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Preferencia de recoleccién de hormigas Acromyrmex ambiguus del Delta del
Parana por plantas nativas de la region: Bases fisico-quimicas y sensoriales
Resumen

Identificar senales sensoriales que permitan a los insectos encontrar plantas
hospedantes y comprender las bases neurobiolégicas detras de su eleccion
proporciona informacién basica para el disefio de estrategias de convivencia con
especies consideradas plagas. Este proyecto tiene como objetivo encontrar las
principales claves que generan atraccidon en las hormigas cortadoras de hojas
Acromyrmex ambiguus a plantas alternativas que puedan recolectar en
plantaciones comerciales de sauces en la region del Bajo Delta del rio Parana, en
Argentina. Dada la relevancia de la recuperacion de estos ecosistemas nativos,
utilizamos especies de plantas nativas. Para ello identificamos especies de plantas
nativas que podrian ser utilizadas para estudiar la ecologia sensorial de A.
ambiguus en relacidn a ellas. Centrando el interés en recuperar ecosistemas
nativos, primero identificamos especies vegetales nativas y evaluadas como
palatables. Seleccionamos ocho especies de plantas y estudiamos su grado de
aceptacion en condiciones de campo y laboratorio. Establecimos una jerarquia de
preferencias basada en el comportamiento individual y grupal, siendo "Sen del
Campo" (Senna corymbosa) la mas y "Anacahuita" (Blepharocalyx salicifolius) la
especie menos preferida. Luego, mediante andlisis de video de hormigas
alimentandose en colonias artificiales controladas, identificamos pasos
secuenciales que conducen a la recoleccion de una especie. Una decision inicial
de acercamiento, que dependeria de senales olfativas, y un segundo paso que
dependeria de senales gustativas y que afecta el corte de hojas y el traslado del
material vegetal al nido. Se identificaron los compuestos volatiles y cuticulares de
las hojas involucrados en la preferencia de las plantas. Adicionalmente, para
estudiar el valor nutricional de las plantas se realizé un analisis fisicoquimico entre
estas dos especies de plantas. Se analizaron azUcares totales, proporcidn de
materia organica, polifenoles Sunscreen, polifenoles totales, dureza de la hoja,
proteinas totales y lignina. Los resultados obtenidos respaldan las diferencias de
polifenoles entre estas dos especies de plantas nativas. Esta informacion podria
utilizarse en una estrategia de "manejo" de hormigas reintroduciendo plantas
nativas como oferta de recoleccién alternativa dentro de las plantaciones de
sauces que conduzca a una reduccion de pesticidas para una mayor
sostenibilidad ambiental en este ecosistema.
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Foraging preference of Delta del Parana ants Acromyrmex ambiguus for
native plants of this region: physico-chemical and sensory bases.

Abstract

Identifying sensory cues that enable insects to find host plants, and
understanding the neurobiology behind their selection, provides basic
information for the design of new pest management. This project aims at finding
the main cues attracting leaf cutting ants, Acromyrmex ambiguus to alternative
host plant in commercial willow plantations at the Delta of the Parana river region
in Argentina. Given the interest in recovering native ecosystems, native plant
species were used. We identified native plant species that might be used to study
sensory ecology among A. ambiguus and host plants. Focused on the interest of
recovering native ecosystems, first, native plant species were identified and
evaluated as host plants. We selected eight plant species and studied acceptance
or rejection under field and laboratory conditions. We established a hierarchy of
preference based on individual and group behavior, being "Sen del Campo"
(Senna corymbosa) the most and "Anacahuita" (Blepharocalyx salicifolius) the
least preferred species. Then, by video analysis of ant foraging in controlled indoor
nests, we identified sequential steps leading to plant selection. An initial decision
to approach, that depended on olfactory cues, and a second step that depended
on gustatory cues and affected leaf-cutting and withdrawal -to-the-nest. Volatiles
and leaf cuticular compounds possibly involved in plant selection and preference
were identified. In addition, in order to study plant nutritional value, a
physicochemical analysis was performed between these two plant species. Total
sugar, proportion of organic matter, Sunscreen polyphenols, total polyphenols,
leaf hardness, total proteins and lignin were analyzed and support polyphenols
differences between these two native plant species. This information might be
used in an ant management strategy by reintroducing native plants as alternative
hosts within willow plantations leading to a reduction of pesticides for a major
environmental sustainability in this ecosystem.
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Capitulo 1: Introduccién general

En primera instancia, destacaremos que el presente trabajo se centra en la
biologia de las hormigas cortadoras de hojas Acromyrmex ambiguus,
especificamente, en las estrategias de recoleccion y el comportamiento colectivo
e individual de recoleccion, con el objetivo de generar conocimiento en pos de
aportar al diseno de estrategias de mitigacion del dano que las hormigas
cortadoras producen en especies vegetales de uso comercial en la zona del
Nucleo Forestal del Bajo Delta del Parana. No obstante, no es posible
independizar este proyecto de su contexto ecoldgico, histdrico y socio-politico.
Conocerlos habilita una mirada que aborde la complejidad de la problematica al
contemplar sus multiples dimensiones, aunque no necesariamente todas ellas
sean abordadas en esta tesis. Segun Schoonhoven, van Loon y Dicke (2005) la
necesidad de comprender los vinculos entre plantas e insectos de manera tal de
generar estrategias de control de las especies consideradas “pestes” es no sdlo
indiscutible sino también central en la entomologia agricola. Toda practica
humana que pretenda ser compatible y respetuosa del medio ambiente debe
partir de un conocimiento concreto y situado en la biologia de los organismos en
cuestion para poder luego desarrollarse eficazmente. En la cultura occidental
desde el siglo XVI las hormigas del Abya yala -denominacion de pueblos
originarios al continente americano (Maldonado y Ruiz Romero, 2014)- han sido
consideradas “plagas" por los colonizadores (Wheeler, 1926 y Wetterer, 2006) hasta
la actualidad. Sin embargo, la representacion que las poblaciones originarias del
continente histéricamente han tenido para con estos insectos es diametralmente
opuesta. Incluso, desde el punto de vista bioldgico y agroecoldgico, las hormigas
en general y las hormigas cortadoras de hojas en particular representan un rol
ecoldgico fundamental en el ecosistema. Bajo esta perspectiva no se asociara en
este trabajo el concepto de peste o plaga a las hormigas y de ser utilizado sera
entre comillas, haciendo alusiobn a concepciones del tipo occidentales,
antropocéntricas, extractivistas, tecnocratas, productivistas y capitalistas;
concepciones que no contemplan los procesos ecoldgicos asociados a la
presencia de estos organismos y sobre los cuales se ampliara proximamente.

Teniendo estos elementos en consideracion se desarrolla a continuacion el marco
tedrico que, entendemos, aporta a la concepcion del momento socio-histérico y

ecologico actual de la region de interés y del sistema que pretendemos conocer



para poder aportar a su proteccion, recuperacion y entramado desde un punto de

vista del medio ambiente desde una concepcidn integral (Ley 27.621).

1.1. Humedales del Bajo Delta del Parana

Para caracterizar la region de interés, el Bajo Delta del Parand, se abordara su
descripcion. Sin embargo, para hacerlo es necesario previamente determinar las
definiciones que se tomaran en consideracion a lo largo de este trabajo para
referirse a la Ecorregion Delta del Parana donde se encuentra el Humedal (Shaw y
Fredine, 1956) mas importante de Sudamérica debido a su tamano y alta

biodiversidad (Aquino et al., 2024 y Nanni et al. 2022).

Ecorregion: Territorio geograficamente definido en el que dominan determinadas
condiciones geomorfoldgicas y climaticas relativamente uniformes o recurrentes,
caracterizado por una fisonomia vegetal de comunidades naturales y seminatural
gue comparten un grupo considerable de especies dominantes, una dinamica y
condiciones ecolégicas generales y cuyas interacciones son indispensables para

su persistencia a largo plazo (Burkardt et al.,, 1999).

Humedal: Area de turbera, pantano o agua, ya sea natural o artificial, permanente
o temporario, con agua estatica o en flujo, dulce, salobre o salada incluyendo agua
marina, de profundidades que no superen los 6 metros en marea baja (Mitsch y
Gosselink, 2007). Consensuado por la Unién Internacional de Conservacion de la
Naturaleza y Recursos Naturales (IUCN, por sus siglas en inglés). Convencion de

Ramsar (lran, 1971).

Lo que hoy en dia llamamos humedales son aquellos ecosistemas que antano
eran denominados como “pantano”, “lodazal”, “ciénaga” o “terrenos yermos”,
generalmente con connotaciones negativas y causalmente también drenados,
destruidos y modificados para usos agricolas o urbanizaciones. Estas fueron
practicas realizadas a escala global e incluso fomentadas por multiples estados
(Mitsch y Gosselink, 2007). En el ambito cientifico, el término humedal (Shaw y

Fredine, 1956) pasd de considerarse una transicion entre ecosistemas acuaticos y



terrestres a considerarse como un diverso grupo de ecosistemas. Tanto la
estructura como el funcionamiento de los humedales estd determinada por el
régimen hidrologico aunque también influyen la temperatura, las lluvias, la
estacionalidad y las fases interanuales de inundaciones y sequias (Aquino et al.
2024). En lineas generales se caracterizan, por un lado, por estabilizar los
reservorios acuiferos actuando como amortiguadores de inundaciones y sequias,
en ocasiones purificando aguas, protegiendo las costas y recargando acuiferos
subterraneos, entre otras funciones ecosistémicas (Tabla 1.1). Adicionalmente, la
dinamica de la vegetacion puede modificar su periodicidad en el tiempo en

contextos de usos y modificaciones de la tierra (Aquino et al. 2024).

Tabla 1.1: Generalidad de los beneficios que los ecosistemas sanos de humedales

pueden proveer a la sociedad (Tomado de Kandus et al.,, 2010)

Funciones ecosistémicas

" Bienes y servicios (ejemplos)
o] epecicss |

Desaceleracion de los flujos y disminucién de  Estabilizacidn de la linea de costo.

turbulencia del agua Disminucidn del poder erosivo.

-]
:; Regulacidn de Inundaciones Disminucidn de lo intensidad de los efectos de las inundaciones
s sobre dreas vecinas
g Retencidn de agua Almacenaje a largo y corto  Presencio de reservorios de agua para consumo y produccidn.
= plazo

e

8 Recarga de acuiferos Reservas de agua dulce para el hombre, para consumo directo
= vy para utilizacion en sus actividades productivas

&

= Retencidn y estabilizacion de sedimentos Mejoramiento de la colidad del agua

Regulacion de procesos de evapotranspiracion Atemperacidn de condiciones climdticas extremas

s Ciclado de nutrientes (Nitrégeno, Carbono, Retencidn de contaminantes

‘E Fosforo, etc.) Mejoramiento de la calidad del agua

'S Almacenaje / retencion de nutrientes (ej. Acumulocion de Carbono Orgdnico (ie.turba). Requlacion climdtico
g Fijacién/ acumulacién C0,, liberacién de NH,)

é‘ Transformacidn y degradacidn de nutrientesy Mejoramiento de la calidad del agua. Regulacidn climdtica

= contaminantes

e

E Exportacion de nutrientes y compuestos. Via agua: Sostén de cadenas trdficas vecinas

= Regulacién Climdtica: Emisiones CH, a lo atmdsfera

&

Regulacién de salinidad Provision de agua dulce - Proteccion de suelos - Produccion de sal
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Produccién primaria Secuestro de corbono en suelo y en biomasa
Produccidn agricola
Produccidn de forraje para ganado doméstico y especies de founa
silvestre de interés.
Produccidn apicola
Produccidn de combustible vegetal y sustrato para cultivos florales
y de hortolizos (turba)

Produccidn secundaria Produccidn de proteings para consumo humano o como base para
olimento del gonodo doméstico | founa silvestre , peces e inverte-
brodos ocudticos)

Produccidn de especies de interés cinegético

Produccidn de especies de peces paro pesca deportiva y comercial.
Produccidn de especies de interés turistico-recreacional (aves,
mamiferas, reptiles, anfibios)

Provision de habitat Ambigntes de interés paisajistico
Oferta hdabitat de especies de interés comercial, cinegético, cultural,
etc.
Provisidn de habitats criticos para especies migradoras (). oves)
Provisidn de habitats criticos para lo reproduccidn de especies ani-
males (ej. aves, tortugas ocudticas, peces e invertebrodos acudticos)

Ecologicas

Mantenimiento de interacciones bioldgicas ~ Mantenimiento de codenas trdficas locales y de ecosistemas vecinos
Exclusion de especies invasoras.

Mantenimiento de la diversidad tanto Provisidn de productos animales y vegetales alimenticios, y
especifica como genética construccidn.
Provisidn de productos animales y vegetales no alimenticios
(cweros, pieles, plumas, plantas y peces ornamentales, mascotas, etc.)
Provisidn de productos formocoldgicos y etnobioldgicos (para
etnomedicing, con fines religiosos, rituales, etc.)
Produccidn agricola

En los anos 80's en Estados Unidos de Norteameérica, a raiz de que cientificxs veian
una falta de (pre)ocupacion en la poblacion general por la degradaciéon de los
ecosistemas y su uso indiscriminado, mas de 30 especialistas en ecologia, ciencias
sociales y economia trabajaron en la resignificacién de los humedales desde la
perspectiva del valor econdmico que aportan en pos de demostrar que los
ecosistemas son invaluables en la economia mundial y que proveen a la sociedad
sus necesidades basicas. De este modo, se popularizd el término “servicios
ecosistéemicos” (Daily, 1997). Su utilizacion apuntd a incorporar los principios de
sostenibilidad en politica publica para dar cuenta de la explotacion insostenible
de la naturaleza (Peixoto Batista et al., 2019). Sin embargo, esta categoria hoy en
dia resulta controversial ya que se inscribe en una légica moderna donde se
refuerza la separacion entre naturaleza y sociedad mientras que, a su vez, se
homogeniza a Ixs humanxs como sociedad y da cuenta de la habilitacion a la
apropiacion e incidencia sobre esa naturaleza (Straccia y Pizarro, 2017). Por este
motivo, a lo largo de esta tesis se evitara hacer uso de este concepto y cuando se

utilice sera entre comillas a modo de dar cuenta de la controversia que acarrea.
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Por otro lado, otrxs autores consideran que la biodiversidad de los humedales
ademas de valores econdmicos también representa valores éticos y estéticos
(Fracassi et al, 2014). Bajo estas consideraciones, los beneficios ecosistémicos se
enmarcan como emergentes de un sistema siempre que éste pueda tolerar las
modificaciones antrépicas a las que es expuesto. Por ejemplo, no seran
perjudicados en la medida en que las modificaciones antrépicas, como las
agricolas y urbanas, se ejerzan en un grado tal que no alteren de manera visible
tales beneficios (Figura 1.1), motivo por el cual se fomenta la distribucion espacial
de las intervenciones humanas a gran escala (Convencion Ramsar, 2018).

Ecosistema
pristino

A

Sostenible

Umbral

Integridad ecolégica

No sostenible - Ecosistema
muy transformado

intervenciones humanas

Figura 11. Relacion entre la integridad ecoldgica e intervenciones humanas,

consideradas como generacion de “bienes y servicios” ecosistémicos (BSE)

-Tomado de Quintana et al. 2014, modificado de Karr 2000-.

Por estas razones, los humedales pasaron a ser descritos como estabilizadores
climaticos a escala global y como sumideros de carbono, es decir, que disminuyen
el dioxido de carbono presente en la atmdsfera y por estos motivos, entre otros de
los mencionados previamente, se promueve Ssu conservacion, proteccion y
regulacion. La Convencion de Ramsar (Iran, 1971), realizdé el primer acuerdo
mundial sobre conservacion y el uso racional de los recursos naturales con motivo
de la Convencion de Humedales de Importancia Internacional. Hoy en dia, 172
paises adhieren a ella. En particular, Argentina entré en vigor el 4 de septiembre

de 1992 y actualmente posee 23 Sitios Ramsar o “Humedales de Importancia
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Internacional” (Figura 1.2 y Tabla A.1 -Anexo-), con un aumento progresivo en su

ndmero.

~Luﬂ‘,wuy |

Ry

Red de Sitios Ramsar
w0 Laguna de los Pozuelos (Jujuy)
0 Parque Nacional Laguna Blanca (Neuquén)
0 Parque Nacional Rio Pilcomayo (Formosa)
o Reserva Costa Atlantica de Tierra del Fuego
(Tierra del Fuego AelAS)
) Laguna de Liancanelo (Mendoza)
{0 Bahia Samborombon (Buenos Aires)
() Lagunas de Guanacache, Desaguadero y
Del Bebedero (Mendoza, San Juan y $an Luis)
) Lagunas de Vilama (Jujuy)
@ Jaaukanigs (Santa Fe)
) Lagunas y Esteros del Tberd (Corrientes)
Bafiados del Rio Dulce y Laguna
Mar Chiquita (Cordebaj
{0 Reserva Provincial Laguna Brava (La Rioja)
) Humedales Chaco (Chaco)
(@) Reserva Ecolégica Costanera Sur
(Ciudad Auttnoma de Buenos Ares)
@) Parque Provincial El Tromen (Neuquén)
(0 Parque Nacional Ciervo de los Pantanos (Buenos Aires)
3 Humedal Laguna Melincué (Santa Fe)
(@ Lagunas Altcandinas y Punefias
de Catamarca (Catamarca)
(] Glaciar Vinciguerra y Turberas asociadas
(Tierra del Fuego ASIAS)
) Paimar Yatay (Entre Rios)
) Humedales de Peninsula Vaklés (Chubut)
() Delta del Parand (Entre Rios y Santa Fe)
) Reserva Natural Villavicencio (Mendoza)

) Peninsula Mitre (Tierra del Fuego AeIAS)

Buenos Aires

La Pampa
2

=

Neuquén |
o
/

¢ Rio Negro

Figura 1.2: Mapa de humedales a escala regional segun criterio basado en la
cartografia de suelos. Tomado de Kandus et al,, 2008 (izquierda). Mapa indicando

los 23 sitios Ramsar a los que la Republica Argentina adhiere (Ramsar) (derecha).

La republica Argentina, ademas de adherir a la Convencidn sobre los Humedales
(Ley 23.919 con enmiendas en Ley 25.335) y de designar los sitios Ramsar, tiene
contemplados estos sitios como areas naturales protegidas (Ley 22.351). También
ha adherido en 1922 a la Convencion de la Diversidad Bioldgica (CBD) (Rio de
Janeiro, 1992) y posee diversas leyes que protegen estos ambientes, por citar
algunas: El ex-Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible de la Nacion (al
menos hasta 2023) llevo a cabo un Inventario Nacional de Humedales, junto a
cientificxs y técnicxs en el marco de lo establecido por la Ley General del
Ambiente (Ley 25.675) y la Convencion sobre los Humedales (Ley 23.919 y modif.).
El objetivo es establecer una herramienta informativa para el ordenamiento
ambiental del territorio y la gestion de estos ecosistemas (Marco del Inventario

Nacional de Humedales, 2020). Adicionalmente, se ha sancionado la Ley Nacional
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N° 26.331 de Presupuestos Minimos de Proteccion Ambiental de los Bosques
Nativos, que regula tanto el “enriquecimiento” como la restauracion, conservacion,
aprovechamiento y manejo sostenible de los bosques nativos y de los “servicios”
ambientales que brindan a la sociedad. Asi como también el Plan Integral
Estratégico para la Conservacion y el Aprovechamiento Sostenible de la Region
Delta del Parana (PIECAS - DP) (la Secretaria de Ambiente y Desarrollo
Sustentable de la Nacidn, 2008). Adicionalmente, en los anos 2013, 2015, 2018 y
2020 se han presentado diversos proyectos de “Ley de Humedales” con el objetivo
de proteger y preservar los humedales a través de un inventario nacional, un
fondo nacional, un programa nacional de conservacién y un consejo constitutivo.
Estos proyectos, especialmente los mas recientes, han sido acompanados
fuertemente por la poblacion (Figura 1.3). La pérdida de estado parlamentario de
esta ley, a pesar del acompanamiento popular que tuvo, da cuenta de la
necesidad de regulaciones nacionales e internacionales en pos de la conservacion
de los humedales, especialmente considerando que segun relevamientos Ramsar
(2018) desde el 1700 d.C. se han perdido al menos el 87% de los “recursos”
mundiales de humedales con un descenso progresivo continuo, con particular
foco en América Latina y una tasa media anual de pérdida de humedales 25%
(mayor que su equivalente para bosques naturales entre 1990 y 2015), mientras
qgue los humedales artificiales se han duplicado desde 1970. Por lo tanto, desde
diversos sectores se promueve y propone el trabajo interdisciplinario de
profesionales y participativo de las comunidades locales en los proyectos de
planificacion y gestion, asi como en los instrumentos juridicos (Convencion
Ramsar 2017). También la aplicacion de incentivos econdmicos y financieros,
practicas de producciéon y consumo sostenibles en sectores influyentes de
manera directa o indirecta en los humedales, el uso racional y la participaciéon del
publico en la planificacion del desarrollo a escalas mas amplias, la integracion de
perspectivas diversas en el manejo de los humedales, etc. (Convencién Ramsar,

2018).
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Figura 1.3:. Organizaciones socioambientales y vecinxs autoconvocados reclaman
en el puente Victoria-Rosario por la Ley de Humedales y contra el ecocidio

producto de incendios en la zona del Delta (Analisis digital, 2022).

1.1.1. Ecorregion Delta del Parana

El Delta del Rio Parand es un humedal ubicado en la ecorregion del Delta e islas
del Parana (Figura 1.4). Esta constituido por 5.625.406 ha que corresponden al
0,14% del territorio nacional de las cuales 11.904 ha se encuentran bajo proteccion
Nacional: Parque Nacional Ciervo de los Pantanos (Pcia. Buenos Aires), Parque
Nacional Pre-Delta (Pcia. Entre Rios), Parque Nacional Islas de Santa Fe (Pcia.
Santa Fe) y Parque Nacional Laguna el Palmar (Pcia. Chaco) -Tabla A.2, Anexo-.
Cabe destacar que esta ecorregion es atravesada por el Rio Paranad, principal via
fluvial comercial y estratégica para Argentina asi como para paises limitrofes

(Ministerio del Interior de la Republica Argentina).
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Figura 1.4: Mapa de ecorregiones de la Republica Argentina, se destaca la

ecorregion del Delta e Islas del Parana (Modificado del Min. Interior de la

Republica Argentina).

Ademas de ser el humedal mas importante de Sudameérica debido a sutamanoy

alta biodiversidad (Aquino et all,, 2024 y Nanni et al. 2022) -Figura 1.5-.

Figura 1.5: Pintura de la biodiversidad de la Ecorregién del Delta del Parana (Oleo

sobre tela. Gentileza del artista, bidlogo y naturalista Marcelo Canevari y el artista

Marcelo Canevari -hijo-).
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Esta region posee alta heterogeneidad ambiental producto de las geoformas de
SuUs Mosaicos asi como por el régimen hidroldégico que atraviesa -Figura 1.6-
(Quintana y Bo, 2011), el cual se encuentra dominado por las inundaciones de los
rios Parana, Gualeguay y Uruguay, asi como por las mareas y tormentas
provenientes del estuario del Rio de |la Plata y las precipitaciones locales (Baigun
et al., 2009). Los picos principales de su inundacidn se dan en marzo (producto de
las precipitaciones en la cuenca superior) y en junio-julio (producto de las
precipitaciones en el alto rio Paraguay, mientras que los niveles mas bajos se
registran en septiembre, con excepcion del efecto del fendmeno climatico El
Nifo, que genera inundaciones en la region (Kandus et al., 2019). El promedio de
caudal del Parana varia entre 16.000m3/s y 60.000m3/s convirtiéndolo en el
segundo rio mas grande y largo de Sudameérica (Neiff et al,, 1994, Latrubesse et al.,
2005). Tal es asi que el rio Parana transporta hacia su desembocadura 160 millones
de toneladas anuales de sedimento (limos (56%), arcillas (28%) y arenas (16%)
-Kandus et al, 2019-. Esto implica que las islas del Delta pueden llegar a crecer a

razon de 60 metros anuales (Benencia y Pizarro, 2018).

