensas constitutivas; mientras que compuestos como los metabolitos
secundarios (inhibidores de proteasas digestivas, flavonoides, fenoles, volatiles entre otros) que
aumentan su contenido como respuesta al dafio producido por los herbivoros son defensas
inducidas. Las barreras fisicas debidas a procesos de lignificacion o produccion de resinas

también forman parte de estas lineas defensivas (Schoonhoven. 2005; Howe & Jander. 2008).

Los metabolitos secundarios son compuestos quimicos restringidos a ciertos grupos o
taxones, a los cuales se les atribuyen funciones relacionadas con la defensa de la planta frente
al ataque de insectos y otros organismos, si bien algunos autores consideran que los mismos
intervienen también en la respuesta frente a factores ambientales como la deficiencia
nutricional, la sequia y la radiacion ultravioleta. Estos compuestos son mayoritariamente
producidos a partir de precursores universales como diversos aminodcidos, el acido shikimico

y el acetil-coenzima A (Figura 1 & Schoonhoven. 2005).
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Figura 1: vias de sintesis de los principales grupos de metabolitos secundarios en plantas
(Schoonhoven. 2005).

La sintesis de los metabolitos secundarios estd regulada por distintas fitohormonas,
como el acido salicilico (SA), el acido jasmoénico (JA) y el etileno (cuyo precursor es el ACC
o 1-aminociclopropano-1-carboxilato), que pueden ser combinadas de manera diferencial para

obtener una respuesta especifica frente a cada estimulo.

El JA y sus compuestos derivados (Figura 2), conocidos como jasmonatos, son
indicadores del dafo tisular y provocan la activacion de respuestas de defensa contra una gran
variedad de insectos herbivoros. Estas respuestas incluyen la sintesis del 4cido metil-jasménico
(MelJA, volatil), la formacion de jasmonoil-isoleucina (JA-Ile) asi como de otros conjugados
(JACs) y enzimas. La hormona puede actuar sinérgicamente con el etileno, aumentando los
niveles de respuesta de las plantas frente al ataque de insectos. De acuerdo con el trabajo de
Howe & Jander (2008), las plantas mutantes del gen COI11, que interviene en la ruta de
sefnalizacion del 4cido jasmonico, resultaron ser muy susceptibles al ataque de distintos
artropodos, permitiendo concluir que los jasmonatos tienen un papel central en la regulacion

de las respuestas de defensa contra la herbivoria. La tercera hormona que participa en las



respuestas inmunologicas de las plantas es el SA, que en general regula la induccion de
defensas relacionadas con el ataque de patdégenos y de algunos insectos picadores, como los
afidos. Es interesante destacar que el SA actia en forma antagdnica con el JA, la induccion del
SA disminuye la acumulacién de JA. La importancia de estas hormonas se pone en evidencia
en el trabajo de Selig et al. (2016), quienes evaluaron el desarrollo de poblaciones de los trips
en plantas de soja tratadas con las fitohormonas SA y MeJA (precursor disponible
comercialmente del JA). Este trabajo demuestra que la aplicacion de MeJA provoca una
disminucién del 47% del tamafio poblacional de los trips, el efecto antagonista del SA con el
JA al aplicarlos conjuntamente, y no descartan que el etileno también podria estar involucrado

en las respuestas comportamentales registradas.
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Figura 2: ruta de los octodecanoides para la sintesis del acido jasmoénico (JA) y sus derivados
bioactivos. En el cloroplasto, el acido linoleico es convertido en acido 12-oxo-fitodienoico
(OPDA), por accion de las enzimas LOX, AOS y AOC. Una vez en el peroxisoma, intervienen
las enzimas OPR3, OPCLI1 y beta-oxidasas, para obtener JA. El JA es luego metabolizado a
distintos derivados bioldgicamente activos (indicados con flechas rojas), como por ejemplo, el
acido metil-jasmonico (MeJA), un conjugado con el precursor del etileno (JA-ACC), el
jasmonoil-isoleucina (JA-Ile) y otros compuestos conjugados (JACs). JA-Ile-Me hace
referencia al compuesto JA-Ile metilado. (Howe & Jander. 2008).



Una de las defensas mas importantes de la soja contra el ataque de insectos y reguladas
por el JA/ET son los inhibidores de proteasas (PI). Estos metabolitos secundarios de naturaleza
proteica se unen a proteasas digestivas presentes en el intestino de los organismos que se
alimentan del tejido vegetal, formando asi complejos que disminuyen parcial o totalmente la
actividad proteolitica, e interfieren de esta manera en el crecimiento y desarrollo de los los
insectos herbivoros (Ryan. 1990). Outchkourov et al. (2004) observaron una disminucion del
50% en la fecundidad de los trips cuando se alimentaron de una dieta artificial con Pls, asi
como también una reduccion en el tamafio poblacional de los trips que se alimentaron sobre
cultivos de papa transgénica que sobre expresaba PIs. Ademads, estas proteinas expresadas en
tabaco resultaron ser defensas eficientes contra larvas de lepidopteros (Zavala et al. 2004).

Los PIs se encuentran generalmente en altas concentraciones en células
parenquimaticas, pero también son detectables en hojas frente al ataque de insectos o patdégenos
(Ryan. 1990). Los PIs en el intestino de los insectos impiden el acceso al sustrato, reducen la
disponibilidad de aminoacidos de la dieta ingerida y en algunos casos pueden ocasionar la

muerte del herbivoro (Ryan. 1990; Franco et al. 2004).

Otras de las defensas importantes de la soja contra el ataque de insectos son los
flavonoides, que en su mayoria se encuentran en forma de glucdsidos, pudiendo ser
almacenados en las vacuolas de la células vegetal (Schoonhoven. 2005). Pueden clasificarse a
su vez en 2-fenilcromanos (flavonoides) y 3-fenilcromanos (isoflavonoides) (Figura 3). Estos
compuestos fenolicos intervienen en funciones relacionadas con la atraccion de organismos
polinizadores y simbiontes, asi como también en la proteccion de las plantas contra el dano
producido por la radiacion ultravioleta, y pueden actuar como aleloquimicos o factores contra

la herbivoria (Dixon & Pasinetti. 2010).



Figura 3: clases de flavonoides y breve esquema de su biosintesis. A. Esqueletos de 2- y 3-
fenilcromanos. B. Esquema de sintesis; CHS, F3H, FLS, DFR e IFS hacen referencia a las
enzimas que intervienen en dicha sintesis. Todas las clases de (iso) flavonoides pueden ser
ademas modificados por reacciones de sustitucion (Dixon & Pasinetti. 2010).

Los cultivares comerciales de soja DM 4210 y DM 5.81 presentan una respuesta
diferencial al ataque de los insectos, siendo el primero susceptible y el segundo, resistente.
Analizando el perfil quimico de los mismos, se puede observar que el cultivar 4210 tiene un
menor nivel de inhibidores de proteasas, asi como diversos flavonoides de los cuales carece el
cv. 5.81 (triglicosidos y diglicosidos de quercetina y diglicosidos de kaempferol). En
experimentos observacionales y ensayos a campo se advierte una preferencia de los trips por
el cultivar 4210 y una preferencia por trifolios control respecto de trifolios que fueron tratados

con ACC o JA, segun el genotipo (no publicado).

Actualmente se desconocen los mecanismos moleculares de la respuestas defensivas de
la soja frente a la herbivoria de los trips, si bien hay estudios que sugieren que el JA tiene un
rol importante (Selig ef al. 2016). También se han utilizado pesticidas que suprimen la via del
JA e inducen rutas de sefializacion en las cuales estd involucrado el SA, logrando reducir la
abundancia de trips en los cultivos (Reisig et al. 2012), con lo cual no es claro cual de estas

hormonas estan involucradas en la respuesta, o si las mismas actiian conjuntamente.
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Por otro lado, en general el ataque de los trips a la soja ocurre en conjunto con otras
especies como larvas de lepidopteros, por lo que determinar el efecto de las defensas inducidas
por los trips sobre las larvas y viceversa es importante para el control de estos insectos plaga.
Poder dilucidar dichos mecanismos asi como identificar compuestos presentes en los cultivos
que disminuyan la palatabilidad, oviposicidon o afecten negativamente el desarrollo de trips y
larvas lepidopteros, como la de Spodoptera sp. es de vital importancia para poder proponer
nuevos métodos de mejoramiento de cultivos, pudiendo evitar el uso de insecticidas

tradicionales u otros compuestos sintéticos.
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Objetivos

e Analizar y caracterizar la respuesta de dos cultivares comerciales de soja (DM 4210 y
DM 5.81) con distintos niveles de defensa frente al ataque de trips Caliothrips phaseoli
y larvas de Spodoptera frugiperda, cuantificando los isoflavonoides e inhibidores de
proteasas presentes en las hojas.

e Evaluar el comportamiento, el crecimiento y el desarrollo de las larvas de Spodoptera
frugiperda y la preferencia de los trips Caliothrips phaseoli luego del ataque de estos
insectos y frente a la aplicacion de fitohormonas como el SA, JA y ACC en los

cultivares.

