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RESUMEN

EVALUACION DE HERRAMIENTAS DE MANEJO INTEGRADO DE PLAGAS PARA
HORMIGAS CORTADORAS DE HOJAS EN EL BAJO DELTA DEL RIO PARANA

Resumen. Las hormigas cortadoras de hojas son consideradas ingenieras del ecosistema, pero
en los monocultivos forestales se transforman en plaga debido a la homogeneizacién del
paisaje. Sumanejo es casi exclusivamente mediante la aplicacién de cebos cuyos compuestos
han sido prohibidos en muchos paises por su toxicidad. La estrategia push-pull, enmarcada
dentro del manejo integrado de plagas, implica la utilizacién de estimulos repelentes y
atrayentes en simultaneo, en un disefio que direcciona el movimiento y la distribucion de la
plaga fuera del cultivo. El trabajo presentado en esta tesis tuvo como objetivo identificar,
evaluar y seleccionar herramientas para ser utilizadas en el manejo de las especies del género
Acromyrmex en plantaciones de saliciceas en el Bajo Delta del Rio Parand. Como estimulo
push (repelente) se estudié con éxito la utilizacidon de farnesol (un sesquiterpeno obtenido
industrialmente del aceite de semillas de cucurbitdceas) como repelente de corto alcance; y
como estimulo pull (atrayente) la vegetacién de crecimiento espontdneo de la zona, y el
refuerzo con aceite esencial de naranja, ambos de largo alcance. La estrategia fue evaluada
en varias escalas, la mayor fue a campo, en parcelas de plantaciones jovenes de sauces, con

muy buenos resultados para ser utilizada en la practica.

Palabras clave: Push-pull; Hormigas cortadoras de hojas; Plantaciones forestales; Bajo Delta

del Rio Parana; Humedales.



ABSTRACT

EVALUATION OF INTEGRATED PEST MANAGEMENT TOOLS FOR LEAF-CUTTING
ANTS IN THE LOWER DELTA OF THE PARANA RIVER

Abstract. Leaf-cutting ants are considered ecosystem engineers, but in forest monocultures
they become a pest due to the homogenization of the landscape. Their management is almost
exclusively through the application of baits, which were forbidden in many countries owed to
their toxicity compound. The push-pull strategy, framed within the integrated pest
management, implies the use of repellent and attractive stimuli simultaneously, in a design
that directs the movement and distribution of the pest away from the crop. The objective of
the work presented in this thesis was to identify, evaluate and select tools to be used in the
management of Acromyrmex species in salicaceae plantations in the Lower Delta of the
Parand River. As push stimulus (repellent), the use of farnesol (a sesquiterpene industrially
obtained from the oil of cucurbitaceae seeds) as a short-range repellent was successfully
studied. As pull stimulus (attractant), the spontaneously growing vegetation of the area, and
the reinforcement with orange essential oil, were positive evaluated as long-range stimuli.
The strategy was tested on several scales, the largest was in field, in plots of young willow

plantations, with very good results to be used in practice.

Keywords: Push-pull; Leaf-cutting ants; Forestry plantations; Lower Delta of the Parana River;

Wetlands.
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INTRODUCCION GENERAL

El Delta del Parana se ubica en la porcién final de la Cuenca del Plata, posee 1.750.000 %a y se
caracteriza por ser un ecosistema formado por un mosaico de humedales! con diferentes
hidroperiodos, fuentes de agua y diversidad de vegetacién (Malvarez, 1999; Kalesnik & Quintana,
2006). Este estudio se realizd en la porcidn mas austral de este sistema, denominada Bajo Delta
(Bonfils, 1962) (33° 45'S; 58° 51'0), esta es una planicie inundable que posee 4500 km? de tierra
continental (la parte sur de la provincia de Entre Rios) y 3000 km? de islas (regién Norte de la provincia
de Buenos Aires) (Y. V. Sica et al., 2016). Los humedales son ecosistemas sumamente diversos en flora
y fauna, y ademas son identificados como ecosistemas proveedores de servicios ecosistémicos:
regulacién de gases, del clima, regulacion de eventos extremos, proveedores del suministro de agua,
el ciclado de nutrientes, el control de erosidn, la provisiéon de alimentos y materia prima, la retencién
de contaminantes, entre otros (Gardner et al., 2015). Esta zona fue inventariada como uno de los

humedales mas extensos de la Argentina (B6 & Quintana, 2017).

El Bajo Delta ha tenido intervencién humana intensa desde mediados del siglo XIX, cuando ocurrid la
mayor ocupacién de las islas, sobre todo por inmigrantes europeos, con fines productivos. Hasta 1950
la fruticultura y la produccién asociada al mimbre eran las actividades principales, con algo de
forestacidn en las tierras mas elevadas (albardones). A causa de eventos de inundacién extraordinarios
(sobre todo las inundaciones del ‘59 y del ‘82-'84), que causaron pérdidas enormes en la produccién
de frutas y gran éxodo poblacional, y a los impulsos del Estado Nacional para la produccién forestal
(Ley Nacional N2 25.080 de Inversiones para Bosques Cultivados - 1999, prorrogada en el afio 2008 por
la Ley Nacional N2 26.432 por 10 aifos mas) se cambid la produccidn fruticola y diversificada, por el
monocultivo de Salicaceas (sauces, Salix spp. y dlamos, Populus spp.) (Fracassi et al., 2017; Camarero
et al., 2018). Estos arboles poseen crecimiento rapido (10 - 16 afos) comparados con otras
producciones forestales, y su madera tiene varios destinos comerciales: triturado (pasta celuldsica y
tableros de particulas), aserrado (madera para pallets, encofrados, muebles), debobinado (laminas

continuas de madera para la elaboracion de fésforos, palitos de helado), lefia (con los desperdicios de

! Tomando la definicién de humedales que emergié por consenso de los participantes del Taller “Hacia un
Inventario Nacional de Humedales” organizado por el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sustentable de la
Nacion el 14 y 15 de septiembre de 2016: “un humedal es un ambiente en el cual la presencia temporaria o
permanente de agua superficial o subsuperficial causa flujos biogeoquimicos propios y diferentes a los
ambientes terrestres y acudticos. Rasgos distintivos son la presencia de biota adaptada a estas condiciones,
comunmente plantas hidrdéfitas, y/o suelos hidricos o sustratos con rasgos de hidromorfismo”.



los aserraderos) y en menor proporcidn, postes y tutores para construcciones econdmicas

(Borodowski, 2006).

En sus comienzos, las salicidceas no se plantaban hasta mds de 1.000 m hacia el interior de las islas, y
ya se utilizaban sistemas de drenajes y desaglies tanto para la produccidn forestal, como para la
proteccion ante inundaciones (INTA, Delta del Parana, 1973). Estos incluian zanjas, ataja-repuntes y
diques/alteos (elevaciones artificiales del terreno), todos construidos de forma artesanal por les
productores (Fracassi et al., 2013). En su conjunto, a estos sistemas se los llama “abiertos”. Luego con
la llegada de inversores privados con mayor capital (como Papel Prensa, FAPLAC o Alto Parand)
comenzaron a realizarse obras de endicamientos con cierre completo de predios, “sistemas cerrados”,
gue permitieron la incorporacién de maquinaria, seguridad ante eventos de inundacién, y sobre todo,

mayor superficie dedicada al monocultivo de salicaceas (Fracassi et al., 2014; Camarero et al., 2018).

En la actualidad, aproximadamente 83.000 ha de la cubierta vegetal original del Delta han sido
reemplazadas por plantaciones de Salicaceas (Borodowski, 2017). Con respecto a la modificacién de la
tierra, para el afio 2013 se relevaron mas de 240.000 ha de humedales con endicamientos del tipo
“cerrado” para distintos fines, lo que representa aproximadamente el 14% de la superficie total de
dicho sector; 36,6% de esas hectareas endicadas son destinadas para produccién forestal (Minotti &
Kandus, 2013). En la provincia de Buenos Aires la superficie forestada alcanza las 68.043 ha, de las
cuales cerca del 88,3% corresponde a salicaceas ubicadas en el Delta del Rio Parana (Borodowski,
2017). En esta region se diferencia una porcion que ha sido denominada Zona Nucleo Forestal (en los
partidos de Campana y San Fernando, concentrada principalmente entre el cruce de la RN 12 con las
islas hacia el norte y el Canal de la Serna hacia el sur) por el Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), para designar al lugar con mayor produccién y productividad en la actividad

forestal.

Las islas de esta zona estaban conformadas originalmente por extensos bajos, permanentemente
inundados en su interior, cuyas comunidades vegetales tipicas eran juncales y pajonales, denominado
segun su patrén de paisaje como “Pajonales y Bosques del Bajo Delta” (Malvarez, 1999). Estos bajos
se encontraban rodeados por albardones perimetrales sobre los cuales se asentaba un bosque
riberefio de alta diversidad bioldgica, denominado “monte blanco” (Fracassi et al., 2013). Como
resultado de la modificacion de la estructura de la vegetacidon y las condiciones hidrolégicas del sistema
del humedal debido a los endicamientos, esta zona del Delta se ha enfrentado a la disminucién, e
incluso desaparicidn de los ambientes naturales, con la consecuente pérdida de habitat para la floray

fauna nativa (Fracassi et al., 2017). Esta situacion ha afectado sobre todo a las especies endémicas de



pajonales como la pajonalera de pico recto (Limnoctites rectirostris) y el raton del Delta (Deltamys

kempii), entre otros (Fracassi et al., 2014).

Los cambios hacia la homogeneizacién del paisaje promueven que las especies mas generalistas
aumenten su poblacion y sus oportunidades de colonizar mayor territorio (Fracassi et al., 2014). De

esta forma, muchos herbivoros se transforman en un problema para la produccién.

Las hormigas cortadoras de hojas (HCH) del género Acromyrmex son uno de los principales herbivoros
gue atacan a las saliciceas durante las etapas de vivero (estaquero) e implantacion. Poseen una
relacion simbidtica con un hongo basidiomiceto del cual se alimentan, y que estd conformado por dos
géneros: Leucoagaricus y Leucocoprinus (Agaricaceae: Leucocoprinae) (Mueller et al., 1998). Las
hormigas cultivan este hongo recolectando hojas frescas y acondicionandolas para generar un sustrato
adecuado para su desarrollo (Holldobler & Wilson, 2009). En el Delta del Parana se encuentran 2
especies de HCH segun su distribucidon, Acromyrmex ambiguus Emery y Acromyrmex lundii Guerin (Farji
Brener & Ruggiero, 1994), ambas se encuentran estrechamente relacionadas con las producciones
forestales de saliciceas (Sanchez-Restrepo et al., 2019). A. lundii se caracteriza, en esta zona, por armar
sus nidos en la base de los drboles (es una especie con mucha plasticidad a la hora de nidificar (Bollazzi
et al., 2008)), esto le da la capacidad de sobrevivir a las inundaciones temporales que ocurren en el
Bajo Delta, ya que rapidamente pueden mover sus nidos arriba de los drboles, y evitar la mortalidad
del hongo y las larvas (Sdnchez-Restrepo et al., 2019). A. ambiguus arma sus nidos con un domo de
hojas secas arriba para controlar las condiciones climdticas a la que se exponen el hongo vy las crias
(Sanchez-Restrepo et al., 2019). Ambas especies disponen la/las camara/s del hongo en un nivel
superficial del terreno, ya que la humedad y la temperatura del suelo, asi como la cobertura generada
por el follaje de las plantaciones de arboles, les proporcionan un microhabitat que maximiza la tasa de

crecimiento de las colonias (Roces & Kleineidam, 2000; Bollazzi et al., 2008).

Ademas de las condiciones climaticas favorables para nidificar, la simplificacidn del paisaje provocada
por el monocultivo, genera que las HCH posean una oferta continua de recursos nutritivos para el
hongo, sumado a la disminucidn de enemigos naturales que se encuentran en menor cantidad y
diversidad que en un ecosistema natural (Altieri & Letourneau, 1982; Zanetti et al., 2000; Letourneau
et al., 2011). Este contexto fomenta el aumento de la poblacidn de hormigas presentes en las
plantaciones forestales, en donde la Unica opcién de corte es el cultivo en si, convirtiendo a las
hormigas en “plaga”?, y generando graves problemas para les productores ( Zanetti et al., 2003; Pérez

etal., 2011; Souza et al., 2011; Jiménez et al., 2020).

2 Definicién en Dent (1993): “Cualquier organismo es considerado plaga cuando causa dafio al hombre, a sus
cultivos, animales o a la propiedad. En términos agricolas, se clasifica como plaga cuando el dafio que causa al
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Hasta ahora, el control de las HCH en los trdpicos y subtrdpicos se ha realizado, casi exclusivamente,
mediante cebos toxicos derivados de insecticidas o fungicidas convencionales y de amplio espectro. La
mayoria de ellos contienen sulfluramida (sulfonamida fluoro alifatica) y fipronil (fenilpirazol) como
principios activos, estos compuestos son peligrosos para animales no blanco, el medio ambiente, asi
como también la salud humana (Tingle et al., 2003; Peden-Adams et al., 2007; Giesel et al., 2012;
Bonmatin et al., 2015; Lofstedt Gilljam et al., 2016; Al-Badran et al., 2018; Paredes et al., 2019). El uso
de estos compuestos ha sido restringido por gobiernos y agencias de certificacion de productos
forestales, como el Forest Stewardship Council (FSC) (Zanuncio et al., 2016). La utilizacion de la
sulfluramida, ademas, ha sido prohibida por la Convencidon de Estocolmo (Lofstedt Gilljam et al., 2016).
En el Delta del Rio Parana, donde la presencia de agua es permanente y el suelo presenta una alta
humedad, los cebos se hinchan en solo un dia, y se vuelven poco atractivos para las hormigas. Estos
cebos humedos, al no ser retirados por las HCH, permanecen en el campo y sus componentes toxicos
drenan al rio (Bonmatin et al., 2015; Lofstedt Gilljam et al., 2016). Asimismo, las HCH pueden aprender

a evitar los cebos una vez que identifican que son toxicos para la colonia (Saverschek et al., 2010).

El Manejo Integrado de Plagas (MIP) surge en los afios 70, justamente como estrategia para disminuir
la cantidad de pesticidas utilizados para manejar plagas. Si bien desde fines de la década de los ‘50 y
principios de los ‘60 ya se hablaba de “Control integrado” (Stern et al., 1959) o “Manejo de plagas”
(Geier & Clark, 1961), luego de la publicaciéon del libro “Primavera Silenciosa” de Rachel Carson el 1962,
donde se exponen los peligros de los agrotdxicos en la salud humana, es cuando la FAO y los
organismos publicos comienzan a aplicar esta estrategia en sus planes de manejo (Dhaliwal et al.,
2004). La definicion de MIP fue cambiando a través del tiempo, dependiendo del objetivo que se le
daba, y aun hoy se siguen usando varias definiciones. En este trabajo se toma como marco tedrico la
definicidn redactada por Kogan (1998): “El Manejo Integrado de Plagas es un sistema de apoyo a la
toma de decisiones para la seleccion y uso de tacticas en el control de plagas, individuales o
coordinadas armoniosamente en un estrategia de manejo, basada en un andlisis de costo/beneficio

gue tenga en cuenta los intereses e impactos en los productores, la sociedad y el medio ambiente”.

Dentro del MIP se encuentra la estrategia “Push-pull”, la cual se diseiid por primera vez para manejar
las orugas del género Helicoverpa en plantaciones de algoddn (Pyke et al., 1987), y posteriormente
para Delia antiqua, la “mosca de la cebolla” (Miller & Cowles, 1990). La estrategia se basa en la
manipulacion comportamental de la plaga: se utilizan estimulos repelentes para disuadir o enmascarar
la produccién (“push”, empujar), y en simultaneo, estimulos atrayentes para movilizar la plaga hacia

otra zona lejos del cultivo (“pull”, jalar). La utilizacion en simultaneo de ambos estimulos sinergiza sus

cultivo o a los animales es suficiente para reducir el rendimiento y/o calidad del producto cosechado, en una
cantidad tal que es econémicamente inaceptable para el productor”.



efectos para proteger la produccidn, direccionando el movimiento y la distribucién de los insectos
(Cook et al., 2007). Los estimulos utilizados para cada una de las partes de la estrategia (push y pull)
pueden actuar a corta o a larga distancia, la eleccién de cada tipo de estimulo va a depender del
conocimiento bioldgico de la plaga a manejar y de cémo esta selecciona su recurso. Los estimulos de
larga distancia (relacionados con claves visuales u olfativas), estan accesibles antes de que los insectos
entren en contacto con el recurso y generalmente son la primera linea de defensa (ej.: colores
atrayentes, feromonas de alerta o agregacién, voldtiles del hospedador); los estimulos de corta
distancia (relacionado con claves tactiles y gustativas) son accesibles una vez que los insectos entran
en contacto con el recurso, y muchas veces son necesarios para que lo abandonen (disuasorios de
alimentacién u oviposicidn, tricomas y ceras en la superficie de las hojas, compuestos toxicos) (Cook
et al., 2007; Eigenbrode et al., 2016). Eigenbrode et al. presentaron, en el 2016, un marco conceptual
mecanicista de los sistemas push-pull basado en los tipos de claves, sus rangos espaciales, y el
comportamiento de seleccién de la plaga. Este marco presenta 4 tipos de push-pull establecidos por
las combinaciones entre rangos de accidn (corta o larga distancia) del estimulo push y del estimulo
pull, y recomienda pensar en todas las posibles combinaciones de estimulos, para que el disefio se

ajuste mejor a las claves utilizadas por la plaga.

La estrategia push-pull mas exitosa, y el Unico ejemplo que actualmente se estd utilizando en la
practica, se desarroll6 en plantaciones de maiz en Africa subsahariana para el manejo de lepiddpteros
minadores de tallo de la familia Noctuidae. Aproximadamente el 80% de la poblacién humana de esta
zona de Africa son agricultores de subsistencia que dependen de la produccién de cereales para
comida, ingresos, y trabajo; y el ataque a las producciones de estes pequefies productores, tanto por
los minadores, como por una planta parasita del género Striga, puede destruir completamente sus
campos de cereales (Khan et al., 2010). Para el disefio de la estrategia push-pull se seleccionaron, como
estimulo pull, dos plantas de la familia Poaceae que crecen espontdneamente en la zona, y que
resultan atrayentes de oviposicion para estos insectos: Pennisetum purpureum (“Pasto Napier” o
“Pasto elefante”) y Sorghum sudanense (“Pasto Sudan”), que ademds tienen la caracteristica de reducir
la poblacion de esta plaga ya que las larvas no sobreviven criandose en ellas (Khan et al. 2006; Van den
Berg & Van Hamburg, 2015). Como estimulo push se utilizaron dos especies de leguminosas del género
Desmodium, que ya eran plantadas por les productores en intersiembra con el maiz, y no son atacadas
por los minadores. Este disefio resulté ser muy exitoso: se reducen los dafios causados por el insecto
minador, se aumenta el rinde de la produccién, y conjuntamente, se descubrié que las plantas de
Desmodium evitan que la planta parasita Striga infeste el campo (Khan et al., 2009), ademas de
mejorar el rendimiento del cultivo fijando nitrégeno y conservando la humedad del suelo (Midega et

al., 2013). Esta estrategia se ha difundido como practica en toda la regidn oeste de Kenia a través de
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diferentes intervenciones como métodos de aprendizaje de agricultor a agricultor, visitas de campo,
escuelas de agricultores (Amudavi et al., 2009; Murage et al., 2011), y se esta utilizando exitosamente

también en los cultivos de sorgo (Khan et al., 2010; Ogot et al. 2018).