Figura 1.6: Perspectiva desde vista aérea del Delta del Rio Parana (Fotografia del

Ministerio del Interior de la Republica Argentina).
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A pesar de las leyes y sitios protegidos con los que cuenta la Republica Argentina,
en la actualidad se enfrentan importantes procesos de pérdida y degradacion de
humedales. Las tres presiones principales que afectan a la Ecorregion del Delta
del Parana son las plantaciones, la ganaderia comercial y la urbanizacion. Estas
Ultimas se asocian a los altos valores de la superficie transformada (Sica et al., 2016;
Nanni et al., 2020). Por ejemplo, en el Bajo Delta del Rio Parana -porciéon terminal-
(Bonfils, 1962), en Argentina, en solo 14 anos (1999-2013) se perdieron 88.500 ha de
humedales, lo que representa una disminucion del 41,85% del territorio. Esto
resulta preocupante, especialmente considerando la diversidad de unidades de
paisaje (Figura 1.7) en el sector, entendidas como componentes de un sistema de
paisajes que se caracterizan por compartir su configuracion espacial y

funcionamiento y, ademas, ser diferenciables de otras (Kandus et al., 2019).

A p Referencias

- Humedales de los derrames y
lagunas de Sauce Viejo-Coronda
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Humedales de fajas de espiras del
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= Humedales de las grandes lagunas
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Humedales de los lobulos deltaicos
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Figura 1.7: Unidades de Paisaje de Humedales del complejo fluvio-litoral del Bajo

Parana, extendido desde las ciudades de Santa Fe (Pcia. de Santa Fe) y Parana
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(Pcia. de Entre Rios) aguas arriba hasta el Rio de la Plata frente a la Ciudad de

Buenos Aires (Extraido de Kandus et al., 2019).

Bajo Delta del Parana

La porcion terminal, de mas reciente formacion, de la ecorregion del Delta del
Parana es denominada Bajo Delta, se ubica en las provincias de Buenos Aires y
Entre Rios por debajo del rio Ibicuy y hasta la desembocadura del Delta del
Parana (Figura 1.7) -Benencia y Pizarro, 2018-. Originalmente fue habitada por
comunidades de las etnias Guarani y Goya-Malabrigo (genéricamente:
chana-timbu) hasta fines del siglo XVII, cuando fueron erradicadas y asesinadas
durante el proceso de colonizacidn (Lothrop, 1946, Bonomo et al,, 2019, Loponte et
al, 2013 - Figura A.1 Anexo). Las islas del Bajo Delta se ven principalmente
afectadas por las mareas lunares del estuario del Rio de la Plata (Im de amplitud)
asi como por los vientos del noroeste y sudeste. Los primeros generan bajas en el
nivel hidrico de la cuenca mientras que aquellos del sudeste generan elevaciones
en los niveles hidricos (hasta 2,5m encima de la media) por horas o incluso dias
(Kandus, 1997). Ademas de la interaccion de las crecidas por la influencia de los
diferentes rios que lo atraviesan (Pereyra et al., 2019).

Esta region se compone por un mosaico de humedales cuyas islas originalmente
presentaban albardones (elevaciones en el territorio sobre sus costas sinuosas)
con un bosque ribereno, selva marginal o Monte blanco (Burkart, 1957) y en su
interior bajos de pajonales y juncales, inundados permanentemente (Fracassi et
al,, 2013) -Figura 1.8-.

comunidades selva
pajonales e lagine marginal matun'aljuml camalotal

DELTA E ISLAS DEL PARANA

Figura 1.8: Esquema con perspectiva lateral del Bajo Delta del Rio Parana (Fracassi
et al., 2013).
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Actualmente el paisaje se encuentra sujeto a continuas modificaciones
antropicas, producto de las cuales, por ejemplo, sélo quedan relictos del Monte
blanco ya que éste ha sido utilizado como combustible, para edificaciones y luego,
sustituido por plantaciones forestales comerciales (Fracassi et al., 2013 y Kalesnik
et al. 2008). Esto resulta contradictorio con el hecho de que la biodiversidad sea
un “recurso” relevante para el funcionamiento de los agroecosistemas (Altieri et
al,, 1999 y Swift et al, 2004). El bosque nativo del Delta ocupa el 4% de la
vegetacion y se ubica en los sectores menos inundados, tales como albardonesy
espiras de meandro (Kandus, 2019) mientras que mas del 80% de la superficie es
cubierta por plantas herbaceas (Salvia et al. 2010, Morandeira 2017). Ademas
cuenta con gran diversidad animal: se han relevado 50 especies de mamiferos,
mas de 260 especies de aves no paseriformes, 37 reptiles, 27 especies de anfibios
(B6 y Quintana, 2013, Quintana y Bo, 2013, Plan integral estratégico para la
conservacion y aprovechamiento sostenible en el Delta del Parana, 2008) y 200
especies de peces (Sverlij et al. 2013). Si bien los estudios correspondientes a la
biodiversidad de invertebrados se encuentran subrepresentados, se reportaron 22
especies gasteropodos terrestres y 31 especies de bivalvos (Darrigran et al., 2014).
En cuanto a artropodos, se reportaron entre 300 y 302 especies de Heteroptera en
el Bajo Delta del Parana (Carpintero et al., 2014) y 105 especies de Lepidoptera
(Nunez Bustos, 2014). Cabe destacar que para muchas de estas especies la region
se corresponde al limite sur de su distribucion, lo cual resalta la importancia de la
conservacion de la zona, especialmente para aquellas amenazadas (Kandus 2019).
Otro elemento a tener en cuenta es que existen en esta regidn 48 especies de
interés para la conservacion, ya sea por su funcion ecosistémica o bien por su
interés econdmico y social (en pastizales y pajonales: 13 especies, bosques y selvas:
8 especies, ambientes acuaticos: 27 especies. De las cuales son, aves: 19 especies,
mamiferos: 9 especies, peces: 9 especies, reptiles: 7 especies, anfibios: 3 especies y
plantas: 1 especie) -Reggio, Manzione y Sagrista, 2021-.

En particular, el bosque mas caracteristico de la region del Bajo Delta es el Monte
blanco. Posee mayor complejidad estructural y riqueza que el bosque situado en
la porcion media y superior. Dentro de esta region biodiversa (151 especies), se
destacan la gran cantidad de enredaderas (26 especies), epifitas (15 especies)
como la orquidea flor de pajarito (Oncidium bifolium), herbaceas (67 especies) y
formas de vida arboéreas y arbustivas de origen paranaense (43 especies) -"Plan

integral estratégico para la conservacion y aprovechamiento sostenible en el Delta
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del Parana“, 2008-. En cuanto a los usos de estas especies por parte de humanxs,
resulta relevante su conservacion ya que pueden utilizarse especies herbaceas
para pastoreo del ganado o como alimento de especies silvestres de interés, por
sus usos medicinales, culinarios, de apicultura, indumentaria o como atractivo
turistico mientras que especies de animales silvestres son utilizadas como

alimento, consumo o fines turisticos (Kandus et al. 2010, Kandus et al., 2019).

1.1.2. Historizacién de la produccioén local

Antiguamente las comunidades de pueblos originarios utilizaban la regiéon para la
caza, pesca, recoleccion, horticultura a pequena escala sobre monticulos de tierra
y también para entierros funerarios (Bonomo et al,, 2019). A partir del siglo XIX el
Bajo Delta del Parana ha sufrido las mayores modificaciones antrépicas, producto
de la colonizacién de este territorio considerado inhoéspito en ese entonces
(Benencia y Pizarro, 2018 y Ortiz, 2020). En un principio, el Monte blanco fue
deforestado para ser utilizado como combustible. Posteriormente, con oleadas
inmigratorias principalmente provenientes de Europa -en particular del pais
Vasco y Portugal (Ortiz, 2020), se consolidaron producciones frutihorticolas en la
region -Figura 1.9- (Fracassi, 2017). El tipo de producciones agricolas se
caracterizaron por ser de tipo occidental, es decir, se basan en la simplificacion de
la biodiversidad -0 su ausencia en monocultivos- y, por ende, la disminucion de
enemigos naturales de las especies consideradas problematicas por agricultores;
ademas requieren de intervencion humana constante (Schoonhoven et al.,, 2005).

|U

A mediados del siglo XIX se introdujo, con fines de produccién forestal, el “sauce
americano” (Salix babylonica var. Sacramenta), que paulatinamente sustituyo al
“sauce criollo” (Salix humboldtiana) en su uso comercial maderero. La
introduccion se debid a multiples caracteristicas que hacian a la especie una gran
candidata para su cultivo a gran escala en la regidn, tales como el hecho de que el
largo de su fibra resulta 6ptimo para pasta de papel, la propagacidén por via
agamica, resistencia al anegamiento, rapido crecimiento, capacidad de rebrote,

|u

etc. En esta linea, luego se introdujo el “alamo criollo” (Populus nigra) con fines
comerciales. Paralelamente, en la década del ‘50 el Estado Nacional impulso la
actividad forestal (mono-producciéon de dlamo y sauce) a gran escala con el

objetivo de reemplazar la actividad fruticola (diversificada). El objetivo de estos
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productos era que las “principales” ciudades (Buenos Aires y Rosario) contaran
con papel y madera como materia prima, a la par que se impulsé la
transformacion de la pequena produccion familiar a un tipo de agricultura
capitalista moderna (Camarero et al. 2018). Luego, en los anos ‘60 la produccion
frutihorticola entré en crisis como modelo productivo dominante y en los ‘80 esta
crisis se profundizé por una serie de inundaciones, heladas, el elevado costo del
transporte, el desarrollo de otras regiones productoras con mas competitividad y
la promocion estatal de la produccion forestal (Benencia y Pizarro, 2018). Por lo
tanto, ésta ultima se convirtio en la matriz productiva dominante. Con el tiempo,
luego de los 90's, la produccidn pasa del tipo familiar, con pequefixs y medianxs
productores y pequenos aserraderos, a grandes productores como Papel Prensa
S.A. en San Pedro y Falpac S.A. en Zarate (Signorelli y Battistella, 2013). Este
cambio en la escala productiva se basa en la pérdida de competitividad y la
brecha tecnologica (Fracassi, 2013). Cabe destacar que esta industria se fortalecio
con leyes nacionales que impulsaron la produccién a gran escala (Ley Nacional N°
25.080 de Inversiones para Bosques Cultivados - 1999). Sin embargo, esta actividad
no es percibida como el mero producto de una imposicion externa de parte de las
instituciones estatales, pues es considerada por Ixs habitantes de la zona como
parte estructurante de su identidad socio-cultural (Pizarro y Straccia, 2018). De
este modo, el esquema productivo de la plantaciéon familiar, que se caracterizaba
por utilizar aproximadamente el 30% de la superficie del terreno sobre albardones
(donde se deforestd el monte blanco para plantar alamos) y pajonales (donde se
plantaron sauces), que ocupaban los limites exteriores de la isla
aproximadamente hasta unos 1000 mts hacia adentro, se cambid por un sistema
de “mayor alcance” a raiz del avance hacia el interior de las islas. Como resultado
de estas modificaciones en la escala productiva la unidad econdmica forestal pasd
de tener 150 ha hacia fines de los ‘80 a 300 ha a mediados del 2000, se
implementaron endicamientos que incluian el cierre de ciertos predios, lamados
“sistemas cerrados” que permitieron la incorporacion de maquinarias dado el
control sobre las inundaciones y también medianos productores incorporaron la
ganaderia como complemento. Como resultado, el paisaje preponderante paso a
ser el monocultivo de clones comerciales de Salicaceas -sauces, Salix spp. y
alamos, Populus spp.- (Fracassi, 2013). Y la regidn se consolidd como el sector
productivo mas importante para estos cultivos en el pais (Benencia y Pizarro,
2018).
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1 |

\'A \'B
ACTIVIDAD PRODUCTIVA PRINCIPAL Fruticultura Forestacion
NOMERO DE HABITANTES 25.000 22130 12.000 14562 14.903
INUNDACIONES IMPORTANTES | | J
Reserva Municipal de
CREACION DE RESERVA Biosfera Delta del Parana

(San Fernando)

Figura 1.9: Trayectoria temporal de la poblacion del Bajo Delta del Rio Paranay los
principales elementos que modelaron su dinamica (tamano poblacional,

actividad principal e inundaciones mas relevantes) segun Cerrillo et al, 2015.

En las Ultimas décadas, la cuenca forestal se ha concentrado y ocupa 20% menos
territorio que en los anos 60" y 70. Sin embargo, ello se debe no sélo a la
modificacion de la escala sino también a la concentracién de la produccidn en
grandes empresas productoras que utilizan practicamente la totalidad del
territorio disponible para la produccion (Fracassi et al, 2013), que a su vez,
continla centrandose en producciones forestales y sistemas silvopastoriles
(Figura 1.10) -Quintana et al,, 2014-. En los ultimos anos las empresas forestales de
la zona se han nucleado en la Regional Delta de la Asociacion Forestal Argentina
(AFoA) donde en conjunto poseen 55.000 ha de las cuales 32.000ha (58,2%) se
encuentran forestadas con Salicaceas (Fracassi et al, 2013). Este nucleo
empresarial mostré interés por normas de certificacion forestal y en
procedimientos documentados de gestion forestal en conjunto con el Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) en donde dichas certificaciones
requieren cumplir con ciertas practicas de cultivo y compromiso con la proteccion
del medio ambiente, de acuerdo al tipo de certificacion en cuestion. La propuesta
del INTA radica en la fusién del conocimiento cientifico-tecnolégico y la

experiencia acumuladas de gestion forestal en la zona.
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Figura 1.10: Mapa de la produccion forestal 2023 en la Republica Argentina segun
grupos de especies tomado del Informe de plantaciones forestales del sistema de

monitoreo, inventario y acceso a la informaciéon de la republica de la nacién (2023).

Tal es asi que la provincia de Buenos Aires en 2023 se ubico tercera a nivel
nacional en cuanto a superficie con plantaciones forestales comerciales con
81.654ha, que corresponden al 6,3%, de los cuales alamos y sauces (Populus spp. y
Salix spp., respectivamente) representan 46.575ha, 57,04% segun el informe de
plantaciones forestales -Sistemma de monitoreo, inventario y acceso a la
informacion 2023-. En el Bajo Delta del Parana se ha reportado que el 92,40% de la

superficie de plantaciones forestales se dedica a alamos y sauces, de las cuales el
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6,57% se corresponde a arboles jovenes que luego de su total crecimiento se
utilizan con fines de laminado, aserrado o bien como pasta de celulosa (Figura
1.17). La superficie restante (6,7%) se compone de plantaciones de eucaliptos, pinos,
especies varias y sectores no identificados -Tomado del Tablero de plantaciones
forestales. Ministerio de Economia. Secretaria de Agricultura, ganaderia y pesca,
2024-,

0,14% . 3.071(ha)
- DeOaé6 . 6.57%

. 1ﬂ-9.235(ha]

crEes 19,76%

. 10.852 (ha)
Jeise s - 23,29%
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Figura 1.11: Caracterizacion de la produccion forestal en Delta del Parana, Pcia. de
Buenos Aires en 2023. Proporcion de especies cultivadas en las hectareas de
macizo forestal (izquierda). Cantidad de hectareas de arboles del macizo forestal
segun su edad (derecha). (Tomado del Tablero de plantaciones forestales.

Ministerio de Economia. Secretaria de Agricultura, ganaderia y pesca, 2024).

Estos ultimos datos (Figura 1.71) se corresponden a plantaciones conjuntas de
alamos (Populus spp.) y sauces (Salix spp.), asociados a la ganaderia a cielo abierto
en pastizales generados por endicamientos, donde el ingreso de los animales se
da una vez que los arboles son adultos, es decir, que no son vulnerables al ganado.
Cabe destacar que este tipo de actividad, denominada silvicultura, afecta tanto la
estructura como el funcionamiento del ecosistema en tanto que la exclusion de la
misma permite el restablecimiento de la integridad ecologica del territorio, lo cual
a su vez tiene consecuencias positivas para esta actividad ya que mejora la calidad

del suelo y el follaje (Quintana et al,, 2014). La intensificacion en estas actividades
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asociadas a una infraestructura del manejo hidrico (canales, terraplenes,
endicamientos y terrenos ganados al humedal por medio de sequias artificiales)
-Figura 1.12- y también asociadas a la falta de regulacion legal, generé como
consecuencia pérdidas en los componentes estructurales y funcionales de la
vegetacion del humedal, alteracion de las comunidades vegetales,
heterogeneidad espacial en relacidon al régimen hidrico y, disminucion de la
diversidad funcional del ecosistema (Aquino et al,, 2024). Asi como el hecho de
gue como resultado de la homogeneizacion y la modificacion del paisaje se pone
en riesgo no solo la supervivencia de diversas especies sino también la capacidad
de adaptacion a estos cambios drasticos del entorno. Adicionalmente, la
intensificacion agricola y la simplificacion del sistema (monocultivos) es posible
por el uso de insumos quimicos y/o mecéanicos (Fracassi et al, 2014). Como
consecuencia, se ha evidenciado contaminacién quimica y microbiolégica tanto
en el agua como en animales (ej. pesticidas) asociados a este tipo de actividades.
Incluso, se reveld un riesgo elevado en la calidad del agua y se proyecta su
incremento para 2050 (Convencidén Ramsar, 2018). Adicionalmente, al
terrestrializar y pampeanizar el ecosistema (Blanco y Méndez, 2010) se
presentaron diversas dificultades tecnoldgico-productivas asociadas a los cultivos
de salicaceas, como falta de conocimiento sobre el impacto del cultivo, falta de
infraestructura y mano de obra, problemas fitosanitarios como el taladro de los
forestales, avispa sierra y roya, que son paliados mediante el uso de insecticidas

(Benencia y Pizarro, 2018).
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Figurg 1.12: Corte transversal esquematico de los ambientes mas frecuentes del

sector productivo del Bajo Delta (modificado de Fracassi, 2017).

Por otro lado, ademas de las actividades silvopastoriles, son comunes las

actividades con fines turisticos o recreativos tales como caza deportiva menor,
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ecoturismo, deportes nauticos, pesca deportiva, playas y balnearios. Una de las
principales actividades de la poblacidn local (Figura 1.13) es la apicultura, tanto a
escala familiar commo comercial, con colmenas transitorias (trashumantes) o fijas
(en altura), con al menos 45 especies vegetales utilizadas con estos fines, de las
cuales 62,2% son especies nativas;, dentro de las especies exdticas visitadas por las
abejas se destacan sauces y alamos. Por otra parte, en la caza local diversas
especies son utilizadas por sus usos comerciales, de subsistencia o deportivos
(porcentaje de especies utilizadas respecto a las especies totales: mamiferos:
27,6%, aves no paseriformes: 27,3%, reptiles: 27,0% y anfibios: 259%) de las cuales
dentro de las especies mas utilizadas el 100% es utilizado con fines de subsistencia
(Kandus et al., 2010). En este contexto cabe destacar que Ixs pobladores perciben
un deterioro en el estado del ambiente fisico, evidenciado por decremento en la
calidad del agua, aumento en cantidad de basura que arrastran rios y arroyosy, en
el transito de embarcaciones; mientras que en cuanto a la calidad del agua
observan deterioros en la misma e incluso en su salud, en algunos casos. Por otro
lado, Ixs pobladores realizan actividades de caza y pesca en la zona. En éstas las
especies reportadas en la pesca son menores a las registradas en la regiéon
mientras que en el caso de la caza se reportan eventos oportunistas con aquellas
especies que encuentran. Sin embargo, dado que la caza es una actividad ilegal
IXs investigadores creen que las respuestas subestiman la actividad. De este
modo, puede concluirse que la cazay la pesca se concentran en pocas especies. y

constituyen ingresos fundamentales para Ixs pobladores (Cassiniy Tunez, 2019).

27



|
i = q"-\_
é“ @ Asentamientos humanos
&= — |
Y £ - ) Reserva de Bidsfera
..: .._. .r x .- l . " '- g’ L, .
> Q. g ;‘Iona Nucleo
¥ oo : ; I’% Zona de Amortiguacion
ill N F | [ G [ ey L} Zona de Transicién
! ! ! . | | - e
> & ,_.‘-""“:.‘-q_-:-l::" . m
el - o '.'. T
l'.‘ll o \ - ‘q‘_ f
= TR al T T
LA i 3 ¥
2p%Y Py ol | . ’ Al
.. - --ﬁ - ‘i .p 0
- . . .y
@ Rio Parana Guazu o i J¢ L B 1
Rio Parana de Las Palmas L s B%d B
2 e
€) RioLujan s )
) Riode LaPlata ¥l & e T
. o o .
O zarate o~ A |
S NCIAL S
() campana Sag .t
@ Tigre 0 50 km G(D
(®) san Fernando ' i

Figura 1.13: Mapa de asentamientos humanos en la zona del Bajo Delta del Parana.
Se destacan: Reserva de biosfera, zona nucleo, zona de amortiguacion y zona de

transicion, asi como ciudades cercanas (Cassini y Tunez, 2019).

En el marco de diversas regulaciones previamente mencionadas y en pos de las
funciones ecosistémicas del ambiente asi como de la integridad ecoldgica, se han
propuesto diversas practicas para el uso antrépico sostenible en la regidn
(Astrada, 2023; Baigun, 2013; Casaubdon y Tassano Viana, 2012; Cerrillo et al.,2015;
Fracassi et al.,, 2013, Fracassi, 2017, Gurini et al, 2020; Quintana et al., 2014). Sin
embargo, el estado (desde INTA y/o la Subsecretaria de Desarrollo Foresto
Industrial-Ministerio de Agroindustria) ha apostado al mejoramiento de las
condiciones de produccion y rindes, desde un enfoque en superficies
relativamente extensas (Camarero et al, 2018), es decir, en detrimento de la
diversificacion y la heterogeneidad del ambiente. En este sentido se realizd en
2019 el Plan Estratégico Forestal y Foresto-Industrial Argentina 2030 (Figura 1.14),
liderado por la Secretaria de ambiente y desarrollo sustentable, el Ministerio de
agricultura, ganaderia y pesca vy, los Ministerios de Produccion y Trabajo, Salud y
Desarrollo Social, Educacion, Cultura, Ciencia y Tecnologia, la Presidencia de la
Nacion; con la colaboracion de The Nature Conservancy Argentina (TNC),

organizaciones privadas y no gubernamentales y, la mesa de competitividad
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Foresto Industrial. Segun su informe, esto implica la articulacion entre el sector
publico, la sociedad civil y el sector privado que apunta a la conservacion y
ampliacion del patrimonio forestal argentino y la activacion de una economia
forestal que impulsa el desarrollo social, econdmico y ambiental. El objetivo sera el
uso sustentable de los “recursos” generando oportunidades para economias
regionales mientras que se valoran los bosques, sus “servicios” ecosistémicos y su
rol ante el cambio climatico (incluyendo manejo y prevencion del fuego). Se
priorizan bosques nativos, plantaciones forestales, celulosa y papel, madera y
muebles, construccion con madera y bioenergia e innovacion. Con egjes en la
proteccion, administracion y restauracion de los bosques nativos y cultivados asi
como en la industria y energia; en los productos tanto para el mercado interno
como para la exportacion, aumentando la proyeccion de la escala de ésta. No
obstante, esta sustentabilidad es problematizada, ya que pretende no solo
asegurarla en términos ambientales, econdmicos y sociales sino que aporta la
dimension temporal de hacerlo para las generaciones presentes y futuras
contemplando que todxs Ixs lugarenxs puedan permanecer en su territorio

(Benencia y Pizarro, 2018).
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Figura 1.14: Esquema de los ejes estratégicos estructurales y operativos y las
medidas de mitigacion del plan estratégico forestal y foresto industrial de la
nacion para 2030. Grafico tomado del Plan Estratégico Forestal vy

Foresto-Industrial Argentina 2030 (2019).