Hipotesis

1. Hay una mayor concentracion de compuestos quimicos defensivos como inhibidores
de proteasas e isoflavonoides en el cultivar resistente (5.81) respecto del susceptible
(4210).

2. El cultivar 5.81 es menos preferido por los trips que el cultivar 4210 y la supervivencia
y fecundidad de trips es menor en el cv. 5.81 que en el 4210.

3. Al aplicar fitohormonas, hay cambios en la supervivencia, en la fecundidad y en la
preferencia por la alimentacion de los trips y larvas de Spodoptera frugiperda.

4. Las diferencias en la resistencia a los trips observadas en los cultivares afectaran de la

misma manera la supervivencia de las larvas de Spodoptera frugiperda.
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Materiales y métodos

1. Material botanico y condiciones de cultivo

Se sembraron en el campo experimental de la Facultad de Agronomia (UBA) dos
cultivares comerciales de soja (Genotipo 4210 y 5.8i, Semillera Don Mario) a fines de
Diciembre/comienzos de Enero. Las cuatro parcelas (3,6 x 1,6 m) sembradas se dividieron de
manera que en las mismas se fueran alternando 3 hileras de plantas de cada genotipo, con un
espacio de aproximadamente 15 centimetros entre una hilera y otra.
Las plantas fueron regadas para mantener un abastecimiento O6ptimo de agua y el lote se
mantuvo desmalezado manualmente. Desde el momento de emergencia hasta que las plantas
desarrollaron la primer hoja verdadera se protegi6 a las plantulas del ataque de palomas usando

una mediasombra.

2. Spodoptera frugiperda
Se utilizaron huevos de cria del IFEVA/FAUBA, y una vez eclosionados se utilizaron

los neonatos, a modo de indicador general de la resistencia de los cultivares.

2.1.Curva de supervivencia

Se utilizaron plantas de soja de los genotipos 4210 y 5.8i. Se colocaron 12 neonatos de
Spodoptera frugiperda por trifolio, dentro de una bolsa de tul que evitara que los mismos se
escaparan (sellandola con cinta de papel) y se contabilizé el niumero de individuos vivos

durante 7 dias, en ambos genotipos. Se realizaron 6 réplicas por tratamiento.

2.2.  Ganancia de peso de larvas
Se pesaron las larvas provenientes del experimento de supervivencia el mismo dia en que
concluy6 dicho ensayo. Se trabajé con 10 larvas que se habian alimentado con trifolios del

genotipo 4210, y 12 con el genotipo 5.8i.

2.3. Inhibidores de proteasas (tripsina)
Las muestras provenientes de los experimentos de supervivencia y del peso de las larvas
fueron cosechadas, colocando los trifolios en pequefios sobres de papel aluminio, debidamente
rotulados, y conservandolos en nitrégeno liquido hasta su posterior reserva en un freezer a -

80°C. También se cosecharon trifolios de ambos genotipos que fueron cubiertos por bolsas de

13



tul vacias (controles). Se cosecharon en total 6 trifolios dafiados y 6 trifolios control, por cada

genotipo.

Para extraer los inhibidores de tripsina se morterearon en N> liquido 150mg de material
fresco (hojas), y se vortexed en 0,525 ml de buffer de extraccion durante 5 minutos. Luego se
centrifugd a 11.000g durante 15 minutos a 4°C y se levanto el sobrenadante (extracto de
inhibidores). Luego se coloco en la lectora de microplacas: 115ml buffer de corrida (Tris-Cl
0,1 M; pH 7,8; CloCa 20mM), 10ml de 0,08mg Tripsina Bovina/ml buffer corrida, 15ml de
extracto de inhibidores y se incubaron durante 10 min a 37°C. Luego se agregaron 50ml del
sustrato a-N-Benzoil-L-arginina-p-nitroanilidina (Bapna; 1mg/1ml de buffer de corrida). La
corrida se hizo a 37°C y se ajusto al lector en la longitud de onda de 410 nm (Van Dam et al.,
Fortunato et al., 2007). La preparacion del buffer se realizé agregandole a un litro de buffer
Tris-Cl 0,1M: 50g polivinil polipirrolidona (PVPP), 2g Fenioltiourea, 5g Dietydicthocemnet,
18,6 g Na2EDTA.

El valor de inhibicion de la actividad de tripsina se relativizo a la concentracion de
proteina del extracto, la cual fue medida usando Bio-Rad’s Protein Assay y albumina bovina

como estandar.

2.4. Determinacion de isoflavonoides

Las hojas provenientes de los experimentos de supervivencia y del peso de las larvas
fueron cosechadas, y los trifolios fueron colocados en pequefios sobres de papel aluminio,
debidamente rotulados, y conservados en nitrogeno liquido hasta su posterior reserva en un
freezer a -80°C. También se cosecharon trifolios de ambos genotipos que fueron cubiertos por

bolsas de tul vacias (controles).

Para la determinacion de isoflavonoides en hojas, se morterearon 0,1g de material verde
(peso fresco) en N> liquido, se adicionaron 0,9 ml de metanol 80% y se vortexed durante 2
minutos. Luego se sonico durante 1 minuto y se coloraron las muestras en hielo durante 2 horas.
Posteriormente se centrifugd durante 10 minutos a 11.000 g. Se adicionaron 0,4 ml de
cloroformo y 0,2 ml de agua destilada y se realizd una segunda centrifugacion por 4 minutos.
Se sustrajeron las fases acuosas y se dispusieron en viales. Las muestras fueron analizadas por
un HPLC con una columna analitica Eclipse XDB-C18 4,6 x 150 mm, 5Smm utilizando un

gradiente entre acetonitrilo (ACN) y agua acidulados con acido acético (1%) durante 30
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minutos a un flujo de Iml/min (Omin-15ACN% y 30min-36%ACN). El detector UV-Vis fue

seteado a 360 nm.

Se realizaron 3-4 réplicas por tratamiento.

3. Trips
Se colectaron adultos de Caliothrips phaseoli utilizando un frasco con cierre hermético
con dos salidas, que permitian succionar de una salida y hacer vacio en el recipiente de manera
de colectar trips desde la otra boca, excepto en el experimento de colonizacion natural.
3.1. Colonizacion natural
Se tomaron trifolios del tercio superior al azar y se contabiliz6 el nimero de trips adultos

por trifolio (n=20 o 21), en ambos genotipos.

3.2. Crecimiento y desarrollo de los trips
Se colocaron 12 trips por bolsa, y dentro de la misma se dispuso un trifolio de uno u
otro genotipo. Se contabilizé el nimero de huevos, larvas y adultos por trifolio, en cada caso

luego de 14 dias. Se realizaron 6 réplicas por tratamiento.

3.3. Preferencia entre genotipos 4210 y 5.8i
Se colocaron 15 trips adultos por bolsa de tul, la cual envolvia un trifolio del genotipo
4210 y uno del 5.8. Se contabiliz6 el nimero de individuos presentes en cada trifolio, durante
4 dias (96 hs desde el momento en el cual se colocaron inicialmente los insectos). Se realizaron

6 réplicas por tratamiento.

3.4. Determinacion de los inhibidores de proteasas (tripsina)

Se siguid el protocolo descripto para las muestras de hojas dafiadas por las larvas de
Spodoptera frugiperda. Se utilizaron las muestras cosechadas del experimento de preferencia
entre genotipos 4210 y 5.8i del afio 2016, y muestras a las cuales se les habia aplicado una
determinada fitohormona 72 hs previas al momento de cosecharlas (ver 3.6 Preferencia en

ambos genotipos con fitohormonas). Se realizaron 3-4 réplicas por tratamiento.

3.5. Determinacion de flavonoides
Se siguio6 el protocolo descripto para las muestras de hojas de los experimentos con
Spodoptera frugiperda. Se utilizaron las muestras cosechadas del experimento de preferencia

entre genotipos 4210 y 5.81. También se cuantificaron los flavonoides presentes en hojas a las

15



cuales se les habia aplicado una determinada fitohormona 72 hs previas al momento de
cosecharlas (ver 3.6 Preferencia en ambos genotipos con fitohormonas). Se realizaron 3-4

réplicas por tratamiento.