El push-pull ha sido evaluado en sistemas forestales para controlar el escarabajo del pino de montafia
Dendroctonus ponderosae en Pinus contorta utilizando diferentes disefios (Lindgren & Borden, 1993;
Borden et al., 2006; Gillette et al., 2012), con buenos resultados. Sin embargo, nunca se ha evaluado

en hormigas cortadoras de hojas ni en ninguna otra especie de insecto con organizacién social.

El trabajo realizado y presentado en esta tesis tuvo como objetivo evaluar productos y recursos
naturales como estimulos atrayentes y repelentes de hormigas cortadoras de hojas para utilizarlos en
una estrategia de manejo integrado de tipo push-pull en plantaciones jovenes de salicaceas del Bajo
Delta del Rio Parand. La hipétesis es que la estrategia push-pull, utilizando los estimulos que fueron
exitosos en los ensayos de atraccién y repelencia, disminuye el ataque de las hormigas cortadoras de

hojas a los sauces.
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CAPITULO 1:
J77”§ MATERIALES Y METODOS GENERALES

1.1. Recoleccion y mantenimiento de colonias de Acromyrmex ambiguus.

Las colonias de Acromyrmex ambiguus se colectaron en la Estacidn Experimental Delta del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) en el distrito de Campana en Buenos Aires (34°10'30.3"S

58°51'49.9"0) durante 2013 y 2014. Para la colecta, primero se ubicé el nido, los que para esta especie

son bien visibles ya que forman un monticulo alto con tierra y material orgdnico seco (Fig. 1), luego se

tjy‘i

e R & B

Fig. 1. Hormiguero de Acromyrmex ambiguus

despejo cuidadosa mente el material organico de la parte superior hasta observar la honguera
(conjunto de hongo simbionte, obreras, estados inmaduros y reina). La honguera se colectd con una
cuchara esterilizada con alcohol y se colocé en recipientes plasticos (23 cm x 14 cm x 7 cm). Se
utilizaron tantos recipientes como fueron necesarios para colectar la mayor biomasa posible de la
honguera, y de esta forma tener mayor seguridad de que se esta colectando a la reina, la cual asegurara
la continuidad de la colonia en laboratorio. Estos recipientes, que a partir de ahora se denominaran
“camaras del hongo”, fueron colocados dentro de una caja de mayor tamario (30 cm x 44 cm x 30 cm)
que actué como “arena de forrajeo”. Esta ultima generalmente se conecta por tubos transparentes
(1,5 cm de didmetro y 15 cm de largo aprox.) a otra igual para que los individuos de la colonia tengan
mayor espacio para recorrer. También se dispuso dentro de la arena un recipiente que actué como
“cdmara de desechos” donde las hormigas depositaban lejos de las camaras del hongo, todo lo que

pueda ser perjudicial para el mismo (Fig. 2).
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Las colonias se mantuvieron en una camara de cria
bajo un fotoperiodo de 12:12 hs luz-oscuridad, una
temperatura de 23-25 °C y 60% de humedad
relativa. Las colonias se alimentaron tres veces a la
semana con hojas frescas de fresno (Fraxinus spp) o

alamo (Populus spp.) durante la primavera y el

CAMARA DE
HONGO

L

CAMARA DE
DESECHOS

ARENA DE FORRAJEO

Fig. 2. Esquemade como se mantienen las colonias en

laboratorio.

verano, y hojas frescas de jazmin amarillo (Jasminum meznyi) durante el otofio y el invierno. Ademas,

se les ofrecié cdscara de manzana, copos de avena, harina de maiz, arroz, y agua ad libitum durante

todo el afio.

Para todos los bioensayos con colonias, la arena de forrajeo se conectd por un puente hecho de

madera delgada, a otro recipiente que actué como segunda arena de forrajeo (33 cm x46 cm x 12 cm).

Todos los recipientes de plastico con hormigas fueron recubiertos con vaselina en la parte superior de

las paredes para evitar su escape.

1.2. Establecimiento de subcolonias

transparente (1,2 cm de didmetro y 15 cm de largo).

Las mismas consistieron en una porcion del hongo de la colonia que
se colocé en un recipiente redondo de plastico (10,5 cm de didmetro
x 10 cm de altura), con aproximadamente 350 hormigas obreras
(N=6), con un ancho medio de la cabeza (entre los limites exteriores
de los ojos) de 1,75 mm (£ 0,1 mm, N=180). Este contenedor se
conecto a una caja de plastico rectangular (23 cm x 14 cm x 7 c¢cm),

que actué como arena de forrajeo, por tres tubos de plastico
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CAPITULO 2:
ESTIMULO PUSH - REPELENTE

R

2.1. INTRODUCCION

El estimulo push, dentro de la estrategia Push-pull, cumple el rol de proteger el cultivo alejando
a la plaga de éste. Hay muchos tipos de repelentes que se clasifican segin la metodologia de
accion (quimicos -contacto o voldtil-, mecanicos, sonoros, visuales), o pueden clasificarse
también por su rango de accidon (de corto o largo alcance) dependiendo de la naturaleza del
estimulo. Los estimulos de largo alcance afectan el reconocimiento del cultivo por la plaga y
estan relacionados con claves visuales y volatiles (variedad de colores en los cultivos, volatiles
de otras plantas acompafiantes, feromonas antigregarias o de alarma). Los de corto alcance
afectan la aceptacion de la planta por el herbivoro (baja o falta de palatabilidad, disuasivos de
oviposiciéon, feromonas disuasivas) (Cook et al., 2007).

A los compuestos quimicos de origen natural que median las interacciones entre organismos se
los denomina semioquimicos, dentro de éstos se encuentran los aleloquimicos responsables de
las interacciones interespecificas (contrario a las feromonas que actuan a nivel intraespecifico)
(Schooven et al., 2005). Los metabolitos secundarios de las plantas, denominados de esta forma
ya que no poseen una funcién metabdlica conocida y no son estrictamente esenciales para su
funcionamiento cotidiano, pueden actuar como repelentes quimicos naturales, y cuando
cumplen este cometido se los denominan alomonas. Algunas de las funciones de estos
compuestos es otorgarle a la planta una mayor capacidad de resistencia frente a los herbivoros,
ya que generan que las mismas no sean palatables o incluso tdxicas para algunos insectos plaga.
Cuando estos compuestos no poseen toxicidad, sino que impiden que los herbivoros consuman
las plantas, se los denomina disuasivos (“deterrents”) (Walters, 2011).

Varias especies de plantas o sus derivados fueron evaluadas para el manejo de hormigas
cortadoras de hojas. Tihtonia diversifolia, también conocida como “Botdn de Oro”, es una planta
invasiva perenne o anual con forma de arbusto, nativa de América del Norte y Central. Esta
planta fue reportada como repelente de Atta cephalotes en sistemas silvopastoriles en Colombia
(Giraldo, 2005), luego se probd su efecto fungicida sobre colonias en laboratorio (Valderrama-
Eslava et al., 2009), la actividad insecticida de sus extractos sobre obreras (Castafio-Quintana et

al., 2013), y la reduccién de la actividad de nidos en campo cuando eran tratados con un mulch
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(cobertura organica) de hojas de esa planta (Rodriguez et al., 2015). Estudios de Gongalves
(1944) y mas tarde, Bueno et al. (1995), revelaron que en nidos de Atta sexdens rubropilosa
mantenidos en laboratorio, y alimentados exclusivamente con hojas de sésamo (Sesamum
indicum), ocurria una reduccién gradual del nimero de individuos y de la masa del hongo. El
arbol de Neem, Azadirachta indica, también fue estudiado por sus conocidos compuestos
insecticidas, resultando ser téxico para las obreras de la especie Atta sexdens rubropilosa
(Santos-Oliveira et al., 2006). Otras plantas también fueron evaluadas: como por ejemplo el frijol
de chancho (Canavalia ensiformis) en colonias de los géneros Atta y Acromyrmex (Valderrama-
Eslava et al., 2009); Caangay (Ageratum conyzoides), Cilantro (Coriandrum sativum), y menta
(Mentha piperita), en extractos de diferentes concentraciones inhibieron el crecimiento del
hongo (Morais et al., 2015); Ricino (Ricinus comunnis) en extractos con diferentes solventes,
fungicida y toxico para obreras de Atta sexdens (Bigi et al., 2004) y Acromyrmex lundii (Caffarini
et al., 2008).

Dentro del grupo de moléculas responsables de la resistencia de las plantas a insectos fitdfagos,
se encuentran los Terpenos: estos pueden clasificarse en monoterpenos, diterpenos,
sesquiterpenos y esteroides, seglin el nimero de carbonos que los componen. Los
sesquiterpenos (formados por 15 carbonos) representan el grupo mas grande de los terpenos y
son componentes comunes de los aceites esenciales de las plantas. Muchos de estos
compuestos fueron identificados y aislados de extractos vegetales y estan informados como
repelentes de hormigas (dos Santos et al.,, 2013). Okunade y Wiemer (1985) aislaron
sesquiterpenos de las hojas de “tabaquillo” (Eupatorium quadrangulare), que resultaron
repelentes para Atta cephalotes. Howard et al. (1988) evaluaron diferentes aspectos de la
toxicidad de terpenos aislados de plantas nativas del drea de distribucion de Atta cephalotes: el
cariofileno no fue téxico para las obreras, pero si disminuyé el crecimiento del hongo. El
nerolidol y el cariofileno epdxido mostraron efectos negativos tanto en la supervivencia de
obreras como en el crecimiento del hongo. Los tres compuestos mostraron correlacién entre la
magnitud de la toxicidad y su efecto repelente, siendo el nerolidol el mas efectivo (Howard, et
al., 1988).

El farnesol es un sesquiterpeno que esta presente en muchos aceites esenciales de plantas,
como Pluchea dioscoridis y Pittosporum undulatum (Grace, 2002; Medeiros et al., 2003), y
también se lo ha encontrado en las glandulas mandibulares de las especies de hormigas
cortadoras del género Atta con la presunta funcion de feromona de alarma (Schildknecht, 1976).
Es obtenido industrialmente de la semilla de zapallo (Cucurbita maxima) o del insecto Tenebrio
molitor (Coleoptera: Curculiondae) (Palacios y Gladstone, 2003), y se lo utiliza con fines

comerciales en fragancias y alimentos. Este compuesto se ha evaluado en plantaciones de
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arboles citricos para repeler a la hormiga argentina (Linepithema humile). En los arboles
infestados por afidos, la hormiga argentina aprovecha el recurso “atendiendo” a estos insectos
(los protege de depredadores a cambio de excreciones azucaradas), y como consecuencia, los
afidos aumentan su poblacion, y el dafio que producen sobre la plantacién. En ensayos a campo,
el farnesol fue dispuesto con un vehiculo adherente alrededor del tronco del arbol a modo de
barrera, y resulté efectivo interrumpiendo el camino de forrajeo de las hormigas argentinas a
dosis de 0,8 y 2 g por arbol, evitando que éstas llegaran a los afidos por un periodo de 2 a 3
meses (Shorey et al., 1992, 1996). Palacios y Gladstone (2003) evaluaron la repelencia del
farnesol en hormigas cortadoras de la especie Atta mexicana, y encontraron que éstas tendian
a evitarlo.

El uso de semioquimicos repelentes puede ayudar a proteger a los cultivos, sobre todo en las
etapas del desarrollo en los que son mas vulnerables, como los arboles jévenes de sauces y
alamos, que pueden morir por defoliacidon continua al ser atacados por hormigas cortadoras de
hojas en las plantaciones comerciales (Pérez et al., 2011; Della Lucia et al., 2014).

El trabajo realizado y presentado en este capitulo, tuvo como objetivo evaluar el efecto del
farnesol en Acromyrmex ambiguus, para ser utilizado como estimulo push en una estrategia
Push-pull. La hipétesis planteada es que el farnesol tiene efecto repelente en estas hormigas
cortadoras. Se predice que cuando el farnesol esta presente formando una barrera quimica
alrededor de las plantas jévenes de sauce, las hormigas cambian su comportamiento de

recoleccidn, evitando esas plantas, y se reduce el dafio al cultivo.

2.2. METODOLOGIA

2.2.1. Evaluacion de repelencia del Farnesol

Para este bioensayo se utilizaron subcolonias. La evaluacion consistié en colocar 12 discos de
papel de filtro (0,5 cm de didmetro) en un disefio de cuadricula, equidistantemente distribuidos
en 4 columnasy 3 filas en la arena de forrajeo (Fig. 3). La mitad de los discos fueron tratados con
una solucion de farnesol y etanol (discos tratados), y la otra mitad fueron tratados sélo con
etanol (discos control). Se probaron tres concentraciones de farnesol (SIGMA Aldrich): 1,5y 10
mg/ml. Tanto los discos tratados, como los controles, se embebieron con 3 pl de cada

concentracién de aceite esencial o solo solvente (etanol), respectivamente. Los discos se
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colocaron aleatoriamente en cada posicion de
la cuadricula en la arena de forrajeo (Fig. 3). Se
permitio el ingreso de las hormigas a la arena, y
se registr6 el orden y el tipo de disco
recolectado. Se tomaron los primeros 6 discos

colectados como frecuencia observada. Se

utilizaron 18 subcolonias, obtenidas de 3 4&‘

Fig. 3. Ensayo con metodologia de grilla en subcolonias.

colonias madre (6 de cada una), y se sumaron
los resultados provenientes de cada colonia. Los primeros 36 discos seleccionados por cada

colonia (6 discos x 6 subcolonias) se analizaron mediante una prueba de heterogeneidad de Chi2.

2.2.2.Rango de accidn del farnesol

Para evaluar si el efecto repelente del farnesol es causado por claves volatiles (seial de olor) o
por claves de contacto, se realizaron dos ensayos de eleccidn diferentes con subcolonias. En
ambos, las hormigas podian elegir entre dos [
estaciones de alimentacion diferentes, una tratada
con farnesol y otra como control. Estas estaciones
consistian en pequefas jaulas hechas de una malla

plastica (2 cm de didmetro y 2,6 cm de alto) con un

recipiente con copos de avena en la parte superior,

como material de colecta de interés (Fig. 4). Las

. i . . Fig.4. Disposicion de los hilos en las
hormigas debian subir a la jaula para alcanzar los jaulas segtin el ensayo. Izquierda: claves

copos de avena. El tratamiento con farnesol consistio WGISKIESSESESCHoRCaves UEICRItacte:
en hilo de algodén de 25 cm tratado con 10 mg de farnesol en 100 mg de lanolina (mezcla
comercial de lipidos -colesterol y ésteres de acidos grasos- producidos naturalmente por las
glandulas sebdceas de los mamiferos), y el hilo de control se traté con 100 mg de lanolina sola.
Se utilizd como referencia de esta metodologia el trabajo de Shorey et al. (1996) donde se
describe el uso del hilo de algoddén. Los 100 mg de lanolina se derritieron en un vidrio reloj a
70°C en una placa calentadora, y luego se le agregaron los 10 mg de farnesol (11 pL), revolviendo
hasta que se incorporaron en la lanolina. A esta mezcla, aun en estado liquido, se agrego el hilo

de algoddn y se embebié completamente en la misma. En el caso del control, una vez que la

lanolina se derritid, solo se le agregd el hilo.
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- ENSAYO CON CLAVES VOLATILES: En este ensayo, se colocaron los hilos de algodén dentro de
las jaulas. Las hormigas podian subir hasta los recipientes con avena sin entrar en contacto con

el hilo.

- ENSAYO CON CLAVES DE CONTACTO: En este otro ensayo, los hilos de algoddn, tratado y
control fueron colocados externamente en la linea media de la jaula, formando una banda de
0,5 cm aprox., con lo cual las hormigas debian entrar en contacto con el hilo, y cruzarlo para

alcanzar los recipientes con los copos de avena.

La variable respuesta medida fue el nUmero de hormigas en contacto con el recipiente de avena.
Esta se registré cada dos minutos, durante cuarenta minutos. EIl nimero de hormigas en
contacto con cada opcidn se analiz6 mediante una prueba de heterogeneidad de Chi?. Se

utilizaron 18 subcolonias, obtenidas de 3 colonias madre (6 de cada una).

2.2.3.Duracion del efecto repelente

Para estimar el tiempo de efectividad de la repelencia del farnesol se realizaron ensayos con 3
colonias enteras. Cada colonia fue conectada por un puente de madera a una arena de forrajeo
adicional en donde se realizé el ensayo. Se utilizaron estacas de Salix babylonica var. Sacramenta

"Soveny Americano" de 22 cm de alto x 1,5

Recipiente

cm de didmetro. A cada estaca se le agregd un con copos de +——FERET) ol
~ .. avena
pequefio recipiente redondo (2 cm de
Estaca «
didmetro) con copos de avena en la parte
Hilo de algodon « = =

superior, el cual fue continuamente rellenado

. 11¢em
para generar que el recurso estuviese ‘

J0cem
disponible ad libitum (Fig. 5). El ensayo

consistio en ofrecer a las hormigas dos Fig. 5. Esquema de ensayo con estacas
estacas, una control y otra tratada, ubicadas

en el centro de la arena, separadas por 30 cm entre si. Se utilizd6 nuevamente la metodologia del
hilo de algoddn de 25 cm, el cual fue colocado en la linea media de cada estaca (a los 11 cm de
altura aproximadamente), dandole varias vueltas, formando una banda de 1 cm (Fig. 5). El hilo

de algoddn de la estaca control se embebid con 100 mg de lanolina, y el hilo de la estaca tratada

se embebid con tres dosis de farnesol: 10, 50 y 100 mg, mezclados en 100 mg de lanolina. La

17



mezcla de lanolina con farnesol y la incorporacion de ésta en los hilos, asi como también la
lanolina sola al hilo control, se realizd con la misma metodologia que en el ensayo anterior.

Se registrd el numero de hormigas cruzando las bandas generadas por los hilos en cada estaca,
independientemente de que se dirigieran hacia arriba o hacia abajo, con o sin carga (Shorey et
al., 1996). Se realizaron diez observaciones por dia, de 1 minuto cada una, cada cuarenta
minutos de 9 a 16 hs, durante un periodo de cinco dias. Se evaluaron las tres dosis de farnesol
en cada colonia. Los datos registrados se utilizaron para calcular el Porcentaje Repulsion (PR)
por la siguiente formula: PR (%) = (Nc - 50), donde Nc es el porcentaje de hormigas presente en
las estacas control. Los valores positivos (+) expresaron repelencia y los valores negativos (-)
atraccion (Talukder y Howse, 1994). Los datos de PR se analizaron mediante un ANOVA de
medidas repetidas (SAS 2012). La dosis y el tiempo de muestreo se incluyeron como variables
fijas, y las colonias como variable aleatoria. Los grados de libertad corregidos del denominador
se obtuvieron usando el ajuste de Kenward-Roger (opcion DDFM = KR de la declaracion
MODELO). Los PR se compararon para cada dosis y tiempo de muestreo con una prueba a

posteriori de Tukey.