En la actualidad la region del Bajo Delta del Parana contiene como las predadoras
de plantaciones forestales jéovenes mas importantes a las hormigas cortadoras A.
ambiguus y A. lundii, (Sanchez-Restrepo et al., 2019). Estas plantaciones son parte
de producciones a gran escala (monocultivo) de Salicaceas pertenecientes a
grandes empresas que concentran la produccién con impactos significativos en la
ecorregion. Ademas, cabe destacar que la emigracion rural, y particularmente de
mujeres jovenes, continla en aumento mientras que, cada vez mas ONGs
(nacionales e internacionales), alineadas a la convencion Ramsar, se interesan por
este territorio. La Zona NuUcleo Forestal, entonces, resulta en un territorio en
disputa, entre Ixs diferentes agentes involucradxs pero también de cara a la

sociedad, lo que presenta multiples tensiones, particularmente en lo que refiere a
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marcos normativos de proteccion ambiental y ordenamiento territorial (Camarero
et al., 2018).

1.1.3. Sitio de estudio

El sitio de estudio de campo se ubica en la Estacion Experimental Agropecuaria
Delta del INTA, ubicado en el Rio Parana de las Palmas y Canal Laurentino Comas
- 4ta. Seccion de Islas CC14 (2804), Campana, Buenos Aires (Figura 1.15). Este sector
se encuentra dentro de la denominada Zona Nducleo Forestal (entre area
circundante a rios Carabelas, Canal Alem y Arroyo Las Piedras, limita al sur con
Parana de las Palmas y al norte con el Parana Guazu. Partidos de Campanay San
Fernando, Provincia de Buenos Aires), término acufado por la propia institucion
(INTA) para nombrar al sector con mayor produccion y productividad forestal y

silvopastoril de la region (Camarero et al., 2018).

Uruguay
[ i
- ey
Leyenda
+  (Ciudades
[ Unidades de paisaje
[ Delta del rio Parand O )
I Bajo Delta del rio Parana Pas AN B i vl ” ;
B nicleo forestal 0" 204 60 'B0km A A -
- S Ly # ala
_:_:I ] Il "r‘_/.' {

Figura 1.15: Mapa de la ubicacion del Delta del rio Parana con detalle del Bajo
Delta del rio Parana. Se destaca en gris oscuro el nucleo forestal (tomado de tesis
doctoral Krug 2018).
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1.2. Efecto de las hormigas cortadoras de hojas en

producciones de dlamo (Populus spp.) y sauce (Salix spp.)

1.2.1 Problematica

Las hormigas cortadoras de hojas (Orden: Hymenoptera, Familia: Formicidae,
Subfamilia: Myrmicinae, Tribu: Attini) se encuentran dentro de los invertebrados
gue generan mayor dano a las plantaciones en el Neotrépico (Fowler, 1978),
entendiendo como tal el efecto de la herbivoria. Esta se produce a raiz de la
recoleccion de fragmentos vegetales provenientes de dicotileddneas: hojas, flores,
tallos, etc., que son transportados a un nido subterraneo donde el material vegetal
es utilizado para cultivar un hongo (Holldobler y Wilson, 1990, Fowler y Robinson,
1979 y Forti et al,, 2006). Este hongo simbionte es utilizado como Unica fuente de
alimento de la hembra reproductora, machos, ninfas y, especialmente, las larvas
(Littledyke y Cherrett 1976). Dado que recolectan grandes cantidades de material
vegetal, las producciones forestales y agricolas pueden verse perjudicadas por la
herbivoria y por sus efectos secundarios (Figura 1.16). Es decir, aquellos producidos
por otros organismos, oportunistas, que atacan las especies vegetales con dano
en sus tejidos aprovechando las bajas defensas de las plantas en estos momentos
(Stroud et al,, 2022). Incluso se ha cuantificado que nidos de la tribu Attini pueden
consumir cientos de kilogramos de hojas por ano (Mikheyeyv, 2008). El efecto de |la
defoliacion se manifiesta en distintos aspectos tales como: menor superficie
fotosintética, con una consecuente deficiencia en la tasa energética dedicada al
crecimiento; menor resistencia a enfermedades dada la disminucidon en su tasa
energética y el tejido danado y, crecimiento foliar desfasado con potencial
susceptibilidad a otros herbivoros que se alimenten de hojas nuevas (Rockwood,
1973). Ademas este dafo es mas perjudicial para las especies vegetales en los
primeros 3 anos de vida (dos Santos et al,, 2013). Estos efectos operan a tal nivel
gue pueden generar pérdidas econdmicas estimadas en millones de dolares
estadounidenses por ano (Bacci et al,, 2009). Por estos motivos se considera que
esta tribu contempla a los mayores herbivoros del Neotropico, la mayor "plaga" de
la agricultura en América (Cherrett 1986; Fowler, 1978) e incluso en Sudamérica es
considerada la "plaga" mas importante (Mikheyev 2008; Erthal et al. 2004). En
particular, las hormigas cortadoras de hojas Acromyrmex spp. reducen la

produccion de madera y afectan el establecimiento de arboles (Montoya-Lerma et
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al.,, 2012). Mientras que no es menor el hecho de que la tendencia a la
homogeneizacion del paisaje, como sucede con producciones de monocultivo,
promueven las poblaciones de especies generalistas como éstas (Fracassi et al,,
2014 y Sanchez-Restrepo et al., 2019). Incluso, los extensos monocultivos resultan
en condiciones favorables para insectos que pueden convertirse en “plagas”
(Vasconcelos y Cherrett, 1997, Nickele et al. 2012). Ademas los monocultivos
forestales de especies exdticas comerciales impactan sobre la diversidad de
hormigas cortadoras de hojas de manera tal que favorecen a aquellas especies
ecologicamente dominantes (Moutinho et al, 2003; Sanchez-Restrepo et al, 2019).
En este sentido, también se propone que ocasionan pérdidas econdmicas de gran
magnitud cuando se realiza un mManejo incorrecto a causa de un plan de
monitoreo equivocado (Sabattini, 2017). Otro elemento a tener en cuenta es que
las hormigas cortadoras de hojas prefieren material vegetal con menor cantidad
de defensas fisicoquimicas, generalmente asociado a hojas jovenes (Vasconcelos
& Cherrett 1995; Farji-Brener, 2001), pero también a las especies o variedades
cultivadas en plantaciones forestales donde se prioriza la alta tasa de crecimiento
en detrimento de las defensas vegetales (Jiménez, 2019). Por otro lado, las
especies comerciales exodticas no han coevolucionado con las hormigas
cortadoras de hojas, lo que presupone una falta en defensas especificas ante éstas

por parte de las plantas.

Figura 1.16; Esquema y fotografia del efecto de |la herbivoria producto de hormigas
cortadoras de hojas en arboles jévenes de salicaceas en plantaciones forestales

(Fotografia: Dra. Patricia Carina Fernandez).

En el Bajo Delta del Parana se encuentran soélo dos especies simpatricas de

hormigas cortadoras: Acromyrmex ambiguus (Emery, 1888) y Acromyrmex lundii
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(Guérin, 1838) (Farji-Brener & Ruggiero, 1994). Ademas, la distribucion de ambas
correlaciona con territorios de plantaciones forestales en el norte de Argentina
donde se las identifica como “plagas” importantes en la zona de Buenos Aires y
Entre Rios (Sanchez-Restrepo et al, 2019). Ambas especies presentan un
comportamiento de recoleccion del material vegetal similar en el campo, que
consiste en recoleccion en las horas mas calidas durante el invierno y por la noche
durante el verano; mientras que en primavera se encuentran diferencias: A. lundii
recolecta el triple de material seco a lo largo del dia y en otono; A. lundii colecta
material durante el dia y A. ambiguus solo durante las horas mas calidas. Como
consecuencia, el impacto anual de estas especies en material seco es de 26 kg/ha
para A. ambiguus y de 83 kg/ha para A. lundii (Jimenez, 2019). Incluso en arboles
jovenes (menores a 6 meses de edad) puede producirse una reduccion de hasta el
32% de altura, 25% de circunferencia y 60% de produccion de madera (Della Lucia,
1993). Dado que este tipo de recoleccion de material vegetal se asocia a diferentes
danos en las estructuras de las plantas asi como a potenciales enfermedades
asociadas producto del ingreso de patégenos, se vincula a las hormigas
cortadoras con la mortalidad de los especimenes y el gasto econdmico asociado a
estas problematicas (Jimenez, 2019). De hecho, el control de las poblaciones de
hormigas cortadoras de hojas es especialmente intenso en los primeros meses de
vida, cuando los arboles son mas vulnerables, y los primeros dos anos de iniciada
una plantacion (Lewis y Norton 1973; Vasconcelos y Cherrett, 1997; Nickele et al,,

|“

2012) y puede llegar a representar hasta el 75% del presupuesto para el “manejo”
de “plagas” (Cantarelli et al., 2008). En la zona Nucleo Forestal del Bajo Delta del
Parana la estrategia de control de hormigas cortadoras de hojas se realiza
principalmente a través de cebos granulados, cuyos principios activos
tipicamente son la sulfluramida, el fipronil y los organofosforados. Estos son
afectados por la humedad del terreno y diluidos por el agua, que lleva al cauce del
rio los compuestos toxicos (Bonmatin et al, 2015; Lofstedt et al., 2016; Perri et al.
2020). Este elemento de “mitigacion” o “combate de la plaga” implica no soélo la
liberacion de compuestos toxicos al ambiente sino también la dispersion del
mismo, producto del transporte por las propias hormigas asi como por el agua,
generando efectos aun incalculables de los cuales no hay responsabilidad juridica
(entre otras) aun. Mientras tanto, las hormigas evitan los cebos tdxicos una vez

gue detectan que son nocivos para el hongo simbionte que ellas cultivan en el

interior de sus nidos (Saverschek, 2010), tema que se abordara a continuacion.
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En relacion a este tipo de gquimicos nocivos para el ambiente en las ultimas
décadas ha resurgido el interés general por la generacion y utilizacion de
productos que permitan controlar insectos que causan dano en las producciones
vegetales sin los efectos negativos al ambiente y la salud humana que presentan
los pesticidas industriales y sintéticos. Algunas propuestas para reemplazar a
éstos ultimos fueron pesticidas basados en nicotina, rotenona y piretrinas ya que
son efectivos, se degradan rapido y por este motivo no se acumulan en las
cadenas troficas (Schoonhoven et al.,, 2005). Sin embargo, en los ultimos anos los
sectores productores agrondmicos estan cada vez mas supeditados a normas
internacionales de “manejo responsable” a través de certificaciones de estandares
internacionales que abogan por el buen uso de productos fitosanitarios y
practicas de minimo impacto ambiental. El sector forestal no es una excepcion y
algunos ejemplos de estas normas son “Forest Stewardship Council” (FSC, por sus
siglas en inglés) e ISO 14001 de Sistemas de Gestion Ambiental. De este modo,
resulta inevitable la sustitucion de agroquimicos (Lecuona et al., 2015) y, para ello,
es imprescindible el estudio de los sistemas biolégicos en que estas producciones
estan inmersas. No obstante, no hay informacién adecuada sobre las especies que
son parte de los agroecosistemas, lo cual obstaculiza el diseno de estrategias
efectivas y poco invasivas con el entorno (Della-Lucia, 2003). Por lo tanto,
estrategias sustentables como las de push-pull, que sera abordada a
continuaciéon, y el estudio de las hormigas cortadoras de hojas resultan
irremediablemente relevantes para resolver esta problematica, ya que se
sostienen en la diversificacion de la produccion y la continuidad de las colonias de
hormigas en la region. Por otro lado, mas alla de certificaciones, la agroecologia,
sobre la cual se profundizard mas adelante, propone un cambio de paradigma
especialmente en los modos de produccidn. En la medida en que el consumo vira
hacia este tipo de productos y que los Estados se alineen con estas practicas y
cosmovisiones, resulta imprescindible encontrar formas de coexistencia entre las
especies nativas y las producciones locales humanas en un ecosistema dado. En
este sentido, repensar los modos de produccion y de reproduccion de la vida
humana en la zona del bajo Delta del Parana resulta vital a la vez que es necesario
tener un conocimiento acabado de la biologia del sistema, asi como del entorno
especifico en donde se sitUe la problematica. Incluso especialistas en el tema han
propuesto que dada la complejidad de la problematica y su naturaleza

multidimensional es necesario un enfoque interdisciplinario desde areas tan
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diversas como la ecologia, microbiologia, entomologia, agronomia, sociologia y

economia (Montoya Lerma, 2012).

1.2.2 Estrategias de manejo contra las hormigas cortadoras
de hojas

Distintos tipos de pesticidas de origen sintético-quimico han sido utilizados desde
1940 para controlar poblaciones de insectos (Figura 1.17). Sin embargo, éstos han
generado distinto tipo de resistencia a gran parte de ellos. Incluso, en la
actualidad el desafio de esta industria es el de encontrar nuevos compuestos

insecticidas eficaces (Schoonhoven et al., 2005).
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Figura 1.17: Numero de especies resistentes a insecticidas en funcién del afo (linea
continua negra). Se describen insecticidas sintéticos producidos a partir de 1939
(barras grises) en las cuales entre paréntesis se aclara el ano en el cual se detectd

la resistencia al mismo. Modificado de Schoonhoven et al. (2005).

En el caso de las estrategias de manejo de las hormigas cortadoras de hojas, hasta
ahora, se han centrado en el uso de insecticidas de amplio espectro (Della Lucia et
al, 2014) o fungicidas que contienen como principios activos sulfonamidas
(sulfonamida fluoroalifatica) y fipronil (phenylpyrazole) -Perri et al., 2020-. Estos
son utilizados en dosis altas dirigidos a las hormigas obreras o en dosis subletales

en forma de cebos que son transportados al nido donde son acumulados
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dafando a la cria (Antunes et al, 2000). Estos insecticidas afectan también a
insectos benéficos para las plantaciones o el ecosistema, en menor medida son
toxicos para vertebrados, se acumulan en el suelo, tienen alto costo econémico y
ambiental en su produccion y aplicacion ademas de contaminar cursos de agua
(Tingle et al., 2003; Peden-Adams et al., 2007, Bonmatin et al. 2015; Lofstedt Gilljam
et al, 2016; Al-Badran et al, 2018 y Paredes et al, 2019). Por estos motivos, la
agricultura sustentable se compromete a reducir el uso de insecticidas como
estrategia cotidiana de control de plagas y ademas tener en cuenta que las
hormigas brindan “servicios” para el mantenimiento de la productividad de los

suelos.

Una estrategia alternativa y promisoria para el control de hormigas e insectos
herbivoros en general, es el uso de semioquimicos (sustancia quimica emitida por
un organismo que afecta el comportamiento de otros individuos, intra y/o
interespecificamente) repelentes para proteger cultivos de alto valor o durante las
fases de las plantas en las que son mas vulnerables, como el alamo, pino o sauces
jovenes que pueden morir por defoliacion causada por hormigas (Della Lucia et
al,, 2014). Estos repelentes pueden ser utilizados en combinacion con atrayentes
en lo que se denomina estrategias push-pull (Figura 1.18). Este efecto consiste en
repeler a las plagas de los cultivos de interés (push) y atraerlos a otras areas de
cultivos trampa (pull) (Cook et al, 2007). Al utilizar dos estimulos de manera
simultanea y antagdnica se pretende un efecto sinérgico. Esta estrategia puede
lograrse en base al uso de plantas que ya poseen cualidades de aceptacion y
rechazo, se procura que los cultivos de interés se alternen con areas de vegetacion
natural o de cultivos trampa con alta disponibilidad de plantas palatables que
funcionen como fuentes alternativas de recoleccion reduciendo el dano de los
cultivos de interés. Las estrategias para manipular el comportamiento de insectos
basadas en atrayentes y repelentes implican esencialmente claves olfativas y
requieren de un conocimiento muy detallado de la biologia de los animales y las
plantas en cuestion, asi como de las interacciones quimicas entre ellos. Tal es asi,
que el diseno de estrategias de control y manejo sustentable efectivas es
especifico para cada situacion, por lo que debe tenerse conocimiento de la
disponibilidad y variedad de especies vegetales existentes en el lugar, de las
preferencias de alimentacion de los insectos y de los mecanismos que controlan

su comportamiento y decisiones de recoleccion. No resulta trivial determinar qué
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olores son atrayentes o repelentes para los insectos. Existen olores que tienen un
significado innato para ciertos animales y el opuesto para otros. El significado de
los olores se debe a que suelen ser predictores de cualidades buscadas o evitadas
en las plantas, como ser un alto valor nutricional o la presencia de toxinas. Existen
también evidencias de que el significado y valor predictivo de un olor puede ser
aprendido y los animales pueden cambiar sus preferencias de recoleccion en
base a la experiencia. Tal es el caso de hormigas cortadoras que buscan y
recolectan una planta en base a la informacion olfativa aportada por una
exploradora del mismo nido (Roces et al,, 1990) o de hormigas que dejan de
recolectar una fuente de alimento con determinado olor luego de que la misma

tuvo un efecto nocivo sobre el hongo (Hertz et al.,, 2008, Falibene et al., 2015).
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Figura 1.18: Esquema representativo estrategias de push-pull. Modificado de Cook
et al., 2007.
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En trabajos previos se observd que las hormigas cortadoras no presentan una
preferencia particular por el sauce frente a la vegetacién de crecimiento
espontaneo que se encuentra a campo. Por el contrario, al haber otras opciones
ademas del sauce la presion por herbivoria sobre el cultivo de interés disminuye
(Perri, 2020). Ademas, se puso a prueba una estrategia de push-pull con el
repelente farnesol y compuestos volatiles de pulpa de naranja, como atractantes.
Este trabajo fue realizado a distintas escalas (laboratorio y campo) v,
adicionalmente, con una barrera mecanica demostrando ser efectivo para ambos
casos en la proteccion del cultivo de interés (Perri et al,, 2017 y Perri et al.,, 2020).
Teniendo en cuenta estos resultados y considerando la relevancia en términos de
biodiversidad y conservacion de las especies vegetales nativas de la region del
Bajo Delta del Parana ademas del hecho de que han co-evolucionado con las
hormigas cortadoras de hojas resulta interesante su incorporacion como

candidatas en futuros estudios de push-pull.

1.2.3 Biologia de las hormigas cortadoras de hojas

1.2.3.1 Evolucion y diversidad: Origen, distribucion y

organizacion social

Se estima que las hormigas se originaron en el Cretacico temprano, hace 100
millones de afos y obtuvieron su dominancia actual hace 50 Ma. (LaPolla et al,
2013). En tanto que la tribu Attini surgid en el Mioceno temprano, hace 15-24 Ma.
(LaPolla et al., 2013 y Sanchez-Restrepo et al.,2023). Actualmente se distribuyen en
el Abya VYala, especialmente en la region sur de Sudamérica (Farji-Brener y
Ruggiero, 1994; Kusnezov, 1963). Dentro de la tribu Attini existen 12 géneros de
hormigas cortadoras de hojas (Figura 1.19), cuyo nombre vernaculo varia entre
salva (Atta sp.), quenquéns (Acromyrmex), hormigas cabezudas, hormiga
podadora, akeke, bachaco, bibijagua, hormiga arriera, sonteta, cuschi, hormiga
minera, hormiga cortadora de hojas, bachaco, hormiga isau, hormiga cultivadora

de hongos, codauca y hormigas parasol, entre otros (Della Lucia, 2003).
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Figura 1.19: Fotografia de hormigas cortadoras de hojas (Atta cephalotes).
Fotografia de archivo: Estacion bioldgica La Selva en Sarapiqui, 129 km al norte de

San José, Costa Rica.

Dentro de la tribu Attini se destacan los géneros Atta (Fabricius, 1804) y
Acromyrmex (Mayr, 1865) (Figura 1.20), ambos divergen de una especie ancestral
comun hace aproximadamente 8 a 12 Ma. (Holldobler y Wilson, 2011) y coinciden
en la categorizacion antropica de “plagas” agricolas y forestales. Dentro del
género Acromyrmex se encuentran 63 especies, entre ellas Acromyrmex
ambiguus, especie en estudio, presenta una distribucion que incluye Argentina,

Brasil, Paraguay y Uruguay (Della Lucia, 2003).

Mesosoma Peciolo
Pospeciolo

Gaster

Mandibula
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Figura 1.20: Esquema de la estructura corporal (vista lateral) y de la cabeza (vista
frontal) de Acromyrmex (Mayr, 1888). Las caracteristicas de este género son la
presencia de mas de tres pares de espinas en el mesosoma y en el peciolo,
pospeciolo y primer segmento del gaster la presencia de tubérculos pequenos.
Modificado de Fernandez, 2003.

Acromyrmex spp. presenta polimorfismno, monoginia (caracterizado por tener sélo
una hembra reproductora) y son polifacéticas, es decir, que realizan distintas
tareas dentro de su organizacion social. Desde los 90’ s se utilizaron categorias
para distinguir las hormigas dentro de la colonia en base a caracteristicas
comportamentales (Holldobler y Wilson 1990, Bourke y Franks 1995). Sin embargo,
segun revisiones mas actuales (Fernandez, 2003) pueden tenerse en cuenta otras
categorias que no generen preconceptos sobre el comportamiento de estos
individuos por la asociacion conceptual que tenemos a categorias como reina,
soldado, etc. En este trabajo se evitaran éstas Ultimas y se propone nombrar las
categorias de hormigas por su comportamiento o caracteristicas generales como:
hembra reproductora (antes denominada reina), macho (antes denominados
zanganos, son fértiles) y hembra generalmente infértil o inhabilitada para
reproducirse (antes denominada obrera). Ademas, existen “castas”, entendidas
como un conjunto de individuos de cierta morfologia y/o edad con actividades
especializadas en la colonia (entiéndase por colonia al conjunto de hormigas
cortadoras de hojas, el hongo simbionte y la estructura fisica del hormiguero).
Mientras tanto, las “obreras” pueden diferenciarse por su tamano entre “mayores”
(realizan actividades por fuera del nido como corte y recoleccidn del material
vegetal) y “menores” (realizan actividades subterraneas tales como cuidado del
hongo y las crias) -Della Lucia, 2003-. Ademas, las distintas especies de
Acromyrmex presentan diferentes tipos de morfologia mandibular (Camargo et
al,, 2015 y 2016) y, consecuentemente, realizan cortes distintos sobre las especies
vegetales. Sin embargo, generalmente las diferencias en los cortes se deben a que
ante mayor actividad de cortes habra mayor desgaste en las mandibulas, lo cual

se asocia a la lignificacion de las hojas cortadas (Camargo et al., 2015).

Por otro lado, como insectos sociales, las hormigas utilizan modos de
reconocimiento entre congéneres. De modo que ello les provee la identidad de
colonia, que sustenta su funcionamiento y éxito ecoldégico. Esto implica que

aquellos especimenes que no sean identificados como congéneres en general -en

41



mayor o menor medida- recibiran comportamientos agresivos, que incluso
pueden desembocar en la muerte (Lenoir et al.,, 1999). Este reconocimiento es
complejo, se da a través de componentes quimicos cuticulares y olores de la
propia hormiga y la colonia, los cuales son caracteristicos de cada una de estas
ultimas (Crozier y Dix, 1979; Lenoir et al., 1999; Marinho et al., 2005; Marsaro et al.,
2004). Incluso, existen algunos compuestos que pueden interferir o alterar el
reconocimiento de congéneres, como B-eudesmol y elemol en Atta (Marsaro et
al., 2004), derivando en mutilacion y muerte de las obreras cuando son expuestas
a altas concentraciones del disruptor B-eudesmol -proveniente de Eucalyptus sp

(Myrtaceae)- (Marino et al., 2005).