3.6. Preferencia en ambos genotipos con fitohormonas (ACC, JAy SA)
En el caso del JA, se aplicé una concentracion de 1 mM a las hojas de soja. Para ello,
se tomaron 68 microlitros de metil jasmonico y 140 microlitros de etanol, y se llevaron a un

volumen final de 300 cm® con agua destilada, en un pulverizador.

Se aplico también una solucion de ACC 1 mM. La misma fue preparada pesando 0,005
g de ACC y diluyendo el mismo en 50 ml de agua destilada. Posteriormente se lo coloc6 en un

pulverizador.

En el caso del SA, se aplico una concentracion de 1,5 mM. Se pesaron 0,069 g de SA

y se llevaron a un volumen final de 300 cm® con agua destilada, en un pulverizador.

Las hormonas fueron pulverizadas entre 72 hs previas al momento en el cual se
colocaron los insectos y se comenzaron a realizar las observaciones. Luego de pulverizar una
sola vez por cada lado del trifolio, se coloco el mismo dentro de una bolsa de tela individual,
sellando sus bordes con cinta de papel. Para los trifolios controles, se realiz6 algo similar, pero

con agua destilada.

Luego de las 72 hs, se quitaron las bolsas individuales y se dispusieron de un trifolio
pulverizado con hormona y un trifolio control dentro de una misma bolsa de tela. En dicha
bolsa se habian colocado (12 + 3) thrips. Luego se contabiliz6 el nimero de individuos adultos

por trifolio, cada dia, durante 96 hs.
3.7. Crecimiento y desarrollo de los trips con aplicacion de fitohormonas

Se evaluo el efecto de la aplicacion de las fitohormonas previamente mencionadas (JA,
SA y ACC) sobre el crecimiento y desarrollo de los trips, en ambos genotipos. Se utilizaron
concentraciones de | mM de JA, 1 mM de ACC y 1,5 mM de SA. Dichas hormonas fueron
pulverizadas en cada caso sobre ambas caras del trifolio tratado, 72 hs antes del comienzo del

experimento.
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Se colocaron (15 £ 2) trips por bolsa de tul, y dentro de la misma se dispuso un trifolio
de uno u otro genotipo, y los trifolios tratados con hormonas o sin tratar (control). Se

contabiliz6 el nimero de huevos, larvas y adultos por trifolio, en cada caso, luego de 14 dias.
3.8. Interaccion Spodoptera frugiperda- trips

Se colocaron 12 neonatos de Spodoptera frugiperda por trifolio, se los cubrié con una
bolsa de tul (30 cm x 30 cm) y se permitié que se alimenten durante 72 hs. Luego de dicho
lapso de tiempo, se realizd un experimento de preferencia de trips entre trifolios control y
trifolios que hubieran sido sometidos a dafio por S. frugiperda. Para ello, se colocaron (15 £ 3)
thrips adultos por bolsa de tul, 1a cual envolvia un trifolio control y uno dafiado, y se contabiliz6
el numero de individuos presente en cada trifolio, durante 4 dias (96 hs desde el momento en

el cual se colocaron inicialmente los trips).

Este experimento no se pudo llevar a cabo debido a una falta de huevos/neonatos de

Spodoptera frugiperda.

Analisis estadistico

Las curvas de supervivencia para larvas de Spodoptera frugiperda fueron analizadas
utilizando un test de chi-cuadrado y uno de Gehan-Breslow-Wilcoxon.

Los datos obtenidos en el experimento “Ganancia de peso de larvas de Spodoptera
frugiperda” fueron analizados con un ANOVA de 1 factor, habiéndose previamente
corroborado el cumplimiento de los supuestos de homocedasticidad y normalidad.

Para el andlisis de datos provenientes de los ensayos de “Inhibidores de proteasas de
tripsina”, se plantearon modelos lineales generales (GLS) en los cuales se model6 la varianza
con las funciones identidad, exponencial y potencia, considerando el genotipo y el nivel de
dafio como variables explicatorias de efecto fijo e incorporando la interaccion entre los mismos
en el modelo. Se seleccion6 aquel modelo con menor valor del criterio de informacion
Bayesiano (BIC), considerandose una diferencia igual o mayor a 2 unidades como significativa.
Se corrobor6 ademas el cumplimiento del supuesto de normalidad con un test de Shapiro-Wilks

y una distribucion azarosa de los residuos graficamente.
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En el caso de la “Determinacion de isoflavonoides”, se realizé un analisis con un
ANOVA de 1 factor o con un modelo lineal general con modelado de la varianza (funcion
identidad) cuando el compuesto identificado estuviera presente en un solo genotipo. Si el
compuesto se hallaba en ambos genotipos, se plantearon distintos modelos lineales generales
(GLS) y se seleccion6 aquel con menor BIC, de acuerdo con el criterio mencionado
anteriormente. Se corroboraron ademas el cumplimiento del supuesto de normalidad con un
test de Shapiro-Wilks y una distribucion azarosa de los residuos graficamente.

Se utilizé un modelo lineal generalizado (GLM) (distribuciéon Poisson, considerando el
“genotipo” como variable explicatoria de efecto fijo) para analizar el efecto del genotipo sobre
la colonizacion natural de trips en soja. Se corroboré ademas que no hubiera sobre o
subdispersion en los datos.

Se realiz6 una prueba de correspondencia en el caso del ensayo de “Performance de
trips” con las frecuencias observadas el dia 14 del experimento.

Por ultimo, los datos obtenidos en los experimentos de “Preferencia de trips entre
genotipos” fueron expresados en proporciones y analizados con una prueba chi-cuadrado, para
determinar si las mismas diferian respecto de aquellas esperadas por el azar y aplicandose la
correccion de Bonferroni secuencial en el caso que fuera necesario, debido a que las
observaciones no eran independientes entre si. También se analizaron los datos con modelos
lineales generales considerando el factor “tiempo” como variable explicatoria de efecto fijo y
la “unidad experimental” como una variable explicatoria de efecto aleatorio, con el fin de
determinar si habia un efecto del tiempo en las proporciones observadas de insectos en un dado
trifolio. Se selecciond aquel modelo con menor BIC y que cumpliera con los supuestos de
homocedasticidad y normalidad. En la “Preferencia con fitohormonas”, se incorpord ademas

el factor “hormona” como variable explicatoria de efecto fijo.
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Resultados

Seccion A. Desarrollo de Spodoptera frugiperda y Caliothrips phaseoli sobre cultivares
comerciales de soja

Con el objetivo de evaluar el crecimiento y desarrollo de las larvas de Spodoptera
frugiperda en dos cultivares comerciales de soja con diferentes perfiles quimicos (DM 4210 y
DM 5.81), se permitio la alimentacidon de neonatos sobre las plantas de ambos cultivares durante

7 dias y se contabilizé el numero de neonatos vivos cada dia, expresandolo en porcentaje
(Figura 4).
Curvas de supervivencia de larvas de Spodoptera frugiperda
en cultivares comerciales de soja

O Genotipo 5.81
£ Genotipo 4210

Chi-cuadrado 0,68
Gehan-Breslow-Wilcoxon 0,35

i }g\\
t%»— $— N ::::__—g

0 2 4 o b

Porcentaje de larvas vivas (%)

Dia

Figura 4: curvas de supervivencia de larvas de Spodoptera frugiperda en los genotipos 4210
y 5.81. Las barras de error representan el error muestral (n=5 6 6). Se muestran los valores P

para un test chi-cuadrado y un test Gehan-Breslow-Wilcoxon. Los asteriscos indican la
existencia de diferencias significativas (p-valor<0,05).

Los tests de chi-cuadrado y Gehan-Breslow-Wilcoxon no revelaron que existieran
diferencias significativas entre las curvas de supervivencia de ambos genotipos. La
supervivencia media de las larvas que se alimentaron del genotipo 4210 fue de 3 individuos,

mientras que en el genotipo 5.8i fue de 2 individuos.
También se evalu6 la ganancia de peso en cada caso, una vez finalizado el experimento

de supervivencia (Figura 5). El peso promedio a los 7 dias de vida de las larvas de Spodoptera

frugiperda fue de 5,28 + 0,73 mg para los individuos que habian sido alimentados con el
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genotipo 5.81, mientras que aquellos alimentados con el genotipo 4210 tuvieron un peso
promedio de 4,12 £ 0,67 mg.

Ganancia de peso de larvas de Spodoptera frugiperda

Genotipo 0,26
5,25

Peso (mg)
-
LA

1,75

Genotipo 4210 Genotipo 5.81

Figura 5: peso promedio de larvas de Spodoptera frugiperda de 7 dias de vida, luego de haber
sido alimentadas con cultivares comerciales de soja. Las barras de error representan el error
muestral (ns210= 10, nsg=12). Se muestra el valor P para un ANVA de un factor. Los asteriscos
(*) indican que las medias difieren significativamente entre si (valor P <0,05).