2.3. RESULTADOS

2.3.1.Evaluacion de repelencia del Farnesol

A pesar de existir una tendencia a recolectar discos control en lugar de tratados con 1 mg/ml de
farnesol, la diferencia no fue significativa (x> = 4,19; gl = 2; valor-p = 0,12). En las dosis probadas

de 5 10 mg/ml las hormigas
¥ g/ '8 I Control

prefirieron  significativamente Em Tratado

B
e

recolectar los discos control por

sobre los tratados (5 mg/ml: x* =

% *
NS
8,04; gl = 2; valor-p = 0,018 y 10
mg/ml: x2 = 9,47; gl = 2; valor-p <
0,009). Claramente, al aumentar ' ’J—‘
la dosis de farnesol, las diferencias |l|
i | . =
1 5 10

entre discos control y tratados

o
2

—
<

N° de discos colectados
%]
(=]

Dosis mg/ml
Fig.6. N° de discos colectados en cada dosis evaluada. Media y
error estandar (N=3). . El * indica significancia (valor-p < 0,05),
NS no significativo.

recolectados fueron mayores (Fig.
6). Las hormigas practicamente no
recolectaron discos tratados con

10 mg / ml de farnesol.
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2.3.2. Rango de accion del farnesol

En el ensayo en donde se evaluaron las claves de contacto, el nimero de hormigas que llegaron

al recipiente con copos de avena fue significativamente menor en las jaulas tratadas con farnesol

Bl Control en comparacion con las jaulas control (x*
3 Tratado
7507 = 78,74; gl = 2; valor-p < 0,0001). Sin
% NS—I_
.E’ embargo, cuando las hormigas podian
& 500+ . .
2 * subir hasta al recipiente con copos de
@
'g avena, pasando por las claves volatiles
5 2504 T
g del farnesol, pero sin tocarlo, las
Z . . S
0 diferencias no fueron significativas entre
1 1
Contacto Volatiles el grupo control y el tratado (x = 1,3; gl
Fig.7. N° de hormigas que trepaban a las jaulas en cada
uno de los ensayos. Media y error estandar (N=3) . El % = 2; valor-p = 0,5223) (Fig.7).

indica significancia (valor-p < 0,0001), NS no significativo.

2.3.3.Duracion del efecto repelente

El porcentaje general de repulsién (PR) en todas las dosis y tiempos promedié 25,86 + 3,54
(media = ES), mostrando un marcado efecto repelente del farnesol y corroborando los
resultados obtenidos con los discos tratados (Fig. 8). El analisis de varianza dio significativo para
el efecto tiempo (F = 5,14; gl = 4, 28; valor-p = 0,003) y para el efecto de la dosis (F = 15,50; gl =
2, 28; valor-p <0.0001), no asi para

la interaccidn entre ambas variables 60 10 mg
e = S0mg
(F=1,35;gl=8,28;valor-p=0,3).La % 5o S 10w
)
. . =
dosis mas alta de farnesol probada, 2 o
1
100 mg, fue mas efectiva para &
) 2 30 1
repeler hormigas que 10y 50 mg 8
[~
@
farnesol (valor-p <0,05; prueba de - 20 .
Q.
Tukey). El farnesol fue ligeramente 10
mas repelente en los primeros tres i
0!
dias del ensayo en comparacién con 1 2 3 4 5

Dia
Fig.8. Efecto de repelencia del farnesol a lo largo de 5 dias, en
diferentes dosis. Media y error estandar (N=3)

los dias siguientes (valor-p <0,05;

prueba de Tukey).
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2.4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados de esta serie de ensayos demostraron que el farnesol actua efectivamente como
repelente de las hormigas cortadoras de hojas de la especie Acromyrmex ambiguus en
condiciones de laboratorio. Esta especie se suma al efecto reportado para otra hormiga
cortadora, Atta mexicana (Palacios y Gladstone, 2003), y para la hormiga argentina Linepithema
humile (Shorey et al., 1992, 1996).

Cuando se habla de posibles repelentes y de manejo integrado, hay que tener siempre en cuenta
como pueden ser estos empleados en las estrategias de manejo para que sean efectivos para la
plaga que se quiere manejar. Con los resultados obtenidos en el ensayo de rango de accién, se
pudo concluir que el efecto repelente del farnesol en A. ambiguus se debe a claves de contacto.
Como se menciond en la introduccién, estas claves de corto alcance afectan a la eleccion del
herbivoro, una vez que ya esta sobre la planta, o muy cerca de ella. Con lo cual el farnesol puede
ser utilizado como una barrera quimica en los tallos de las plantas jovenes de saliciceas evitando
gue las hormigas cortadoras lleguen hasta las hojas y provoquen dafio a las plantas. Es
importante destacar que las hormigas cortadoras de hojas son generalistas, las exploradoras
(“scouts”) salen a buscar posibles opciones de corte, vuelven al nido con la informacion de la
planta (cargadas con una porcion de la hoja o no) para reclutar mas obreras y marcan con
feromonas el camino hasta ese recurso para monopolizarlo antes que otro herbivoro (Bollazzi y
Roces, 2011). Si bien la aceptacion de la planta como recurso depende de sus caracteristicas
fisicas y quimicas (Howard, 1987), y de la experiencia previa de las obreras (Saverschek et al.,
2010), la busqueda de opciones de corte por las hormigas “scouts” empieza recorriendo largas
distancias de forma aleatoria (Travaglini et al., 2015). Si las hormigas “scouts” encontraran el
cultivo protegido por una barrera que las repeliera de explotar ese recurso y tuvieran otras
opciones atractivas (que pueden generarse por medio de un atrayente en el disefio de la
plantaciéon o por la presencia de otras fuentes de corte), se podria modificar su comportamiento,
de manera tal que elijan cualquiera de las otras opciones disponibles.

Se observé que la respuesta repelente del farnesol aumenta con la dosis en diferentes
dispositivos de disefio experimental. A pesar de que en los ensayos con subcolonias las dosis
que se utilizaron fueron muy bajas (1, 5 y 10 mg/ml), las dos mayores fueron repelentes para
esa escala inicial, donde el espacio era reducido y las hormigas tenian ambas opciones (control
y tratado) muy cerca (30 cm). Cuando se aumento la escala para trabajar con colonias enteras y
evaluar la duracidn del efecto repelente, se observé un efecto que durd al menos 5 dias para la
concentracién mas alta utilizada, 100 mg. No obstante, las dosis de 10 y 50 mg también tuvieron

un buen porcentaje de repulsion durante los primeros 3 dias. Shorey et al. (1996) reportaron
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que, en arboles de citricos en condiciones de campo, protegidos con un hilo de algoddn
embebido con 40 mg de farnesol a modo de barrera, se evitaba que la hormiga argentina (L.
humile) subiera a los mismos durante un periodo de 2 a 3 meses. Mds alla de las diferencias
anatomicas y fisioldgicas que pueden existir entre los receptores quimicos y la fisiologia de estos
dos géneros, el experimento que se llevd a cabo para medir la duracién del farnesol como
repelente en A. ambiguus fue realizado en condiciones de laboratorio. En el disefio solo habia
dos estacas como opcidn, con lo cual la presidn de forrajeo era muy grande teniendo en cuenta
gue durante esos 5 dias a las obreras solo se les ofrecié como recurso los copos de avena que se
ubicaban en la parte superior de las estacas. Los ensayos en laboratorio son muy diferentes al
abanico de opciones que se da en el campo. En este ultimo, la oferta de opciones a las cuales
acudir es mayor que en las condiciones controladas del laboratorio, consecuentemente, es
légico que el efecto repelente del farnesol tenga mayor duracién en los experimentos
planteados por Shorey. Evaluar la duracidn del efecto repelente del farnesol sobre A. ambiguus
en condiciones de campo seria un dato muy importante a medir en el futuro.

Estos resultados permitieron considerar al farnesol como un estimulo push adecuado en una
estrategia Push-pull, ya que la presencia de un estimulo atrayente ayudaria a que las hormigas

no necesariamente entren en contacto con el repelente.
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Vi CAPITULO 3: 4
ESTIMULO PULL — VEGETACION COMO

ATRAYENTE

3.1. INTRODUCCION

Las hormigas cortadoras de hojas de la tribu Attini cortan material vegetal y lo usan como sustrato
para el hongo que cultivan. Teniendo en cuenta la variedad de plantas que cortan y el hecho de que
también pueden ingerir savia directamente de las plantas, estos insectos se consideran herbivoros
polifagos o generalistas (Cherrett, 1972; Littledyke & Cherrett, 1976; Rockwood, 1977). Sin embargo,
las obreras seleccionan hojas de diferentes especies de plantas, lo que resulta en un rango de usos
desde la alta preferencia por algunas especies, hasta el rechazo por otras (Hubbell et al., 1983; Howard,
1990; Meyer et al., 2006).

No es sorprendente, dada la biologia de estos insectos que, en producciones forestales o agricolas,
donde la diversidad de plantas es muy baja y las opciones de colecta escasas, las hormigas cortadoras
de hojas representen uno de los principales problemas para les productores.

Existe una gran cantidad de evidencia de que la biodiversidad, tomando el concepto descripto en el
Convenio sobre Diversidad Bioldgica® (Naciones Unidas, 1992), disminuye fuertemente la abundancia
de herbivoros y el dafio que estos causan en el cultivo (Kremen & Miles, 2012; Isbell et al., 2017). El
aumento de la biodiversidad de plantas en los agroecosistemas genera una reduccién en la
colonizacion de las plagas y en su tasa de crecimiento causada por: la alteracidon para encontrar los
recursos, y el aumento en la abundancia de enemigos naturales (Isbell et al., 2017). Estos efectos estan
regulados tanto por el control “Bottom-up” (de abajo hacia arriba), como por el “Top-down” (de arriba
hacia abajo) que se dan en todas las cadenas tréficas (Begon et al., 2006).

Una mayor diversidad de plantas afecta directamente a los herbivoros (sobre todo a los especialistas)
por medio de una regulacion “Bottom-up”. Esta regulacién les dificulta la disponibilidad de su recurso
ya sea por: 1) estimulos visuales o quimicos que pueden actuar repeliendo las plagas de un cultivo, 2)
atrapar herbivoros en una planta que no sea el cultivo, 3) bloquear el movimiento de herbivoros con

vegetacidn alta, o 4) alterar el perfil volatil de las plantas de cultivo (Gurr et al., 2017). Todos estos

34 g variabilidad de organismos vivos de cualquier fuente, incluidos, entre otras cosas, los ecosistemas terrestres y marinos,
y otros ecosistemas acudticos, y los complejos ecoldgicos de los que forman parte; comprende la diversidad dentro de cada
especie, entre las especies y de los ecosistemas”

22



mecanismos promueven que los insectos que se alimentan del cultivo tiendan a abandonarlo,
contrario a lo que pasa en un monocultivo donde el recurso esta concentrado y en grandes cantidades.
La biodiversidad también genera una regulacién de las plagas del tipo “Top-down”. Es decir, mejora las
condiciones para los enemigos naturales, aumentando la abundancia y disponibilidad de
presas/huéspedes, polen, néctar, refugios y microhdbitats que no se encuentran en los monocultivos
o en cultivos de grandes extensiones con poca vegetacion alternativa (Altieri & Nicholls, 2004).

En el trabajo de revisién de Letourneau et al. (2011) se comparan estudios realizados en sistemas de
cultivos con alta biodiversidad con sistemas con pocas especies vegetales, y se concluye que existe un
incremento del 44% en la abundancia de enemigos naturales, un 54% de aumento en la mortalidad de
herbivoros y un 23 % de reduccién en el dano al cultivo en los primeros sistemas con respecto a los
segundos (Letourneau et al., 2011).

Ademas de disminuir el efecto de las plagas sobre los cultivos, el aumento de la biodiversidad de
plantas en el sistema acrecienta la produccién del cultivo y del forraje, la produccién de madera,
genera estabilidad, fomenta la polinizacidon y disminuye la aparicion de malezas y enfermedades
(Kremen & Miles, 2012; Isbell et al., 2017). En comparacidon con monocultivos, los sistemas mas
diversificados generan mejor calidad del suelo, secuestro de carbono, capacidad de retencién de agua
en los suelos superficiales, asi como también un uso mas eficiente de la energia, y resistencia al cambio
climatico (Kremen & Miles, 2012).

La biodiversidad también se relaciona con los Servicios Ecosistémicos en varios niveles: como
reguladora de procesos ecolégicos, como un servicio ecosistémico final que actda promoviendo la
variabilidad genética y la resiliencia del ecosistema, y como un bien en si a conservar por el valor
cultural que les humanes le confieren (Mace et al., 2012).

Con las bases y antecedentes de los beneficios de conservar y promover la biodiversidad dentro de
sistemas productivos, se plantea como objetivo: evaluar la seleccidn y preferencia de la vegetacidon de
crecimiento espontdneo por las hormigas cortadoras de hojas, y la posibilidad de utilizar la misma en
un disefo alternativo en plantaciones de sauces (Salix spp). La hipétesis es que la presencia de cierta
vegetacién de crecimiento espontdneo reduce el dafio al cultivo causado por las hormigas, ya que
actua como fuente alternativa de corte. Con lo cual, se predice que en campos de sauces en donde se
permite y mantiene el crecimiento de este tipo de vegetacion, se observan menos ataques de hormigas

cortadoras sobre el cultivo, en comparacidn con los campos en donde toda la vegetacidn es removida.
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3.2. METODOLOGIA

3.2.1.Disponibilidad de vegetacion y seleccidon por las hormigas

Se realizd un muestreo de la abundancia y riqueza de plantas en un area de aproximadamente 2
hectdreas de una plantacion adulta de dlamos en la Estacion Experimental Delta del Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria (INTA), Campana, Provincia de Buenos Aires (34°10'S 58°51'0). Durante
un afio (desde agosto del 2015 a julio del 2016) se evalué mensualmente la riqueza de especies y la
abundancia relativa tomando nueve muestras de vegetacidn de crecimiento espontaneo al azar. Para
ello se arrojo un rectangulo de hierro de 50 x 50 cm de forma aleatoria, y toda la vegetacion que se
encontraba dentro del mismo fue cortada y llevada al laboratorio. Alli fue identificada, secada en un
horno a 70 ° C durante 24 horas, y luego pesada (peso seco). Para evaluar la seleccién de las hormigas,
simultaneamente al muestreo de vegetacion, se identificaron tres colonias de A. ambiguus en la misma
area. Se delimité un perimetro de 6m alrededor de cada una de ellas, en el cual se registraron por
observacion directa las especies de plantas que estaban siendo cortadas in situ por las hormigas (Fig.

1).

Fig. 1. Hormigas cortando plantas en el sitio de muestreo.

Para evaluar si las hormigas seleccionan las especies de planta por abundancia de las mismas, se realizé
un Modelo Lineal Generalizado Mixto (GLMM) con un disefio de medidas repetidas. El modelo
consistié en una regresion logistica binaria con funcidn de enlace logit y se analizé con el paquete Ime4
(Bates et al., 2015) en el programa R v 3.6.1. (R Core Team, 2019). La variable de abundancia relativa
de especies se tomd como la variable fija del modelo. Y las variables aleatorias fueron el mes de las
mediciones, debido a las mediciones repetidas, y la identidad de las especies de plantas, para hacer
inferencias sobre la poblacidn de la vegetacion de crecimiento espontdneo. Se calcularon los pseudo

R cuadrados para GLMM utilizando el paquete MuMIn (Barton, 2019).
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3.2.2. Ensayos de preferencia de cafeteria y duales

3.2.2.1. ENSAYOS DE ELECCION MULTIPLE

Se consideraron 10 especies de las plantas que eran ‘:"

B . Ve e eaat ‘
seleccionadas por las hormigas y se recolectaron del .52,5“?:‘*"{'!?‘,”"' = ’%w
campo 3 ejemplares vivos de cada una. Con las hojas de o ‘ N _w‘_,."l‘
estas plantas se realizaron ensayos de preferencia con o ./,'N;':;',*‘

disefo en cafeteria, ofreciendo a las hormigas grupos de

a 5 opciones separadas equidistantemente (Fig. 2). En el g ‘ ‘\‘ A | ;

primer grupo se ofrecieron: Carduus acanthoides, |
Monteiroa glomerata, Iris pseudacorus, Phytolacca e

Fig. 2. Arena de forrajeo con hojas de 5 especies
americana y Verbena bonariensis. Y en el segundo: de hojas.
Solidalgo chilensis, Ligustrum sinense, Fumaria capreolata, Lonicera japonica y Oxalis articulata. Se
utilizé una bandeja de plastico (33 x 46 x 12 cm) como arena de forrajeo, la cual se conecto a la colonia
por medio de un puente de madera. Se permitié a las hormigas forrajear sobre las mismas durante 45
minutos y luego se retiraron los restos de hojas que quedaron. Las hojas fueron escaneadas antes y
después de ser ofrecidas a las hormigas (Fig. 3), y se calculd el 4rea cortada de cada opcidn (cm?), por
medio del programa ImageJ como se explica en Guerrero Rincon et al. (2012). Los ensayos se realizaron
con 4 colonias de A. ambiguus. Los resultados se analizaron con un Modelo Lineal Generalizado Mixto

(GLMM) tomando como variable fija el Area cortada (medida en cm?), y como variable aleatoria

Colonia, se utilizd el paquete Ime4 (Bates et al., 2015) en el programa R (R Core Team, 2019).

COLONIA : 7 G TeCHA 77 1e Easyo COLONIA : 7 vG CECHA 7/Fe Ensyo:

——

i

wy, + '—‘__

Fig.3. Escaneo de hojas antes (izquierda) y después (derecha) del ensayo.

3.2.2.2. ENSAYOS DUALES
Se evalué la preferencia de las hormigas entre siete especies de plantas ofreciendo las mismas de a

pares. Las especies de plantas se eligieron en funcién de los resultados obtenidos en el ensayo anterior,
por los resultados obtenidos en el muestreo a campo, y de acuerdo con la disponibilidad de las mismas
para realizar los ensayos. Se probaron las siguientes especies: Ligustrum sinense, Amorpha fructicosa,
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Monteiroa glomerata, Lonicera japonica, Phytolacca americana, Iris pseudacorus y Salix babylonica.
Esta ultima es uno de los genotipos de sauces mdas abundantemente producidos en la zona y es
utilizado como referencia de cultivo.