1.2.3.2 Dispersion y Mutualismo en Acromyrmex: Estrategias

de reproduccién y construccion de nidos

Una nueva colonia de Acromyrmex se gesta a partir de la dispersion de una
hembra reproductora con la coocurrencia de la transmision vertical del hongo
simbionte en el bolsillo infrabucal de ésta (Hélldobler and Wilson, 2011). La
poliandria del grupo Attini se manifiesta a través del vuelo nupcial donde la
hembra reproductora es fecundada por entre 1y 10 machos (Boomsma et al,
1999). Este evento es considerado como una forma de mejorar la resistencia a
enfermedades por la diversidad genética asociada al evento reproductivo
(Hughes et al., 2008) y también es considerado como la forma de dispersion del
hongo (Scott et al,, 2010). Posteriormente, la hembra aptera (Figura 1.21) nidifica,
proceso que puede llegar a durar hasta 10 hs (Vergara Castrillon, 2005) y ovipone.
Los huevos eclosionan luego de aproximadamente 25 dias, pasan por un periodo
de larva (25 a 52 dias) y ninfas (aproximadamente 14 dias) luego de los cuales se
convierten en adultas (entre 64 y 91 dias) -las fechas dependen de la especie-

(Vergara Castrillon, 2005).
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Figura 1.21: Hembra reproductora -aptera- de Acromyrmex ambiguus de al menos

siete anos de edad. Colonia recolectada en EEA INTA Delta.

El tipo de nido y el tamano de la colonia son especie-especificos. En el caso del
género Acromyrmex, se han reportado tres tipos de estructuras generales de
nido: poco profundos (shallow), cubiertos (thatched) o en serie (serial) (Figura
1.22). Los primeros se encuentran al ras del suelo, presentan multiples conexiones
al exterior y una o mas camaras fungicas, mientras que los segundos presentan
una camara fungica por encima del nivel del suelo cubierta por tierra suelta y
materia organica. Los Ultimos se ubican al ras del suelo y presentan una o mas
camaras fungicas ubicadas en serie y conectadas entre si por un tunel vertical con
una unica conexion al exterior (Bollazzi et al.,, 2021, Forti et al., 2006). En los nidos
cubiertos, como los de A. Ambiguus, se deposita material vegetal y particulas de
suelo desde la base hacia arriba y de acuerdo al tiempo de maduracion de la
estructura. Estas caracteristicas facilitan la identificacion en el campo de este tipo
de nidos cubiertos (Figura 1.22). Ademas, el material es seleccionado activamente

y de manera independiente a su disponibilidad (Cosarinsky et al., 2020).
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Poco profundo Cubierto En serie

Figura 1.22: Esquema de tipos de nidos del género Acromyrmex segun su

estructura (modificado de Bollazzi et al., 2021).

En la region en estudio, las especies simpatricas A. ambiguus y A. lundii
presentan nidos con estructuras del tipo cubierto y poco profundo,
respectivamente. Por lo tanto, la saliencia de los nidos cubiertos de A. ambiguus
permite identificarlos con facilidad en el campo. Sin embargo, en otras regiones
se han descrito nidos tanto cubiertos como poco profundos para ambas especies
(Bollazzi et al.,, 2021, Forti et al., 2006, Fowler y Robinson, 1979). Incluso Bollazzi y
colaboradores proponen que Acromyrmex es el unico género de hormigas de
Sudamérica en el cual los nidos cubiertos tienen ocurrencia en diversas especies a
lo largo del continente, interpretandose como un signo de plasticidad (Bollazzi et
al., 2021 y Bollazzi et al,, 2008). Ademas, el nido no sdlo representa un refugio sino
gue también funciona como un buffer térmico, lo cual resulta especialmente
importante para que el hongo se mantenga en una ventana térmica que no
resulte desfavorable a su mantenimiento y crecimiento (Farji-Brener 2000). Por
otro lado, los nidos se constituyen como estructuras de mayor complejidad:
presentan corrientes de aire inducidas por estructuras de ventilacion con
conveccion térmica, a través de la cual el aire caliente (de menor densidad)
emerge a la superficie. Sumado a ello, existen mecanismos activos (por ej.
relocalizacién de larvas, pupas y hongo) por parte de la colonia para mantener los

niveles de diéxido de carbono, temperatura y humedad en valores que no sean
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daninos para el hongo ni para las hormigas. Bollazzi y colaboradores (2021)
proponen que el control de humedad y temperatura no sélo conducen a habitos
cercanos al ras del suelo sino que ademas a la evolucidn de estructuras mas
eficientes en términos del intercambio gaseoso. ElI comportamiento de
termorregulacion mencionado implica que a mayor temperatura en la superficie,
el hongo se localiza a mayor profundidad y el comportamiento de excavacion se
maximiza entre los 20 y 30,6°C y ante flujos de aire con baja humedad (Bollazzi et
al., 2007, Bollazzi, 2008). Teniendo en cuenta todos los factores expuestos, la
particularidad del nido cubierto es que la humedad, la temperatura del suelo, asi
como la cobertura generada por el follaje de las plantaciones de arboles, generan
un microhabitat que maximiza la tasa de crecimiento de las colonias (Roces y
Kleineidam, 2000; Bollazzi et al, 2008). Estos elementos pueden influir en la
extension y el rango de su distribucion (Sanchez-Restrepo et al., 2019) asi como su
tolerancia térmica individual -A. ambiguus (4,50- 45,03 °C) (Jimenez, 2019). En
relacion a este rango de distribucion, cabe destacar la capacidad de estos
organismos para adaptarse a distintas condiciones de vida, y para entender esta
capacidad es clave su comportamiento generalista: hasta un 50% de las especies
vegetales disponibles en una comunidad de plantas puede ser utilizada como
substrato para el cultivo del hongo (Wirth et al., 2003); aunque suelen mostrar un
altisimo grado de aceptacion por algunas plantasy un completo rechazo por otras
(Roces, 1990, Meyer et al. 2006, Saverschek et al. 2010 y Arenas y Roces, 2017). Si
bien estas preferencias varian segun la calidad de los nutrientes y agua presentes
en la hoja, la edad de la misma, su grosor, la estacionalidad, presencia de
metabolitos toxicos, defensas fisicas, etc. (Farji-Brener, 2001; Della Lucia, 2003) se
estima por experimentos de condicionamiento y reclutamiento que las claves
para la busqueda y aceptacidn de un determinado recurso son esencialmente
olfativas (Roces, 1994; dos Santos et al.,, 2013). Para este trabajo la definicidon de
preferencia que utilizaremos es la de [g eleccion de un item ante Ig oferta de dos

o mds items. Estos estardn equidistantes a la/s hormiga/s pero pueden estar

ubicados fisicamente a distintas distancias entre si.

Una vez que el material vegetal fresco es recolectado y transportado al nido, el
mismo es procesado por hormigas de menor tamano para luego ser incorporado
al cultivo del hongo ubicado en una o mas camaras, el cual constituye el principal

alimento de la colonia (Bass y Cherrett 1995). Se propone que la tribu Attini podria

45



tener una Unica especie de hongo simbionte Leucocoprinus gongylophorus,
Lepiotaceae, Basidiomycota (Stahel, 1943), basandose en estudios de ADN vy
observaciones en colonias de Acromyrmex y Atta (Silva-Pinhati et al. 2004;
Silva-Pinhati et al. 2005, Nygaard et al, 2016) -Figura 1.23-. Ademas, las hormigas
habrian coevolucionado con el hongo simbionte desde hace 55-60 Ma. y de
manera irreversible presumiblemente hace 30 Ma.,, luego de perder la capacidad
bioldgica de biosintesis de arginina, suplida por el hongo simbionte (Nygaard et
al., 2016). Esta es la Unica fuente de alimento, rico en carbohidratos y lipidos
(Littledyke y Cherrett 1976), para la hembra reproductora, los machos y las ninfas
pero especialmente para las larvas, mientras que para las obreras adultas
constituye un suplemento de la savia vegetal -9% de sus requerimientos

energéticos- (Littledyke y Cherrett 1976; Howard, 1988; Bass y Cherrett, 1995; Silva
et al. 20006).

Figura 1.23: Hongo (Leucocoprinus gongylophorus) simbionte en colonia de

Acromyrmex ambiguus bajo mantenimiento artificial en el laboratorio.
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Se trata de un mutualismo (Figura 1.24) obligado donde el material vegetal
macerado por las hormigas en forma de pulpa funciona como sustrato para el
crecimiento del hongo, el cual a su vez metaboliza polisacaridos (principalmente
pectina pero también xilano, almidon y celulosa) y otros compuestos no
palatables (como la detoxificacion de compuestos fendlicos) que, luego de este
proceso, son asimilables por las hormigas; luego ellas retornan al hongo las
enzimas gque se concentraron en su intestino mediante liquido fecal que facilitan
la digestion de otros tejidos vegetales (Cherrett, 1980, Nygaard et al, 2016,
Holldobler y Wilson, 2011; Littledyke y Cherrett, 1976; Bass y Cherrett 1995; Silva et
al., 2003; Ronhede et al, 2004; Boulogne et al,2012). Sin embargo, el hongo
simbionte tiene menor cantidad de genes que derivan en la degradacion de la
lignina, en comparacion a hongos emparentados, lo que refuerza la idea del
hongo como un modulador de la preferencia de la colonia (Nygaard et al., 2016).
En cuanto a las hormigas recolectoras, se sugiere que ingieren nutrientes
directamente del material vegetal cuando éste es palatable y los menos
palatables son facilitados a través del hongo (Littledyke y Cherrett, 1976). Por otro
lado, las hormigas le brindan al hongo proteccién ante parasitos y potenciales
competidores a través de su comportamiento y de la presencia de la bacteria
Pseudonocardia sp. en la cuticula de las hormigas. El mutualismo es tan robusto
gue cada colonia depende de |la sanidad de sus hongueras, en especial la calidad
sanitaria del hongo simbionte es critica para el desarrollo de las larvas, ya que
constituyen su alimento exclusivo (Quinlan y Cherrett, 1979). Luego, tanto el
material organico colectado y no consumido, como desechos procedentes del
hongo u hormigas muertas son acumulados en un sector externo (como es el
caso de A. ambiguus) o interno. Este sector resulta en un punto de intercambio
de informacién para hormigas que realizan distintas tareas, especialmente para
recolectoras que en este punto toman informaciéon sobre material organico
perjudicial para el hongo (Arenas y Roces, 2016a). Por lo tanto, distintas claves
ambientales y sociales regulan el material que ingresa al nido (Arenas y Roces,
20164, 2016b, 2017, 2018). Este robusto mutualismo entre las hormigas cortadoras y
el hongo que cultivan resulta en una dificultad no menor a la hora de controlar el

tamano poblacional de las colonias, o incluso al tratar de destruirlos.
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Figura 124: Esquema de relaciones entre hormigas cortadoras de hojas
(Acromyrmex y Atta) con su hongo simbionte (Leucocoprinus gongylophorus)

basado en (Boulogne y Petit, 2012).

1.2.3.3 Hormigas Cortadoras de Hojas: Transformadoras del

ecosistema y catalizadoras de cambios ambientales

Dada la complejidad de la biologia de las colonias de hormigas cortadoras de
hojas, éstas se han convertido en organismos de importancia ecoldégica tan
relevantes que incluso han sido consideradas como “ingenieras” de los
ecosistemas (Jones et al. 1994). Este es un término que ha sido definido para
organismos que de manera directa o indirecta modulan los recursos disponibles
para otras especies de tal forma que los cambios fisicos en la materia bidtica o
abidtica se dan a través de procesos que modifican el ambiente, mantienen y/o
crean habitats (Jones et al. 1994, 1997). Estas modificaciones pueden ser: 1)
aumento de la fertilidad del suelo por acumulacién de materia organica y
nutrientes, respecto a suelos sin nidificacion, de manera tal que modifican la
fisonomia del ambiente y el ciclo de nutrientes se ve favorecido en las zonas
cercanas al nido (Alvarado et al.,, 1981, Farji-Brener y Silva, 1995, Montoya-Lerma et
al,, 2012; Moutinho et al, 2003), 2) aumento en la densidad y porosidad del suelo,
con la consecuente aireacion e infiltracion y fijacion del nitrégeno por parte de las

bacterias simbiontes del hongo, de manera tal que resultan de gran importancia
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en el desarrollo del suelo (Alvarado et al, 1981 y Pinto-Tomas et al.,, 2009) y
disminucion de la resistencia a la penetracion de las raices (Moutinho et al.,, 2003).
También modifican los patrones de herbaceas y lenosas, su recambio y afectan la
dispersion de semillas aumentando el fitness de estas especies (Montoya-Lerma
et al, 2012). De este modo, el rol bioldégico de agentes multidimensionales de
cambio en un ecosistema contrasta con la concepcidén antropocéntrica,
occidental y productivista de “plagas”, que se menciond al principio de esta

introduccion.

1.3. Objetivo e hipétesis generales

1.3.1. Objetivo general

La agricultura sustentable exige meétodos que se ajusten al cuidado de los
ecosistemas, minimizando el uso de insecticidas. En este sentido, la investigacion
sobre control de “plagas” en base a semioquimicos atrayentes y repelentes para el
cuidado de cultivos ha aumentado su popularidad entre productores vy
consumidores conscientes sobre el cuidado del medio ambiente. Sin embargo, el
desarrollo de estas estrategias requiere de un profundo conocimiento de la
biologia de las especies involucradas, de las preferencias de recoleccion de la
especie plaga y de las estrategias de defensa de las plantas. La generaciéon de este
conocimiento surge de la estrecha vinculacion entre determinaciones de campo
especificas del lugar y de las especies en cuestion, y del trabajo de laboratorio que
incorpora como dato las relaciones ecosistémicas y las adaptaciones puntuales de

los animalesy las plantas del caso de estudio.

En este marco, el objetivo general de esta tesis fue generar conocimiento sobre
aspectos fitoquimicos y del comportamiento de recoleccion de hormigas
cortadoras Acromyrmex ambiguus, asi como sus bases neurobioldgicas y
sensoriales, que sirvan para el desarrollo de estrategias de manejo de hormigas
cortadoras en el contexto de una problematica agroforestal en en el entorno de

plantaciones de dlamo y sauce del Delta del Parana.

Con dicho fin se investigaron las modalidades sensoriales involucradas en el

reconocimiento de plantas que son mas y menos recolectadas por las hormigas.
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Se busco identificar especies vegetales con potencial uso en estrategias de
manejo sustentable para minimizar el impacto de la recolecciéon de hormigas
sobre las plantaciones de interés. Ademas se apunto a establecer en qué medida
la recoleccion esta influida por preferencias innatas y si dichas preferencias

pueden ser modificadas por la experiencia.

1.3.2. Hip6tesis general

Hipotetizamos que las hormigas poseen la capacidad de detectar e identificar
especies vegetales preferidas y rechazadas principalmente en base a sus olores.
Ademas, postulamos que existen especies vegetales nativas de la zona del Bajo
Delta del Parana que son mas preferidas que el sauce comercial y otras que

generan rechazo en estas hormigas.
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Capitulo 2: Materiales y métodos generales

2.1 Recoleccion de colonias de Acromyrmex ambiguus

Las colonias de Acromyrmex ambiguus utilizadas a lo largo de este proyecto

fueron colectadas en la Estacion Experimental Agropecuaria Delta del Instituto

Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA EEA Delta) ubicado en el Rio Parana
de la Palmas y Canal Laurentino Comas, 4ta. Seccion de Islas, Localidad de

Campana, Provincia de Buenos Aires, Argentina.

Las colonias fueron facilmente identificables al momento de la recoleccioén, ya que
sus nidos conforman un monticulo de tierra y material organico seco visible que

lo distingue de nidos de otras especies (Figura 2.1).

Figurag 2.1; Fotografia de hormiguero de Acromyrmex ambiguus en INTA EEA
Delta (Ayelén Nally).

Una vez ubicada la colonia, se utilizd una cuchara previamente esterilizada con
alcohol 96% para remover el monticulo de tierra y la materia organica, de modo
tal de exponer la camara de la colonia que contenia el hongo simbionte (junto a
las hormigas que se alojan con él). Con la misma cuchara, el hongo y las hormigas
se trasladaron a cajas plasticas previamente esterilizadas con alcohol 96%. Esta
esterilizacion del material tiene como objetivo preservar el hongo simbionte
(Leucocoprinus gongylophorus) de posibles contaminaciones. Las cajas plasticas
con la colonia colectado se ubicaron dentro de una caja plastica de mayor
tamano (32cm x 42cm x 6,5cm). De este modo, la caja de mayor tamano sera
analoga a la estructura general de la colonia y las cajas pequenas seran analogas

a las camaras de hongo y de hongo con cria. Posteriormente, para evitar que las
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hormigas escapen se colocd vaselina liquida en los bordes de las paredes laterales
de la caja de mayor tamano. En menos de 24hs la colonia es capaz de

reorganizarse en esta nueva estructura artificial.

2.2 Mantenimiento de colonias de Acromyrmex

ambiguus

Una vez que una colonia llego al laboratorio ésta fue conectada mediante tubos
plasticos transparentes a una arena experimental (Figura 2.2) y el recipiente
original se mantuvo tapado con el objetivo de mantener la humedad y la

temperatura.

Figura 2.2: Esquema de la estructura de una colonia mantenida en el laboratorio.
Izquierda: Arena de recoleccidén, contiene un recipiente con desechos, un
recipiente con agua y algoddén en su extremo, un recipiente con alimento seco
(avena, arroz, polenta) y alimento fresco (hojas, fruta). Derecha: Colonia
propiamente dicha, conectada a la arena de recoleccion por tubos plasticos;
contiene recipientes que ofician de camaras con hongo y cria, recipiente con agua

y algoddn en su extremo. Se encuentra cerrado constantemente.

Las colonias fueron mantenidas en el laboratorio, aproximadamente a 25°C,
50-60% de humedad relativa y fotoperiodo natural. Se alimenté diariamente a las
colonias con especies que no fueron utilizadas en los experimentos, como ser
hojas de fresno (Fraxinus sp.), corona de novia (Spiraea cantoniensis), tipa
(Tipuana tipu), jacaranda (Jacaranda mimosifolia), mora (Morus nigra), entre

otras. Ademas se le dieron frutos tales como: manzana (Malus domestica), naranja

53



(Citrus = sinensis) y mandarina (Citrus reticulata). El alimento constante de las
colonias durante toda su estancia en el laboratorio desde su recoleccién, inclusive
durante los periodos de experimentacion, fue una mezcla de avena, polenta y
arroz. Adicionalmente, los experimentos comportamentales fueron realizados
luego de 3 meses de recolectada la colonia, de modo tal de asegurar el recambio
de las hormigas recolectoras en la misma, es decir, que éstas hormigas no hayan
tenido experiencia previa con las especies vegetales utilizadas en los ensayos.

Todos los experimentos fueron realizados en época estival.

Los especimenes de plantas nativas utilizados en esta tesis fueron adquiridos a
través de, por un lado, donaciones de parte del Ing. Edgardo Casaubdn (INTA EEA
Delta), el Vivero Comunitario Ciudad Universitaria (VICCU) y la Fundacion Chicos
Naturalistas y, por otro lado, a través de compras en el Vivero Inclusivo Vicente
Lopez. Los especimenes fueron mantenidos en macetas bajo condiciones

naturales en el parque del Instituto de Fisiologia, Biologia Molecular v

Neurociencias. Se los regd periddicamente a excepcidon de épocas de altas
temperaturas, cuando fueron regados diariamente o hasta dos veces al dia (por

ejemplo durante la sequia de la temporada de verano 2023).

2.3 Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software Graphpad Prism 8.0.1
para Windows. Los distintos analisis utilizados fueron prueba de ty prueba de
chi®. También se utilizé ANOVA de un factor sumado a comparaciones a posteriori
Duncan para comparar entre mas de un tratamiento, cuando la distribuciéon de
datos cumplia con normalidad y homogeneidad de varianza. Se utilizd test de
Kruskal-Wallis y comparaciones a posteriori Dunn cuando la distribucion de datos
no resultaba normal. En cada seccion experimental se indica el analisis con mas

detalle segun corresponda.
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Capitulo 3: Preferencia de recoleccidon sobre especies
vegetales nativas del Bajo Delta del Parana: Del campo al

laboratorio

3.1 Introduccidén

En la seccidn 132 se hizo referencia a la metodologia de push-pull como
estrategia alternativa y promisoria para el control de hormigas e insectos
herbivoros en general. La misma estd basada en el uso combinado de
semiogquimicos repelentes y atrayentes para proteger cultivos de alto valor
durante fases en las que las plantas son mas vulnerables (ej; en el caso de los
arboles son los 2-3 primeros anos de vida (Della Lucia et al., 2014). Esta estrategia
puede darse a distintas escalas, distancias y con distintos elementos disuasorios
(push) y atractantes (pull) (Cook et al., 2007), donde se espera un efecto sinérgico
al utilizar dos tipos de estimulos de manera simultanea y antagodnica.

En el caso de las hormigas cortadoras de hojas existe un uUnico reporte de
estrategias push-pull, que ademas ha tenido resultados prometedores en ensayos
de campo (Perri et al., 2020). En este caso, se utilizé el compuesto farnesol junto a
una barrera mecanica, como push de corta distancia, mientras que a modo de
pull y como clave de larga distancia se utilizd la vegetacion espontanea. En dicha
experiencia, se observd que la vegetacion espontanea era seleccionada por las
hormigas cortadoras en base a la especie vegetal y no simplemente en base a su
abundancia. Como resultado se sugirié que la técnica de push-pull aumenta la
biodiversidad, la funcidon ecosistémica y es posible de ser implementada por
productores locales (Perri et al., 2020).

Los resultados en relacion a la diversificacion del agroecosistema y el aumento en
la diversidad vegetal planeados en pos de mejorar la produccion de manera
sustentable traen aparejados la disminucion de insumos agrogquimicos, como
fertilizantes y pesticidas, ademas de traer beneficios ecosistémicos. Algunos
ejemplos de ellos son el incremento en abundancia y riqueza de aves, de insectos
polinizadores y depredadores de insectos que afectan los cultivos, por ejemplo
depredadores y/o parasitoides de las hormigas cortadoras de hojas. Estos cambios

resultan en mejoras tanto en la produccién como el rendimiento de forraje,
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produccion de madera, estabilidad del rendimiento, etc. (Letourneau et al., 2011;
Kremen et al, 2012; Isbell et al., 2017).

La disminucion en los danos en cultivos provocados por especies consideradas
daninas no solo se debe a la presencia de depredadores de éstas ultimas, sino
también al efecto de disrupcion de la capacidad de los insectos de localizar las
plantas de interés, debido a la abundancia de claves visuales y quimicas. Algunos
de los fendmenos que emergen en un ambiente con un diseno estratégico de
push-pull con mayor biodiversidad son: la repelencia del cultivo, el
redireccionamiento de herbivoros a una especie vegetal distinta del cultivo de
interés, blogueo del movimiento hacia el cultivo y a la alteracion de los perfiles de

volatiles en el ambiente (Gurr et al., 2017).

En esta tesis se propuso estudiar los patrones de herbivoria de especies
vegetales nativas de |la region de estudio por parte de las hormigas cortadoras de
hojas de la misma ecorregion. Considerando que ambas han evolucionado en
conjunto, esperamos encontrar estrategias de defensa en las especies vegetales,
asi como mecanismos de tolerancia y aprovechamiento de claves para
localizacion por parte de los insectos.

Este tipo de informacion sera relevante para el disefo racional de estrategias de
reforestaciéon con plantas nativas y siguiendo esquemas de manejo push-pull
asociados a cultivos de interés comercial. Esto ayudara a recuperar la
biodiversidad original de la regién y en particular del monte blanco, en base a una
propuesta de diseno de la plantacion forestal para produccion que considere el

equilibrio entre intereses socio-culturales, ambientales y comerciales.