No se detectaron diferencias significativas en el peso promedio de larvas de 5 dias de

vida alimentadas de ambos genotipos (p=0,26).

Con el fin de caracterizar la preferencia de alimentacion natural de los individuos de
Caliothrips phaseoli entre ambos cultivares, se cuantificd la colonizacién natural a campo
(Figura 6), y posteriormente se realiz6 un experimento de preferencia entre genotipos (Figura

7).

Colonizacion natural de trips en soja

12
T ] .

© GLM Poisson <0,0001
3
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5% 3
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Genotipo 4210 Genotipo 5.8i

Figura 6: nimero de trips adultos por trifolio. Los trifolios fueron elegidos al azar y
pertenecieron al tercio superior de follaje del cultivo. Se muestra el valor P para un GLM con
distribucion de Poisson. Las barras de error representan el error muestral (n=20 o 21). Los
asteriscos (*) indican que las medias difieren significativamente entre si (£<0,05).

20



Se detectaron diferencias significativas en el numero de insectos observados por trifolio
en las hojas pertenecientes a las plantas de distinto genotipo, se encontré un mayor nimero de
trips en los trifolios del genotipo 4210 (p<0,0001). El nimero promedio de individuos en los

trifolios del cultivar 4210 fue de 10,65 £ 0,87, mientras que en el 5.8i fue de 5,24 + 0,55.

A

Preferencia de trips adultos entre cultivares comerciales de soja

0.5

Preferencia por genotipo 4210 * Afio 2016

GLS
Tiempo 0,34

No hay preferencia .
Chi-cuadrado
l hs 0,09
24 hs 0,08
48 hs 0,02
72 hs 0,04
96 hs 049

Preferencia de trips adultos (proporeion)

Preferencia por genotipo 5.81
0.5

0 24 48 72 96

Tiempo (hs)

Preferencia de trips adultos entre cultivares comerciales de soja
0.3

Preferencia por genotipo 4210 Ao 2017

GLS
* Tiempo 0,03

Test de Tukey
72 hs - 48 hs 0.86
No hay preferencia 96 hs - 48 hs 0,05
72hs-96hs 0,01

* Chi-cuadrado
24 hs 0,08
48 hs 0,05
72 hs 0,04

Preferencia por genotipo 5.81 96 hs 0,08

Preferencia de trips adultos (proporcion)

-0,5

0 24 48 72 96
Tiempo (hs)

Figura 7: preferencia de trips adultos por un trifolio del genotipo 4210 o un trifolio del
genotipo 5.81 en funcion del tiempo en dos ensayos independientes. Los datos fueron
expresados como proporcion de adultos, considerando el nimero de individuos presentes sobre
un dado trifolio respecto del nimero total, y de modo que una proporcion de 0,5 fuera
equivalente al 0 del eje de ordenadas (no hay preferencia). Las barras de error representan el
error muestral (n=6). Se muestran los valores P para un GLM con tiempo inicial como
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covariable y modelado de la matriz de covarianza, para contrastes a posteriori (Tukey) y para
tests Chi-cuadrado. Se realizaron correcciones secuenciales de Bonferroni a los valores P de
los tests chi-cuadrado. Los asteriscos (*) indican que las medias difieren significativamente
entre si o que la proporcion difiere significativamente de 0,5 (P <0,05). A) Afio 2016. B) Afio
2017.

En ambos afios se observd una tendencia a una mayor preferencia de los trips a
alimentarse de los trifolios del genotipo 4210, que luego fue disminuyendo a medida que
transcurrieron los dias. El tiempo no tuvo un efecto significativo en el afio 2016 (Figura 74),
pero si en 2017, encontrandose que las proporciones medias entre las 72 y las 96 hs difirieron

significativamente entre si (Figura 7B).

Al analizar si las proporciones de trips adultos observadas en el experimento de
preferencia entre genotiposeran distintas de una distribucion esperada por azar mediante el test
de Chi-cuadrado y corrigiendo con Bonferroni debido a la realizacion de multiples tests sobre
las mismas unidades experimentales, se pudo determinar que a las 48 y 72 hs de iniciado el
experimento realizado en 2016, y a las 72 hs de iniciado el experimento llevado a cabo en
2017, las proporciones de estos insectos difirieron significativamente respecto de las esperadas
por azar (Figuras 74 y 7B). El tiempo de desarrollo de los trips difiri6 entre los cultivares de
soja. Luego de 14 dias, hubo una reduccion considerable del nimero de adultos respecto del
tiempo inicial y un mayor nimero total de individuos en trifolios del genotipo 4210 (Figura
8). El genotipo es independiente del estadio del insecto (Prueba de correspondencia, p=0,004),
habiendo una asociacion positiva entre huevos, larvas y el genotipo 4210, y entre trips adultos
y el genotipo 5.81. Mi resultados sugieren que la alimentacion sobre los diferentes cultivares

comerciales de soja podria afectar el ciclo de vida de tisandpteros de manera diferencial.
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Performance de trips en cultivares comerciales de soja
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Figura 8: desarrollo de tisanopteros en trifolios de cultivares 4210 y 5.8i luego de 14 dias.
Inicialmente se coloraron 12 trips adultos por réplica. Se realizaron 6 réplicas por tratamiento.
A) Proporcion de individuos de distintos estadios (adulto, larva y huevo) segln el tratamiento.
B) Numero total de individuos de cada estadio (adulto, larva y huevo) segln el tratamiento.

Seccion B. Defensas constitutivas e inducidas: inhibidores de proteasas y compuestos

fendlicos presentes en el tejido foliar de cultivares comerciales de soja.

Debido a que Spodoptera frugiperda presenta un aparato bucal de tipo masticador y
Caliothrips phaseoli posee un aparato bucal de tipo raedor, se determind la respuesta de la soja
frente al dafo diferencial de estos dos tipos de herbivoro. Con el objetivo de caracterizar los
niveles de compuestos quimicos que intervienen en la defensa de las plantas frente al ataque
de herbivoros y determinar si son ademas de naturaleza constitutiva o si pueden ser inducidos
por herbivoria, se cuantificaron los niveles de actividad de los inhibidores de proteasas de
tripsina (Figuras 94 y 9B), asi como los compuestos fendlicos presentes en trifolios de ambos

cultivares, con y sin dafio de los insectos (Figura 10).

Al determinar los niveles actividad de inhibidores de proteasas, se observo un efecto
del cultivar independiente del efecto del nivel de dafio de las hojas, en el caso de muestras
provenientes de los experimentos con Spodoptera frugiperda (interaccion no significativa,
p=0,58). Hubo un efecto del genotipo en el nivel de actividad inhibitoria relativizada a la
cantidad de proteina (p=0,008), encontrandose mayores niveles en el genotipo 4210 respecto
del 5.8i. También hubo un efecto del nivel de dafio, indicando que la herbivoria seria capaz de

inducir mayores niveles de estos compuestos quimicos (p=0,001) (Figura 9A4).
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En muestras provenientes de experimentos con trips adultos (Caliothrips phaseoli)
(Figura 9B), el efecto del genotipo del cultivar también fue independiente del efecto del nivel
de dafio de la muestra vegetal (interaccion no significativa, p=0,46). Sin embargo, no hubo un
efecto del genotipo del cultivar (p=0,24), a diferencia de lo observado con el nivel de dafio
(p=0,04). Los niveles de actividad de los inhibidores de proteasas fueron mayores en muestras
dafiadas que en muestras control, independientemente del genotipo. En este caso, los niveles
basales de actividad de inhibidores de proteasas no difirieron entre los genotipos, en

contraposicion con los resultados provenientes de los experimentos con Spodoptera

A Inhibidores de proteasas (tripsina) B Inhibidores de proteasas (tripsina)

a3 a3
£ Genotipo 0,008 O Control £ Genotipo 0,24 O Control
=] Daiio 0,001 E Dano 0,04
£ 24 e £ 24 ' i
a7 Interaccion 0,58 ® Spodoptera 3 Interaccién 0,46 ® Trips
E S
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:'E 1,2 % 1,2
:
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Genotipo 4210 ‘ Genotipo 5.81 Genotipo 4210 ‘ Genotipo 5.81

frugiperda.

Figura 9: actividad inhibitoria relativizada a la cantidad de proteina presente en trifolios de los
genotipos 4210 y 5.81, con y sin dafo por herbivoria. Las barras de error representan el error
muestral (n=3 o 4). Se muestran los valores P para un GLS con modelado de la varianza
(funcién potencia en el caso de Spodoptera y funcidon exponencial en el caso de trips). A)
Spodoptera frugiperda. B) Trips.