El ensayo consistid en ofrecer a las hormigas hojas de tamario similar de dos de las especies de plantas,
separadas por ca. 30 cm. La colonia fue conectada a la arena de forrajeo (33 x 46 x 12 cm) por un
puente de madera y se permitid a las hormigas colectar durante 45 minutos (Fig. 4). Se calculd el drea
cortada de cada opcidn, de la misma forma que el ensayo anterior. Los ensayos se hicieron con cinco

colonias de A. ambiguus.

Se realizaron todas las
- combinaciones posibles de especies
o‘ﬁ-
de plantas y se construyeron
7 4
| Honeo | L] matrices de comparacionde 7 x 7 (las

ARENA DE FORRAJEO

siete especies de plantas probadas)
Fig. 4. Esquema de la colonia conectada a la arena de forrajeo.

para cada colonia, con cada celda jj
representando un par de especies de plantas, y su valor, el resultado del ensayo donde la especie i
(fila) fue preferida o no, a la especie j (columna). Las diferencias en el area cortada de cada opcidn se
analizaron usando un Chi? (valor-p < 0,05). En caso de diferencias significativas, el valor asighado a una
celda jj fue 1 para la especie mas cortada y O para la menos cortada. Para las combinaciones en las que
la preferencia no era significativa (valor-p > 0,05), se asignd un valor de 0,5 a ambas especies de
plantas, ya que esta situacion se considerd un empate (De Vries, 1995). La jerarquia de cada colonia,
asi como también de una matriz construida con la suma de los resultados de cada colonia, se verificd
mediante el indice de linealidad de Landau modificado, h” (Landau, 1951), porque éste considera los
resultados donde hay interacciones desconocidas. El indice de Landau varia de 0 a 1, donde 1 indica
linealidad completa y 0 indica que todas las especies son igualmente preferidas. Se realizo el analisis
de las matrices de cada colonia para evaluar si habia diferencias en las preferencias relacionadas con
la identidad de las colonias. Las preferencias de las hormigas por las plantas se clasificaron por
“preferencia de corte” por el Puntaje de David, un indice de clasificacién de dominancia que tiene en
cuenta la importancia de cada elemento en la matriz (Gammell et al., 2003). Se utilizo el puntaje de
David normalizado, porque varia entre 0 y N-1 (N es el nimero de especies comparadas), los valores
mas altos indican niveles de preferencia mayores. Los valores para cada especie de planta se
compararon con un Modelo Lineal Generalizado Mixto (GLMM), tomando como variable fija el valor
del puntaje de David Normalizado de cada especie, y como variable aleatoria Colonia, se utilizé el

paquete Ime4 (Bates et al., 2015) en el programa R (R Core Team, 2019).
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3.2.3.Ensayo a campo de plantaciones con y sin vegetacion

En base a los resultados de seleccidn y preferencia de las hormigas por la vegetacion de crecimiento
espontdneo, se disefid un experimento a campo para evaluar si la presencia de estas plantas actuando
como fuente alternativa de corte, reduce el ataque de hormigas cortadoras a las plantaciones de
sauces.

Este ensayo se realizé en la Estacion Experimental Delta del INTA, en una plantacién de sauces de dos
afios de edad, iniciada desde guias (este es un material de plantacidon de 2m de longitud), en la cual no
se controlaba quimicamente a las
hormigas. Se eligieron parcelas del clon
G (94.08.43) ya que suele ser atacado

por hormigas cortadoras. Cada unidad

experimental poseia 25 arboles,

O
Parcela sin Vegetacion O
O

30m

O

ek

plantados en un disefio de 5 x 5,

OOOQQ
OO 00 0O
OO 000

O

distanciados por 6 metros (Fig. 5). Se

o tomaron las dos hileras externas de
¢ om ° cada parcela, en una se permiti6 y
Fig. 5. Esquema del disefio de la parcela mantuvo el crecimiento de |la

vegetacién espontdnea (“Parcela con vegetacion”), y en la otra se removié mecdnicamente la
vegetacién a una distancia de un metro a cada lado de las guias (“Parcela sin vegetacion”).

Se midié observacionalmente el porcentaje de foliacion de cada planta una vez por semana durante
dos meses, entre noviembre del 2016 y enero del 2017. Se tomaron datos de 4 unidades
experimentales, las mismas estaban separadas entre 50 y 100 metros de distancia entre si. Los
resultados se analizaron con un Modelo Lineal Generalizado Mixto (GLMM) utilizando el paquete nime
(Pinheiro et al., 2019) en el programa R (R Core Team, 2019), tomando como variables fijas el
Tratamiento (con o sin vegetacion)y el Tiempo (semanas 1-8), y como variables aleatorias Bloque (cada
unidad experimental) e Individuo (cada guia). Al ser un disefio de Medidas Repetidas, la matriz de
covarianza se modelé como Autoregresiva de primer orden (ya que es la que mejor explicaba los

datos), y se modeld la varianza con la funcién varldent.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1.Disponibilidad de vegetacion y seleccion por las hormigas

A lo largo del afo de muestreo, se registraron 39 especies de plantas en el drea estudiada. La
vegetacién disponible para A. ambiguus fue variada, especialmente de octubre a marzo, que
corresponde a las estaciones de primavera y verano (hasta 18 especies) (Fig.6).

De las 39 especies de plantas registradas, las hormigas cortaron 19 de ellas (puntos negros, Fig.6). Este
analisis determind que la seleccién de corte de las hormigas no esta relacionada con la abundancia
(valor-p = 0,85). Para lograr una mejor comprensién de la seleccién de las hormigas, la proporcién de
varianza explicada por el modelo GLMM se midié como R%summ condicional y marginal. El analisis
evidencié una mayor proporcién de varianza explicada por variables aleatorias que por la variable fija
abundancia relativa (R%imm(c) = 75,9%, R%cimm(m) = 0,036% respectivamente). Para determinar cuanta
variabilidad explicaba cada variable aleatoria, se compararon las varianzas estimadas. Los resultados
mostraron que la varianza de la identidad de especies fue mayor que la contabilizada por mes (9,78;
0,87; ambos en la escala de enlace, respectivamente). Esto sugiere que la identidad de especies puede
ser el principal efecto que explica la variabilidad en la seleccidon de las hormigas. Lonicera japonica e
Iris pseudacorus, por ejemplo, fueron cortadas por A. ambiguus durante todo el aio, incluso cuando
su abundancia fue baja (por ejemplo, en mayo). Sonchus oleraceus, Amorpha fructicosa y Ligustrum

sinense no fueron abundantes durante el muestreo, pero cada vez que estuvieron presentes fueron
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Fig.6. Familias y especies de plantas muestreadas durante un afio. La intensidad del color verde indica la
abundancia mensual de cada especie (% de peso seco). Los puntos negros indican la actividad de corte de las
hormioas en cada mes.

cortadas. Las especies lefiosas Populus spp., Gleditsia triacanthos y Fraxinus spp. también fueron

seleccionadas por las hormigas cuando estuvieron presentes.
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3.3.2.Ensayos de preferencia de cafeteria y duales

3.3.2.1. ENSAYOS DE ELECCION MULTIPLE
En los graficos siguientes se observan los resultados obtenidos en ambos ensayos (Fig.7):
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Fig.7. Ensayos de cafeteria, 10 especies de plantas ofrecidas en dos grupos de 5. Media y error estandar (N=4)

Los analisis estadisticos no mostraron diferencias significativas para preferencia de corte entre especies
vegetales (valor-p >0,05). Sin embargo, puede verse en los graficos que hay ciertas especies que
tendieron a ser mas cortadas que otras. En el primer grupo M. glomerata, P. americana y V. bonarensis
fueron las mas cortadas, y en el segundo grupo L. sinense y F. capreolta. En la siguiente seccién se
presentan los resultados de comportamiento de corte de las hormigas frente a estas especies

vegetales, en comparacion con el cultivo a proteger (i.e., sauce).

3.3.2.2. ENSAYOS DUALES
Se calculé el indice de linealidad de Landau para cada colonia y luego se realizé una matriz con los

resultados de todos los ensayos. El valor del indice de linealidad de Landau para cada colonia no fue
significativo (valor-p > 0,1), excepto para la colonia 2 (valor-p = 0,03). Los resultados de la sumatoria
de las cinco colonias (h’ =0,62, P =0,11) indican que las preferencias entre las opciones no son lineales,
es decir, no existe una organizacion jerdrquica entre las especies de plantas seleccionadas por las

hormigas, al menos en este ensayo. (Fig. 8).
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Fig. 8. Las celdas con valores 1 indican que las especies de esa fila fueron preferidas a las especies de las columnas.
Los valores 0, que no fueron preferidas, y 0,5 que no hubo preferencia por ninguna de las dos especies. A la derecha
de cada matriz se indica los valores del indice de Landau (h’) y su valor-p. Ls: Ligutrum sinense; A: Amorpha
fructicosa; S: Salix babylonica; M: Monteiroa glomerata; Lj: Lonicera japonica; P: Phytolacca americana; I: Iris
pseudacorus.
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Se calculd el Puntaje de David normalizado para
presentar un analisis cuantitativo de la preferencia
de cada planta en los ensayos duales (Fig. 9), y los
resultados demuestran que S. babylonica, la
planta de referencia, se ubicd entre las otras
especies de plantas de la vegetacidon de
crecimiento espontaneo seleccionadas por las
hormigas en el campo. En este analisis se puede
observar que algunas especies de plantas parecen
ser mas preferidas que otras (valor-p <0,001), por
ej. L. sinense parece ser mas preferida que P.
americana e |. pseudacorus. Pero como la
preferencia no es lineal, no se puede afirmar esta

jerarquia.
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Fig. 9. Analisis de Tukey sobre los resultados del
Puntaje de David Normalizado, las diferentes letras
indican significancia estadistica de 0,05. Media y
error estdndar (N=5). Especies de plantas: Ls:
Ligutrum sinense; S: Salix babylonica, A: Amorpha
fructicosa; M: Monteiroa glomerata; Lj: Ligutrum
sinense; P: Phytolacca americana; [I: Iris
pseudacorus.

3.3.3. Ensayo a campo de plantaciones con y sin vegetacion

93| == CON vegetacion

== sin vegetacion
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Fig. 10. Cantidad de follaje remanente a lo largo de dos meses,

en los tratamientos con y sin vegetacion.

El resultado del andlisis de Medidas

Repetidas indic6 que existe una

interaccion entre las variables

Tratamiento  (Parcelas con y sin
vegetacion) y Tiempo (valor-p= 0,0189).
Un analisis a posteriori mostré que la
diferencia se evidencié marcadamente a

partir de la 5% semana del inicio del ensayo

(valor-p<0,05; prueba de Tukey) (Fig. 10).
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3.4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

El Delta del Parana es un humedal, y como tal, posee una gran diversidad de plantas, esto se evidencid
en el muestreo anual realizado. Si bien el sitio donde fue realizado es una zona productiva que fue
altamente modificada, y gran parte de la vegetacidn que se encuentra en este lugar es exdtica, se pudo
observar que las hormigas cortadoras de hojas realizan una seleccion dentro de las opciones de corte
disponibles a lo largo del afo. Los resultados de los ensayos de preferencia realizados con especies de
plantas seleccionadas por las hormigas indican que no tienen una preferencia de corte por el sauce
por sobre las otras especies vegetales, ni tampoco existe una jerarquia entre las especies evaluadas.
Esto era una posibilidad, ya que las hormigas son basicamente generalistas (Cherrett, 1972), vy el
experimento de preferencia en laboratorio fue disefiado con plantas que son seleccionadas a campo.
Al no existir una alta preferencia de las hormigas por el sauce, se puede afirmar que la vegetacion de
crecimiento espontdneo que es seleccionada, puede actuar como una alternativa de corte si se
conserva y mantiene en el campo. De esta forma se podria generar un manejo del habitat que
disminuya el dafio producido en el cultivo por las hormigas y, ademas, que maximice las oportunidades
del control por enemigos naturales y genere servicios ecosistémicos (Landis et al., 2000).

Entre las plantas seleccionadas por las hormigas se encuentran algunas que podrian producir
disservicios ecosistémicos®, entre ellas Gleditsia triacanthos (“Acacia negra”) e Iris pseudacorus (“Lirio
amarillo”). Ambas especies, si bien son altamente seleccionadas por las hormigas (la acacia fue cortada
6 de los 7 meses en los que se registré en el muestreo, y el lirio fue cortado en los 7 meses en los cuales
fue registrado), son plantas exdticas muy invasoras. Y, en el caso de la acacia, esta es, ademas, un arbol
lefloso con espinas peligrosas para el ganado, que compite con los restos de bosques nativos que
guedan en la zona. Por el contrario, otras especies poseen caracteristicas muy Utiles si se piensa no
solo en el aumento de la biodiversidad para disminuir el dafio por plagas, sino también en diversificar
la produccién. Verbena bonariensis, Ligustrum sinense, Amorpha fructicosa, Lonicera japonica,
Sonchus oleracerus, Iris pseudacorus, Solidalgo chilensis y Carduus acanthoides poseen valor apicola
(Dra. Laura Gurini, comunicacién personal). A. fructicosa ademas posee valor forrajero para el ganado,
junto con Phytolacca americana, Paspalidum sp. (Ms. Ing. Edgardo Casaubdn, comunicaciéon personal),
y otras especies registradas en el muestreo anual. Estas caracteristicas podrian aprovecharse para

generar, por ejemplo, un sistema silvoapicolapastoril®.

4 “| os disservicios ecosistémicos son las funciones, procesos y atributos generados por el ecosistema que resultan en

impactos negativos percibidos o reales sobre el bienestar humano” (Shackleton et al., 2016).

SProduccion forestal, ganadera y apicola en el mismo campo.
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También hay que tener en cuenta que cuando se habla de biodiversidad no se esta sélo hablando de
numero de especies, sino también del rol ecoldgico que cada una de ellas cumple en el ecosistema
(diversidad funcional), y que ese rol puede ser desempefiado por mas de una especie en el momento
en que se estd realizando el estudio (como la polinizacidn o el valor forrajero), o una misma especie
puede cumplir mas de una funcién. Si bien esto podria parecer redundante, cuando las condiciones
cambian (como estd sucediendo con el cambio climatico por ejemplo), se necesita de esa diversidad
funcional para mantener las condiciones ambientales del lugar (Isbell et al., 2011; Gurr et al., 2017).

En el ensayo a campo, en donde no se realizé ningln tipo de manejo, sino que solo se dejo crecer la
vegetacién espontanea, la biodiversidad fue efectiva en el control del dafo producido por las hormigas
cortadoras. Si se parte de estos resultados, y se genera un disefio de plantacién forestal realizando un
manejo del hdbitat que genere o refuerce la complejidad del paisaje con mayor biodiversidad,
controlando la vegetacién que puede generar disservicios, se podria reducir el riesgo de que las

hormigas cortadoras de hojas se conviertan en plaga.
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JIP CAPITULO 4:
ESTIMULO PULL —~NARANJA COMO ATRAYENTE

4.1. INTRODUCCION

Entre los metabolitos secundarios, que actian como infoquimicos (en el primer capitulo mencionamos
a las alomonas que cumplen funcidn repelente), existen sustancias que cumplen funcién atrayente, las
kairomonas (Schoonhoven et al., 2005), y que se utilizan ampliamente en el manejo integrado de
plagas. La atraccion de los insectos fitéfagos a infoquimicos producidos por sus plantas hospedadoras
ha sido estudiada para muchos sistemas, incluso también la atraccion de predadores y parasitoides a
los volatiles de plantas dafiadas por herbivoria (Guerin & Stadler, 1982; Visser, 1986; Bernays &
Chapman, 1994; Schoonhoven et al., 1998; Obeysekara et al., 2014).

Entre los compuestos atrayentes derivados de plantas, la pulpa de naranja, Citrus sinensis L. Osbeck
(Rutaceae), es uno de los sustratos mas conocidos para las hormigas cortadoras de hojas (Mudd et al.,
1978; Verza et al., 2006) y se utiliza como base para cebos insecticidas (Verza et al., 2011). Esta porcidn
de la fruta parece ser la mds adecuada como sustrato para el hongo simbionte debido a su leve acidez,
su contenido de carbohidratos y nitrégeno, y a la presencia de una gran variedad de vitaminas y
microelementos (Mudd et al., 1978). La atraccion hacia la pulpa de naranja fue evaluada en muchas
especies de hormigas cortadoras: los resultados fueron positivos para Atta cephalotes (Littledyke &
Cherrett, 1978; Mudd et al., 1978), y Atta sexdens rubrupilosa (Carlos et al., 2010; Verza et al., 2006,
2011). Para Acromyrmex octopinosus la fruta entera generaba atraccion (Littledyke & Cherrett, 1978;
Mudd et al., 1978). En Almeida et al. (2013) Acromyrmex niger y Acromyrmex disciger fueron atraidas
a un ensayo de campo con cascaras de naranja. En el trabajo de Cafarinni et al. (2006) hallaron que en
Acromyrmex lundii la atraccién era mas fuerte por extractos de otros citricos como mandarina (Citrus
deliciosa) o pomelo (Citrus paradisii var. Duncan). Lima et al. (2003) reportaron que los cebos a base
de pulpa de naranja como atrayente no fueron colectados por Atta bisphaerica y evaluaron posibles
atrayentes naturales para esta especie a base de pasto jaragua (Hyparhenia rufa) y hojas de cafia de
azucar, con ambos obtuvieron muy buenos resultados.

Curiosamente, los citricos poseen d-limoneno, un probado repelente de algunas hormigas cortadoras
de hojas y de las “hormigas de fuego” Solenopsis spp. (Verza et al., 2011). Littledyke y Cherrett (1978)
mostraron que las hormigas de las especies Atta cephalotes y Acromyrmex octopinosus no
recolectaban cdscara de naranja fresca, aunque si naranjas enteras y pulpa seca. Esto parece ser

consecuencia de que, justamente en la cascara se encuentra ese compuesto en mayor concentracién,
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ya que forma parte de los sacos de aceite. En los ensayos realizados por Verza et al. (2011), con esas
mismas especies de hormigas cortadoras, se evalué cudnto influia la presencia de diferentes
concentraciones de d-limoneno en la atraccidon generada por la pulpa de naranja, los resultados
indicaron que, a una concentracién de 100 ppm de d-limoneno en pulpa de naranja, las hormigas
colectaban igual que con la pulpa sola.

Las diferentes especies de hormigas cortadoras pueden responder de manera distinta a los atrayentes,
por eso se plantea como objetivo evaluar la atraccion de tres especies de Acromyrmex spp. (A.
ambiguus, A. lundii y A. lobicornis) a la naranja, Citrus sinensis L. (Rutaceae), evaluar qué parte de la
fruta es la que produce mayor atraccién, y si los volatiles emitidos por la misma son capaces de orientar
a las hormigas hacia una fuente de alimento. La hipétesis es que la pulpa de naranja, y los volatiles
emitidos por ésta, actla como atrayentes para todas las especies de Acromyrmex spp. evaluadas. Con
lo cual, se predice que las hormigas son atraidas por los voldtiles emitidos por la fruta, y que la
presencia de estos compuestos modifica el comportamiento de las mismas orientandolas a una

potencial fuente de alimento que serd alternativa al cultivo que se desea proteger.