3.1.1 Defensas de las plantas

Las especies vegetales tienen distintos tipos de mecanismos de defensa ante la
herbivoria: directos e indirectos. Los primeros son fisicos (tricomas no glandulares,
lignificacion de la pared celular o deposiciones silicas) o quimicos (compuestos
repelentes, disuasivos, antinutritivos o antidigestivos -como alcaloides,
terpenoides y compuestos fendlicos-) (Levin, 1973, Villard et al, 2019). Los

mecanismos indirectos incluyen también la atraccion de depredadores y
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parasitoides de las especies herbivoras por medio de compuestos volatiles. Ambos
mecanismos de defensa se conjugan para disminuir la herbivoria. Los
mecanismos indirectos se activan a través de diversos y complejos mecanismos
de sehales quimicas, tales como cambios en la expresion génica. En muchos
casos, estos mecanismos indirectos se expresan una vez que la planta sufrié dano
por la especie herbivora y demandan cierto tiempo de accion (War et al., 2011). Los
mecanismos quimicos pueden producir diversos efectos sobre los insectos tales
como el retardo del desarrollo, intoxicaciones y muerte, dependiendo de la
relacion especifica entre la planta y el insecto (Schoonhoven et al., 2005). Por otra
parte, dentro de los mecanismos fisicos de defensa, se destaca el endurecimiento
de la pared celular por medio de deposiciones de diversos compuestos como
celulosa y lignina, entre otros. Este endurecimiento genera mayor resistencia a
danos mecanicos como por ejemplo la accion de los aparatos bucales y
ovipositores de insectos. La dureza de la hoja constituye un mecanismo efectivo y
relevante en la reduccion de la herbivoria (Coley, 1983). Cabe destacar que algunos
elementos, tanto apetitivos como mecanismos de defensa de vegetales,
requieren que los insectos se encuentren a corta distancia de la especie o bien
mantengan contacto fisico directo con ésta, de modo de obtener informacion
sobre la calidad del espécimen. De este modo, se ponen en juego mMecanismaos

mecano-y quimiosensoriales (Schoonhoven et al.,, 2005).

En cuanto al material vegetal que actiua como sustrato para el hongo simbionte;
por un lado, las hormigas presentan un comportamiento de “raspado” de la hoja
con la consecuente remocion de la capa de ceras epicuticulares (Figura 3.1), lo
cual facilita la accion del hongo sobre el material vegetal (Andrade et al.,, 2002).

Por otro lado, algunas especies vegetales producen sustancias que pueden
afectar negativamente al hongo simbionte -por ej. B-eudesmol (Eucalyptus
maculata; Myrtaceae), acido limonoide (Raulinoa echinata; Rutaceae)-y, por este
motivo, resulta interesante evaluar la presencia de compuestos equivalentes en
plantas nativas, especialmente compuestos inhibidores de la actividad enzimatica
del hongo simbionte o capaces de generar un comportamiento de acercamiento
O repulsion en las hormigas cortadoras para potencial uso como push-pull de

corta distancia (dos Santos et al., 2013).
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“— Cristales de cera epicuticulares
Capa de cera epicuticular

Capa cuticular ] )
Figura 3.1: Esquema de estratificacion de la cuticula vegetal (Modificado de Muller
y Riederer, 2005). Se encuentran presentes barreras fisicoquimicas. Como barrera
fisica se encuentra una capa de cristales de cera epicuticulares. Como barreras

guimicas se encuentran capas de ceras epicuticulares que dificultan la accion del

hongo simbionte sobre el material vegetal (Andrade et al., 2002).

3.1.2 Preferencias de recolecciéon en hormigas cortadoras

Existe una gran variedad de aspectos que pueden influir sobre las preferencias de
recoleccion de las hormigas cortadoras de hojas. Respecto a las plantas nativas
del Delta del Parana, existe un completo desconocimiento acerca de las
preferencias de hormigas cortadoras. Incluso, el impacto y tamano del dafo estan
Unicamente descriptos en funcion de las pérdidas econdmicas que las hormigas
ocasionan sobre los cultivos de interés comercial.
Por lo tanto, el conocimiento acerca de preferencias o rechazo por plantas nativas
seria informacion inicial fundamental para:

i) disenar esquemas de manejo push-pull basados en la reforestacion
estratégica con plantas nativas.

ii) comenzar a comprender las bases quimicas, fisiolégicas y sensoriales de

dichas preferencias.

Por ello, en este capitulo se estudid la preferencia de recoleccion de plantas
nativas en comparacion con la de una especie de sauce comercial por hormigas
cortadoras de la especie Acromyrmex ambiguus. En funcidn de ello se profundizd

en el estudio de la preferencia de A. ambiguus por especies vegetales nativas.

3.2 Objetivos e hipétesis
Objetivos:

59



1. Establecer qué especies vegetales nativas son mas o menos preferidas que
la especie de sauce comercial (Salix babylonica var. Sacramenta) por las
hormigas cortadoras de hojas en el Nucleo forestal de la region del Bajo
Delta del Parana.

2. Establecer el tipo de claves sensoriales que son relevantes para las
hormigas al momento de la recoleccidn de esas especies vegetales.

3. Establecer si las preferencias se conservan a nivel individual y colectivo.

- Dentro del grupo de especies vegetales nativas estudiadas, habra especies
mas y menos preferidas que el sauce comercial (S. babylonica) por las
hormigas cortadoras de hojas A. ambiguus.

- En el comportamiento de recoleccion de un item existen claves sensoriales
mas relevantes que otras para las hormigas cortadoras de hojas A.
ambiguus.

- Los estimulos volatiles seran claves relevantes para determinar el
acercamiento a un item durante la recoleccién en hormigas cortadoras de
hojas A. ambiguus.

- Las preferencias a nivel individual se conservan a nivel colectivo en las

hormigas cortadoras de hojas A. ambiguus.

3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Preferencia en el campo: Herbivoria

Arboles utilizados
Se trabajo con pequenas arboledas de plantas nativas jovenes ubicadas en el INTA
EEA Delta (Figura 3.2) realizadas por la investigadora Natalia Fracassi en el ano

2017, con el fin de generar parches experimentales y de conservacion de flora y

fauna nativa. Se aprovecharon estos parches con biodiversidad de flora nativa para
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medir la herbivoria a la que se ven expuestas estas especies en la naturaleza. La

ubicaciéon de estas areas fue:

- Parche 1: Ambos margenes del arroyo Tornillo y lindero a una plantacion de

Alamoy Sauce.

- Parche 2: A ambos margenes del arroyo Tornillo en su desembocadura sobre

camino interno (Ruta 90).

- Parche 3: Lindero al camino de ingreso a INTA EEA Delta.

Figura 3.2: Ubicacion de los tres parches de plantas nativas ubicadas en las
inmediaciones de la Estacion Experimental Agropecuaria Delta del INTA (INTA
EEA Delta), en el Rio Parana de las Palmas y Canal Laurentino Comas, 4ta. Seccion
de lIslas, Localidad de Campana, Provincia de Buenos Aires, Argentina (-34.17,
-58.86). En color rojo se indica la ubicacion del edificio de la INTA EEA Delta y en
color turquesa se indican con alfileres las ubicaciones de las agrupaciones de

arboles nativos en forma de arboledas en tres ambientes distintos.

Cada uno de los parches de especies nativas han sido plantados y mantenidos por
el grupo de la Dra. Natalia Fracassi (INTA EEA Delta) tiempo antes de comenzar
esta tesis doctoral. Por lo tanto, no hemos tenido injerencia en el disefo de los

mismos. Cada parche presenta distinto tipo y numero de especies asi como
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distintos y relativamente aleatorios ordenamientos espaciales (Figura 3.3).
Algunos de los especimenes nativos han muerto a lo largo del experimento,
posiblemente debido a inundaciones (Figura 3.3 -Parche 3-) o sequia (Figura 3.3

-Parche 1-).

Parche 1

-z

Parche 2

Figura 3.3. Composicion de parches de especies nativas en la EEA Delta INTA.
Parche 1, parche 2 y parche 3.

Como se menciond previamente, la composicidon y ubicacion de los especimenes
difiere entre los parches. En la Tabla 3.1 se listan las especies presentes en las
arboledas, su ubicacion en relacion a cada una de los tres parches, su nombre

comun, su nombre cientifico y la cantidad de especimenes por especie.

Tabla 3.1 Para cada especie se indica la arboleda en la cual se encuentra (1, 2 0 3),

el nombre comun, nombre cientifico y la cantidad de especimenes (en caso de
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gue haya especimenes en distintas arboledas se presentan en orden creciente de
arboleda separados por comas), cantidad total de especimenes en todas las
arboledas, estado de conservacion segun UICN y se indica con asterisco (*) si la

especie fue utilizada en este trabajo de tesis.

; Utilizadas
Parche Nomt?re Nombre cientifico Cantidad Cantidad UICN en este
comun total -
estudio (*)

De las especies nativas presentes en los muestreos a campo, se mididé dano por
herbivoria y luego se utilizaron para ensayos de laboratorio, sélo aquellas especies
de las que fue posible obtener especimenes en viveros. Adicionalmente, se
incluyd el Sauce criollo (Salix humboldtiana) por su importancia a nivel de

conservacion a pesar de que no fue posible adquirirlo en viveros.

Protocolo para mediciones

Cada espécimen fue fotografiado sobre un fondo gris una vez al mes durante
cuatro meses, desde enero hasta abril (inclusive) de 2019 (Figura 3.4) siguiendo la

metodologia de Perri (2020). Este periodo coincide con la etapa de mayor
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consumo, es decir, época estival. Esta tarea pudo ser realizada gracias a la
colaboracién de Patricia Fernandez, Djoney Gomez, Hugo Rossi, Agustin Alvarez

Costa y Daiana Perri.

Figura 3.4: Fotografia de Anacahuita (Blepharocalyx salicifolius), arboleda 1
(izquierda). Fotografia de Caneldon (Myrsine laetevirens), Parche 2 (derecha).

Fotografias: Daiana Perri.

Para cada uno de los especimenes se tomaron fotografias que permitieron
evaluar su follaje durante 4 meses. Se tomo la primera fotografia como el 100% del
follaje. Luego, en mediciones subsiguientes se comparo el porcentaje de follaje
con la primera medicion. En el caso de que hubiese mediciones que, debido al
crecimiento, presentaran un porcentaje de follaje superior al inicial, se
consideraron las nuevas como 100%. Las comparaciones fueron anotadas y luego

se realizaron los graficos para cada una de las especies.

3.3.2 Jerarquia de consumo en el laboratorio: Ensayos duales

Especies utilizadas: Se utilizaron 8 especies de las cuales 7 de ellas fueron plantas
nativas y 1de ellas fue el sauce americano (Salix babylonica var. Sacramenta). Esta
dltima es una de las mas utilizadas en plantaciones forestales de la zona del bajo
Delta del Parana (Tabla 3.2). Cabe destacar que en todos los casos en que se

utilizaron hojas de plantas, éstas fueron de la misma madurez, es decir, no se
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utilizaron hojas jovenes ni hojas muy maduras ya que las primeras y las Ultimas
son Mas y menos preferidas, respectivamente; posiblemente debido a su valor

nutricional y su dureza.

Tabla 3.2: Especies de plantas utilizadas en ensayos de comportamiento para

obtener jerarquias de consumo por hormigas A. ambiguus.

Nombre Nombre cientifico Familia Lefiosa Perenne

Dispositivo experimental: Cada colonia de hormigas fue conectada a una arena

experimental a través de un puente de madera. En la arena experimental
(Dimensiones: 43 cm x 11 cm X 6 cm), se ubicaron dos hojas frescas y de area
similar provenientes de las especies de las plantas utilizadas (Tabla 3.3 y Figura
3.5). La arena experimental fue filmada con una camara web (Logitech C920 Full
30 FPS) desde el momento en que una hormiga tuvo contacto fisico con la arena

experimental hasta 45 minutos después de esta instancia.
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Figura 3.5: Dispositivo experimental de ensayos duales con hojas frescas.

Metodologia: Durante cada ensayo las hormigas pudieron cortar y recolectar

porciones de las hojas frescas que le fueron ofrecidas. Cada ensayo durd 45
minutos. Las hojas fueron fotografiadas antes y después del ensayo (Figura 3.6).
En base a las fotos y por medio del programa ImageJ se determiné el area de
cada una de las hojas, antes y después del ensayo, segun el protocolo propuesto
por Guerrero Rincon y colaboradores (2012). Se calculé para cada hoja el
porcentaje de superficie consumida y se establecié la diferencia de consumo de

las dos hojas, como la diferencia entre los respectivos porcentajes.

Cada ensayo consistié en la presentacion de un par de hojas. Se presentaron de a
pares las 8 especies vegetales utilizadas. Esto generé 28 ensayos que
corresponden a las 28 combinaciones posibles. Ademas, para cada una de las 8
especies, se realizaron ensayos control con dos hojas de la misma especie, para
establecer un valor de referencia que indicase cual es la diferencia de consumo
esperable entre dos hojas de iguales caracteristicas. En total, cada repeticion del
experimento incluyé 36 ensayos (28 comparaciones duales + 8 controles) que
fueron realizados con 6 colonias de A. ambiguus. Esto generd un total de 216

ensayos. Todos ellos realizados en época estival.

Vista superior de la arena experimental Antes del experimento  Después del experimento

Anacahuita l
Verbena

Anacahuita Verbena Anacahuita Verbena

Caonexion
a la colonia

Figura 3.6. Panel izquierdo: Presentacion de hojas frescas de las especies nativas
Anacahuita -arriba- y Verbena -abajo- en ensayo de consumo dual. Panel derecho:
imagen de las hojas de Anacahuita -izquierda- y Verbena -derecha- antes y

después del ensayo, respectivamente.
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En este ensayo se identificaron tres instancias: : ler acercamiento, que refiere a
con cual de las dos hojas fue el primer contacto de una hormiga ; ler corte: que
refiere a sobre cual de las dos hojas se realizo el ler corte; y consumo: que refiere a
cual de ambas hojas resultdé mas consumida al terminar el ensayo. Para cada
instancia se calculd una jerarquia de especies. Para calcular la jerarquia de
acercamiento se identificé en cada ensayo dual la hoja con la cual una hormiga
recolectora tuvo el Ter contacto fisico. En ese ensayo, la especie elegida recibid un
puntaje de 1y la otra de O. Esto se repitid asi para los 28 pares de hojas. Cada
especie participd de un total de 7 ensayos. Al finalizar se calculd un indice
proporcional al nimero de ensayos en los que resultd elegida. indice de 1
corresponde a que fue elegida las 7 veces, e indice O (cero) a que no fue elegida

nunca. Finalmente se hizo un promedio de las 6 colonias evaluadas.
Para calcular la jerarquia de ler corte, se procedid de la misma manera.

Para calcular la jerarquia de consumo se procedid levemente distinto. Se tuvo en
cuenta la diferencia de consumo medida en ensayos realizados con dos hojas de
la misma especie (ensayos control). El promedio de diferencia de consumo de
todas las especies y todas las colonias se tomd& como valor de referencia -11,87-
para evaluar el resultado de los ensayos duales (Anexo figura 3). Si la diferencia de
consumo entre dos hojas era mayor en términos absolutos al valor de referencia
entonces se asignaba un “1" a la especie mas consumida y un “0” a la menos
consumida. Si la diferencia de consumo entre las dos hojas era igual o menor al
valor de referencia, se consideraba un empate y entonces se asignaba “0.5" para
las dos especies (Perri et al. 2020). El valor de 0.5 para cada una representa el
hecho de que ambas fueron elegidas por igual. En base a dichos criterios se
completaron con 1, 0 o 0,5 cada una de las celdas de una matriz como la que se
muestra en la Tabla 3.3. Luego se sumaron los puntajes a lo largo de cada fila. Si
una especie resulto ser siempre la mas consumida termind el experimento con un
puntaje de 7. Si en cambio resultd ser siempre la menos consumida, termind el
experimento con un puntaje de 0. Si empatd en todos los ensayos, entonces
terminé con puntaje 3,5 Para calcular la jerarquia de consumo final se

promediaron los puntajes de las 6 colonias.
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Tablg 3.3: Matriz de comparaciones entre las especies analizadas y suma final de
éstas para establecer jerarquia de consumo. Se completdé una matriz como esta

para cada colonia.

Colonia:
Anacahuita
Caneldn
Seibo
Palo amarillo

Anacahuita | Caneldn | Seibo | Palo amarillo | Sauce americano| Seihillo| Sen del campo | Verbena | TOTAL

Sauce americano
Seibille
Sen del campo
Verbena

3.3.3 Ensayos de preferencia colectiva entre Anacahuita y Sen

del campo

Discos de hoja
A lo largo de esta tesis se realizaron diferentes experimentos con discos de hojas

frescas. Para ello, desde este punto en adelante se utilizé la misma metodologia:
las hojas fueron recolectadas e inmediatamente cortadas con una perforadora
para papel. El tamano de los discos fue controlado midiendo tanto el diametro de
perforacion de la perforadora como el diametro del disco con un calibre digital.
Cada lado de la perforadora fue utilizado para una sola de las especies para evitar
contaminaciones. Se corroboré que no existieran diferencias en su diametro
(Figura A.2). Los discos de hoja fueron diferenciados a partir de su posicion en la

arena experimental y en base a sus nervaduras abaxiales (Figura 3.7).

Anacahuita Sen del campo
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Figura 3.7. Caras adaxial y abaxial, respectivamente, de hojas de Anacahuita

(izquierda) y Sen del campo (derecha) a través de lupa.

3.3.3.1 Hojas frescas

Para evaluar la preferencia colectiva de una colonia de hormigas cortadoras, se
presentd a ésta un grupo de 12 discos de hojas frescas: 6 discos de Anacahuitay 6
discos de Sen del campo. Estos se ubicaron de manera intercalada en forma de
semicirculo, equidistantes entre si y todos a igual distancia del puente que

conectaba la arena experimental con la colonia (Figura 3.8).

%
%
%
%
\ J

Figura 3.8: Esquema de arena experimental para seleccién de discos de hojas

frescas. La distancia de la bajada del puente a cada disco fue de 6 cm.

Con cada una de las colonias utilizadas se realizaron entre 5y 3 ensayos. Un
ensayo comenzaba cuando una hormiga proveniente de la colonia cruzaba el
puente y tomaba contacto fisico con la arena experimental, y finalizé a los 30
minutos o bien, cuando se colectaron los 12 discos ofrecidos. Se registrd el tiempo
en el que una hormiga recolectaba un disco de hoja, teniendo en cuenta el
momento en que la hormiga tomaba un disco, lo ubicaba sobre su cabeza y/o
torax y daba un paso con él. Adicionalmente se registré a qué especie pertenecia
el disco recolectado. La hormiga que habia recolectado el disco y las hormigas a
su alrededor, fueron tomadas con una pinza y trasladadas a una arena de espera
tal que el siguiente evento de recoleccion durante el mismo ensayo no se viera

influenciado por este comportamiento. Al finalizar el experimento, todas las
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hormigas fueron retornadas a la colonia. Ninguno de los discos recogidos durante
el experimento llegaba a la colonia, de modo tal que las hormigas recolectoras
salientes no tuvieran informacidén acerca del material entrante. Ademas, al
remover del experimento a las hormigas que habian levantado un disco se evito el
posible comportamiento de marcado del camino de recolecciéon con feromonas
gue generan un refuerzo positivo del camino al sitio de recoleccién y también

otros posibles rastros de olores de |la hoja recolectada.

Como medida de la preferencia de las hormigas recolectoras por los discos de
hojas frescas de Anacahuita y Sen del campo se tomd nota de: i) la especie del
primer disco recolectado y, ii) la especie de los primeros 6 discos recolectados. El
analisis de los datos correspondientes al primer disco se basd en la proporcion de
réplicas del experimento con la misma colonia en las que el primer disco fue
Anacahuita o Sen del Campo y por ello se obtuvo un solo valor de proporcion por
colonia (Figuras 3.15A y 3.17A). Para analizar los 6 primeros discos, se tuvo en
cuenta la proporcion de discos de Anacahuita y de Sen del campo en cada
ensayo, y por ello los resultados se expresan como proporcion de cada especie en
cada repeticion del experimento (Figuras 3.15B y 3.17B). Ambas constituyen

aproximaciones analiticas alternativas y complementarias.

Como una medida cualitativa de la preferencia a lo largo del ensayo, se calculd un
indice de selectividad. Teniendo en cuenta la metodologia utilizada de diseno
experimental sin reposicion, el indice que se calculé da cuenta de la preferencia
por un elemento (A) por sobre otro (B) a lo largo de todo el experimento y es
sensible a la cantidad de discos remanentes de cada uno (Greenwood y Elton,
1979; Allen et al., 1998).

Remocion A
B — Cantidad A inicial (EC 1)
A Remocion A | Remocion B .
Cantidad A inicial ' Cantidad B inicial

La Ecuacion 1 esta pensada para disefos experimentales sin reposicidén, motivo

por el cual utiliza el término remocion; da como resultado un indice con valores
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entre Oy 1 (Greenwood y Elton 1979; Allen et al. 1998). El valor 1 corresponde a un
valor de maxima preferencia de A sobre B,y O (cero) a una minima recoleccion de
A comparado con B. Esta ecuacion considera a una de las especies vegetales (A)
como la focal, es decir, la especie sobre la cual se centra el analisis en cuestion. Por
lo tanto, se realizara un analisis donde A sera una de las especies y B otra, mientras
gue luego se invierten estos roles. Por otro lado, tanto para el item A como para el
B, el nUmero de items removidos es relativizado en cada término de la ecuacion al
numero inicial de cada uno de los items. Sin embargo, dado que en nuestro
disefo siempre se comenzo con el mismo numero de 6 items, dicha relativizacion

no tiene un efecto real en nuestro caso.

3.3.3.2 Extractos foliares en diclorometano

Para evaluar el rol de las ceras superficiales de las hojas, que son censadas por las
hormigas a través del contacto, se utilizé el mismo diseno de la seccion 3.3.3.1. En
este caso se utilizaron discos de papel de filtro en vez de discos de hojas frescas y
a cada uno de los discos de papel de filtro se le adicionaron extractos de ceras de

las especies vegetales en estudio.

Para ello, los extractos se realizaron sumergiendo 10 gr de hojas de cada una de
las especies nativas en 50 ml de diclorometano (grado plaguicida-Sintorgan)
durante 20 seg., segun Cameron y colaboradores (2002). Posteriormente, el
diclorometano fue evaporado bajo una corriente de nitrogeno hasta llegara 2 ml.
Se sembraron 3 pl de solucion en cada disco a utilizar en la arena
comportamental y se dejé evaporar el solvente. Luego, a cada colonia se le
presentd un grupo de 12 discos de papel de filtro con extracto de ceras
provenientes de las especies en estudio y discos control (sélo solvente). Estos
grupos consistieron en: 4 contenian extracto de Anacahuita, 4 contenian extracto
de Sen del campo, y cuatro discos control, para medir la recoleccion espontanea
de discos de papel. Los ensayos fueron realizados en 3 colonias y se repitieron
entre 2 y 4 veces con cada colonia. Se calcularon los indices de selectividad al

igual que en el ensayo de preferencia colectiva con discos de hojas frescas.
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3.3.4. Ensayos de preferencia individual entre Anacahuita y

Sen del campo

Dispositivos

Cada colonia fue conectada desde su propia arena de recoleccidn a una nueva
arena de recoleccion experimental (Dimensiones: 43 cm x 11 cm X 6 cm), por
medio de un puente de madera. La nueva arena de recoleccion ofrecia hojuelas
de avena con el objeto de marcar el camino de recoleccidén. Una vez que una
hormiga retornaba con una hojuela de avena, era tomada con una pinza desde la
misma hojuela y trasladada (hormiga+hojuela) hacia el extremo de un segundo
dispositivo experimental. Este ultimo varid entre un puente asociado a una
plataforma (Figura 3.9) y un puente asociado a un olfatdbmetro de ambiente

estacionario (Figura 3.10), ambos se describen a continuacion.

Luego de trasladar a la hormiga con su hojuela al extremo del puente
experimental, se removia la hojuela de avena procurando generar la menor
perturbacion posible en la hormiga, tal que continle de manera natural con el
comportamiento de recoleccién y asi poder evaluar su comportamiento de
preferencia. Esta técnica permitio identificar de manera certera aquellas hormigas
motivadas a recolectar. De lo contrario, cuando se utilizaron hormigas elegidas al
azar los tiempos de recoleccion eran demasiado extensos y no permitieron

realizar el experimento.