Al cuantificar distintos compuestos fenolicos presentes en el tejido foliar, se pudo
observar que mientras algunos fueron de naturaleza constitutiva, otros fueron inducidos por

herbivoria y que ademas la induccion fue especifica en algunos casos.

Uno de los compuestos identificados en este estudio fue un derivado benzoico, que fue
inducido por herbivoria de Spodoptera frugiperda en el genotipo 4210 (Figura 10A), contrario
a lo ocurrido conel dafio producido por los trips en ambos genotipos (Figura 10B, p=0,06)
(Figura 10B). En muestras no dafiadas no se encontrd produccion de este compuesto y es
posible que el bajo nivel detectado en muestras del genotipo 5.81 en el caso de Spodoptera
frugiperda se debiera a danos previos realizados por otros herbivoros presentes en el campo

experimental.
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El triglicosido de quercetina fue ubicuo del genotipo 4210, de naturaleza constitutiva.
La herbivoria tuvo un efecto diferencial sobre los niveles de quercetina que vario con la especie
de insecto que produjo el ataque, evidenciandose una tendencia hacia una mayor produccion
del compuesto cuando el dafio fue realizado por trips (Figura 10D) y una disminucion
significativa de los niveles del compuesto cuando el dafio lo produjeron larvas de Spodoptera

Sfrugiperda (p=0,024) (Figura 10C).

La daidzina fue inducida por herbivoria, pero varié de acuerdo a la especie de insecto
que produjo el dano (Figuras 10E y 10F). El aumento de este compuesto no fue significativo
en ambos casos (p=0,18, Spodoptera; p=0,36, trips). Se detectdé daidzina en muestras no
dafiadas del genotipo 5.8i, pudiendo deberse nuevamente a dafio previo provocado por

herbivoros no controlados.

El triglicosido de kaempferol es producido contitutivamente y se encontré en ambos
genotipos. El efecto producido por el dafio por herbivoria es similar al observado para el
triglicosido de quercetina: hay una disminucion significativa del nivel del triglicosido cuando
el dafio es provocado por Spodoptera frugiperda (p=0,04) (Figura 10G). En el caso del ataque
de trips, los niveles de este compuesto fendlico fueron similares entre muestras control y

muestras dafiadas (p=0;83) (Figura 10H).

Los diglicosidos de quercetina estan solo presentes en el genotipo 4210, de manera
constitutiva (Figuras 10I-L). La herbivoria de Spodoptera frugiperda, disminuyo6 la
concentracion de uno de los isdémeros (B) en el tejido foliar (p=0,019). La concentracion del

isomero A, en cambio, no se ve alterada por el dafio por herbivoria.

La genistina se encuentra presente en ambos genotipos, en cantidades similares. El dafio
por trips no produce alteraciones en el nivel de este compuesto (p=0,23) (Figura 10N), a
diferencia de Spodoptera frugiperda, cuyo dafio aumenta la cantidad de la genistina (p=0,0001)
(Figura 10M). (Unir)

El triglicésido de isorhamnetina es constitutivo, ubicuo de ambos genotipos (Figuras
10N y 100). La alimentacion de trips y Spodoptera frugiperda no alteraron los niveles de este

compuesto fenolico (p=0,11 y p=0,16, respectivamente).
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Se encontraron ademas distintos diglicésidos de kaempferol, algunos presentes en
ambos genotipos y otros solo en el 4210. El diglicoésido A se encuentra en ambos genotipos y
frente al dafio con Spodoptera frugiperda, habria una tendencia por la cual disminuirian los
niveles del mismo (p=0,085) (Figura 10P). En el caso de los trips, la herbivoria no afecta la
concentracion del diglicésido A (p=0,22) y habria una mayor cantidad en el genotipo 5.8i

(p<0,01) (Figura 10Q).

Los diglicosidos B y C son constitutivos y ubicuos del genotipo 4210 (Figuras 10R-U).
La herbivoria de Spodoptera frugiperda aumenta la cantidad de estos compuestos (p=0,04 y
p=0,033, respectivamente). En cambio, el dafio por trips no altera los niveles de estos

diglicosidos de manera sinigifcativa (p=0,59 y 0,38, respectivamente).

El diglicosido de kaempferol D puede encontrarse tanto en el genotipo 4210 como en
el 5.81, de manera constitutiva (Figuras 10V y 10W). No habria un efecto del genotipo ni del
dafo por herbivoria en las muestras provenientes de los experimentos con trips (p=0,17 y
p=0,89, respectivamente). Sin embargo, en el caso de Spodoptera frugiperda, el efecto del dafio
no fue independiente del genotipo (p=0,013). Hubo una mayor cantidad del diglicosido en el
genotipo 4210 (p<0,01, comparacion con muestras control del genotipo 5.81) y una
disminucidn significativa de dicha cantidad debido al dafio por larvas de Spodoptera (p=0,004).
Los bajos niveles en el genotipo 5.81 podrian deberse al efecto conjunto previo de distintos

herbivoros presentes en el campo experimental.
Otro compuesto fenodlico presente en ambos genotipos fue la manolil-genistina. La

misma es constitutiva, con niveles similares en ambos genotipos (Figuras 10X y 10Y). Sin

embargo, en el caso de Spodoptera se puede evidenciar una induccion diferencial por la
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herbivoria, siendo significativamente mayor en el genotipo 5.81 (p=0,02, interaccion entre

genotipo y dafio).
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Figura 10: compuestos fendlicos presentes en muestras control y en muestras dafiadas por
Spodoptera frugiperda o trips. Las barras de error representan el error muestral (n=3 o 4). Se
muestran los valores P para un GLS (con modelado de la varianza donde fue necesario) y para
comparaciones a posteriori (Tukey).

Seccion C. Regulacién de compuestos defensivos por fitohormonas (acido jasmonico,

acido salicilico y etileno).

La sintesis de los metabolitos secundarios esta regulada por distintas fitohormonas,
como el 4cido salicilico (SA), el 4cido jasmonico (JA) y el etileno (cuyo precursor es el ACC
o l-aminociclopropano-1-carboxilato), que pueden ser combinadas de manera diferencial para
obtener una respuesta especifica frente a cada estimulo. Los compuestos fenoélicos como los
flavonoides son un ejemplo de metabolito secundario que interviene en la defensa de las plantas
frente al ataque de herbivoros, al igual que los inhibidores de proteasas. Es posible que alguna
de estas fitohormonas induzca la sintesis o aumente la concentracion de flavonoides y/o
inhibidores de proteasas y que ello tenga un efecto sobre la fisiologia de los trips. Para poner a
prueba esta hipotesis, se evaluaron la preferencia y el tiempo de desarrollo de estos insectos y
se cuantificaron los compuestos fendlicos e inhibidores de proteasas inducidos por la aplicacion

de las fitohormonas.

En los experimentos de preferencia en los que se ofrecieron un trifolio sin aplicacion
de hormonas (control) y un trifolio pulverizado con una fitohormona (4cido salicilico, 4cido
jasmonico o precursor del etileno) a un grupo de trips adultos, se observo el efecto de la
hormona sobre la proporcion de individuos en trifolios del genotipo 4210 (Figura 11A4). Hubo

mayor preferencia por los trifolios tratados con acido salicilico respecto de aquellos tratados
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con el precursor del etileno (ACC), en los cuales se encontrd un mayor namero de trips adultos
en trifolios control (p=0,004; Figura 11A).

Las proporciones de trips adultos no difirieron entre tratamientos con fitohormonas en
trifolios del genotipo 5.81 en 2017 (Figura 11B). En cambio, en 2016 si difirieron, pero al
contar con pocas observaciones, las comparaciones a posteriori no tienen la potencia necesaria

para determinar qué tratamientos difieren entre si (Figura 11C).
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Figura 11: preferencia de trips adultos por un trifolio control o un trifolio al cual se le habia
aplicado una fitohormona en solucién acuosa (ACC, JA o SA), en ambos genotipos (4210 y
5.81). Los datos fueron expresados como proporcion de adultos, considerando el niimero de
individuos presentes sobre un dado trifolio respecto del niimero total, y de modo que una
proporcion de 0,5 fuera equivalente al 0 del eje de ordenadas (no hay preferencia). Las barras
de error representan el error muestral (n=6). Se muestran los valores P para un GLM con tiempo
inicial como covariable y modelado de la matriz de covarianza, para contrastes a posteriori
(Tukey). Los asteriscos (*) indican que la proporcion difiere significativamente de 0,5 (Chi-
cuadrado, P <0,05). A) Genotipo 4210. B) Genotipo 5.8i, afio 2017. C) Genotipo 5.8i, afio
2016.