4.2. METODOLOGIA

4.2.1. Atraccion por diferentes partes de la naranja

Para determinar qué parte de la naranja Citrus sinensis L. (Rutaceae) es la mas atractiva para las
hormigas cortadoras de hojas se realizaron ensayos de preferencia utilizando subcolonias de la especie
A. ambiguus. Se ofrecieron a las hormigas tres opciones diferentes de una porcién cuadrada de
material de 2 cm x 2 cm para elegir. Las opciones fueron: pulpa,
cdscara y una combinacion de pulpa + cdscara (mitad pulpa y
mitad cdscara). Las opciones se colocaron a 5 cm una de la otra,
y se ubicd verticalmente entre ellas una porcién de papel de

aluminio a modo de separacion (Fig. 1.). Se permitié que las

hormigas entraran a la arena y se registr6 el numero de

Fig. 1. Subcolonia con las 3 opciones hormigas en contacto con cada opcién cada 2 minutos durante

de naranja una hora, se sumd el total de hormigas en cada opcién para cada

ensayo. El ensayo se realizdé con 18 subcolonias provenientes de tres colonias, y los resultados se
analizaron con un Modelo Lineal Mixto Generalizado (GLMM) con distribucién de Poisson utilizando el
paquete Ime4 (Bates et al., 2015) en el programa R (R Core Team, 2019), tomando colonia y subcolonia

como variables aleatorias anidadas, y se realizd una prueba a posteriori de Tukey.
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4.2.2. Atraccion por volatiles de diferentes partes de la naranja

Para evaluar si las hormigas (A. ambiguus) utilizan los volatiles de la naranja como claves para su

eleccién en lugar de claves quimicas de contacto, se realizé un ensayo con las mismas porciones que

—

en el ensayo anterior, pero utilizando unas jaulas que
excluyeron a las hormigas y evitaron el contacto con las
opciones (iguales a las que se utilizaron en el ensayo con
farnesol en el capitulo 2) (Fig. 2). Se colocaron las tres
porciones distintas (pulpa, cdscara, y pulpa + cdscara) de 1

cm x 1 cm dentro de las jaulas, de esta forma las hormigas

podian elegir por el olor (volatiles), pero no por claves
.. . , Fig. 2. Diferentes porciones de naranja

quimicas de contacto como, por ejemplo, los azicaresdela  geniro de jaulas de exclusion.

fruta. Al igual que en el ensayo anterior, el nUmero de hormigas sobre cada jaula se registré cada 2

minutos durante una hora, y se sumo el total de hormigas en cada opcidn para cada ensayo. El ensayo

se realizd con 18 subcolonias provenientes de tres colonias, y los resultados se analizaron con un

Modelo Lineal Mixto Generalizado (GLMM) con distribucién de Poisson utilizando el paquete Ime4

(Bates et al., 2015) en el programa R (R Core Team, 2019), tomando colonia y subcolonia como

variables aleatorias anidadas, y se realizé una prueba a posteriori de Tukey.

4.2.3.Colecta e identificacion de compuestos volatiles

Se decidié comparar la composicion de volatiles de las dos porciones de la naranja: cascara y pulpa,
para evaluar si las diferencias en sus perfiles quimicos
justificaban el comportamiento de las hormigas. Para
la colecta de volatiles, la fruta fue colectada de
arboles del campo de fruticultura de la Facultad de
Agronomia de la UBA (gracias a la colaboracion de la
Dra. Miriam lzaguirre de la catedra de Fruticultura de
la FAUBA), la misma fue pelada y la pulpa cortada en

porciones pequenias. La cdscaray la pulpa (60 gramos

aproximadamente de cada porcion) se colocaron por

Fig. 3. Camaras de vidrio con las diferentes
porciones de narania para la colecta de volatiles. separado en cadmaras de vidrio cilindricas de ca. 0,8 L

(40 cm de largo, 5 cm de didametro). La recoleccidn se realizd de la siguiente manera: una corriente de
aire con un flujo de 1500 ml/min se paso por un filtro de carbén activado para purificarla, y luego se la
dirigié hacia las cdmaras de vidrio donde estaban colocadas las partes de la fruta (Fig. 3). Previo a este
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procedimiento, se hizo pasar el aire por las mismas camaras, pero vacias, para realizar los blancos de
cada una de ellas. El tiempo de recoleccién fue de una hora y media. Los volatiles se recogieron en
trampas de 30 mg de adsorbente Hayesept Q (Grace, Deerfield, IL, EE. UU.). Luego de la recoleccion,
los compuestos volatiles atrapados fueron eluidos con 150 pl de diclorometano, y se analizaron
guimicamente usando un Cromatdgrafo de Gases Agilent 7890 acoplado al detector de masas selectivo
Agilent 5977, equipado con una columna HP-5 (30 m + 0,32 mm de didmetro interno + 0,25 um de
espesor de pelicula; Agilent Technologies) y un detector de ionizacidn de llama. La temperatura inicial
del horno fue de 60 °C, después de 1 minuto la temperatura del horno se incrementé a 150 °C a una
tasa de 2 °C por minuto, y de 150 °C a 230 °C a 20 °C por minuto. Las muestras se inyectaron en el
modo “splitless” con el inyector purgado a 30 segundos, utilizando nitrégeno a una velocidad de flujo

de 27,6 cm/seg como gas portador.

4.2.4.Ensayos de comportamiento con compuestos volatiles

4.2.4.1. PREFERENCIA CON PULPA DE NARANJA
Se evalué la atraccidn de la pulpa exclusivamente por sus compuestos volatiles analizando la respuesta

de las hormigas (A. ambiguus) a dos concentraciones de pulpa: entera y diluida (0,15 gr en 1 ml de
agua destilada).
El dispositivo consistid en una caja de acrilico, con pequefias perforaciones en la base, la cual dividia

dos fuentes de olor que provenian de dos recipientes

=

encastrados en la parte inferior de la caja (Fig. 4). Una

mitad recibio olor a pulpa de naranja (entera o diluida) . & ﬂ
y la otra solo a agua destilada (control). El dispositivo “ ;
se cerré con una tapa de vidrio en cuanto empezo el
ensayo comportamental. El mismo se inicié con el
traslado cuidadoso de grupos de 3 hormigas a la caja®, ~ F19-4- Dispositivo de preferencia por volatiles

se esperd 1 minuto de adaptacién, y luego se registré el nimero de hormigas presentes en cada
opciéon, cada 10 segundos durante 5 minutos. Se realizaron 15 repeticiones con grupos de tres
hormigas provenientes de la misma colonia. Se tomdé como dato el nimero de hormigas presentes en
la mitad del dispositivo al que llegaban los volatiles de la pulpa de naranja, durante esos 5 minutos.

Estos datos se compararon con resultados tedricos de distribucidon al azar de las hormigas entre las dos

opciones, con un andlisis de Chi%. Luego se realizé un Prueba de T de student, comparando los

6 Previamente se realizaron ensayos con una sola hormiga, pero sola no llegaba a adaptarse al espacio, con lo
cual no respondia correctamente.
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resultados de los ensayos con la pulpa entera y diluida, para evaluar si en efecto de la concentracién

influia en la atraccion.

4.2.4.2. ORIENTACION CON PULPA DE NARANJA
Se evalud si las hormigas de la especie A. ambiguus, ademas de percibir los volatiles de pulpa se pueden

orientar hacia ellos. Para esto se utilizé un segundo dispositivo que funcioné como un olfatémetro con
flujo de aire (800 ml/min). El dispositivo consistié en una plataforma conectada con tres tubos: uno en
donde eran trasladadas las hormigas y por donde se bombeaba el flujo de aire hacia afuera; y otros

. tubo con las
hormigas

dos en donde se ubicaban los estimulos (pulpa de naranja y

control) debajo de una malla de metal, dispuestos uno al lado del

otro, y con pequeiias perforaciones cerca de la base, por donde

el aire entraba al sistema. La plataforma superior donde estos
tres tubos desembocaban actud de arena de forrajeo, que se
cerr6 con una tapa de vidrio (Fig. 5). Se trasladaron
cuidadosamente 3 hormigas al tubo, éste se conectd al

Malla de
3 olfatdmetro y se succioné el aire para que llegara el olor desde

los tubos con los estimulos. El ensayo inicié cuando al menos 2

con
opciones

de las hormigas subieron a la arena de forrajeo, y se registrd la
Fig. 5. Olfatémetro con flujo de aire

eleccién una vez que las hormigas cruzaron una linea de eleccién

marcada sobre los tubos con las opciones. En estos ensayos se evaluaron 2 concentraciones de pulpa:

enteray diluida (0,15 gr en 1 ml de agua destilada), y se hicieron 30 réplicas

de grupos de 3 hormigas provenientes de la misma colonia. Luego se probd

una tercera concentracion en donde se impregnaron discos de papel de

filtro (0,5 cm de didmetro) solo con los voldtiles de la pulpa de la siguiente

manera: los discos se ubicaron dentro de una caja de Petri cerrada durante

24 hs con pulpa de naranja, sin que entraran en contacto con la misma. Lo
mismo se realizd con agua destilada para los discos control (Fig. 6). Se
utilizaron 10 discos de cada opcion por ensayo, y se realizaron 13 réplicas.

También se realizaron pruebas con las dos primeras concentraciones de

pulpa (entera y diluida) agregandoles hojas verdes (de la especie que  Fig. 6. Impregnacion de
discos de papel con

estaba siendo utilizada para alimentar a las hormigas diariamente) debajo  volatiles

de la malla metalica en los tubos donde estaban las opciones. Esto se

realizd con el objetivo de evaluar si el olor del entorno (“background”) modulaba el comportamiento

de orientacién (Schroder & Hilker, 2008). Se realizaron 30 réplicas con cada concentracion.
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Todos los ensayos duraron como maximo 10 minutos y se registré la primera eleccion de alguna de las

hormigas. Los resultados se analizaron con una Prueba de Chi?.

4.2.4.3. OLFATOMETRO DE AMBIENTE ESTACIONARIO CON ACEITE ESENCIAL DE NARANJA
Para evaluar la preferencia de las hormigas por el olor a naranja proveniente de un aceite esencial

(proporcionado generosamente de una extraccion realizada por el Dr. Hugo Chludil, Biomoléculas,
FAUBA), se utilizé un dispositivo tomado de Saverschek & Roces (2011) que actudé como un olfatdmetro
de ambiente estacionario, en el cual la manipulacién de las hormigas fue minima antes de la eleccién.
Se utilizaron colonias de la especie A. ambiguus. Cada colonia fue conectada a una arena de forrajeo
por medio de un puente de madera, y se le ofrecié el material vegetal para cortar, con el que se las
alimentaba diariamente. Una vez establecido el camino de forrajeo
sobre el puente, se desviaba a una hormiga de éste, por medio de
un segundo puente alternativo hasta una plataforma en donde se le
ofrecian dos opciones de olores: un disco de papel de filtro tratado

con 3 pl aceite esencial de naranja al 1% (en diclorometano), y un

disco control (3 ul diclorometano). Ambas opciones se encontraban

en la parte superior del dispositivo de eleccién, fuera de alcance de

ATy
. la hormiga, y ésta debia escoger entre dos palillos que la llevaban

Fig. 7. Olfatometro de ambiente ) ey .y :
estacionario, tomado de hacia la fuente del olor. Se registr6 la decision de cada hormiga

Saverschaek & Roces (2011). ; L, .

cuando ésta camind sobre alguno de los dos palillos. Estos fueron
renovados para cada individuo luego de cada medicidn, y todo el dispositivo fue cambiado luego de 5
repeticiones, o antes, si alguna hormiga llegaba a entrar en contacto con el mismo, para evitar que
guedaran marcas quimicas.

El ensayo se realizdé con 90 hormigas de 3 colonias diferentes (30 hormigas por colonia, N=90) y los

resultados obtenidos se analizaron con una Prueba de Chi?.

4.2.5. Atraccion por naranja en el campo

4.2.5.1. ATRACCION POR PULPA DE NARANJA
El ensayo se realizd en diciembre del 2017 en Dina Huapi, Rio Negro (41 ° 04'Sy 71 ° 09'0) en un

ambiente estepario con vegetacion herbéacea/arbustiva, y se trabajo con la especie Acromyrmex
lobicornis.
Se localizaron y utilizaron 10 colonias, y de cada una de ellas se tomaron dos caminos de forrajeo. En

cada uno de los caminos se llevé a cabo un experimento de preferencia pareada: se ubicaron dos discos
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de papel de filtro (8 cm de diametro) en lados opuestos del mismo,
uno de los discos se tratd con 2 ml de pulpa de naranja y el otro con
agua como control (Fig. 8). Diez minutos después de colocar los discos
de papel de filtro, se registré el niumero de hormigas en contacto con
cada disco, se realizaron 6 registros por ensayo durante una horay
media aproximadamente, y los mismos se sumaron. Los resultados de
numero de hormigas sobre cada disco se analizaron con un Modelo

Lineal Generalizado Mixto (GLMM) con distribucién de Poisson

utilizando el paquete Ime4 (Bates et al., 2015) en el programa R (R

e

Core Team, 2019), tomando colonia y camino como variables  Fig.8. Discos de papel tratado

. . y control a ambos lados de un
aleatorias anidadas. camino de forrajeo

4.2.5.2. ATRACCION POR ACEITE ESENCIAL DE NARANJA
Este ensayo se realizd en el mismo sitio que el anterior (4.2.5.1), y con la misma especie de hormiga

cortadora. Primero se evaluaron tres concentraciones en simultaneo del aceite esencial de naranja

(1%, 0,1% y 0,01%), mas un control sélo con el solvente (acetona), con el objetivo de ver el

comportamiento de las hormigas hacia esas
concentraciones. Se utilizaron 3 colonias, y se
ubicaron 4 discos de papel de filtro (8 cm de
didametro) impregnados cada uno con 300 pl
de cada concentracion, y uno con ese mismo
volumen de acetona. Todos los discos fueron

ubicados de un mismo lado del camino de

forrajeo y separados por aproximadamente
de naranja. 50 cm (Fig. 9). Una vez ubicados los discos, se
esperd 10 minutos y se registrd el nimero de hormigas que entraban en contacto durante un minuto,
se realizaron 3 observaciones por cada disco, separadas por 15 minutos aproximadamente vy las
mismas se sumaron. Los resultados de nimero de hormigas sobre cada disco se analizaron con un
Modelo Lineal Mixto Generalizado (GLMM) con distribucién de Poisson utilizando el paquete Ime4
(Bates et al., 2015) en el programa R (R Core Team, 2019), tomando colonia como variable aleatoria.
Luego se realizaron experimentos de preferencia pareada en 6 colonias: en cada camino se ubicaron
discos de papel de filtro de lados opuestos, uno tratado con una concentracion de aceite esencial de
naranja, y el otro sélo con el solvente como control. Por cada colonia se tomaron 3 caminos de forrajeo

y se evaluaron las tres concentraciones por separado, con su respectivo control. Nuevamente, una vez
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ubicados los discos, se esperd 10 minutos y se registrd el nimero de hormigas que entraban en
contacto durante un minuto, se realizaron 3 observaciones por cada disco, separadas por 15 minutos
aproximadamente y las mismas se sumaron. Los resultados de nimero de hormigas sobre cada disco
se analizaron con un Modelo Lineal Generalizado Mixto (GLMM) con distribucidén de Poisson utilizando
el paquete Ime4 (Bates et al., 2015) en el programa R (R Core Team, 2019), tomando colonia como

variable aleatoria.

4.2.6.Aceite de naranja como refuerzo de atraccidon en vegetacion palatable

El ensayo se realizé en un estaquero de sauces ubicado en un espacio al aire libre en la Catedra de
Biomoléculas de la Facultad de Agronomia de la UBA. Este sitio cuenta con la presencia de dos colonias
de la especie A. lundii. El estaquero presentaba todos sus sauces protegidos con barreras mecanicas
comerciales (consisten en una goma espuma cubierta con un plastico que se ubica alrededor del tallo
del arbol), y en el entorno del mismo se plantaron dos ejemplares de 5 especies de plantas, 4 de ellas

especies seleccionadas por las hormigas a \

-

. . . . Ligustrum sp. Ligustrum sp. {8

campo: Ligustrum sinense (“ligustrina”), gustTim sp igustrum sp. S8

4m
Amorpha fructicosa (“sauce indio”), Iris <
- . o \ 09
pseudacorus (“lirio”) y Lonicera japonica ’h Verbena sp. 3] > Verbena sp.

o<
(“madreselva”) (ver. Cap.3); y una especie, 3:1 9
. w >

Verbena bonariensis (“verbena”), que es una 4 a) o

morpha sp. o § Amorpha sp. L
planta nativa que las hormigas cortan en el o« o
. p . ., o
campo (Lic. Ayelén Nally, comunicacidn A g<

)3 Iris sp. |<_E @ Iris sp.

personal). A estas plantas se les adjunté un 0 g
8m U

dispositivo que consistié en un hilo de algodén &\

Lonicera sp. Lonicera sp. h

de 20 cm. de longitud, el cual se até en el _ L
Fig. 10. Esquema de la disposicion de las plantas

extremo de un palillo de metal que fue alrededor del estaquero. Las plantas que tienen las
naranjas al lado son las tratadas, y su par de color

clavado en el suelo, al lado de cada planta. De  negro control.

cada especie de planta se utilizaron dos ejemplares, a uno se le agregé el dispositivo con 300 ul de

aceite esencial de naranja al 1% (se utiliz6 acetona como solvente) embebido en el hilo de algoddn,

planta tratada, y al otro 300 pl del solvente, planta control (Fig. 10). El aceite se repuso cada 3 dias, al

igual que la acetona en el control. Se registré la herbivoria por hormigas diariamente durante 21 dias,

tomando fotos de cada una de las plantas. Luego se realizé un andlisis cualitativo (por la falta de

réplicas) en donde se describid cual de las dos opciones fue la primera en ser descubierta.
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4.3

. RESULTADOS

4.3.1. Atraccion por diferentes partes de la naranja

N° de hormigas

801 %k
601 1L
40
201

ol

T
Céscara  Céascarat+Pulpa Pulpa

Fig. 11. Preferencia de las hormigas por las
diferentes porciones de naranja. Media y error
estandar (N=3). El sindica significancia (valor-p <

0,0001)

Las hormigas de la especie A. ambiguus
presentaron diferente atraccién por las
distintas porciones de naranja (valor-p <
0,001). Todas las subcolonias prefirieron la
Pulpa por sobre las otras opciones (valor-p <
0,0001; prueba de Tukey). El nimero de
hormigas registradas en la porcién de Pulpa
fue significativamente mayor que en la de
Cdscara o en la combinacion de ambas (Fig.
11). Estos resultados indicarian que la
preferencia por la pulpa se ve disminuida en

presencia de la Cdscara.