3.3.4.1 Claves de contacto: Plataforma de recoleccion

Con el objetivo de evaluar la preferencia individual de hormigas recolectoras por
discos de hojas frescas de las especies de plantas nativas Anacahuita
(Blepharocalyx salicifolius) y Sen del campo (Senna corymbosa) se utilizd el
dispositivo que denominamos plataforma individual de recolecciéon (Saverscheky
Roces, 2011). Se utilizaron 3 colonias de A. ambiguus a partir de las cuales se logro
realizar el ensayo con 91 hormigas, de las cuales 63 respondieron activamente y

optaron por uno de los dos discos presentados.
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Figura 3.9: Esquema de plataforma, adaptada de (Saverschek y Roces, 2011). La
hormiga era depositada en el extremo distal del puente. Los postes verticales
estaban pintados con vaselina liquida para que la hormiga no baje del dispositivo.
Los discos de hoja estaban lo suficientemente cerca uno del otro para que la
hormiga pueda tomar contacto con ambos antes de decidir levantar uno de ellos.

La hormiga era depositada en el extremo distal del puente.

Se registro la especie vegetal seleccionada, el tiempo que cada hormiga demord
en realizar la eleccidn, es decir, desde que se depositd a la hormiga en el extremo
distal del puente hasta que abandonod la plataforma con un disco de hoja.
Adicionalmente, se registro el tiempo transcurrido desde que una hormiga
comenzdo a manipular uno de los discos de hoja hasta que lo levanté (de ahora en
mas denominado tiempo de manipulacion). Se considerd recoleccidén cuando una

hormiga tomo un disco, lo ubico sobre su cabeza y/o térax y didé un paso con él.

3.3.4.2 Claves volatiles: Olfatémetro de ambiente estacionario

Con el objetivo de evaluar la preferencia individual de hormigas recolectoras por
odorantes provenientes de discos frescos, se utilizé el olfatdmetro de ambiente
estacionario (Saverschek y Roces, 2011) descrito en la figura 3.710. En primera
instancia se realizd un control positivo que consistié en la comparacion de papel
de filtro limpio versus uno con aceite esencial de naranja (extraccion del Dr. Hugo
Chludil, Biomoléculas, FAUBA). Luego, para los ensayos con plantas nativas fueron

utilizadas 4 colonias de A. ambiguus a partir de las cuales se logrd realizar el
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ensayo con 110 hormigas, de las que 92 respondieron activamente y prefirieron

una de las dos opciones presentadas.

Figura 3.10: Esquema de olfatometro de ambiente estacionario con discos frescos
de las especies de plantas nativas Anacahuita y Sen del campo, adaptado de
(Saverschek y Roces, 2011). Una hormiga recolectora era depositada en el extremo
distal del puente. En el extremo proximal que conecta el puente a los palillos que
conectaban a cada disco, la hormiga necesariamente extendia su par de patas
delanteras hacia uno de los palillos para poder cruzar la brecha. La arena
experimental estaba ubicada en un ambiente cerrado con el objeto de minimizar
corrientes de aire. Los lados izquierdo y derecho estuvieron contrabalanceados en

todos los experimentos y se constatd que no influyeron en las preferencias.

Cada hormiga experimental fue depositada en el extremo de un puente
intermediario (Figura 3.10). Durante el tiempo que durd el experimento, la
hormiga pudo moverse por el puente hacia el otro extremo del mismo donde se
coloco el dispositivo adaptado de Saverschek y Roces (2011). Este dispositivo contd
con un cartén fino atravesado por dos palillos de madera ubicados a 90° entre siy
sobre cada uno de ellos se ubicd una aguja de metal, de menor tamano, con el
mismo angulo y con un disco de hoja fresca o de papel de filtro en su extremo,
ubicados de manera balanceada, tal como se muestra en la figura 3.70. Los discos

de hoja fresca o de papel de filtro se encontraron fuera del alcance de la hormiga,
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de modo tal que, para que la hormiga pudiera acercarse a la fuente de olor debid,
necesariamente, decidir hacia qué palillo de madera orientarse, dar un paso hacia
éste y subir al mismo. Por lo tanto, se registrd la decision de cada hormiga de
trasladarse a uno u otro de los palillos y el tiempo que el animal demord en tomar
esta decision. Luego de su utilizaciéon, cada uno de los dispositivos fue descartado
excepto por las agujas metalicas que fueron reutilizadas luego de ser lavadas en
alcohol 96%.

En primera instancia se realizd un control donde las opciones presentadas
consistian en: un disco de papel de filtro tratado con 3ul aceite esencial de naranja
al 1% (en diclorometano), y un disco control (solo diclorometano). Luego se realizd
el experimento con discos de hojas frescas y de madurez intermedia que
provenian de distintos especimenes de las especies nativas Anacahuita y Sen del

campo.

3.4 Resultados

3.4.1 Preferencia en el campo: Herbivoria

Se midi6 el follaje de especimenes completos seleccionados de las especies de
plantas a evaluar en los tres parches de plantas nativas a lo largo de una

temporada de verano-otono.

Los tres parches presentaron distinta cantidad de follaje, distribucion,
composicion, luminosidad, tamano y cantidad de especimenes evaluados. A pesar
de esta diversidad en sus caracteristicas, todos los parches pudieron ser utilizados
para las mediciones a lo largo de los meses de verano a otono (Figura 3.71). Se
cuantifico la presencia de follaje de Anacahuita (n=9), Caneldén (n=6), Sauce Criollo

(n=1), Seibo (n=4) y Sen del Campo (n=4).
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Figura 3.11: Mediana y error (Cl 95%) para el porcentaje de follaje de especies

nativas a lo largo del tiempo.

Si bien no puede tenerse certeza de que la actividad de hormigas fuese la Unica
causa de la pérdida de follaje, se observé que el tipo de dano y de consumo era
compatible con el dafno por hormigas cortadoras. Adicionalmente, en el mes de
abril 2019 lograron observarse hormigas cortadoras en algunas especies como

Anacahuita, Sen del campo, Sauce criollo y Seibo (Figura 3.12).

La figura 3.11 muestra la clara pérdida de follaje de los ejemplares de Sen del
campo y de Sauce criollo (0 Humboldtiana) en la temporada estival, mientras que

las restantes especies no reflejaron este nivel de pérdida de follaje.
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Figura 3.12: Fotografia de hormigas cortadoras halladas sobre plantas de
Anacahuita (A), Seibo (B), Sen del campo (Cy E) y Sauce criollo (D) en las areas

donde se midié dano por herbivoria

3.4.2 Jerarquia de consumo en el laboratorio: Ensayos duales

En base a presentaciones de a pares de hojas de las 8 especies de plantas nativas
en estudio se establecid la jerarquia de preferencia de consumo por hormigas de

la especie A. ambiguus (ver seccion 3.3.2).

Con los resultados de jerarquia de consumo de las seis colonias se realizé un
ANOVA de un factor para evaluar el consumo por planta (ANOVA gl-trat=7:
gr-error=40; F=10.40; p<0.001), y luego comparaciones multiples (test de Duncan
para identificar qué plantas eran mas o menos consumidas que otras (Figura 3.13
A).

Como muestran las letras en la figura 3.13A, las especies en posiciones contiguas
en el orden de jerarquia no presentan diferencias significativas entre si. Se

encontraron diferencias significativas (p< 0.05) de cada especie con las restantes
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no inmediatamente vecinas en el orden. Por lo tanto, aquellas especies con
menor jerarquia seran menos preferidas que aquellas de mayor jerarquia. Dentro
de éstas, se destacan Anacahuita y Caneldn entre las primerasy, Sen del campoy

Verbena, entre las Ultimas.

La figura 313 B muestra los mismos datos, ordenados de izquierda a derecha
repitiendo los resultados de jerarquia de la figura 313 A, pero indicando los
resultados por cada colonia. Como puede observarse en esta figura, las
preferencias pueden variar de una colonia a otra, aunque todas ellas muestran
tendencias similares; en especial en relacion al consumo de las especies mas y

menos preferidas (Figura 3.13 B).
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Figura 3.13: A) Jerarquia de consumo de hojas de las especies en estudio. Cada
punto representa la proporcion de veces en las que la especie indicada sobre el
eje X resultd ser la mas consumida. Los seis puntos dentro de cada categoria o
especie de planta corresponden a las 6 colonias evaluadas. Las barras horizontales
y barras de error indican media y error estandar entre colonias. Distintas letras
indican diferencias significativas entre especies (p<0,0001; comparaciones post
hoc de (Kruskal-Wallis y Dunn, distintas letras indica p<0.001). B) Idem (A)

desglosado por colonia de hormigas.

Los ensayos de consumo fueron grabados en video en cinco de las 5 colonias y

analizados a posteriori para obtener mas detalle del comportamiento de eleccidon
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y preferencia. Esta estrategia permitié analizar el comportamiento de consumo
de manera segmentada en las etapas de: i) acercamiento, ii) primer corte vy iii)
consumo (ver materiales y meétodos). Para cada una de estas etapas del
comportamiento se pudo ordenar a las ocho especies vegetales siguiendo una
metodologia similar a la mostrada para el consumo (ver materiales y métodos de
este capitulo, 3.3.2) . En varias oportunidades fue posible observar que las especies
vegetales que provocaron una atraccion inicial muy clara luego no resultaron ser

la mas consumidas.

Se desglosdé el comportamiento de consumo del material vegetal en etapas
(acercamiento, ler corte y consumo), se muestran las 3 jerarquias para las 8
especies analizadas (Figura 3.14 A). Se observa que el consumo final no puede ser

predicho en base al primer acercamiento, pero si en base al primer corte.

Al evaluar el porcentaje de coincidencia entre el primer acercamiento de la
hormiga a la hoja y el primer corte realizado sobre una hoja (jerarquias en figura
Anexo), asi como el porcentaje de coincidencia entre el primer corte realizado
sobre una hoja y el consumo final. Para dicho analisis se tomaron los 28 ensayos
realizados con cada colonia y se calculd el porcentaje de coincidencia entre los 28
“acercamientos” y los 28 “primeros cortes”, y del mismo modo para los 28
“primeros cortes” con los 28 “consumos finales”. Un analisis estadistico basado en
comparaciones Chi2 contra una distribucion al azar mostré diferencias

significativas solo para la segunda etapa, p < 0.001 (Figura 3.14 B).
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Figura 3.14: A) Jerarquia de acercamiento, ler corte y consumo para cada una de
las especies en estudio. Cada punto en acercamiento y primer corte indica la
media y error estandar de 5 colonias. Cada punto indicado en consumo es
promedio de 6 colonias. B) Porcentaje de coincidencia entre: (i) el primer contacto
fisico -acercamiento- de la hormiga recolectora con una hoja y el primer corte
realizado sobre una hoja vy, (ii) entre el primer corte realizado sobre una hoja y el
consumo final de las hojas. C) Jerarquia de acercamiento a hojas de las especies
en estudio. Cada punto indica la proporcion de veces en que la planta indicada en
el eje X fue la primera hoja contactada por una hormiga. Barras horizontales y de
error corresponden a media y error estandar de 5 colonias. No hubo diferencias

significativas entre especies (Kruskal-Wallis 10.40; p=0.167). D) Idem C para primer
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contacto fisico. Distintas letras indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis,

28.89 p<0.0T; contrastes Dunn p<0.05).

A partir de estos resultados podemos interpretar que el primer acercamiento no
es, necesariamente, un comportamiento predictor del consumo final de la hoja

fresca. Sin embargo, el primer corte realizado si lo es.

Resulta muy relevante analizar qué tipo de claves sensoriales intervienen en el
acercamiento inicial y cuales participan desde el contacto hasta el primer corte

para que ello derive en el consumo del material vegetal.

En las siguientes secciones se estudiara la relevancia de distintas claves
fisicoquimicas asi como el comportamiento colectivo y el rol del aprendizaje

como factores que podrian guiar el consumo del material vegetal.

3.4.3 Ensayos de preferencia colectiva de Anacahuita y Sen

del campo

3.4.3.1 Hojas frescas

Preferencia

Para realizar una descripcion mas exhaustiva de las preferencias de recoleccion y
su relacion con distintos tipo de claves sensoriales, continuamos con dos especies
vegetales que mostraron perfiles claramente diferentes de preferencia y que, por
disponibilidad y caracteristicas generales, podrian utilizarse en proyectos de
reforestacion y en programas de manejo de hormigas de tipo push-pull. Por ello
elegimos a las especies Anacahuita y Sen del Campo como ejemplos extremos

dentro de la jerarquia de preferencia de consumo.

Comenzamos con un ensayo de recoleccién colectiva (Seccion 3.3.3). Se analizo el
patron de recoleccion de 12 discos de hoja fresca, 6 de Anacahuita y 6 de Sen del

campo, dispuestos en una arena de recoleccidon. Fueron evaluadas 3 colonias de
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hormigas y se realizaron entre 3y 4 mediciones por colonia, cada una en distintos

dias. Esto corresponde a un total de 11 repeticiones del experimento.

En cada repeticion se analizé a qué especie correspondid el primer disco de hoja
recogido. Cada una de las tres colonias el porcentaje de repeticiones en las que el
primer disco recogido fue Sen del campo o Anacahuita (figura 3.15 A). Para evaluar
si la recoleccion del primer disco difiere de una distribucién al azar (50/50), se
realizd6 un test binomial exacto. Los resultados indicaron una desviacion
significativa de la distribucion esperada (Chi2=4.45 ; p=0.035). Para determinar si
dicho patréon de recoleccion de Sen del campo y Anacahuita dependid de la
colonia, se realizé una prueba de independencia de Chi-cuadrado la cual no
indico diferencias entre colonias (Chi2=0.92 ; p=0.63). Por lo tanto, hay una clara

preferencia por Sen del campo en el primer disco recolectado.

Luego se evalud la evolucion de la recoleccion, tomando en cuenta el porcentaje
de discos recogidos de Anacahuita y Sen del campo cuando la recoleccion llegaba
al 50% de la oferta inicial. La figura 3.15 B muestra para cada repeticion del
experimento el porcentaje recogido de cada especie en ese momento. No se
encontraron diferencias significativas entre colonias ni entre repeticiones y se
comprobd que la cantidad de discos recogidos de Sen de campo y de Anacahuita
resultaron distintos de una distribucion al azar (Chi2=8.73 ; gl=1; p=0.0031). Por lo

tanto, al 50% de la oferta inicial no hay preferencia por una de las dos especies.

La figura 3.15 C muestra para cada repeticion del experimento, el porcentaje final
de discos de Sen de campo y Anacahuita recogidos al completar el tiempo
maximo del experimento. Para analizar estadisticamente las diferencias, se realizd
un test de Wilcoxon que reveld una recoleccion significativamente mayor de Sen

del Campo (Wilcoxon, Z= 2,66 ; p= 0.007).

La figura 3.15 D muestra el detalle temporal de la recoleccion de cada disco de Sen
del Campo y Anacahuita en todas las repeticiones del ensayo. De izquierda a
derecha se ubican desde el primer disco recogido hasta el sexto (cuando lo hubo).
Puede también observarse que conforme avanza el tiempo y la recoleccion de
discos, hubo repeticiones del experimento en las que no todos los discos llegaron
a ser levantados, y por ello no en todas las ocasiones hubo un quinto o sexto disco
de Anacahuita. Se realizé una prueba de t de muestras pareadas para comparar el

tiempo de recoleccion de cada disco de una especie con su correspondiente de la
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otra especie. Es decir, el tiempo de recoleccion del ler disco de Sen del campo en
determinada repeticion del experimento, se compard con el tiempo de
recoleccion del ler disco de Anacahuita en ese mismo ensayo. La diferencia
promedio de tiempo de recoleccion entre discos de Sen del Campo y Anacahuita

fue de 188 segundos (Prueba de t, test pareado, p< 0.0001).
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Figura 3.15. Preferencia y dinamica de recoleccion de discos de Sen del campo y
de Anacahuita. A) Porcentaje de ensayos en los que el primer disco recolectado
fue Sen del Campo o Anacahuita. Cada punto corresponde a una colonia. Se
indican también media y error estandar. B) Porcentaje de discos recolectados al
llegar al 50% de la oferta inicial. Cada punto representa el resultado de una

repeticion del experimento. C) Porcentaje de discos recogidos al finalizar el
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experimento. D) Tiempo requerido para la recoleccién de cada disco. Datos
provenientes de 3 colonias, 4 y 3 réplicas independientes en cada uno. Cada
punto en la figura representa la recoleccion de un disco de Anacahuita o Sen del
campo. En la figura estan agrupados de izquierda a derecha segun el orden en
que fueron recogidos. A la figura se superponen el promedio y error estandar de

cada subgrupo de discos.

En resumen, se encontré que los discos de Sen del campo fueron recolectados
mas rapidamente por las hormigas, por lo que interpretamos que son preferidos
ante aquellos de Anacahuita. Sin embargo, el hecho de que los discos de
Anacahuita también fueron recogidos, aunque a una velocidad menor, sugiere

gue no se trata de un rechazo de estos, sino sélo de una menor preferencia.

Selectividad

El indice de selectividad ofrece una alternativa para analizar, de manera cualitativa
y en funcion de la evolucion del experimento, si una de las especies ofrecidas es
preferida por sobre la otra. La recoleccion de la especie observada (focal), es
comparada con la de una segunda especie y viceversa, conforme avanza el
experimento. La figura 316 presenta los resultados de la ecuacion 1 (Seccidon
3.3.3.1). En el indice de selectividad, los valores cercanos a O indican que la especie
focal no esta siendo seleccionada, mientras que valores cercanos a 1 indican que

la especie focal esta siendo seleccionada por sobre la segunda.

Observamos una marcada selectividad por Sen del campo, que decae a medida
gue la proporcidon de discos de Sen del campo disminuye y de Anacahuita
aumenta, donde el efecto inverso puede verse para Anacahuita (Figura 3.16). A
partir del séptimo disco recolectado se observa que la probabilidad de recolectar
un disco de Sen del Campo y de Anacahuita se igualan, lo cual corresponde a
valores de B cercanos a 0,5. El indice de selectividad permite corroborar que el
numero de discos recolectados al llegar a el 50% de la oferta inicial, es buen

indicador de la preferencia por las especies en estudio.
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Figurg 3.16: indice de selectividad B <o gel campo Y Banacahuita (EC. T) conforme avanza el
numero de discos de hoja fresca recolectados. Se grafican resultados de 3
colonias. Cada punto del grafico corresponde al porcentaje de cada réplica (4, 4y
2) realizadas con cada colonia. En cada caso se indican, para cada disco, la mediay
su error estandar. Cada réplica recolecto discos hasta agotar la oferta de una

especie o hasta el tiempo limite.

Por lo tanto, la selectividad por Sen del campo decae a medida que sus discos de
hojas quedan sub-representados en la arena experimental, consecuentemente,
aumenta la proporcion de discos de Anacahuita. El perfil de cambio en la
selectividad a lo largo del tiempo es comprensible en tanto la disponibilidad de
discos de Sen del campo es cada vez menor, mientras que la proporcion de discos
de Anacahuita es mayor. De modo tal que, entre Sen del campo y Anacahuita,
existe una preferencia clara por Sen del campo que no es absoluta sino que

depende de la disponibilidad.

Por otro lado, el hecho de que las hormigas tardiamente recolectan Anacahuita
conforme disminuye la oferta de Sen del Campo, indica que Anacahuita no es

rechazada sino que solo es menos preferida que Sen del Campo.
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3.4.3.2 Extractos foliares en diclorometano

Preferencia

Dado que las ceras cuticulares son uno de los mecanismos fisicos de defensas de
las plantas (Erb y Reymond, 2019) asi como una posible fuente de claves de
reconocimiento, estudiamos la contribucion de éstas en la preferencia de las

hormigas por Sen del campo y Anacahuita.

Para ello se analizo la preferencia de cada colonia por 12 discos de papel de filtro
gue contenian los extractos de ceras cuticulares. En la arena experimental habia 4
discos con extractos de ceras cuticulares de Anacahuita, 4 discos de extractos de
ceras cuticulares de Sen del campo y 4 discos de papel con solvente a modo de
control. El experimento se realizd con 3 colonias de hormigas y se hicieron entre 5

y 3 ensayos por colonia logrando asi 12 mediciones completas.

Para cada colonia se analizd el porcentaje de veces que el primer disco
recolectado contenia extractos de ceras cuticulares de Anacahuita, Sen del campo
o ninguna de ambas (Figura 317 A). La distribucion de primeros discos
recolectados fue analizada sin encontrar diferencias significativas respecto de una
distribucion al azar (Chi2 =1.51; gl=2; p=0.472). Por lo tanto, no existen preferencias
por sobre alguno de estos discos en la primera recoleccion realizada. Como
medida alternativa de una preferencia diferencial entre discos, se analizd el perfil
de recoleccion de los primeros 6 discos de cada ensayo. Observamos que el
porcentaje de cada tipo de discos recolectados hasta llegar a 6, es decir, el 50% de
la oferta, evidencia diferencias significativas respecto de una distribucion al azar
(Chi2 =6.33; gl=2; p=0.042) -Figura 3.17 B-. La comparacion del numero de discos
en cada categoria respecto a una recoleccion de discos al azar di¢ diferencias
significativas solo para el grupo de discos sin extractos de ceras cuticulares (Chi2
=5.57; gl=1; p=0.018). Por lo tanto, hay una preferencia por discos sin extractos
cuticulares, control, mientras que a medida que estos discos son mMmenos

representados en la arena experimental esta preferencia deja de evidenciarse.

Finalmente se tomod nota del total de discos recolectados al cumplirse el tiempo
del ensayo (Figura 3.17 C) y se comprobd que practicamente el 100 % de los discos
fueron recolectados independientemente del origen y la presencia, o ausencia de

|os extractos de ceras cuticulares.
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Figura 3.17: Recoleccion de discos de papel de filtro conteniendo extractos de
ceras cuticulares de Anacahuita, Sen del Campo, o control sin extractos de ceras.
El experimento se realizd con tres colonias y con cada uno se realizaron entre 5y 3
ensayos en dias distintos. A) Porcentaje de veces que un disco fue recogido como
primera eleccidn. Los tres puntos en cada tipo de disco indicado en el eje X
corresponden a la proporcion de réplicas en las que cada colonia levantd dicho
disco como primera opcion. Las barras horizontales y barras de error indican
promedio y desvio estdandar de las 3 colonias. No se hallaron diferencias
significativas respecto de una distribucion al azar (Chi2 =1.51; gl=2 ; p=0.472). B)

Porcentaje de discos de Anacahuita, Sen del campo o control, recolectados al
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llegar al 50% de la oferta inicial en cada repeticion del experimento. Las barras
horizontales y barras de error indican promedio y desvio estandar de todas las
réplicas. Distintas letras indican diferencias significativas entre grupos y respecto
de una distribucion al azar (Chi2 =6.33; gl=2; p=0.042). C) Porcentaje de discos con
extracto de ceras de Anacahuita, Sen del Campo o control, recolectados al finalizar
el ensayo (Chi2 =5.57 ; gl=1; p=0.018).

En base al experimento y al analisis realizado puede concluirse que los extractos
de ceras cuticulares de Sen del Campo y Anacahuita no juegan un rol
determinante en los indices de preferencia entre ambas especies. En base a las
tendencias observadas (Figura 3.17 A) y diferencias en cuanto a la recoleccion al
llegar al 50% de discos (Figura 3.17 B), podria especularse que los extractos de
ceras cuticulares provocan rechazo mas que aceptacion, lo cual es mas notorio en
el caso de Anacahuita. Esta ultima interpretacion surge de observar que las
hormigas también recogieron discos control sin extractos de ceras cuticulares y
que las tendencias sugieren que son mas preferidos que los tratados con

extractos de ceras cuticulares de Sen del campo y Anacahuita (Figura 3.17 B).

Selectividad

Para evaluar la selectividad por discos de papel con extractos de ceras cuticulares
de Anacahuita, Sen del campo y control, los resultados debieron, necesariamente,
analizarse en diadas ya que la ecuacion 1 contempla solo un item focal -sobre el
cual se analiza la selectividad- y un segundo tipo de item contra el cual se
compara. Por lo tanto, el andlisis se repitid para las tres combinaciones posibles de

Sen del campo, Anacahuita y discos control.