El tiempo de desarrollo de trips se vi6 afectado por la aplicacion de fitohormonas en el
caso del genotipo 4210. Luego de 14 dias, hubo una reduccidon del numero total de adultos
respecto del tiempo inicial y un mayor numero total de individuos en plantas control (Figura
12). El tratamiento recibido resulté ser independiente del estadio del insecto (Prueba de
correspondencia, p<0,001), encontrandose evidencias a favor de una asociacion positiva entre
el etileno (aplicacion de ACC) y el estadio larval por un lado; y adultos, huevos, acido
jasmonico, acido salicilico y plantas control, por el otro. Estas fitohormonas intervendrian en
cascadas de sefializacion por las cuales se sintetizarian compuestos que afectarian la fisiologia
de los trips.

En el caso del genotipo 5.81, no se encontraron individuos de ningun estadio luego de
los 14 dias en ninguna de las plantas tratadas, indicando que las mismas no constituyen un buen
alimento para los trips. Esto reforzaria los resultados de los ensayos de colonizacién natural y

preferencia entre genotipos (Figuras 6 y 7).
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Performance de trips con aplicacion de fitohormonas
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Figura 12: desarrollo de tisanopteros en trifolios del cultivar 4210 luego de 14 dias de
alimentacion con una dieta control o habiéndose aplicado una fitohormona (ACC, SA o JA).
Inicialmente se coloraron 12 trips adultos por réplica. Se realizaron 6 réplicas por tratamiento.
A) Proporcién de individuos de distintos estadios (adulto, larva y huevo) segln el tratamiento.
B) Numero total de individuos de cada estadio (adulto, larva y huevo) segln el tratamiento.

Al determinar los niveles de inhibidores de proteasas tripsina del genotipo 4210 tratadas
con fitohormonas, se observo un efecto del tratamiento (p=0,007) (Figura 134). La actividad
de los inhibidores de proteasas no difiri6 entre el control y plantas tratadas con acido salicilico
o etileno (ACC, precursor) (p>0,05) Sin embargo, se encontréo mayor actividad de inhibidores
de proteasas en plantas tratadas con acido jasmonico que en aquellas tratadas con acido
salicilico o etileno (ACC, precursor) (p<0,001 y p=0,02, respectivamente). La actividad de los
inhibidores de proteasas tripsina en el genotipo 5.81 no difiri6 entre muestras control y muestras
tratadas con fitohormonas (SA, JA y etileno —~ACC, precursor-) (p=0,37), si bien pareceria
haber una tendencia por la cual habria aumento del nivel de actividad de los inhibidores de

proteasas producido por el dcido jasmoénico (Figura 13B).

Figura 13: actividad de inhibidores de tripsina de muestras control y muestras tratadas con
fitohormonas (ACC, JA o SA) en ambos genotipos (4210 y 5.8i). Las barras de error
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representan el error muestral (n=3 o 4). Se muestran los valores P para un GLS (con modelado
de la varianza donde fue necesario) y para comparaciones a posteriori (Tukey). A) Genotipo
4210. B) Genotipo 5.8i.

Aunque la aplicacion del acido jasmoénico aumento6 los niveles de actividad de los
inhibidores de proteasas tripsina del genotipo 4210, no se encontraron diferencias en el 5.8i.
Debido a que también es posible que se induzcan o modifiquen las sintesis de compuestos,
como los flavonoides, se analizaron muestras vegetales tratadas con acido salicilico, acido

jasmonico o el precursor del etileno (ACC) en solucioén acuosa y muestras control.

La daidzina, compuesto inducido por el dafio producido por la alimentacion de un
herbivoro (Figuras 10E y 10F), no fue inducido por la aplicacion de fitohormonas, a diferencia

del resto de los compuestos fenolicos analizados en la Seccion B.

A diferencia de los experimentos previos (Figuras 104 y 10B), se encontr6 un nivel
basal de derivado benzoico en muestras vegetales control de ambos genotipos (Figura 144).
El contenido de este compuesto fenolico fue mayor en el genotipo 4210 que en el 5.81

(p=0,047). No se observo un efecto del tratamiento de fitohormonas (p=0,69).

El triglicosido de quercetina s6lo fue identificado en el genotipo 4210 (Figura 14B) y

la concentracién del mismo no varid por accion de las fitohormonas (p=0,087).

El triglicosido de kaempferol fue identificado en ambos genotipos y se indujo por la
aplicacion de las distintas fitohormonas bajo estudio (Figura 14C). Se determin6 una mayor
concentracion de este compuesto en el genotipo 5.81 que en el genotipo 4210 (p<0,001). La
adicion de acido jasmoénico disminuy¢ el nivel de triglicosido de kaempferol en las hojas y
tambien al aplicar tanto el acido salicilico como el precursor del etileno ACC. Las plantas
tratadas con 4cido salicilico presentaron una menor concentracion del compuesto respecto del

control, pero las diferencias no fueron significativas (p=0,08).
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Los diglicosidos de quercetina fueron identificados solo en el genotipo 4210 y la
concentracion de los mismos no se vio afectada por la aplicacion de fitohormonas (p=0,15)

(Figura 14D).

El triglicosido de isorhamnetina fue identificado en ambos genotipos, en mayor
concentracion en el 5.81 (p<0,001) (Figura I4E). Al tratar las plantas del genotipo 5.81 con
acido salicilico, los niveles de este compuesto disminuyeron significativamente respecto del

control y de las plantas tratadas con 4cido jasmonico (p=0,005 y p=0,002, respectivamente).

Los diglicésidos de kaempferol fueron identificados en ambos genotipos, hallandose
en una mayor concentracion en el genotipo 4210 (p<0,01). Las cascadas de sefializacion en las

cuales intervienen las distintas fitohormonas no afectaron la concentracion de estos flavonoides

(p=0,12).

Por ultimo, las fitohormonas si tuvieron un efecto diferencial en la concentracion de
manolil-genistina segin el genotipo considerado (p=0,02, interaccioén). La concentracion de
manolil-genistina fue mayor en las plantas tratadas con el precursor del etileno, respecto del
resto de los tratamientos, en el genotipo 4210. En cambio, en el genotipo 5.81, los tratamientos

no difirieron significativamente entre si.
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Figura 14: compuestos fendlicos regulados por fitohormonas (ACC, JA y SA). Las barras de
error representan el error muestral (n=3 o 4). Se muestran los valores P para un GLS (con
modelado de la varianza donde fue necesario) y para comparaciones a posteriori (Tukey). E)
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Solo se presentan los valores P para comparaciones a posteriori que fueron significativos
(p<0,05).

Los trips tuvieron preferencia de alimentacion por el genotipo 4210, tanto a campo
como en condiciones controladas. Esta preferencia pudo ser ademas alterada mediante la
aplicacion de fitohormonas. Se determiné una mayor proporcion de trips en los trifolios
pulverizados con acido salicilico que en aquellos pulverizados con ACC, sugiriendo que las
cascadas de sefializacion en las cuales intervienen estas fitohormonas son capaces de inducir
la sintesis de metabolitos que alteran la fisiologia de los trips. Al evaluar el tiempo de desarrollo
de los trips, se observd un menor numero total de individuos en los trifolios tratados con
cualquiera de las 3 fitohormonas (SA, JA y etileno —ACC, precursor-) que en aquellos trifolios
no tratados (control). En base a los resultados del experimento de preferencia con
fitohormonas, se podria esperar un menor tiempo de desarrollo de los trips en los trifolios
tratados con acido salicilico que en los tratados con ACC. Se encontrd una asociacion positiva
entre el acido salicilico y los estadios de huevo y adulto, mientras que el ACC estuvo asociado
positivamente con el estadio larval.

Debido a que en el genotipo 5.8i se obtuvieron diferentes resultados segun el afio, no
quedo6 claro si la aplicacion de las fitohormonas es capaz de provocar un cambio sobre la
preferencia de los trips. Tampoco se pudieron evaluar cambios en el tiempo de desarrollo, ya

que no se encontraron individuos vivos en el momento de finalizacion del experimento.
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Discusién

Las larvas de lepidopteros y los tisandpteros constituyen importantes plagas del cultivo
de soja, motivo por el cual es importante identificar metabolitos secundarios que puedan
disminuir la palatabilidad de las hojas de soja y afectar la tasa de oviposicion o el desarrollo de
estos insectos, pudiendo asi evitar el uso de insecticidas u otros compuestos sintéticos.
Spodoptera frugiperda y Caliothrips phaseoli fueron afectados de distinta manera por la
ingesta de los cultivares comerciales de soja DM 4210 y DM 5.8i. En observaciones a campo
y experimentos de preferencia, se determind que C. phaseoli prefiere y puede desarrollarse
mejor en el genotipo 4210, mientras que S. frugiperda puede alimentarse de ambos genotipos

sin que ello afecte su supervivencia o su ganancia de peso diferencialmente.