4.3.2. Atraccion por volatiles de diferentes partes de la naranja

En este ensayo en donde sdlo estuvieron presentes las claves volatiles de las diferentes porciones de

la naranja, las hormigas A. ambiguus, también
prefirieron la Pulpa (valor-p <0,0001; prueba de
Tukey) (Fig. 12). Estos resultados indicaron que
las hormigas tenian una preferencia similar por la
Pulpa de naranja ya sea que pudieran entrar en
contacto con la opcién o no. Y nuevamente, la
atraccidn de la Pulpa se redujo en presencia de la
Cdscara. Esto sugirio que el olor de la Pulpa es una
sefial atrayente, mientras que los volatiles de la
cascara parecerian generar un efecto negativo en

la atraccion.

1501 L
(]
b
2 10071
£
o
<
o
;‘5 501
z
O-i—i - T
Cascara  Céscarat+Pulpa Pulpa

Fig. 12. Preferencia de las hormigas por los volétiles de
las diferentes porciones de la naranja. Media y error
estandar (N=3). El * indica significancia (valor-p <
0,0001)
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4.3.3.Colecta e identificacion de compuestos volatiles

En el analisis de volatiles, cuando se comparaban los cromatogramas de cascara y pulpa, en el primero

podia observarse una mayor cantidad de compuestos y concentraciones mds altas de los mismos

(mayor cantidad de picos y mas altos) (Fig. 13).

La identificacidn de esos compuestos sefialé como integrantes principales a mono y sesquiterpenos.

La cascara contenia

una gran variedad de
Ml sesquiterpenos, pero
B e s . J“*L* ]“ s la mayoria de estos

%102 |+ TIC Scan pulpa.D

|

o —— i J e o 5 B U O ) e e e Froa o T

compuestos
estuvieron ausentes o

presentes solo en

3 [3 7 8 S 10 b 12

Fig. 13. Cromatogramas de volatiles de porciones de la naranja. Cascara (arriba),
pulpa (abajo). Eje x: Tiempo de retencién (min), Eje y: Abundancia.

13

12

15 16 17 18 18 20 21 22 23 24 25 26 27 28 trazas dentrO de |OS
volatiles de la pulpa

(Tabla 1).

4.3.4.Ensayos de comportamiento con compuestos volatiles

4.3.4.1. ENSAYO DE PREFERENCIA CON PULPA DE NARANJA

ENTERA

Fig. 14. Porcentaje de numero
total de hormigas en cada una
de las opciones (control, pulpa)
en los ensayos con volatiles de
pulpa entera y diluida (N=15).

Los resultados del analisis de Chi? entre los datos observados de
numero de hormigas en la mitad del dispositivo a la que llegaban
los volatiles de la pulpa, y los esperados de una frecuencia esperada
al azar (50% y 50%), resultaron significativos, tanto en los ensayos
con la pulpa entera (valor-p = 4,67941xe’), como con la pulpa
diluida (valor-p =1,6549xe™®). Los

resultados indican que las hormigas evitaron la mitad del dispositivo
a la cual le llegaban los volatiles de la pulpa de naranja. Al comparar
el efecto en el comportamiento de las hormigas entre la pulpa
Entera y Diluida, no se encontraron diferencias (valor-p =0,17). Sin
embargo, pudo verse en los valores-p de los x? que se reportan en

el texto que, en los ensayos con la pulpa diluida el resultado es

mucho mas cercano al del alfa de 0,05. Lo cual, podria deberse a que a medida que la concentracion

de volatiles disminuya, el efecto negativo también disminuye (Fig. 14).
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Tabla 1. Cromatograma de iones totales obtenido del analisis de volatiles recogidos de pulpa y
cascara de naranja. TR: tiempo de retencion. Qual: porcentaje de coincidencia con la biblioteca. IK:
Indice de Kovats (retencion). IK lit: Indice de Kovats de la literatura. tr: traza.

Presencia en

TR Nombre del compuesto Qual IK IK lit
Céscara Pulpa

4.9 a pinene 97 928 932 - +
6.05 Sabinene 90 971 969 tr +
6.06 8 pinene 90 972 974 tr +
6.66 2-octanone 90 991 988 + +
9.19 Limonene 94 1035 1031 + +
13.14 Camphor 96 1144 1141 + +
15.9 a terpineol 90 1193 1186 + -
19.74 Decanal 98 1208 1201 + tr
24.87 a cubebene 98 1348 1351 + -
25.60 Sesquiterpene 1 1360 + -
26.43 Copaene 96 1374 1376 + -
27.44 B Elemene 95 1389 1390 + tr
28.44 Sesquiterpene 2 1405 + -
28.92 B caryophyllene 99 1414 1419 + tr
29.56 Sesquiterpene 3 1411 + -
30.09 a guaiene 99 1435 1439 + -
30.71 Aromadendrene 97 1446 1439 + tr
30.81 a-humulene 97 1448 1454 + -
31.32 Sesquiterpene 4 1456 + -
31.54 Sesquiterpene 5 1460 + tr
32.09 Sesquiterpene 6 1469 + tr
32.51 Germacrene D 98 1476 1481 + -
32.67 Sesquiterpene 7 1479 + tr
33.50 Valencene 98 1492 1496 + +
33.79 a muurolene 98 1496 1500 + -
33.88 Sesquiterpene 8 1498 + -
34.34 8 Bisabolene 89 1506 1505 + -
34.50 Sesquiterpene 9 1506 + tr
35.13 y Cadinene 95 1521 1513 + +
38.15 Caryophyllene oxide 93 1574 1583 + +

47.42 Nootkatone 98 1798 1806 + +




4.3.4.2. ENSAYO DE ORIENTACION CON PULPA DE NARANJA
El analisis realizado a los resultados de los ensayos con pulpa

@l Pulpa
entera y diluida indicé que, en ambos, no fue significativa la 20- Control
diferencia entre pulpay control (valor-p > 0,1). Las hormigas
tampoco se orientaron hacia los volatiles de la pulpa de

naranja cuando se le agregé al ensayo el olor “background”

Primera opcién

con las hojas (valor-p > 0,1) (Fig. 15). Al ver los datos, parecia

repetirse el patréon que, al diluir la pulpa, el “rechazo” por el

20- Pulpa

olor a naranja disminuia, con lo cual podia ser consecuencia Control
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los volatiles de la pulpa, tampoco se encontraron diferencias Entera Dilvida
significativas (valor-p > 0,1). Esto llevd a pensar que tal vez Fig. 15. Las barras indican el nimero de
ensayos en los cuales las hormigas
los dispositivos utilizados en este ensayo y en el anterior, no eligieron control o tratado como primera
. opcion. El grafico de arriba representa
eran los adecuados para evaluar la preferencia de las los resultados de los ensayos con Pulpa

sola, y el de abajo a los cuales se le
agregaron hojas (N=30, en ambos
ensayos).

hormigas por los olores de la pulpa de naranja. Ambos
dispositivos eran de acrilico, y eran cerrados una vez que las
hormigas se colocaban dentro para realizar el ensayo. Tal vez la saturacién del ambiente se daba muy
rapidamente, y la concentracién de volatiles era muy alta para ese pequefio espacio. Se decidid

entonces evaluar esta interaccién con el siguiente ensayo.

4.3.4.3. ENSAYO CON OLFATOMETRO DE AMBIENTE ESTACIONARIO CON ACEITE ESENCIAL

DE NARANJA
Este dispositivo, en donde las hormigas eran transportadas
60 1 sk hacia el sitio de eleccidn en un contexto de forrajeo, y la
@ manipulacion de éstas era minima, resultd ser mucho mas
2 40 - . . . . .,
& adecuado para diagnosticar la preferencia y orientacién por
c
Q
g los compuestos volatiles de las hormigas cortadoras de
e 20 7 . . . .
=z hojas en el laboratorio. Los resultados para el aceite esencial
0 de naranja en una concentracion del 1% indicaron que, de
Ac. de naranja  Control 90 hormigas evaluadas, 57 eligieron el aceite de naranja por

Fig. 16. Eleccion de las hormigas segln  sopre el control (Fig. 16). La prueba de Chi? dio significativa
la preferencia del olor al aceite esencial

de naranja o el control. Las barras  (valor-p = 0,01), lo que indica que las hormigas elegian
indican el nimero de ensayos en donde
cada opcién fue elegida (N=90). El% fuertemente el lado del dispositivo de dénde provenia el
indica significancia (valor-p= 0,01)

olor a naranja.
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4.3.5. Atraccion por naranja en el campo

=
(Sa]
3

4.3.5.1. ATRACCION POR PULPA DE NARANJA " *
Los resultados de los ensayos en el campo con la especie A. g

="104
lobicornis realizados en Dina Huapi, indicaron que esta %

N
especie de hormiga cortadora es atraida por la pulpa de 2 s
naranja (valor-p < 0,001). De las 10 colonias evaluadas se z

. ’ . 0- [ |
registraron en todas, mayor nimero de hormigas en el
Pulpa Control

disco tratado con pulpa de naranja, en comparacion con el  Fig. 17. Media y error estandar del nimero
de hormigas en contacto con los discos de

control, que muchas veces no era siquiera descubierto en  papel de filtro impregnados con pulpa de
. . naranja o con agua (control) (N=10). El *
Ia hOI’a y med'a que duraba el ensayO (F|g 17) indica S|gn|f|canc|a (Va|or_p < 0,001)

4.3.5.2. ATRACCION POR ACEITE ESENCIAL DE NARANJA
Las distribuciones Poisson de los datos de estos dos

50+
ensayos debieron modificarse a una distribucion
« 404
® . . . . . .z
=) Binomial negativa para corregir la sobredispersion.
€ 304
8 Los resultados del andlisis de los datos del primer
g 20+
> I T ensayo, en donde se evaluaron las tres
104
1 . . . .
concentraciones de aceite esencial de naranja juntas
0-

control 1% 01%  0,01% (1%, 0,1% y 0,01%) mas un control con el solvente,

Fig. 18. Evaluacion preliminar del
comportamiento de atraccion de las hormigas resultaron no ser SigniﬂcatiVOS (valor—p > 0,5) Esto
por diferentes concentraciones de aceite
esencial de naranja. Media y error estandar
(N=3).

indicaria que no hubo preferencia por ninguna de las
tres concentraciones. Sin embargo, en el grafico puede
verse que la concentracién de 1% fue la opcidén que tuvo la mayor concurrencia de hormigas (Fig. 18).

Cuando se evaluaron las tres concentraciones por separado con sus respectivos controles en el

segundo ensayo, los resultados indicaron que hubo 15 @ Tratado
diferencias significativas entre aceite y control (valor- Control
(%]
©
p < 0,001), las hormigas definitivamente eran g 10
atraidas por el olor a aceite esencial de naranja. Pero 2
. . 3 s
respecto a las concentraciones como variable >
explicativa, otra vez no hubo diferencias significativas
O-
(valor-p >0,5). Incluso con la concentracién mas baja, 1% 0,1% 0,01%

Fig. 19. Evaluacion individual de cada concentracion
de aceite esencial de naranja. Media y error
estandar (N=6).

las hormigas elegian el disco con aceite esencial de

naranja por sobre el disco control (Fig. 19).

46



4.3.6. Aceite de naranja como refuerzo de atraccidn en vegetacion palatable

Las plantas a las que se les adiciond el estimulo de aceite esencial de naranja (tratadas), fueron
descubiertas y cortadas antes que las plantas sin aceite (control) por las hormigas de la especie A. lundii

(Tabla 2). Una vez descubiertas, estas plantas Tabla 2. Las hormigas indican la opcién de tratamiento

fueron totalmente defoliadas en un periodo de seleccionada por las hormigas cortadoras, y el dia en que
empezaron a ser cortadas.

3 dias. Las plantas control de V. bonariensis y

Especies Tratadas Control
L. japonica mantuvieron el 100% de sus hojas
Ligustrum sinense *!.,,_ (dia 2) "‘n (dia 2)
hasta finalizado el ensayo (las plantas tratadas
Iris pseudacorus *i.,. (dia 4) -

de estas especies fueron las ultimas en ser
descubiertas y cortadas). El caso de L. sinense Verbena bonariensis L (dia 19) -

es particular, se sabe de ensayos anteriores LileeraaaRIE | 4 (dia 21) _

gue es una especie altamente preferida por las
Amorpha fructicosa - -

hormigas cortadoras de hojas, por lo que se

registré el mismo momento de descubrimiento de la especie tanto de la planta tratada como control.
Y, por ultimo, A. fructicosa no fue dafiada por las hormigas en el periodo registrado, y como el ensayo

se realizé entre marzo y abril, luego empezd a perder las hojas y no se pudo continuar la observacion.

4.4.DISCUSION Y CONCLUSIONES

La naranja es un atrayente muchas veces utilizado para las hormigas cortadoras de hojas, sin embargo,
no habia sido evaluado con esta funcidn para las especies con las que se trabajo en estos experimentos.
Los resultados presentados en este capitulo demuestran que Acromyrmex ambiguus y A. lobicornis son
atraidas tanto por la pulpa, como por los volatiles del aceite esencial de naranja. A. lundii fue evaluada
en contexto de campo, y también presentd atraccion por los volatiles del aceite esencial de naranja.
Con lo cual, estas tres especies se sumarian a las otras mencionadas en los trabajos citados en la
introduccion donde la atraccion por la naranja fue evaluada positivamente.

A lo largo de los experimentos con este estimulo pull, aparecieron las dificultades que implica el
trabajar con insectos sociales, como lo son las hormigas cortadoras de hojas. En estos insectos la toma
de decisiones es muy compleja ya que no depende solo de un individuo, sino del aprendizaje de toda
la colonia (Roces & Nufiez, 1993). En los dispositivos de acrilico utilizados en los ensayos en laboratorio
con A. ambiguus para evaluar el comportamiento frente a los volatiles de la pulpa de naranja, los
resultados no son confiables, ya que las hormigas cuando comenzaba el ensayo no mostraban un

comportamiento de forrajeo, sino mas bien, parecian querer escapar durante toda la duracion del
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experimento. Si bien las hormigas fueron transportadas con sumo cuidado hasta el dispositivo para no
alterarlas antes del experimento, y se esperé un periodo de tiempo de adaptacién, no se logré el
contexto de forrajeo necesario para un experimento de preferencia’. Se considerd la posibilidad de
gue este comportamiento ocurriera a raiz de que la concentracidn de volatiles fuera muy alta para ese
espacio pequefiio, y que esto ocasioné un comportamiento de evitacién en las hormigas. Esta situacién
habia sido reportada previamente para otras hormigas cortadoras (Littledyke & Cherrett, 1978; Mudd
et al., 1978), justificando este cambio de comportamiento a causa de la mayor concentracion de d-
limoneno (Verza et al., 2011). En los ensayos en laboratorio con las subcolonias de A. ambiguuus,
también se pudo verificar que la presencia de la cdscara (que tiene mayor concentraciéon de
compuestos volatiles) disminuia el efecto atrayente de la pulpa.

Las diferencias entre los volatiles de la pulpa y la cdscara han sido estudiadas por diferentes autores a
través de una variedad de técnicas, donde se reportaron diferentes cantidades, proporciones y ligeras
diferencias en componentes (Hernandez et al., 1996; Qiao et al., 2008). Cuando se evaluaron
cualitativamente los componentes volatiles presentes en la cdscara y en la pulpa de naranja, se
encontré que muchos volatiles de la cascara aparecen como trazas en la pulpa, lo que sugiere que es
posible que el efecto repelente de la cascara en comparacién con el atrayente de la pulpa esté
relacionado con la concentracién de metabolitos secundarios repelentes. Otra posibilidad es que la
cascara no sea tan atrayente como la pulpa debido a sesquiterpenos especificos que solo estan
presentes en la cdscara, esto deberia ser objeto de un andlisis quimico mds profundo.

Se puede afirmar que la naranja es atrayente para estas hormigas, tal vez la concentracion de
compuestos volatiles que las hormigas perciben como atrayente es muy baja. Sin embargo, si se deja
una porcion de naranja (cascara, pulpa, ambas) en el campo, en donde la concentracién de los volatiles
de la fruta va a ser sumamente baja, en unos minutos la fruta se llena de hormigas cortadoras de hojas
(observacion personal). A raiz de los resultados y de esta observacién, es que se planteé el Gltimo
ensayo, en donde se decidid evaluar si el aceite esencial de naranja podria ser utilizado para orientar
a las hormigas hacia una alternativa de corte que no fuera el cultivo. Se utilizaron plantas con potencial
como alternativa de corte, y en todos los casos, las plantas con aceite esencial de naranja fueron las
primeras en ser descubiertas. Esto implica que el aceite fue un estimulo atrayente de largo alcance, y

que esto puede ayudar a desviar la atencién de las hormigas sobre el cultivo.

7 También se realizaron ensayos de preferencia con un olfatémetro en Y de vidrio, los cuales tampoco fueron
exitosos.
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| CAPITULO 5:
J7*X ESTRATEGIA PUSH-PULL

]

5.1. INTRODUCCION

Push-pull es una estrategia de manejo integrado de plagas, que implica la manipulacién conductual de
los insectos, integrando estimulos que hacen que el recurso protegido sea poco atractivo o inadecuado
para las plagas (estimulo push), mientras los atrae hacia una fuente atrayente (estimulo pull), donde
la poblacién plaga puede ser reducida, o simplemente distraida del ataque al cultivo de interés (Cook
etal., 2007). En los capitulos anteriores se estudid el potencial de diferentes estimulos para ser usados
en este tipo de estrategia. Para el estimulo push se evalud el farnesol (Capitulo 2), con muy buenos
resultados como repelente de Acromyrmex ambiguus en dosis relativamente bajas, 50 y 100 mg, y se
concluyd que actua a nivel de contacto. Como estimulo pull se estudié la vegetacion de crecimiento
espontdneo (Capitulo 3), y la naranja (Capitulo 4). En el caso de la vegetacion se pudo concluir que las
hormigas no poseen una preferencia de corte especial por el sauce, y que, si hay vegetacion de
crecimiento espontaneo, son capaces de seleccionar otras plantas para cortar, disminuyendo la
presion de forrajeo sobre el cultivo. Cuando se estudio la atraccidn por la naranja en las especies de
hormigas cortadoras Acromyrmex ambiguus y A. lobicornis, se pudo concluir que la pulpa de esta fruta
actla exitosamente atrayéndolas, incluso sélo con sus compuestos volatiles. Lo mismo ocurrié con el
aceite esencial de naranja para ambas especies, y también para Acromyrmex lundii la cual fue
direccionada hacia una alternativa de corte puntual como producto de esa atraccién.