La figura 3.18 A evalla la recoleccion de discos de Sen del campo (como item
focal). Luego se realizdé el mismo analisis para Anacahuita vs. control (Figura 3.18
B) vy, por ultimo, para Sen del campo vs. control (Figura 3.18 C). Para una mejor
visualizacion se mantuvo Sen del campo como item focal en Ay Cy, Anacahuita

en B.
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Figura 3.18: indice de selectividad en funcién del nimero de discos de papel de

filtro con extractos de ceras cuticulares recolectados por hormigas cortadoras. A)
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Sen del campo vs. Anacahuita, cuando Sen del campo es el item focal (puntos
blancos). B.) Anacahuita vs. control, cuando Anacahuita es el item focal (puntos
negros). C) Comparacion entre Sen del campoy el control, cuando Sen del campo
es el item focal (puntos blancos). Los ensayos fueron llevados a cabo utilizando 4
colonias, con los cuales se realizaron entre 5 y 3 repeticiones, cada punto

representa una repeticion.

Los valores de selectividad oscilan en torno a 0.5, por lo cual no es posible decir
gue exista selectividad alguna entre los discos recolectados de Anacahuita, Sen
del campo y control a lo largo del experimento (Figura 3.18). Si bien para algunos
ensayos y en algunos de los eventos de recoleccion el valor de selectividad dio O
(cero) o1 (uno), para otros ensayos en la misma instancia dio valores del extremo
opuesto, lo cual revela inconsistencias entre ensayos y colonias que indican una
recoleccion al azar. Por lo tanto, este analisis no evidencié que la diferencia de
seleccion entre Anacahuita y Sen del Campo observada en la seccion anterior se

deba preferentemente debido a sus extractos de ceras cuticulares.

Control positivo

Los resultados de la seccion anterior en relacion al efecto de los extractos de ceras
cuticulares permiten dudar de la metodologia experimental, sea por la efectividad
de la extraccion de ceras cuticulares, o la oferta de éstas sobre discos de papel. Es
decir, la mayor cantidad de recoleccion de discos control (Figura 3.17 B) podria
deberse a que los extractos de los compuestos estuvieran mas concentrados que
en condiciones naturales y, como consecuencia, los discos con extractos de ceras
cuticulares sean menos recolectados. Otra posibilidad seria que el tiempo de
extraccion sea tal que se obtengan mas compuestos de los que creiamos extraer y

el efecto generado sea que los discos con extracto sean menos recolectados.

Por ello realizamos un experimento control en el cual evaluamos el desempeno
recolector de las hormigas utilizando la misma estrategia experimental, pero para
dos especies vegetales, de las cuales resulta mas facil conseguir material
abundante y sobre las cuales las hormigas cortadoras muestran fuerte actividad

de recoleccion. Utilizamos Fresno (Fraxinus sp.) y Eugenia (Eugenia myrtifolia),
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esta Ultima de la familia de las Mirtaceas al igual que Anacahuita y Caneldn (estas
dos especies fueron las menos consumidas al evaluar la jerarquia de consumo
-Figura 3.13 A-). El tipo de ensayos y la estrategia de analisis fueron igual a los

mostrados en la seccion anterior para Sen del campo y Anacahuita.

Este experimento se llevd a cabo utilizando 4 colonias y se realizaron 2 ensayos
independientes con cada uno de ellos. La figura 3.19 muestra el desempeno de las
hormigas ante discos de papel que contenian los extractos de ceras cuticulares de
Fresno y de Eugenia. Se analizdo el primer disco recogido en cada ensayo
agrupados por colonia (Figura 3.19 A). Se observa una tendencia a una mayor
recoleccion de Fresno, sin embargo el resultado no es estadisticamente
significativo; muy probablemente por que no pudieron hacerse mas repeticiones
(Chi2=2; gl=1; p=0.15). Al analizar el porcentaje recogido de cada tipo de disco
cuando la recoleccién habia llegado al 50% de la oferta inicial, la cual si resultd
significativamente distinta de una recoleccion al azar (Chi2=10.08; gl=1; p<0.01)
-Figura 3.19 B-. Por lo tanto, los discos de Fresno resultan preferidos ante los de
Eugenia. Realizamos ademas una prueba de independencia de chi2, la cual
comprobd que la distribucion fue homogénea entre las tres colonias (Chi2=0.096;
gl=2; p=0.95). Al analizar la totalidad de discos recolectados al final del tiempo del
ensayo se observd una tendencia a una mayor cantidad de discos de Fresno que
de Eugenia (Wilcoxon: Z=1,82; p=0,067).

En resumen, los resultados basados en extractos de ceras cuticulares de Fresnoy
Eugenia sirven de control positivo de la metodologia experimental utilizada para
poner en evidencia el rol de los extractos de ceras cuticulares. En definitiva, los
resultados refuerzan la interpretacion de que las diferencias de recoleccion entre
Anacahuita y Sen del Campo halladas en las secciones anteriores no se deben
principalmente al reconocimiento y discriminacion de ambas especies en base a

sus extractos de ceras foliares.
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Figura 3.19: Recolecciéon de discos de papel de filtro con extractos de ceras
cuticulares de Eugenia (Eugenia sp.) o Fresno (Fraxinus sp.). A) Porcentaje de
veces que el primer disco recolectado pertenecid a Eugenia o Fresno. Cada punto
corresponde a una colonia. B) Porcentaje de discos de Fresno o de Eugenia
recolectados al llegar al 50% (6 discos) de la oferta inicial. Cada punto corresponde
a una repeticion del experimento. C) Discos totales recolectados al final del
ensayo. Cada punto corresponde a una repeticion del experimento. Se utilizaron 4

colonias y con cada una se realizaron 2 repeticiones del experimento.
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3.4.4 Ensayos de preferencia individual entre Anacahuita y

Sen del campo

Luego de haber estudiado el comportamiento de recoleccion a nivel colectivo,
decidimos estudiar si las preferencias se mantenian a nivel individual.

Para ello se trabajd con dos tipos de dispositivos que permitieron evaluar
diferentes tipos de claves sensoriales. Uno de ellos consistio en una plataforma en
la cual las hormigas podian tener contacto fisico con los discos de hoja (Figura
3.9) y el otro consistid en un olfatdbmetro de ambiente estacionario, en el cual las
hormigas sélo tuvieron acceso a claves volatiles (Figura 3.10).

La plataforma permite presentar dos discos de hojas frescas ubicados de manera
contigua con las cuales la hormiga puede tener contacto fisico e integrar claves
olfativas y de contacto. Es importante destacar que los discos se encontraban
ubicados uno muy cerca del otro (aprox. 0.5 cm), por lo cual es muy improbable
gue una hormiga levante un disco simplemente por ser el primero que encontro,
si no que por el contrario, la decision resulta en una verdadera eleccion.

En el olfatdmetro de ambiente estacionario se utilizan dos discos de hojas frescas
gue se ubican a la misma distancia de la hormiga recolectora, quien debe tomar

la decision de acercarse en direccion de uno u otro disco segun claves olfativas.

3.4.4.1 Claves de contacto: Plataforma de recoleccion

individual

Para este experimento se utilizaron 3 colonias de las cuales se evaluaron 106
individuos en total. Se registrd la especie del disco de hoja elegido y el tiempo que
requirid esta eleccion, desglosado en: i) el tiempo total que un individuo
permanecid en la plataforma hasta recolectar un disco, y ii) tiempo en manipular
dicho disco, teniendo en cuenta para este Ultimo dato el tiempo transcurrido
desde que se da el contacto con el disco de hoja hasta el momento en el cual la
hormiga levanta el disco y da un paso en direccion de la colonia (Figura 3.20).

Dado que la medicién del parametro “(ii) tiempo de manipulacién” comenzé a

93



hacerse una vez que el experimento ya estaba en curso, el nUmero total de esas

mediciones fue menor (Figura 3.20 C).

Luego, puede observarse la clara preferencia de las hormigas por los discos de
Sen del campo por sobre los de Anacahuita (Figura 3.20 A). Estas diferencias
resultaron estadisticamente significativas en relaciéon a una recoleccion de discos

al azar (Chi2 = 3724, , gl=1, p< 0.01).

Como muestran las figuras 3.20 B y C, no se encontraron diferencias en los
tiempos de permanencia en la plataforma hasta levantar uno de los discos
(Prueba de t; p>0,99) y se observé una tendencia, aunque no significativa, a que
los pocos individuos que recolectaron discos de Anacahuita, lo hicieron mas

rapidamente (Prueba t, no paramétrica; p=0,077).
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Figura 3.20: Plataforma de recoleccion individual con opcidn entre dos discos de
hoja fresca de Anacahuita y Sen del campo. Se trabajé con 3 colonias de
hormigas. A) Porcentaje de eleccion del disco entre Anacahuita o Sen del campo.
Cada punto indica el porcentaje de veces en que cada individuo de una colonia
recolectd Anacahuita o Sen del campo. En el grafico se indican también la media
y desvio estandar. B) Tiempo transcurrido en la plataforma (segundos) hasta
recolectar cada disco de Anacahuita o Sen del campo. Se contabilizaron 19 discos

recolectados de Anacahuita y 87 de Sen del campo (Prueba de t; p=0,99). C)
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Tiempo requerido (segundos) para la manipulacion de cada disco de Anacahuita
o0 Sen del campo. Se contabilizaron 8 manipulaciones de Anacahuita y 51 de Sen

del campo (Prueba t, no paramétrica; p=0,077).

Por lo tanto, las hormigas han preferido los discos de hojas frescas de Sen del
campo frente a los de Anacahuita. Ademas, aunque en menor medida, las
hormigas recolectaron también discos de Anacahuita. Este resultado apoya la
idea de que esta Ultima provoque rechazo o evitacion. También hubo una
tendencia a que en las pocas oportunidades en la cuales las hormigas recogieron
Anacahuita, lo hicieron a tiempos mas cortos con un promedio de 25 segundos,
mientras que en muchas oportunidades en las que una hormiga levanto un disco
de Sen del campo, el tiempo de contacto con el disco superd el minuto. Aunque
resulté sdlo una marcada tendencia, esta diferencia podria deberse a la existencia
de individuos en estados que conlleven mayores y menores umbrales de
aceptacion y selectividad. Un contexto como tal explicaria que algunos sujetos

gue toman una decision aleatoria lo hagan mas rapido.

3.4.4.2 Claves volatiles: Olfatometro de ambiente

estacionario

Para evaluar el rol de las claves volatiles en la preferencia de recoleccion de las
hormigas cortadoras se adapto el dispositivo de Saverschek y Roces (201) -Figura
3.10-. Inicialmente realizamos un control positivo de la metodologia en el cual
comparamos la atraccidon de un disco de papel con esencia de naranja versus un

papel de filtro limpio (control).

Se evaluaron 50 individuos provenientes de 4 colonias. Se analizé el porcentaje de
individuos que en cada colonia optd por dirigirse hacia el lado de naranja o del
papel del filtro limpio, resultando en una mayor preferencia por naranja (Figura
3.21 A). La distribucion fue homogénea entre colonias, y resulté estadisticamente

distintas del azar (Chi2=6.48 ; gl=1, p = 0.07).
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Se evalud la atracciéon de discos de Anacahuita versus discos control (38 individuos
correspondientes a 4 colonias (Figura 3.21 B). Si bien se observaron tendencias a
un mayor numero de individuos acercandose al disco de Anacahuita, esta

distribucion no resulto distinta de un acercamiento al azar (Chi2=2.63; gl=1; p=0.10).

Luego se dispuso para evaluar la atraccion hacia discos de Sen del campo versus
discos de papel control. Se utilizaron las mismas 4 colonias y 80 animales. La
figura 3.21 C, muestra un acercamiento diferencial hacia Sen del campo (Chi2=7.2;

gl=1; p<0.01).

Finalmente, se evalud la decisién por acercarse a discos de Anacahuita o Sen del
campo en base 92 individuos provenientes de 4 colonias. Evidenciamos la

preferencia por Sen del campo (Figura 3.21 D), (Chi2=5.26; gl=1; p=0.02).

También se analizo el tiempo requerido para cada decision entre Sen del campo y

Anacahuita, para lo cual no se hallaron diferencias significativas (Figura 3.21 E).

Por lo tanto, el dispositivo utilizado permitié evidenciar la preferencia por el olor
de un disco de hoja de Sen del campo frente a uno de Anacahuita. Dicha

preferencia no se vio reflejada en el tiempo requerido para la decision.
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Figura 3.21: Porcentaje de eleccion de hormiga recolectora en olfatdbmetro de

ambiente estacionario con opcion entre dos fuentes de olor. En los graficos se
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representa el porcentaje de eventos de decisiones hacia una fuente u otra para
cada colonia. Se presenta también el promedio y desvio estandar entre colonias.
Las fuentes de odorantes fueron: A) Control vs. esencia de Naranja (Chi2=6.48; gl=T,
p=0.01). B) Control vs. disco de Anacahuita (Chi2=2.63; gl=1;, p=0.10). C) Control vs.
discos de Sen del campo (Chi2=7.2; gl=1; p<0.01). D) disco de Anacahuita vs. disco
de Sen del campo (Chi2=5.26; gl=1; p=0.02). E) Tiempo requerido (segundos) para
gue una hormiga tome la decisidon de acercarse a una de las dos fuentes de olor

provenientes de discos de Anacahuita o Sen del Campo.

En conclusion, las claves olfativas de los discos de hojas frescas son suficientes
para generar el comportamiento de acercamiento y ademas evidencian una

preferencia por Sen del campo por sobre Anacahuita.

3.5 Discusion

A través del estudio de herbivoria a campo (Figura 3.11) y estudios en el laboratorio
de preferencia de consumo de hormigas cortadoras de hojas (Figura 3.13 A) se
obtuvieron dos especies vegetales, una menos y otra mas consumida (Anacahuita
y Sen del campo, respectivamente). Luego, se estudid en condiciones de
laboratorio la preferencia a nivel colectivo e individual, donde se constatd que las
colonias estudiadas prefieren recolectar hojas de Sen del campo (Figuras 3.15, 3.16,
320 Ay 3.21D). Asuvez se encontro que ante diversas ofertas vegetales, el primer
corte sobre un item es indicador de su consumo (Figura 3.14 B). También se
encontré que las claves volatiles de las especies vegetales en estudio son
suficientes para generar el acercamiento de una hormiga recolectora (Figura 3.21
D). La posibilidad de contacto fisico con el item aumenta la diferencia entre el
item preferido y no preferido (Figura 3.20 A). Mientras que la presencia de los
extractos de ceras cuticulares de estas especies disminuye la recoleccion del item
(Figura 3.17 B).
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El estudio de herbivoria a campo en 3 parches distintos de plantas nativas
permitié comenzar el abordaje de la problematica con una mirada integral del
sitio, considerar la disponibilidad de plantas nativas aledanas a cultivos y la
herbivoria a la que éstas son expuestas. Si bien no fue posible identificar la
exclusividad de la herbivoria por hormigas cortadoras de hojas, en ocasiones si fue
posible comprobar sobre especimenes vegetales estudiados, la presencia y

actividad de hormigas cortadoras.

Adicionalmente, pudo observarse cémo en época otonal el follaje de Sen del
campo y Sauce criollo disminuyd abruptamente, mientras que especimenes
mantenidos ante las mismas condiciones de humedad y temperatura de esa
misma temporada, pero bajo cuidado de dano por hormigas en las cercanias del
laboratorio, presentaron follaje todo el ano. Estos elementos permiten pensar que
la falta de follaje puede deberse a la herbivoria, particularmente por hormigas
cortadoras de hojas ya que fueron observadas in situ en estas especies (Figuras
311y 312).

Al evaluar el consumo en condiciones controladas de laboratorio pudimos realizar
comparaciones pareadas entre 2 hojas de area similar y mismo estado de
madurez de 8 especies vegetales distintas (Figura 3.13). Contamos para ello con 6
colonias de las cuales cada una de ellas presentd una jerarquia de consumo
levemente distinta a la del resto pero con semejanzas en términos generales
(Figura 3.13 B). Estos resultados, que fueron obtenidos en época estival, se
condicen con antecedentes que indican variaciones entre colonias de una misma
especie de hormigas cortadoras de hojas (Howard, 1987 y Perri et al., 2020), donde
hay influencia de la variabilidad anual en la preferencia de una colonia y la
variabilidad entre colonias debido a condiciones ambientales, de edad y tamano
de la colonia, la necesidad de la colonia y claves fisicoguimicas de las hojas
(Howard, 1987; Meyer et al,, 2006; Herz et al.,2007; Montoya-Lerma et al., 2012; dos
Santos et al., 2013; Arenas y Roces, 2017, Perri et al., 2020).

Sin embargo, cabe destacar que, en consonancia con estos antecedentes, hubo
especies vegetales en comun para todas las colonias dentro de los grupos mas y
menos consumidos: Verbena/Sen del campo y Anacahuita/Canelén,
respectivamente. Esto sugiere que si bien existen sutilezas en las preferencias

particulares de cada colonia, también existen factores comunes que pudimos
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utilizar para analizar con mayor profundidad las bases de estas preferencias de
consumo y que pueden ser tenidos en cuenta para su aplicacién en el marco de

estrategias de manejo de hormigas en el campo.

Nuestro analisis de jerarquia de consumo de especies vegetales (Figura 3.13 A) no
solo es novedoso en cuanto a la informaciéon que aporta sobre especies vegetales
nativas de la region del Bajo Delta del Parand, sino que ademas, revela
informacion de importancia agrondmica como por ejemplo, que Verbena
(Verbena bonaerensis) resulta significativamente mas consumida que la especie
forestal comercial (Salix babylonica). Este resultado es relevante en el marco de
estrategias push-pull, ya que Verbena podria representar un atractor para
hormigas en el contexto de una plantacién a la vez que resulta de facil
manipulacion en el campo por su caracter herbaceo y perenne (Anexo, Tabla A.2).
Ademas, corroboramos la hipotesis de que existen especies vegetales nativas mas
y menos preferidas que la especie comercial (S. babylonica). Encontramos
también que la especie Sen del campo podria ejercer un rol atractor y/o trampa
en el marco de una plantacidén con estrategia push-pull, con lo cual resulta
interesante su analisis a campo en este sentido. Sin embargo, un dato no menor
es el hecho de que presenta mas dificultades de manipulaciéon que Verbena ya
qgue se trata de una especie lenosa y arbustiva (Anexo, Tabla A.2) que podria
resultar una opcidon mMas resistente y durable ante la presencia humana, de
animales de carga (caballos), usos del territorio para silvicultura (territorio con
plantaciones de arboles y ganado) o presencia de animales nativos de gran porte

como los ciervos de los pantanos (Blastocerus dichotomus).

Por otro lado, obtuvimos claros ejemplos de especies nativas significativamente
menos preferidas que la especie comercial de Salix, como por ejemplo Caneldn
(Myrsine laetevirens), Anacahuita (Blepharocalyx Salicifolius), Seibo (Erythrina
crista-galli) y Palo amarillo (Terminalia australis) -(Figura 3.13 A)- que pueden ser
potencialmente utilizados como disuasorios en un esquema push-pull. Por lo
tanto, es informacidn valiosa que debe ser tenida en cuenta para el disefo de este
tipo de estrategias tal como se ha realizado antes con especies de vegetacion
espontanea (Perri et al,, 2020) pero con el beneficio adicional de utilizar especies
nativas y repoblar una regiéon doénde la flora nativa ha sido diezmada. Como se

menciona en la introduccidn de esta tesis, la reforestacion con flora nativa ademas
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impactaria positivamente en la fauna de la regién, particularmente incidiendo

positivamente en la poblacién de aves insectivoras.

Por otro lado, el experimento de jerarquia de consumo permitio la segmentacion
en comportamientos de acercamiento, de corte y de consumo (Figura 3.14). Este
analisis aportd informacion en relacion a que la decision de consumir un item no
es al azar, ni sélo en funcién del acceso o la abundancia del recurso, sino que
dependera de claves sensoriales que se ponen en juego antes y durante el primer
corte de hoja realizado, el cual define el consumo final. Esto se condice con
autores que fueron abordadxs en la introduccién, quienes sugieren que las claves
gue se ponen en juego son esencialmente olfativas pero también de palatabilidad
(Littledyke & Cherrett, 1976, Roces, 1994). Sin embargo, en el experimento
disefado para establecer la jerarquia de consumo, no fue posible identificar las
claves sensoriales que modulan el comportamiento de recoleccion del material
vegetal. Para abordar ello se decidié trabajar con las especies Anacahuita y Sen
del campo como ejemplos de especies mas y menos preferidas (Figura 3.13) y se
estudiaron las claves sensoriales que determinan la preferencia entre estos dos
items. Esta decision resultd de utilidad por las similitudes de estas dos especies en
cuanto a su morfologia y area foliar, sus caracteristicas leflosas, perennes, tasa de
crecimiento (observaciones en el laboratorio) y por ser de mayor facilidad su
obtenciéon en viveros. Esto ultimo fue un factor relevante ya que al momento de
comenzar esta tesis utilizar especies vegetales nativas de la regidn en estudio
resultd un problema en si mismo dada su baja presencia en la region, producto
de la deforestacion del monte blanco (1.1.2. Historizacion de la produccion local) y

la baja (o nula) produccion a gran escala en viveros.

En los dispositivos experimentales empleados para evaluar la preferencia grupal e
individual entre Sen del campo y Anacahuita (Figuras 3.9 y 3.10), el ataque de
herbivoria inicial fue simulado con el dano mecanico mediante un sacabocados
para obtener los discos frescos de hojas. Por lo tanto, en ambos experimentos los
volatiles emitidos por los discos de hoja pertenecen, por un lado, a los volatiles
propios e identificatorios de cada especie y, por otro lado, a los volatiles propios
del dano mecanico que simula la herbivoria. Al tener estos elementos en cuenta,

podemos considerar al olfatdbmetro de ambiente estacionario (Figura 3.10) como
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un dispositivo que permite evaluar el rol de claves olfativas que resultan
identificatorias de |la especie vegetal y de mecanismos indirectos de defensa. Por
otro lado, el dispositivo de plataforma (Figura 3.9) y el de recolecciéon colectiva
permiten evaluar la preferencia de manera tal que coinciden
temporoespacialmente las claves volatiles y las de contacto (mecanismos directos

fisicos y quimicos, asi como indirectos quimicos).

A partir de los resultados obtenidos en el olfatbmetro de ambiente estacionario
(Figura 3.21 A) podemos inferir que las claves olfativas son suficientes para generar
un comportamiento de acercamiento y, ademas, que éste evidencia la preferencia
por volatiles de Sen del Campo por sobre los de Anacahuita. De modo que la
hipotesis general de que las hormigas poseen la capacidad de detectar e
identificar especies vegetales preferidas en base a sus olores pudo ser
comprobada por este dispositivo. Debemos considerar que las claves volatiles
evaluadas fueron relevantes para la distancia estudiada. Resta indagar qué sucede
con otras claves sensoriales en otras instancias y en qué medida y a que
concentracion las hormigas podrian navegar un pluma de volatiles hasta un
planta preferida. Sin embargo, si bien el dispositivo permite evaluar que la especie
Sen del campo es preferida en funciéon de sus olores, el hecho de que haya cierto
grado de aceptacion también por Anacahuita, no permite concluir que se trate de
un rechazo o evitacion de esta Ultima. El tipo de dispositivo experimental implica
un comportamiento activo por parte de las hormigas, de modo que la evidencia
comportamental registrada es de acercamiento a la fuente de olor. Resulta
entonces relevante destacar que por el tipo de dispositivo experimental en el que
se contrastan las dos fuentes de volatiles, pueden generarse dos posibles
desenlaces: que el animal responda acercandose a un estimulo, o bien, que no
responde. La respuesta de acercamiento a uno de los estimulos es interpretada
como preferencia. Sin embargo, la no respuesta puede implicar rechazo por
ambos estimulos, la no resolucion de la preferencia, o bien que el animal no se
encuentra en estado o con la motivacion para responder comportamentalmente
(por ej. debido al estrés producto de la manipulacion). De este modo, el dispositivo
no resulta adecuado por si sélo para evaluar rechazo de una fuente de volatiles,

aungue si resulta adecuado para evaluar grados de preferencia.
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Al comparar los resultados obtenidos en el ensayo de la plataforma y en el
olfatometro de ambiente estacionario (Figuras 3.20 y 3.21, respectivamente)
observamos que las diferencias en la preferencia son mayores en el dispositivo de
plataforma. De hecho el porcentaje de recoleccion de Anacahuita disminuye en
un aproximadamente 20% al pasar de la modalidad olfativa a una que ademas
presenta claves de contacto. A nuestro entender esto implica que las claves
sensoriales olfativas pueden ser moduladas por otras claves sensoriales (de
contacto) que pueden incluir mecanismos de defensa directos (fisicos y quimicos)
o0 bien que quedan expuestos aspectos nutricionales de las hojas. El hecho de que
los discos de hojas frescas ya presentaban un dano mecanico, afectaria la
preferencia ya que cada especie contendra ademas volatiles de dano producto de
los mecanismos de defensa ante herbivoria. Queda pendiente resolver en qué
medida los volatiles de dano influencian la preferencia estudiada. Sin embargo,
gueda claro que no resultan disuasorios o repelentes ya que ambas especies, en
distinta medida, fueron aceptadas. Por lo tanto, esta seccién permitié corroborar
la hipdtesis de que las claves volatiles y de contacto son relevantes y determinan

el acercamiento y la recolecciéon de un item.