La produccion de metabolitos secundarios como los flavonoides constituyen una de las
lineas de defensa de las plantas contra el ataque de herbivoros (Schoonhoven. 2005). Estos
compuestos son sintetizados a partir de fenilalanina y manolil-CoA, que pueden actuar como
aleloquimicos o factores contra la herbivoria. De acuerdo con el esqueleto y la via metabolica,
se puede establecer la siguiente clasificacion: flavonoides e isoflavonoides (Dixon & Pasinetti.
2010). A diferencia de los flavonoides, los isoflavonoides y sus derivados son defensas que se
encuentran exclusivamente en la familia de las leguminosas. Algunos ejemplos de flavonoides
que pueden mencionarse son la quercetina y el kaempferol, y de isoflavonoides, la genistina y
la daidzina. El triglicosido de kaempferol, el triglicosido de isorhamnetina y el diglicosido de
kaempferol A estuvieron presentes en mayores concentraciones en el genotipo 5.81, mientras
que el triglicosido de quercetina, los diglicésidos de quercetina y diglicosidos de kaempferol
B y C estuvieron solo presentes en el 4210. Estas diferencias en el contenido de flavonoides

entre los genotipos estudiados podrian explicar las diferencias en la herbivoria de los insectos.

Leiss et al. (2009) trabajaron con hibridos de Senecio (F2 de Senecio jacobaea x S. aquativus)
y tisanopteros Frankliniella occidentalis, encontrando una asociacion positiva entre lineas
resistentes al ataque de este insecto y glicosidos de kaempferol. Este tipo de compuestos asi
como glicésidos de quercetina fueron identificados por Wu et al. (2007) en Solidago altissima,
una variedad vegetal que no puede ser atacada por trips y que se encuentra ampliamente

distribuida en Japon.
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Hasta el momento no hay estudios en los cuales se manipule la concentracion de estos
compuestos y se evalte el efecto sobre la preferencia o el tiempo de desarrollo de tisandpteros,
sino que los experimentos realizados hasta la fecha establecen asociaciones entre la
resistencia/susceptibilidad y la presencia de determinados compuestos fenolicos, de manera
que no es posible establecer una relacion causal entre alguno de los flavonoides previamente
mencionados y la preferencia por el genotipo 4210 y un menor tiempo de desarrollo en el
mismo. Sin embargo, los resultados de Leiss et al. (2008) y Wu et al. (2007) son concordantes
con los obtenidos en este estudio, sugiriendo fuertemente que los glicésidos de kaempferol y
de quercetina podrian conferirle una mayor resistencia a la soja, teniendo un impacto negativo
sobre el desarrollo de los trips, mientras que los derivados de quercetina presentes en trifolios
del genotipo 4210 podrian actuar como antioxidantes, permitiendo que el ciclo de vida de trips
se acelerara. En este estudio los niveles de flavonoides estuvieron modulados por el dafio por
herbivoria de S. frugiperda o de los trips, observandose tanto aumentos como disminuciones

en la sintesis de los mismos, y siendo este efecto dependiente del insecto en algunos casos.

Los inhibidores de proteasas digestivas (PIs) constituyen otra linea defensiva contra al
ataque de herbivoros o patdogenos (Schoonhoven, 2005). De acuerdo con el aminoacido o i6n
involucrado en la hidrdlisis de los enlaces peptidicos, las proteasas presentes en el tracto
digestivo de los insectos pueden clasificarse en cuatro grandes grupos: serina-, cisteina-,
aspartico- y metalo-proteasas. La presencia de Pls puede resultar en la inhibicion de las
proteasas, que se traduce en una menor tasa de crecimiento, oviposicion y/o incremento en la
mortalidad, debido a la disminucion de la ingesta de aminodcidos presentes en la dieta.
Annadana et al. (2002) caracterizaron e identificaron las proteasas presentes en el intestino de
tisandpteros, encontrando una predominancia de la clase de las serina proteasas. Al
suplementar las dietas de estos insectos con Pls de cisteina (cistatina de papa y equistatina)
durante un periodo de 5 dias, los autores observaron disminuciones de entre 30-50% en las
tasas de oviposicion de los tisanoperos, respecto del grupo control. Resultados similares fueron
obtenidos por Outchkourov et al. (2004), observandose una disminucion del 50% en la
fecundidad de los trips cuando se les ofrecid una dieta artificial con PIs. También, se observo
una reduccion en el tamafio poblacional de los trips que se alimentaron sobre cultivos de papa
transgénica que sobreexpresaban Pls. Thomas et al. (1994) registraron el tiempo transcurrido
hasta que se observo la colonizacidon por parte de los trips en distintas lineas de alfalfa y
observaron que las plantas que expresaran un PI presente en el contenido intestinal de Manduca

sexta fueron colonizadas mucho mas tardiamente que las plantas control.
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Al analizar las muestras provenientes de los experimentos con larvas de S. frugiperda
se evidencié un mayor nivel basal de inhibidores de proteasas digestivas en el genotipo 4210
que en el 5.81. Sin embargo, a pesar del dafio producido por el Caliothrips phaseoli a las hojas
de soja, no se encontraron diferencias en los niveles basales entre ambos genotipos. Debido a
la susceptibilidad del genotipo 4210 al ataque de los trips, es probable que los resultados
obtenidos se debieran a una induccion por insectos no controlados previo al momento de
realizar el experimento y que por lo tanto, no se vieran reflejados los niveles basales reales de
la especie vegetal. El dafo producido por los trips indujo los niveles de inhibidores de
proteasas, siendo mayor en el genotipo resistente. Sin embargo, estos compuestos no parecerian
explicar completamente la preferencia diferencial y cambios en el tiempo de desarrollo de los

tisanopteros.

El crecimiento y el desarrollo de los tisanopteros (Frankliniella occidentalis) pueden
verse afectados por la dieta, de acuerdo con estudios realizados sobre dos variedades de
algodon (Pima-S-5, resistente, y Acala SJ-2, susceptible), y donde se observé un mayor tiempo
de desarrollo y una menor tasa de fecundidad de los trips que se alimentaron a partir de plantas
resistentes (Trichilo & Leigh. 1988). Estos autores evaluaron ademas el efecto de distintos
alimentos suplementarios como polen y huevos de acaros, y observaron que cuando la variedad
vegetal presentaba niveles considerables de defensas quimicas contra la herbivoria, es decir,
que la variedad de algodon era resistente, la suplementacion de la dieta resulté mas importante
y vital para el desarrollo del estadio larval de los trips. Este trabajo seria consistente con los
resultados obtenidos en mi estudio con Caliothrips phaseoli y las dos variedades comerciales

de soja (4210 y 5.81).

En un estudio similar llevado a cabo por Macel et al. (2005) con plantas del género
Senecio se modificaron las concentraciones de un grupo de metabolitos secundarios conocido
como alcaloides pirrolizidinicos (PAs) en dietas provistas a tisandpteros (Frankliniella
occidentalis), presentando cantidades del alcaloide que iban desde un décimo, hasta una
concentracion diez veces mayor respecto de las que se suelen encontrar naturalmente en estas
especies vegetales. Compuestos como la senkirkina, la senecionina, la senecifilina, la
monocrotalina y la retrosina provocaron una disminucion en la supervivencia de los trips
cuando se encontraron en concentraciones elevadas (10x). Este trabajo reforzaria la idea de la

susceptibilidad de los trips a las concentraciones de los metabolitos secundarios presentes en
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las variedades vegetales de las cuales se alimentan, como los inhibidores de proteasas

digestivas y/o los flavonoides.

En mi estudio no se encontraron efectos de las defensas quimicas sobre las larvas de
Spodoptera frugiperda, un resultado similar fue encontrado en cultivos transgénicos BT de
maiz en Argentina. Casmuz et al. (2010) sefialan la introduccion de cultivos Bt como una
posible herramienta para el control de insectos plaga. Estos cultivos transgénicos expresan
proteinas producidas por la bacteria Bacillus thuringiensis (normalmente, Cry y Vip), que al
ser consumidas alteran el equilibrio osmotico del intestino de los insectos, impidiendo que
puedan asimilar nutrientes y produciendo su muerte en pocos dias. Sin embargo, se han descrito
numerosos casos en los cuales surgen insectos resistentes a este tipo de toxinas, como ocurre
con Spodoptera frugiperda y la proteina CrylFa en cultivos de maiz Bt (Farias et al. 2014;
Santos-Amaya et al. 2017). Si bien los cultivares 4210 y 5.81 no expresan proteinas Bt, si
contienen compuestos de defensa contra la herbivoria que podrian afectar la supervivencia y el
desarrollo de las larvas de S. frugiperda de manera diferencial, como por ejemplo, inhibidores
de proteasas digestivas. Debido a que estos cultivares fueron introducidos en el mercado hace
casi una década, se podria especular que algo similar al ejemplo con la proteina CrylFa podria
haber ocurrido con las defensas quimicas de los cultivares de soja estudiados. Por un proceso
de seleccion pudieron haber surgido individuos resistentes a los compuestos defensivos,
generando que no se observaran diferencias en la supervivencia ni ganancia de peso de las
larvas, a pesar de que uno de los genotipos contuviera una mayor concentracion de inhibidores

de proteasas digestivas respecto del otro.