Lo particular de la estrategia push-pull es justamente utilizar los dos estimulos en simultaneo, para
sinergizar sus efectos, y mejorar los resultados que se obtienen al emplearlos individualmente. Esta
estrategia se ha utilizado con éxito en varios sistemas agricolas, por ejemplo, para controlar Striga sp.
en la produccion de cereales subsahariana (Cook et al., 2007; Amudavi et al., 2009; Khan et al., 2010;
Pickett et al., 2014), Helicoverpa sp. en cultivos de algoddon (Pyke et al., 1987; Duraimurug &
Regupathy, 2005) y la mosca Rhagoletis cerasi en la cereza (Aluja & Boller, 1992). También se ha
utilizado en sistemas forestales para controlar el escarabajo del pino de montafia Dendroctonus
ponderosae en Pinus contorta (Lindgren & Borden, 1993; Borden et al., 2006; Gillette et al., 2012). Sin
embargo, nunca se ha evaluado en hormigas cortadoras de hojas ni en ninguna otra especie de insecto
social.

Este trabajo se realizé en el Delta del Rio Parana en Buenos Aires, Argentina. Esta area es parte de uno
de los ecosistemas de humedales mas extensos de América del Sur. Los humedales se encuentran

entre los ecosistemas mas diversos debido a la flora y fauna que los habita, y se consideran los
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ecosistemas mas productivos del mundo (Y. V Sica et al., 2016). Sin embargo, el Delta inferior del Rio
Parana se esta modificando rapidamente: aproximadamente 83.000 ha de la cubierta vegetal original
han sido reemplazadas por plantaciones de Salicaceas (Borodowski, 2011), y la cantidad de ganado ha
aumentado en un orden de magnitud a lo largo de una década (Y. V Sica et al., 2016). Este tipo de
producciones conllevé a una drastica modificacion de la tierra, con la construccién de diques que
cambiaron la circulacidn natural del agua del humedal, generando espacios de tierras altas, no
inundables, donde estas producciones se hicieron mas rentables. Sin embargo, la modificacion del
humedal genera grandes cambios en el ecosistema, que deberian ser tenidos en cuenta a la hora de
planificar un manejo de plagas sustentable.

El trabajo realizado y presentado en este capitulo, tuvo como objetivo evaluar, a diferentes escalas,
aquellos estimulos estudiados en los capitulos anteriores, combindndolos en una estrategia push-pull
para el manejo de las hormigas cortadoras de hojas en plantaciones de sauces jovenes en el Bajo Delta
del Rio Parand. La hipétesis es que la estrategia push-pull, utilizando el farnesol como estimulo push,
y la naranja y/o la vegetacion de crecimiento espontaneo como estimulo pull, es efectiva para manejar
a las hormigas cortadoras de hojas en las plantaciones forestales de sauces. Con lo cual se predice que
la estrategia push pull disminuye el dafio causado por las hormigas cortadoras de hojas en los sauces,
ya que el farnesol protegerd a las plantas de sauce repeliendo a las hormigas cortadoras, y
simultdaneamente, éstas seran atraidas por los volatiles de naranja, o por la opcién de la vegetacién de

crecimiento espontdneo como una alternativa de corte.

5.2. METODOLOGIA

5.2.1.Ensayos en laboratorio

Los experimentos se realizaron con colonias enteras. Se utiliz6 como arena de forrajeo una cuba de
plastico (33 x 46 x 12 cm), en la misma se ubicaron dos grupos de estacas de sauce (22 cm de largo y
1,5 cm de didmetro) separados por 25 cm. Cada grupo consté de cuatro estacas, y cada estaca fue
rodeada por un hilo de algodén de 25 cm de largo sujeto en la mitad (11 cm de altura) formando una
banda de 1 cm aproximadamente. En el extremo superior de cada estaca se ubicaron unos pequefios
recipientes de plastico (1,4 cm de didmetro y 1,4 cm de alto) con hojuelas de avena, a modo de oferta

alimenticia ad libitum.

El experimento consistié en evaluar la eficacia de la estrategia push-pull, frente a la opcidn de utilizar
solo el farnesol como repelente.
Se evaluaron 2 concentraciones de farnesol con 100 mg de lanolina como vehiculo, se utilizé esta

cantidad ya que es la necesaria para embeber completamente un hilo de algodén de 25 cm. Cada hilo
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de algodén ya embebido fue sujetado a la altura media de cada estaca (estacas push). Las
concentraciones fueron:

-100 mg de farnesol en 100 mg de lanolina

-50 mg de farnesol en 100 mg de lanolina

Estas dos concentraciones fueron probadas independientemente en 2 experimentos diferentes:

e PUSH-PULL: Uno de los grupos de estacas fueron
estacas push, y el otro las estacas pull. A este ultimo

grupo de estacas se les agregd en la parte superior un

recipiente de aluminio con 1,5 g de pulpa naranja, y se

aislé ese extremo con una jaula de malla plastica. De Hilos de algodon

esta forma, el estimulo pull consistia solo en los PUSH PULL

volatiles de la pulpa. Se agregd una jaula también a las Fig. 1. Esquema de experimento push-pull

estacas pull para que los grupos solo se diferenciaran

en los estimulos (Fig. 1).

~
Recipientes con a‘m{‘ N e PUSH-CONTROL: Uno de los grupos de estacas
fueron estacas push, y el otro grupo estacas
control. Estas ultimas tenian el hilo de algoddn
Hilos de algoddn
embebido solo en 100 mg de lanolina (Fig. 2).
PUSH CONTROL

Fig. 2. Esquema experimento push-control

En cada ensayo se registro el nimero de hormigas caminando a través del hilo de algodén de cada
estaca durante un intervalo de 30 segundos. Las hormigas se contaron independientemente si se
movian hacia arriba o hacia abajo de la estaca. Se realizaron tres observaciones separadas por 3 horas.
Se utilizaron seis colonias diferentes con cada experimento.

La variable respuesta que se evalud estadisticamente se construyd a partir del nimero de hormigas
que cruzo el hilo en las estacas push, dividido por el nimero total de hormigas que se registraron en
cada ensayo, y se la nombrd: proporcion de hormigas en el repelente. Los resultados se analizaron con
un Modelo Lineal Generalizado Mixto (GLMM) con una distribucién binomial, utilizando el paquete
Ime4 (Bates et al., 2015) en el programa R (R Core Team, 2019). La parte fija del modelo incluyé las
variables categdricas Dosis (50 y 100 mg) y Tratamiento (push-control y push-pull), y en la parte
aleatoria se incluyé como variables anidadas: Colonia, y Tiempo (por las tres mediciones realizadas con

tres horas de diferencia).
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5.2.2.Ensayos en el campo por colonia: Farnesol + Naranja

Los ensayos se realizaron en la Estacidn Experimental Agropecuaria Delta del INTA en el distrito de
Campana en Buenos Aires, durante enero de 2016. Se identificaron seis colonias de A. ambiguus y se
eligieron dos senderos activos de forrajeo de cada nido. Los ensayos consistieron en colocar a cada
lado de los senderos dos estacas separadas del mismo por 5 cm, y en la parte superior de las estacas
se colocaron 2 hojas frescas de sauce (Salix babylonica var. Sacramenta “Soveny Americano”) (Fig. 3).
En cada nido se realizaron dos ensayos:

P TN\ S e
sendero de

forrajeo

e PUSH-PULL: A una de las estacas se le unté farnesol
en lanolina (100 mg de farnesol en 100 mg de lanolina)
en la mitad de su altura, formando una banda de 2 cm
aproximadamente, estaca push. Y a la otra estaca se le
colocé una porcién de 1,5 g de pulpa de naranja sobre

las hojas en la parte superior como atrayente, estaca

R il ’ SO
pull. - CorTEEE -

Fig.3 Ensayo a campo Farnesol+Naranja.

o PUSH-CONTROL: A una de las estacas se le unto farnesol en lanolina (100 mg de farnesol en 100 mg
de lanolina) en la mitad de su altura, formando una banda de 2 cm aproximadamente, estaca push. Y
alaotra no se le aplicd ningun tratamiento, solo tenia disponible las hojas en su parte superior, al igual

que las otras estacas, estaca control.

Se registré el nimero de hormigas sobre las hojas en cada estaca de los tratamientos, cada media hora
durante dos horas y media. Durante ese periodo no se registré la presencia de hormigas sobre las
estacas push de ninguno de los tratamientos, en ninguna de las 6 colonias. Si se observd, y cuantificd
el nUmero de hormigas sobre las estacas pull y control, con lo cual se realizé un analisis con un Modelo
Lineal Generalizado Mixto (GLMM) con una distribucidn Poisson, utilizando el paquete Ime4 (Bates et
al., 2015) en el programa R (R Core Team, 2019), para evaluar si hubo diferencias entre las estacas con
y sin atrayente. La parte fija del modelo incluyd la variable Tratamiento (push-control y push-pull), y

en la parte aleatoria se incluyd como variables anidadas: Colonia, y Tiempo.
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5.2.3.Ensayos en el campo en plantaciones de sauces jovenes: Farnesol y
Barrera mecanica + Vegetacion de crecimiento espontaneo

Los ensayos se realizaron en campos de dos pequefies productores de la zona Nucleo Forestal del Delta
del Parana. Estos dos campos (sitios) poseian condiciones ambientales contrastantes:

-En el sitio A (34°06'49.6"S 58°49'55.8"0), el terreno fue modificado por la construccién de diques, por
lo que el riego se realiza artificialmente a través de compuertas que llevan agua a un sistema de zanjas,
el suelo suele estar seco, la vegetacidn de crecimiento espontaneo es poco diversa y el nimero de
nidos de Acromyrmex ambiguus en la zona donde se realizé el experimento fue de 4.

-En el sitio B (34°09'37.4"S 58°49'53.5"W), el terreno no fue modificado, el agua puede entrar y salir
del campo libremente con los movimientos de inundacién naturales del humedal, la vegetacion de
crecimiento espontaneo es diversa y abundante (con muchas especies seleccionadas por las hormigas),
y el nimero de nidos de Acromyrmex ambiguus en el zona donde se realizd el experimento fue de 1,
en una superficie elevada (arriba de un darbol, a una altura aproximada de 1,20 m), de esta forma no
guedaba sumergido cuando subia el nivel del agua.

Este ensayo sélo se pudo realizar en estos dos campos a causa de que la movilidad es complicada en
esta parte de las islas del Delta del Parana porque no hay muchos caminos, y porque encontrar campos
donde les productores no controlen quimicamente a las hormigas es muy dificil.

Para este disefio se utilizé como estimulo repelente (push), una barrera mecdnica comercial (consiste
en una goma espuma cubierta con un pléastico que se ubica alrededor del tallo del arbol) cominmente
utilizada por les productores con muy buenos resultados (Jiménez, 2019), mas farnesol (100 mg de
farnesol en 100 mg de lanolina), untado directamente sobre el tallo formando una banda de 2 cm,
debajo de la barrera mecanica. Como estimulo atrayente (pull), se mantuvo la vegetacion de
crecimiento espontdneo de cada sitio.

El ensayo consistiéd en cuatro parcelas en un disefio de parcela dividida. Cada parcela incluyé doce
plantas jovenes de sauce (Salix babylonica) plantados en dos hileras separadas por 1,5 m. Dentro de
cada parcela habia dos materiales de plantacién diferentes (subparcelas) que les productores suelen
utilizar: seis estacas de sauce (porcion de 30 cm del tallo de sauce) y seis guias (porcion de 2 m del
tallo de sauce). Las estacas, en comparacion con las guias, son mds econdmicas, poseen menor
cantidad de yemas de rebrote, menores reservas, con lo cual su supervivencia es mas baja. Las guias,
por su tamafio, son generalmente mas usadas por les productores que tienen un sistema productivo
silvopastoril (forestal + ganado), y se caracterizan por tener un costo mayor, poseer mayor cantidad

de yemas de rebrote y mayor cantidad de reservas, con lo cual tienen una mayor supervivencia.
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Las parcelas estaban separadas entre si por 10 m aproximadamente. El disefio incluyo los siguientes

cuatro tratamientos experimentales (Fig. 4):

e PUSH-PULL: las plantas jovenes de sauce estaban

protegidas por el estimulo repelente (farnesol + barrera

mecdnica), y como atrayente se mantuvo la vegetacion

de crecimiento espontaneo alrededor de las mismas.

e PUSH: se utilizdé el estimulo repelente (igual que el

tratamiento anterior), pero la vegetacion de crecimiento

espontaneo se elimind mecanicamente durante todo el

ensayo.

e PULL: se mantuvo la vegetacion de crecimiento

espontdneo, pero no se protegieron las plantas jévenes

de sauce con el estimulo repelente.

© CONTROL: se elimindé mecanicamente la vegetacién de

crecimiento espontaneo durante todo el ensayo y no se

protegieron las plantas jévenes de sauce.

?
3
;
;
i

Fig. 5. Metodologia del fondo gris para estimar porcentaje de
follaje remanente
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Fig. 4. Esquema del disefio de parcela dividida del
ensayo push-pull en plantaciones jévenes de
sauces.

Cada planta joven de sauce se
fotografio sobre un fondo gris a lo largo
de la temporada de crecimiento (Fig.
5), comenzando en noviembre de
2017, y durante cinco meses hasta
marzo de 2018. Se estimo el porcentaje
de follaje remanente en cada medicion,
tomando como 100% el follaje de la
primera medicién para cada planta (si
en las mediciones posteriores, debido
al crecimiento, el porcentaje de follaje

era superior a ese 100%, seguia

considerandose 100%). Como variable respuesta del experimento, se tomé el porcentaje de follaje

remanente al final de la temporada de crecimiento (es decir, marzo).

Los resultados se analizaron con un Modelo Lineal Generalizado Mixto (GLMM), utilizando el paquete

Ime4 (Bates et al. 2015) en el software R (R Core Team, 2019). La parte fija del modelo incluyo las
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variables categdricas Material de plantacion (estacas y guias) y Tratamiento (push-pull, push, pull y
control), y en la parte aleatoria se incluian como variables anidadas: Sitio, Parcela y Subparcela.

Si bien este ensayo se disefié con dos variables predictoras (Material y Tratamiento), se tuvo en
consideracion las condiciones ambientales de cada campo y cémo afectaron la variable respuesta
(Porcentaje de follaje remanente). Por lo tanto, para evaluar el efecto de los tratamientos en cada
condicidn ambiental, los sitios A y B se analizaron por separado con un modelo lineal generalizado
mixto. Utilizando Material y Tratamiento como variables fijas, y como aleatorias Parcela y Subparcela

anidadas.

5.3.RESULTADOS

5.3.1.Ensayos en laboratorio

Los resultados del analisis indicaron que hubo g Dosis: 3k
. P L. E 0.3 Tratamiento: K

una diferencia significativa de la proporcion de ] " Dosis*Tratamiento: NS
e

hormigas sobre las estacas push tanto entre la c T
w 0.2

variable Dosis (valor-p <0,0001), como entre en S *
£

la variable Tratamiento (valor-p <0,0001), pero _§ T

. ., . o 0.1

la interaccidn entre ambas variables no fue p
o

significativa (valor-p = 0,41) (Fig. 6). La dosis de < ﬁ_
o

100 mg de farnesol fue mds efectiva en repeler E 0.0 Push-Control Push-Pull

a las hormigas, la proporcion no llegd ni a un

gas, 1a prop 8 3 50mg EE 100mg
0,2 de la cantidad total de hormigas que Fig. 6. Media y error estandar de hormigas sobre las
. estacas tratadas con farnesol. El *indica significancia
caminaron sobre las estacas. Y en el caso de los (valor-p < 0,0001), NS indica no significativo (N= 6).

tratamientos, al utilizar un atrayente simultdaneamente con el repelente (push-pull) la proporcidn de

hormigas que intentaban cruzar el hilo con farnesol en las estacas push, fue alrededor del 0,1 o menor.

5.3.2.Ensayos en el campo por colonia: Farnesol + Naranja

Como se menciond en la metodologia, no se registréd ninguna hormiga en las estacas tratadas con
farnesol (estacas push) en ninguno de los dos tratamientos, con lo cual el efecto del farnesol fue lo
suficientemente repelente para proteger las estacas que fueron ofrecidas. Estos resultados no
permitieron realizar un andlisis estadistico sobre el efecto repelente del farnesol en presencia de la
naranja. Por lo tanto, el andlisis se realizd para comparar el nimero de hormigas presentes en las

estacas control y pull, estas ultimas tratadas con pulpa de naranja (Fig. 7). El resultado del andlisis
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Fig. 7. Diferencia en el nimero de hormigas

sobre estacas pull y estacas control. El %k

indica significancia (valor-p < 0,0001). Media 'y

error estandar (N= 6).

indico que hubo diferencias entre ellas, el nUmero de
hormigas que subieron las estacas de sauce tratadas
con naranja fue significativamente mayor al nimero
de hormigas que subid a las estacas control (valor-p
< 0,0001).

Este ensayo no permitié determinar si el efecto
repelente del farnesol se incrementdé mediante la
adicion de un atrayente en las proximidades. Sin
embargo, estos resultados demuestran una vez mas,
gue la pulpa de naranja mejora el atractivo de las
plantas y sugiere que se podria usar en combinacion

con farnesol en un entorno push-pull.

5.3.3. Ensayos a campo en plantaciones jovenes: Farnesol y Barrera mecanica +

Vegetacion espontanea

El porcentaje de follaje remanente para el tratamiento push-pull en ambos sitios fue el mas alto (60%

para estacas y hasta 80% para guias). En los tratamientos control, push y pull el mismo se redujo al 40%

o menos (Fig. 8). El analisis con el GLMM demostrd que la variable Tratamiento fue significativa (valor-

p < 0,001), y la prueba de Tukey
indic6 que el push-pull fue el
tratamiento que se diferencio del
resto (valor-p <0,01). El andlisis no
fue significativo para la variable
Material de plantacion o la
interaccion entre las variables

(valor-p = 008 'y 0,09

respectivamente). Cuando los
sitios se analizaron por separado,
diferencias

ambos  mostraron

significativas en la variable
Tratamiento (valor-p = 0,01 en el
sitio A, y 0,04 en el sitio B), y no

significativas para la interaccion
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Fig. 8. Porcentaje de follaje remanente para los cuatro tratamientos.
Las cajas indican el rango del primer al tercer cuartil, la linea
horizontal indica la mediana, los bigotes el rango y los circulos los
outliers. Las letras diferentes indican significancia calculada con la
prueba de Tukey (valor-p < 0,05, N= 24).
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entre las variables (valor-p = 0,31 para el sitio A, y 0,14 para el sitio B) (Fig. 9). En el sitio A, el

tratamiento push-pull tuvo los valores mas altos de porcentaje de follaje remanente (mas del 60%) y

ninguna muerte de plantas de sauce. Las plantas de sauce que crecieron bajo los otros tres

tratamientos, control, pull y push, fueron altamente atacadas (por debajo del 30% de follaje

remanente) y hubo un 53% de mortalidad (Fig. 9a). En el sitio B, el porcentaje de follaje remanente

fue alto tanto en el tratamiento
push-pull como en el pull (alrededor
del 80%), mientras que disminuyd en
los tratamientos control y push, y
solo hubo un 8% de mortalidad de
sauces (Fig. 9b). En este campo, la
variable Material de plantacion
mostré diferencias significativas
importantes (valor-p = 0,009).