Regulacion de la produccion de defensas por las fitohormonas.

La sintesis de los metabolitos secundarios estd regulada por distintas fitohormonas,
como el acido salicilico (SA), el acido jasmoénico (JA) y el etileno (cuyo precursor es el ACC
o l-aminociclopropano-1-carboxilato). El JA provoca la activacioén de respuestas de defensas
contra una variedad de insectos herbivoros, pudiendo actuar sinérgicamente con el etileno y de

manera antagonica con el SA (Lorenzo & Solano. 2005).

De acuerdo con el trabajo de Li et al. (2004) en el modelo de Arabidopsis sp., el factor
de transcripcidn especifico de plantas WRKY 70 podria explicar el antagonismo entre las rutas

de sefializacion de defensa mediadas por el SA y el JA a nivel molecular. La expresion de dicho
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gen es activada por el SA y reprimida por el JA. Una expresion constitutiva de este factor de
transcripcion genera una expresion de genes PR, también inducidos por el SA, y aumenta la
resistencia frente a patdogenos. En cambio, la supresion con un RNA antisentido activa genes
de respuesta a JA. Petersen et al. (2000) analizaron la expresion constitutiva de genes PR y
cuantificaron los niveles de SA en plantas de Arabidopsis sp. mutantes para la proteina MAP
quinasa MPK4. A diferencia de lo ocurrido con el FT WRKY70, en estas lineas se observaron
un aumento significativo en los niveles de SA, una resistencia frente al ataque de patdogenos
virulentos y la supresion de la expresion de genes de defensa dependientes de JA (PDF1.2 y
THI2.1). El tratamiento con metil-jasmonico (MeJA) no logré inducir la expresion de PDF1.2
y THI2.1, indicando que la proteina MPK4 es necesaria para la expresion de los mismos. A su

vez, este efecto es independiente de los niveles de SA.

Al evaluar el efecto de las fitohormonas sobre la preferencia de los trips, se observo
que la aplicacion de JA sobre trifolios disminuy6 la preferencia por los mismos en el genotipo
5.81, mientras que en el genotipo 4210 sucedid algo similar con el ACC. La adicion de SA
también fue capaz de modificar el comportamiento de los trips, habiendo una preferencia por
trifolios pulverizados con esta fitohormona en el genotipo 4210 y sugiriendo que el SA inhibid
la produccion de JA y sus defensas relacionadas. En un estudio previo se aplicé JA en cultivos
de tomate y se observo una disminucion de la ocurrencia natural de trips, sin que se vieran
comprometidas la biomasa ni la produccion de frutos (Thaler et al. 2001). Sin embargo, el
control de este insecto plaga fue menor que cuando se utilizd una mayor concentracion de JA

(0,5 mM vs. 1,5 mM), sugiriendo un rango 6ptimo para la regulacion de las defensas.

La aplicacion de las fitohormonas también tuvo un efecto sobre el tiempo de desarrollo
de los trips en el genotipo 4210, observandose una disminucion del nimero total de individuos
de todos los estadios respecto del control en todos los casos. La adicion de JA provocod una
mayor disminucién del nimero de individuos respecto del ACC y el SA, pudiendo explicarse
en parte por un aumento en la concentracion de Pls de tripsina, que no alteraria la preferencia,
pero si la fisiologia del insecto, como fue reportado por Annadana et al. (2002) y Outchkourov

et al. (2004).

Si bien previamente fue mencionada una interaccion antagonica entre el JA y el SA,
ambas fitohormonas estarian asociadas positivamente con los mismos estadios de trips en el

genotipo 4210. La aplicacion de JA y SA tendrian un efecto negativo sobre el desarrollo de las
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larvas, mientras que la de ACC afectaria el desarrollo de adultos y huevos. Estas asociaciones
entre estadios y la aplicacion de una dada fitohormona, asi como el efecto sobre el trifolio
preferido, podrian explicarse por flavonoides que estuvieran regulados de manera antagénica
por el SA y el ACC, como ocurre con la manolil-genistina y también ocurriria con los
diglicésidos y triglicosidos de quercetina. También podrian estar involucrados otros
metabolitos secundarios, como los PlIs.

En un estudio llevado a cabo por Abe ef al. (2009) con ejemplares de Arabidopsis WT
y coil-1 (insensibles al JA), se observé un mayor nimero de huevos de trips en plantas coil-
1, asi como un mayor nimero de adultos y larvas. También realizaron experimentos de
preferencia y registraron que un 70% de los tisandpteros prefirid plantas coil-1. Obtuvieron
resultados similares aplicando JA a ejemplares B. rapa. Los autores atribuyen la preferencia
por las mutantes a una menor concentraciéon de compuestos toxicos y volatiles inducidos por

herbivoria.
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Conclusiones

Las larvas de S. frugiperda pueden alimentarse de los cultivares 4210 y 5.8i sin que ello
afecte su supervivencia o ganancia de peso de manera diferencial, mientras que los trips
prefieren y se desarrollan mejor en el genotipo 4210.

Los flavonoides, como los glicosidos de kaempferol y el triglicosido de isorhamnetina,
que se encuentran en mayor concentracion en el genotipo 5.8i, podrian conferir una mayor
resistencia frente al ataque de trips y explicar las diferencias observadas con estos insectos en
cuanto a su menor preferencia y desarrollo dificultado en este genotipo. A su vez, los niveles
de flavonoides fueron modulados por el dafio por herviboria de S. frugiperda y C. phaseoli,
observandose tanto aumentos como disminuciones en la sintesis de los mismos, y una
dependencia del insecto involucrado en algunos casos.

Los inhibidores de proteasas también podrian estar involucrados en las diferencias en
la preferencia y tiempo de desarrollo de trips. Las concentraciones de los Pls de tripsina fueron
similares entre los genotipos, pero se evidenci6 una mayor induccién por el dafio por herbivoria

de trips en trifolios del cultivar 5.8i.

La aplicacion de JA indujo la sintesis de inhibidores de proteasas de tripsina en el
genotipo 4210. En el genotipo 5.81, en cambio, los niveles de estos compuestos no se vieron
modificados por la aplicacion de fitohormonas. Los efectos sobre la sintesis de flavonoides

difirieron segun el genotipo y la fitohormona involucrada.

La preferencia y el tiempo de desarrollo de C. phaseoli se vieron afectados por accion
de las fitohormonas. La aplicacion de JA sobre trifolios disminuyd la preferencia por los
mismos en el genotipo 5.81, mientras que en el genotipo 4210 sucedio algo similar con el ACC.
La adicion de SA también fue capaz de modificar el comportamiento de los trips, habiendo una

preferencia por trifolios pulverizados con esta fitohormona en el genotipo 4210.
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Anexo

Tiempo ACC JA SA
24 hs 0,22 0,49 0,14
48 hs 0,27 0,64 0,47
72 hs 0,66 0,44 0,49
96 hs 0,37 0,38 0,27

Tabla 2: valores P para test de chi-cuadrado. Preferencia de trips adultos entre un trifolio
control y otro tratado con fitohormona (ACC, JA o SA). Genotipo 4210. Se aplicaron
correcciones secuenciales de Bonferroni por test multiples.

Tiempo ACC JA SA
24 hs 0,03 0,03 0,13
48 hs 0,05 0,04 0,14
72 hs 0,05 0,11 0,04
96 hs 0,01 0,04 0,09

Tabla 3: P valores para test de chi-cuadrado. Preferencia de trips adultos entre un trifolio
control y otro tratado con fitohormona (ACC, JA o SA). Genotipo 5.8i, afio 2017. Se aplicaron
correcciones secuenciales de Bonferroni por test multiples.

Tiempo ACC JA SA
24 hs 0,63 0,60 0,77
48 hs 0,39 0,16 ]
72 hs 0,70 0,39 0,55
96 hs 0,69 0,18 0,96

Tabla 4: P valores para test de chi-cuadrado. Preferencia de trips adultos entre un trifolio
control y otro tratado con fitohormona (ACC, JA o SA). Genotipo 5.8, afio 2016. Se aplicaron
correcciones secuenciales de Bonferroni por test multiples.
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