En un analisis temporal descriptivo
se puede ver que, en todos los casos
(incluidos estacas y guias en ambos
sitios), el porcentaje de follaje
remanente en el tratamiento push-
pull se mantuvo en los niveles mas
altos durante toda la temporada
(Fig. 10). Cabe destacar que en el
sitio A, las plantas de sauce de los
otros tratamientos terminaron el
ensayo con menos del 10% de follaje
(en algunos casos se redujo a 0%),
mientras que en el sitio B el
porcentaje  minimo de follaje
remanente fue de

aproximadamente 40%.
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Fig. 9. Porcentaje de follaje remanente al final del experimento para
cada tratamiento en cada sitio: a) Sitio A, terreno modificado y b)
Sitio B, tierreno con movimiento natural del agua. Las cajas indican
el rango del primer al tercer cuartil, la linea horizontal indica la
mediana, los bigotes el rango y los circulos los outliers Las letras
diferentes indican significancia calculada con la prueba de Tukey
(valor-p < 0,05, N=12).
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Fig. 10. Porcentaje de follaje remanente (media, EE) registrado cada mes en cada tratamiento: Push-pull (linea entera),
Push (linea interrumpida), Pull (linea de puntos grandes) y Control (linea de puntos pequefios). a) y b) son guias y
estacas en el sitio A respectivamente, c) y d) guias y estacas en el sitio B. N=6 en todos los casos.

5.4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

El desempeno de los estimulos push y pull, utilizados simultdneamente, se evalud a varias escalas, para
el manejo de hormigas cortadoras de hojas. Se pudo demostrar, en los ensayos de laboratorio, que el
efecto repelente del farnesol se sinergiza en presencia de los compuestos volatiles de la pulpa de
naranja como atrayente hacia una fuente alternativa del cultivo a proteger. En una escala mayor, se
llevd esta combinacion de estimulos a un contexto de campo, y se evalud a nivel colonia. Si bien este
ensayo de campo expuso una vez mas la atraccion por la pulpa de naranja y la repelencia del farnesol,
no se pudo demostrar que el atrayente sinergiza con el farnesol aumentando su efecto repelente,
porgue no se observaron hormigas en ninguno de los tratamientos con farnesol. Se supone que la dosis
de farnesol utilizada en el ensayo fue lo suficientemente alta como para repeler completamente a las
hormigas, sin dejar margen para mejorar su eficacia en el tiempo en el que se registraron los resultados
de este ensayo (Perri et al., 2017).

En el Ultimo ensayo se simuld una plantacidn de sauces jévenes tal como suelen ser plantados por les
productores en la zona, y se mantuvo la estrategia push-pull durante toda una temporada de
crecimiento. A raiz de estas condiciones a campo, en este ensayo se decidié utilizar otra combinacién
de los estimulos evaluados en capitulos anteriores: como estimulo push se utilizé el farnesol en dosis

de 100 mg (la misma con la que se obtuvo muy buenos resultados en el ensayo anterior), mas una
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barrera mecénica que les productores ya utilizan, como refuerzo del repelente. Como estimulo pull,
esta vez, se utilizé la vegetacidn de crecimiento espontaneo presente en cada sitio. Los resultados de
este ensayo demostraron que la estrategia push-pull se puede utilizar con éxito para controlar las
hormigas cortadoras de hojas en plantaciones de sauces jovenes (Perri et al., 2020).

En el disefio de |a estrategia evaluada a campo en la plantacién de sauces jévenes, se tuvo en cuenta
la biologia de este tipo de hormigas, esto determiné el uso de estimulos con diferentes rangos de
accion: mientras que el estimulo push (farnesol mas barrera mecanica) actué como un repelente de
corto alcance, el estimulo pull (vegetacidn de crecimiento espontdneo) actué como un estimulo de
largo alcance. Para que el estimulo push funcione como repelente, las hormigas deben trepar por la
planta y ponerse en contacto con farnesol para decidir abandonar la fuente de alimento. Por el
contrario, el estimulo pull desvio a las hormigas al tener otras opciones de plantas para cortar, evitando
gue se acercaran al recurso protegido. Se sabe que las hormigas cortadoras de hojas se orientan
basicamente por claves quimicas (Littledyke & Cherrett, 1978). En este caso, donde la arquitectura de
la vegetacion es mds diversa que en un campo de monocultivo, los olores mezclados de la oferta de
plantas alternativas pueden "enmascarar" el hallazgo de los sauces jévenes. Ademads, las hormigas
cortadoras de hojas son herbivoros generalistas, por lo tanto, al proteger las plantas de sauce con la
barrera push, solo se estad bloqueando una de las opciones de corte. Esta combinacién de estimulos,
push de corto alcance y pull de largo alcance, encuadran esta estrategia push-pull en la clasificacion
tipo Il del marco presentado por Eigenbrode et al. (2016). Si bien es una de las combinaciones de
estimulos menos utilizada para el manejo de plagas, parece ser una opcién dptima para las hormigas
cortadoras de hojas.

Les productores que estan interesades en los sistemas silvopastoriles usan guias como material de
plantacion, ya que éste, al ser mas alto, les da la oportunidad de introducir ganado mas rapidamente
en el campo. Ademads, otra ventaja de usar guias es evitar el uso de vegetacion de crecimiento
espontdneo como puente por donde las hormigas pueden sortear la barrera mecdnica, ya que este
material es mas alto que las estacas. Ademas de las guias, varies productores locales ya adoptaron la
barrera mecdnica que se utilizé como parte del estimulo push, con muy buenos resultados. El agregado
de farnesol como barrera quimica ayudaria a reforzar el estimulo repelente, porque de esta manera
las hormigas deben cruzar ambos obstaculos para llegar al recurso.

Como se explicé anteriormente, cada campo donde se evalud la estrategia push-pull tenia diferentes
condiciones ambientales que deben considerarse en la implementacidn de este tipo de manejo
integrado. La disponibilidad de agua es la mds importante de ellas, porque tiene implicancias en la
colonizaciéon y mantenimiento de los nidos por las hormigas y, ademas, condiciona el tipo de
vegetacidn presente en el sitio. Esta caracteristica podria modificar fuertemente el éxito de la

estrategia push-pull. En el sitio B, donde el agua tiene el movimiento natural de inundacién del
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humedal, solo habia un nido de A. ambiguus y el mismo se encontraba en una parte alta de un arbol,
de esta forma evitaba quedar bajo el agua cuando esta sube. Ademas, la riqueza de especies de plantas
fue mayor alli (Lonicera japonica, Ipomea indivisa, Amorpha fructicosa, Iris pseudacorus, Ligustrum
sinense, Fumaria capreolata, Phytolacca americana, Morus nigra, Oxalis sp., entre otras). Por otro
lado, en el sitio A el agua es escasa debido a la modificacion del terreno, y presentd cuatro nidos de
hormigas, por lo tanto, la presién de forrajeo sobre las plantas de sauce fue mas fuerte. La vegetacion
de crecimiento espontdneo fue menos diversa, e incluyd especies que no son seleccionadas
normalmente por A. ambiguus (Carduus acanthoides, Baccharis sp., Carex sp.). Como consecuencia,
las hormigas tuvieron en este sitio muchas menos opciones para cortar, produciendo mas dafio a los
sauces. Es importante mencionar que, a pesar de estas diferencias en las caracteristicas generales de
los sitios, la estrategia push-pull fue exitosa en ambos campos, lo que fortalece su uso. En el sitio A, la
escasa vegetacion de crecimiento espontdneo se convirtid en una opcidn de corte para las hormigas,
cuando encontraron los sauces con el estimulo push. En el sitio B, con una vegetacién mas diversa,
solo con el estimulo pull los resultados fueron muy buenos. Sin embargo, en el tratamiento push-pull,
las plantas de sauce permanecieron casi intactas, y el uso de los dos estimulos simultaneos parecié

sinergizar el efecto de cada uno por separado.
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CONSIDERACIONES FINALES

/B

La produccidn forestal de salicaceas en la zona del Bajo Delta del Parana fue tradicionalmente llevada
adelante por la unidad familiar en pequefas superficies. Bdsicamente se plantaban alamos sobre los
albardones y los sauces, que estdn mds adaptados a la inundacién, en los pajonales (Fracassi et al.,
2014). Por los procesos de fomento a la produccidn forestal en las ultimas décadas, ésta se ha
convertido en la actividad mas importante de la zona, y casi en la Unica opcion de subsistencia de los
pobladores de las islas. Mientras tanto la emigracién rural ha continuado en ascenso, en particular la
migracion de las mujeres jovenes que cuentan con los medios para mudarse a la ciudad y continuar
con sus estudios o buscar empleo (Camarero et al., 2018).

Acompanando a las politicas que generaron la ampliacidn de la produccidn forestal en el Delta, otras
agencias gubernamentales como el INTA o la Subsecretaria de Desarrollo Foresto Industrial
(dependiente del Ministerio de Agroindustria), han destinado presupuesto para investigaciones y
desarrollo de técnicas para mejorar los rindes de la produccién (Camarero et al., 2018). Estas
inversiones han sido orientadas, en su mayoria, a las propiedades de gran tamafio y a la produccion de
monocultivos especializados (Borodowski, 2006), que perpetian la modificacion del ambiente para un
uso intensivo del suelo, y la dependencia de insumos para controlar plagas que aparecen, justamente,
como consecuencia de este tipo de practica. Les pequefies productores no pueden competir con les
grandes, son expulsados del territorio, y les que se quedan trabajando como empleades para las
grandes empresas (que hoy son las que utilizan la mayor superficie del territorio para sus
producciones), se ven directamente perjudicades por los agrotdéxicos que son utilizados para el
mantenimiento del monocultivo.

Para tratar de entender lo que estd ocurriendo a nivel ecosistémico, de la mano con la cuestion social,
quisiera volver a la definicién de humedal proveniente del Ministerio de Ambiente y Desarrollo
Sustentable: “un humedal es un ambiente en el cual la presencia temporaria o permanente de agua
superficial o subsuperficial causa flujos biogeoquimicos propios y diferentes a los ambientes terrestres
y acudticos. Rasgos distintivos son la presencia de biota adaptada a estas condiciones, comtinmente
plantas hidrdfitas, y/o suelos hidricos o sustratos con rasgos de hidromorfismo”. Esta definicion pone
de manifiesto que no es la fisonomia el caracter que define a los humedales (como en el caso de los
ecosistemas de bosque o de pastizal) y, en cambio, apela a cuestiones funcionales (tales como régimen
hidroldgico, flujos biogeoquimicos) como caracter determinante de los mismos. Los endicamientos

gue generan “sistemas cerrados” con el objetivo de crear mayor superficie apta para la produccién de

61



alamos, generan cambios en el régimen hidroldgico del humedal que pueden llegar a ser irreversibles

(Y. V. Sicaetal., 2016).

Un cambio tan grande en el ecosistema va a generar un desequilibrio en los procesos ecoldgicos
caracteristicos del lugar, ya que desde el ciclado de nutrientes, hasta las interacciones tréficas van a
ser alteradas (Altieri & Nicholls, 2004). Aqui llegamos al problema: épor qué las hormigas son plaga?

Entender esto fue clave para el disefio del manejo integrado presentado.

Las HCH son consideradas ingenieras del ecosistema® (Montoya-Lerma et al., 2012). Aumentan la
fertilidad del suelo al incrementar la concentracién de macronutrientes y mejoran la permeabilidad
del suelo en los nidos; en las cdmaras de desechos hay una mayor disponibilidad de nutrientes para las
plantas; las plantas vecinas a los nidos tienen un mayor crecimiento por la disponibilidad directa de
nutrientes (Farji-Brener & Werenkraut, 2015). Los nidos abandonados de HCH generan habitats
distintivos por los cambios generados en el suelo y por el aumento de la incidencia de luz al nivel del
suelo, esto genera modificaciones en la dinamica de la vegetacidn que va a colonizar ese habitat (Fariji-
Brener, 2005). Las HCH actuan como filtros ecoldgicos seleccionando especies de plantas de un
conjunto disponible (Meyer et al., 2006), y dispersan semillas de las especies que colectan y acarrean
(Pikart et al., 2010), esto genera una concentracién de individuos de estas especies una vez que el nido

esta inactivo, o las semillas son descartadas.

A pesar de todos estos efectos importantes que generan las HCH en el ecosistema, cuando se presenta
una situacidn productiva de la escala de una produccion forestal, con un esquema de monocultivo (y
en este caso, acompafiada con una gran modificacion de los regimenes hidrolégicos), la
homogeneizacion del paisaje genera que estos insectos pasen de tener un rol fundamental en el

ecosistema a ser considerados plaga.

Teniendo en cuenta el tipo de produccién forestal que se esta llevando a cabo en la zona, la estrategia
push-pull para manejar HCH aqui presentada, demostré que las hormigas, si bien seleccionan algunas
plantas por sobre otras, no tienen una preferencia en particular por las saliciceas. La utilizacién del
farnesol + la barrera mecdnica para bloquear el ataque fue un excelente estimulo push. Y
simultdneamente el uso de la vegetacion de crecimiento espontaneo como estimulo pull, no solo

proporciond alternativas de corte, sino que también actudé enmascarando al cultivo. En caso de que

8 “Los ingenieros del ecosistema son organismos que, directa o indirectamente, modulan la disponibilidad de

recursos para otras especies, causando cambios de estados fisicos en materiales bidticos y abidticos. Al realizar
esto, modifican, mantienen y crean habitats” (Jones et al., 1994).
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hubiera alguna colonia que siguiera produciendo dafio en la plantacion, se puede utilizar el aceite

esencial de naranja como herramienta atrayente para movilizar la plaga hacia otra opcion de corte.

Esta estrategia esta diseflada como una alternativa local, libre de téxicos y ambientalmente segura
para el manejo de HCH. El uso de la vegetacién de crecimiento espontaneo como estimulo atrayente,
ademas de brindar a las hormigas otras opciones de corte, contribuye a mantener y generar mayor
biodiversidad en el sitio. Este aumento en la riqueza de especies vegetales conjuntamente con el
cultivo, mejora las funciones del ecosistema, regenera las interacciones bidticas que producen
servicios ecosistémicos, promueve la resiliencia de la produccién y, en consecuencia, reduce la
necesidad de insumos externos (Landis et al., 2000; Isbell et al., 2011, 2017; Kremen & Miles, 2012;
Gurr et al., 2017; Chaplin-Kramer, et al., 2011).

Pensar las producciones forestales en el Delta con un rediseno predial que promueva la diversificacion
para optimizar los procesos claves del ecosistema podria ser un primer paso para que esta estrategia

tenga posibilidades de ser utilizada en la practica.

Tomando como referencia la exitosa aplicacidn de la estrategia push-pull para el maiz y el sorgo en
Africa, el trabajo que habria que continuar a futuro para poder llevar a la practica esta estrategia para

HCH en plantaciones forestales, implicaria:

- Evaluar diferentes disefios de franjas de vegetacién intercaladas con el cultivo. Las plantaciones
forestales suelen utilizar cientos de hectareas, podria evaluarse parcelas con diferentes separaciones
entre el cultivo y la vegetacidn para conocer la superficie de vegetacidn necesaria para que las HCH no

produzcan dafios econdmicos a les productores (Khan et al., 2009).

- Estudiar profundamente la ecologia quimica que ocurre entre hormigas, cultivo y plantas alternativas
de corte, y como esta interaccidon puede afectar a otros organismos, como por ejemplo enemigos

naturales (Khan et al., 2008 a, 2010; Midega et al., 2009).

- Medir el impacto de esta estrategia en otros artrépodos (Midega et al., 2008, 2009, 2014 a).

- Estudiar si la implementacion de esta estrategia genera beneficios econdmicos a les productores a
corto, mediano o largo plazo, y modificar lo necesario para cumplir con este objetivo (Khan et al., 2008

b, 2014; Midega et al., 2014 b; Chepchirchir et al., 2018).

- Trabajar en la adopcién de la estrategia con les productores. Que sean parte de la estrategia de
implementacién, aportando conocimiento local y discutiendo a la par de les investigadores las ideas
de disefio dentro de la produccion, es la Unica manera de llevar exitosamente a la practica cualquier

forma de manejo (Amudavi et al., 2009; Murage et al., 2011; Khan et al., 2014).
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Por ultimo, quisiera reflexionar sobre la necesidad de estudiar la situacién del Bajo Delta como un
socio-ecosistema, y no como dos sistemas independientes (el sistema ecoldgico por un lado, y el social
por otro), ya que en un sistema productivo ambos estan inevitablemente relacionados. La situacion
actual en la que se encuentra esta zona representa un ejemplo de mas de la mitad de los ecosistemas
naturales de la Tierra, que han sido modificados por actividades humanas para la provisidn de bienes
ecosistémicos (Millennium Ecosystem Assessment, 2005). Las caracteristicas emergentes de este tipo
de sistemas son su vulnerabilidad y resiliencia (Easdale et al., 2018). Para comprender la vulnerabilidad
de un socio-ecosistema es clave estudiar el nivel de exposicién del sistema frente a las amenazas
(asociado a la dinamica de los disturbios), las caracteristicas sociales y ecoldgicas del sistema que
determinan su sensibilidad a ser afectado por una o mas amenazas a diferentes escalas, y la resiliencia
socio-ecoldgica (Turner Il et al., 2003; Easdale et al.,, 2018). La resiliencia, en un sistema socio-
ecoldgico, se define como la capacidad de respuesta del sistema frente a disturbios, aprender a
reorganizarse, ajustarse y adaptarse luego del mismo, evitando cruzar umbrales hacia estados
alternativos no deseables o potencialmente irreversibles (Folke, 2006; Domptail et al., 2013; Lépez et
al., 2017; Easdale et al., 2018). En el caso de las producciones forestales en el Delta, las mismas se
propusieron, en un principio, como una posibilidad de detener el despoblamiento de las islas, dandole
a les habitantes una opcidn de subsistencia. Pero no se tuvo en cuenta el sistema ecolégico del
humedal con sus disturbios frecuentes de inundacién propios de ese ecosistema, y la vulnerabilidad
gue esto generaba a este tipo de producciones. La respuesta a este disturbio fue modificar el ambiente,
hacerlo dependiente de intervencién humana para poder generar una ganancia monetaria (con las
diferencias sociales que este tipo de intervencién implica y mencioné anteriormente). Esto no
soluciond el problema, ya que, esta modificacién trajo los inconvenientes que genera cualquier
modificacion de tal envergadura, por ejemplo, en el marco de esta tesis, poblaciones crecientes de

HCH que se transformaron en plaga. Por otra parte, las personas continuaron yéndose de las islas.

La diversificacién de la produccién pareceria ser el desarrollo territorial mas adecuado, pero para que
se lleve a cabo con éxito en la practica debe ser un trabajo consensuado transdisciplinariamente
(Chambers, 1994; Raymond et al., 2010; Morton et al., 2015; Easdale et al., 2017; Easdale & Aguiar,
2018). La eleccion de qué producciones realizar y como, debe ser un proyecto discutido en conjunto
con todes les actores involucrades: con investigadores de varias dreas, extensionistas, pobladores y

tomadores de decisiones.
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