En relacion al andlisis del tiempo para la expresion comportamental de la
preferencia no se observaron diferencias estadisticamente significativas, pero si
una tendencia que es interesante de interpretar e investigar (Figura 3.20 C). Una
proporciéon importante de hormigas tomo la decisién de levantar un disco en
menos de un minuto. Cuando fue asi, el tiempo resultd indistinto para Sen del
campo y para Anacahuita. Cuando los tiempos fueron mayores, las hormigas sélo
recolectaron discos de Sen del campo, la cual resulta en términos generales la
especie mas preferida. Esta posibilidad indicaria la presencia de un grupo de
animales, que se encuentren menos motivados a recoger el material y en ese
caso se vuelvan mas selectivos y sélo levantan Sen del campo. Por otro lado, el
hecho de que la recoleccion de Anacahuita fue escasa pero rapida indicaria que
los animales no tienen un rechazo por la misma. Finalmente, no debe descartarse
la existencia de diferencias de preferencia entre individuos, incluso de la misma

colonia.

Si bien los volatiles de estas especies nativas resultan suficientes para evocar una

respuesta comportamental de acercamiento y consumo, la diferencia en la
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eleccion resulta mayor si mas modalidades sensoriales participan en la toma de
decision tanto a nivel individual (Figura 3.20 y 3.21) como colectivo (Figura 3.15).
Estos resultados permiten complejizar el analisis en relacion a otras claves
sensoriales que podrian modular la eleccion basada en los volatiles de las
especies vegetales. No obstante, resulta relevante destacar la importancia del
analisis tanto individual como colectivo de una colonia de organismos,

especialmente cuando se trata de especies eusociales.

Previamente se consideraba una colonia como un superorganismo (Wheeler, 1911)
mientras que en la actualidad existen otras posturas, como la del organismo con
un sistema auto-organizado con una inter-identidad (Canciani et al, 2019).
Canciani y colaboradores abogan por entender a las colonias de organismos
eusociales como sistemas en forma de red donde las interacciones se dan en el
marco de trabajo auto-organizado que le confiere a nivel colectivo una
complejidad mayor a otros grupos de organismos, y no requiere de un control
vertical respecto a su organizacion. Esto implica que las colonias de organismos
eusociales se comportarian con individualidad, es decir, que habria una cohesion
tal en su organizacion que regule los comportamientos individuales de manera
gue se comporte como una unidad en términos reproductivos y en cierta medida
en términos de su fisiologia y desarrollo. Estos elementos son ejemplos de
inter-identidad, entendida como la identidad emergente de diferentes
identidades interactuando, que a su vez, son afectadas por la identidad
emergente que conforman. De ello se desprende, la importancia del analisis del
comportamiento de organismos eusociales no sélo en términos individuales sino
colectivos y en funcién de la colonia a la que pertenecen. Esta propuesta se
condice con las observaciones obtenidas ya que, si bien ciertos animales tienen
una preferencia clara hacia una especie a nivel individual (Figuras 3.21A y 3.20 A)
esto no se ve necesariamente reflejado a nivel de la colonia (Figura 3.15); e incluso
cada colonia analizada tuvo una jerarquia de preferencia levemente distinta
(Figura 3.15 B).

Al analizar las preferencias en la eleccion a nivel colectivo (Figura 3.15) los
resultados fueron consistentes con aquellos encontrados a nivel individual (Figura
3.20 y 3.21). Incluso, las diferencias en el primer disco colectado (Figura 3.15 A) son
similares a las halladas a nivel individual (Figura 3.21 D). Sin embargo, si bien los

discos de Sen del campo son colectados en mayor medida, los discos de

103



Anacahuita, aunque mas lentamente, siguen siendo colectados a pesar de que
existan aun discos de Sen del campo en la arena experimental (Figura 3.15 C y D).
En multiples oportunidades se registraron observaciones de hormigas que
intentaron recolectar alguno de los discos de hoja fresca y fueron interceptadas
por otra/s, también hubo multiples casos de hormigas que iniciaron pero no
concluyeron el comportamiento de recoleccion. Una posible explicacion a estas
observaciones podria ser que la aceptacion de un item se dé en pasos sucesivos,
es decir, ante claves volatiles de cercania y luego ante claves de contacto. Otra
posibilidad, no excluyente de la primera, es que las decisiones individuales sean
moduladas por congéneres. Esta propuesta se ajusta a los resultados del
olfatbmetro de ambiente estacionario (Figura 3.21). Al revisar estos resultados
vemos que, los datos obtenidos permiten inferir que los volatiles de Sen del
campo resultan atractivos para las hormigas recolectoras pero también que
existen, aungue en menor proporcion, hormigas que se ven atraidas a los volatiles
de Anacahuita (Figura 3.21). De modo que proponemos que la preferencia por
volatiles de Sen del campo es mayor a aquellos de Anacahuita y que esta
preferencia seria luego reforzada ante las claves de contacto. Sin embargo, ante la
posibilidad de un conflicto en el cual los estimulos sensoriales no sean lo
suficientemente salientes para definir un comportamiento de recoleccién/no
recoleccion, entonces, las hormigas requeririan y/o serian beneficiadas por
retroalimentacion (positiva o negativa) de sus congéneres. Un ejemplo de ello
seria a través del comportamiento de delay rejection (Herz et al.,2008) o la
informacion del “basurero” (Arenas & Roces, 2016.). Estas posibilidades estan en
l[inea con la propuesta de la colonia como una inter-identidad (Canciani et al,,

2019).

Considerando la colonia como una inter-identidad (Canciani et al.,, 2019) cabe
analizar su preferencia. Para ello habria que evaluar las consecuencias de la
recoleccion sobre el hongo, lo cual se vera reflejado en el comportamiento de las
hormigas: éstas dejaran de recolectar aquel material que sea perjudicial para el
hongo simbionte, la materia organica muerta de camaras fungicas se acumulara
en el sector de residuos asi como el material vegetal recolectado que resulte
perjudicial. Adicionalmente, si alguna hormiga intentara recolectar el material

vegetal perjudicial para el hongo, otras impedirian el ingreso de este material a la

104



colonia (Arenas, 2016a). En los estudios realizados la preferencia colectiva se
condice con la preferencia individual y la jerarquia de consumo evaluada en el
laboratorio y en el campo, donde Sen del campo es preferida por sobre
Anacahuita (Figura 3.13, 3.15, 3.18, 3.20 y 3.21). Resulta interesante entonces resaltar
gue las distintas instancias de evaluacion a campo y en el laboratorio, individuales
y colectivas, han aportado informacidon relevante y consistente en relacién a las
preferencias por estas dos especies vegetales, resultando en una marcada
preferencia por Sen del Campo mientras que otras como la relevancia de los
extractos de ceras cuticulares de las hojas (Figura 3.18) mostraron no ser
suficientes para desencadenar el comportamiento de recoleccion, incluso la
presencia de extractos de ceras cuticulares sugiere cierta valencia negativa ya que
los discos control fueron significativamente mas colectados (Figura 3.17 B). El
tener en cuenta todos estos elementos da motivos suficientes para reforzar la
hipotesis de que las claves de contacto son una segunda instancia de
incorporacion de informacién relevante para la toma de decision, luego de las
claves volatiles de cercania.

Para finalizar podemos dar cuenta de que los dispositivos utilizados, en su
conjunto, resultaron Utiles para contrastar las hipdtesis planteadas y para
comprender como una/s modalidad/es sensorial/es, en este caso, de contacto,

puede modular otra/s, en este caso, volatiles.
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Capitulo 4: Plasticidad en la preferencia de recoleccién en

funcion de la experiencia

4.1 Introduccion

En el capitulo anterior se menciond que el comportamiento colectivo en insectos
sociales surge de las multiples interacciones individuales (Arenas y Roces, 2015), lo
cual da lugar a patrones altamente estructurados (Bonabeau et al, 1997). Un
ejemplo de ello son los patrones de retroalimentacion positiva en la recoleccion,
gue se basan en sefales quimicas como las feromonas (Deneubourg y Goss, 1989).
Sin embargo, el comportamiento observado a nivel individual no necesariamente
se refleja de la misma manera a nivel colectivo. Algunos comportamientos que a
nivel individual se identifican de forma discreta o categdrica, pueden describirse y
cuantificarse como variables continuas a nivel colectivo, dependiendo de cuantos
individuos los realizan y cuantos no. Ademas, es importante senalar que los
comportamientos de recoleccion a nivel colectivo no estan determinados por
necesidades o logicas individuales, sino que se ajustan a las necesidades de la
colonia. En muchos casos, estas necesidades estan relacionadas con el
crecimiento y los requerimientos del hongo simbionte, y solo de manera indirecta
y a modo transitivo con los requerimientos de las hormigas (Arenas y Roces, 2018).
Cuando las hormigas recolectoras retornan a la colonia, éstas obtienen
informacion relevante acerca de otros recursos disponibles y pueden modificar su
conducta de recoleccion dependiendo de esta nueva informacién (Arenas y
Roces, 2018). Por lo tanto, la colonia actla como un nodo de informacion.

En la Introduccion general y en el Capitulo 3 se destaco la importancia de diversas
claves sensoriales, especialmente las quimicas volatiles, como herramientas para
la orientacidn y el reconocimiento de especies vegetales por parte de las
hormigas cortadoras. Es por ello que cada espécimen vegetal puede entenderse
como una fuente de multiples estimulos que son asociados al estimulo
recompensante de una recoleccion exitosa y a las consecuencias finales de la
recoleccion, es decir, los efectos en el hongo simbionte, ya sean éstos beneficiosos

0 negativos para el hongoy, por lo tanto, para la colonia.
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Se ha demostrado que la eficiencia en la recoleccion mejora significativamente
con la experiencia acumulada en la tarea y con la colaboraciéon grupal (Li et al,
2014). En este capitulo evaluamos la existencia de dos tipos de preferencias: las
innatas y las adquiridas. Las primeras refieren a preferencias inherentes a cada
grupo de interés (en este caso: hormigas recolectoras) y que se expresan sin que
medie experiencia previa con la especie vegetal, ya sea aceptacion o rechazo. Las
segundas refieren a preferencias que emergen a través de la experiencia con la
especie vegetal. En términos practicos, nos referimos a la posibilidad de que las
hormigas pasen a aceptar o preferir una especie vegetal inicialmente rechazada o

ignorada, o a rechazar una especie vegetal inicialmente atractiva.

Cuando cierta informacion adquirida en base a la experiencia se mantiene en el
tiempo se denomina memoria y, de manera genérica, se llama memoria a la
combinacion de procesos que incluyen la codificacion de la nueva informacion, su
almacenamiento y su evocacion. La existencia de procesos de aprendizaje y
memoria, se evidencia comportamentalmente como un cambio en la conducta.
Un ejemplo de ello en el contexto de la recoleccion por hormigas es la plasticidad
asociada a la recoleccion de items con fines alimenticios. El aprendizaje y la
memoria pueden evidenciarse como la modificacion de las preferencias por los
items a recolectar, ya sea pasando a aceptar o preferir items que no eran
recolectados en un origen, o que pasen a ser rechazados luego de haber estado
entre los aceptados. El panorama es mas complejo si ademas consideramos que
individualmente las hormigas cortadoras pueden estar sujetas a modulaciones de
sus preferencias en funcion de influencias del comportamiento colectivo. Bien
podria esperarse que una hormiga cambie su preferencia de recolecciéon, y que
ello no dependa de una experiencia directa con la recoleccién de un determinado
recurso, sino que ese cambio sea resultado de interacciones con companeras de
colonia, o en base a informacion que se desprende del funcionamiento colectivo
de la colonia. Por ejemplo, el tipo de items de descarte que se acumulan fuera del
hormiguero por no haber sido incorporados o por haber sido removidos del
hongo simbionte, también constituye informacién disponible para las hormigas
recolectoras al entrar y salir de hormiguero, y se sabe que ello afecta el perfil de
recoleccion (Arenas y Roces, 2015). Deben contemplarse también fendmenos de

aprendizaje de rechazo demorado (delayed avoidance en inglés), el cual consiste
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en el rechazo de la colonia por items recolectados y que solo varios dias o
semanas después muestran un efecto negativo sobre la colonia o sobre el hongo
simbionte (Herz et al, 2008). En dicho casos, resulta crucial reconocer las
caracteristicas del item que resulto perjudicial varios dias o semanas después de
su recoleccion, y de esa manera poder evitarlos (Arenas y Roces, 2015). El
aprendizaje de rechazo demorado se ha reportado tanto en experimentos en
laboratorio (North et al., 1999; Camargo et al,, 2003; Herz et al.,, 2008; Saverschek y
Roces, 2011) como de campo (Ridley et al,, 1996; Saverschek et al., 2010). Este efecto
pudo observarse a campo utilizando fragmentos de hojas y también granulos de
fungicida de sabor que luego se generalizd a otros sabores. Ademas, es relevante
destacar que las obreras y recolectoras, en sus propias areas de incidencia, son
capaces de rechazar material recolectado que sea potencialmente peligroso para
el hongo simbionte. De este modo la informacidn sobre qué item rechazar se
encuentra extendida en distintos ambitos de la colonia. A su vez, la aceptacion o
rechazo de un item puede depender del contexto en el cual la hormiga tomo
contacto con ese item. Cierto olor puede formar un aprendizaje apetitivo si se
presentd en el contexto del cultivo del hongo simbionte, mientras que el mismo
olor puede generar un aprendizaje aversivo si éste se presento en el basurero de
la colonia, donde se acumulan restos del hongo y hormigas muertas y en
descomposicion (Arenas y Roces, 2018). El caracter negativo que toma un item
gue esta presente en el basurero quedd recientemente demostrado en
experimentos a campo, en los cuales se reportd que hormigas de la especie A.
lundi pasan a rechazar hojuelas de avena, altamente palatables, después de
algunas de estas fuesen colocadas estratégicamente en el basurero de la colonia

(Alma et al., 2024).

En el Capitulo 3 describimos la jerarquia de consumo de 8 especies vegetales e
investigamos con mayor detalle el tipo de claves sensoriales que guian el
comportamiento de preferencia entres dos especies nativas ubicadas en los
extremos de dicha jerarquia. Los experimentos fueron llevados a cabo con distinto
numero de colonias y los resultados fueron consistentes aun entre colonias
distintas. Cabe aclarar que las colonias nunca fueron alimentadas con plantas que
después fueran a ser utilizadas en los experimentos. Esto fue realizado con el
proposito de homogeneizar al maximo el punto de partida de cada colonia,

teniendo en cuenta la posibilidad de que la experiencia previa y la alimentacion
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regular con una especie vegetal pudieran influir en la preferencia de la colonia por

esa especie.

En este capitulo se propuso evaluar en qué medida las preferencias que hemos
encontrado son innatas y rigidas, o si las mismas dependen de la experiencia. Para
ello, se llevaron a cabo experimentos con el objetivo de determinar el grado de
preferencia inicial de cada colonia y evaluar un posible cambio de preferencia tras
forzar a las colonias a recolectar durante varios dias exclusivamente de una

especie vegetal inicialmente menos preferida.

Estimamos que este tipo de informacion también es muy relevante en el disefo
de esquemas de reforestacion y estrategias de manejo push-pull de hormigas en

el contexto de plantaciones de interés comercial.

4.2. Objetivos e hipoétesis

Objetivo

Establecer si las preferencias de recoleccion observadas en el Capitulo 3 en
relacion a Sen del campo y Anacahuita son de naturaleza innata y si las mismas
son inamovibles, o constituyen una caracteristica plastica y modulada por la

experiencia.

1. El perfil de preferencia innata de A. ambiguus por Sen del campo y
Anacahuita puede ser modulada a través de la experiencia de recoleccion

con ambas especies.
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4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Disefo experimental y manejo de las colonias de

hormigueros.

Con el objetivo de determinar si el orden de preferencia entre dos especies
vegetales es de caracter rigido o si el mismo puede ser modificado por la
experiencia, se llevdé a cabo un experimento que tuvo como objetivo medir las

preferencias iniciales y posibles cambios en funciéon de la experiencia.

La figura 4.1 muestra el protocolo experimental y de manejo de cada colonia, para
medir las preferencias colectivas e individuales por Anacahuita y Sen del campo,

antes, durante y después de una secuencia de tratamientos.

Inicialmente se mantuvo a las hormigas privadas de alimento fresco. Sdlo
contaron con agua, avena, arroz y polenta durante 4 o 5 dias. Esto fue realizado
para homogeneizar las condiciones iniciales de las colonias y para hallarlos

motivados a recoger material fresco durante las mediciones.

Luego, se midid la preferencia de las hormigas recolectoras por discos de hojas de
Anacahuita y Sen del campo (lera medicion), tanto de manera individual como de

manera colectiva, del mismo modo que se lo hizo en el Capitulo 3.

Posteriormente se ofrecid a cada colonia sélo hojas de la especie que habia
resultado ser la menos preferida durante la determinacion inicial, que en todos los

casos fue Anacahuita.

Tras 4-5 dias se volvid a medir la preferencia individual y colectiva de las hormigas
recolectoras (2da medicién). Entre 4 y 5 dias después de continuar con la oferta de

hojas de Anacahuita se repitié una 3ra medicion.

Luego, se volvié a privar a la colonia de alimento fresco durante 3 o0 4 dias y se

llevo a cabo una cuarta medicion, también llamada “final” de la etapa Anacahuita.

Con dos colonias se pudo continuar el experimento a una segunda etapa que
consistidé en ofrecer hojas frescas de Sen del campo. Se midid 4-5 dias después

(5ta medicion) y de nuevo a los 8-10 dias de oferta exclusiva de Sen del campo (6ta
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medicion). Por ultimo volvid a dejarse a las colonias sin material fresco por 5 diasy

se realizoé la Ultima determinacion de preferencia (7ma medicion).

Cada experimento completo con una colonia tuvo una duracion de 26-33 dias.
Dados los requerimientos del disefio experimental, el experimento pudo llevarse a
cabo de a una colonia por vez. La longitud variable que se indica en ciertos
intervalos, por ejemplo 4-5y 8-10 d, fue porque se evité hacer determinaciones de

preferencia los dias de Iluvia o dias con condiciones climaticas inestables.

o INICIO

4.5 dias DURACION
Deprivacién de alimento fresco * Total: 26-33 dias
. o * Alimentacién con cada
0 1ra Medicion especie: 8-10 dias
4-5 dias /
TIPO DE ALIMENTACION
@ 2da Medicién ad libitum
N ANACAHUITA
4-5 dias (Blepharocalyx salicifolius)
Especie € menos

°3ra Medicion \ SEN DEL CAMPO

3-4 d Ila S (Senna corymbosa)
Deprivacion de alimento fresco p mas

o 4ta Medicién
- MEDICION: ENSAYOS DE
4-5 dl’as\

PREFERENCIA
Individual Colectiva

0 5ta MEdiCién % ( gli;
4-5 dl’as\ @ Y,
' 5..

o 6ta Medicion
3-4dias

Deprivacién de alimento fresco

o 7ma Medicién

Figura 4.1: Esquema del diseno experimental utilizado.

4.3.2: Ensayos de preferencia

Se utilizaron los mismos ensayos de preferencia detallados en el Capitulo 3. Se

utilizd el dispositivo de la plataforma para determinar la recolecciéon a nivel
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individual, y se utilizd la arena de 12 discos para determinar la preferencia

colectiva.

4.4 Resultados

4.4.1 Innato o adquirido: ¢(La preferencia depende de la

experiencia?

Para evaluar si el orden de preferencia entre Sen del campo y Anacahuita es una
caracteristica innata y rigida, o si el mismo puede ser modulado por la experiencia
de la colonia se realizaron experimentos en la plataforma de recoleccion
individual (Figura 3.9) y en la arena de preferencia colectiva (Figura 3.8). El
experimento comenzo con 3 colonias. Con dos de ellos pudieron completarse las
dos etapas, una primera de oferta exclusiva de Anacahuita y una segunda de
oferta exclusiva de Sen del campo (Figura 4.1) Con una de las colonias se pudo

completar solo la primera etapa de oferta exclusiva de Anacahuita.

Plataforma de recoleccién individual

La figura 4.2 muestra los resultados de preferencia individual por discos de Sen
del Campo y Anacahuita, discriminados por colonia y a lo largo de las sucesivas
mediciones: antes, durante y después de los tratamientos, con oferta exclusiva de

Anacahuita o Sen del campo.

Primero se evalud si la recoleccion de discos de ambas especies al inicio del
experimento diferia de una distribucion al azar y si ésta era homogénea entre
colonias. En esta instancia inicial no se hallaron diferencias entre colonias
(Chi*=0.57 ; gl=2 ; p = 0.74), pero si claras diferencias respecto de una distribucion
esperada al azar. La misma resultd a favor de una clara preferencia por discos de
Sen del campo (Chi”=16.13, gl=1 ;p<0.01) tal como habia sido determinado en el

Capitulo 3.
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En la segunda medicion, luego de 4 a 5 dias de Anacahuita como Unica oferta de
hojas frescas, la situacion cambid. Esta vez hubo diferencias significativas entre
colonias (Chi?’=75, gl=2; p=0.02) y en términos generales la recoleccion de discos
de ambas especies se iguald (Chi*=1.2; gl=1; p=0.27). En la tercera medicidén, luego
de 8 a 10 dias de oferta exclusiva de Anacahuita, la recoleccién de ambas especies
volvid a ser semejante a la inicial y a favor de Sen del campo. Si dicha reversion se
hubiese consolidado en las siguientes mediciones, podria tratarse de una
evitacion de Anacahuita debido a un efecto adverso de ésta sobre el hongo o la

colonia.

Previo a la cuarta medicién, se volvid a dejar a las colonias durante 4 dias sin
ingreso de material fresco, para hacer la determinaciéon de las preferencias entre
ambas especies similar a la inicial y en la cual se habia observado la preferencia
por Sen del campo. Esta vez se hallaron diferencias entre colonias (Chi*=7.75 ; gl=2;
p=0.02) y en términos (Chi’=1.81; gl=1; p=0,178), por lo cual interpretamos que las
preferencias entre ambas especies se equipararon luego de que las colonias

estuvieran forzadas a incorporar Anacahuita a la circulacion del hormiguero.

Terminada la primera etapa, las colonias comenzaron a recibir Sen del campo
como oferta exclusiva de material fresco. Desde esta etapa del experimento solo
pudo continuarse con dos colonias. El analisis de preferencia luego de 4 dias de
incorporacion exclusiva de Sen del campo no mostré diferencias entre la
recoleccion de una especie u otra (Chi2=1.69, p=0.194) pero si un efecto dispar
entre colonias (Chi2=6.68, p=0.035) . Un perfil muy similar de recolecciéon de
Anacahuita y Sen del campo se repitio 10 dias después de recoger exclusivamente
Sen del campo y en la determinacion final, luego de 4 dias sin incorporacion de

material fresco.

Todos los analisis de preferencia fueron complementados evaluando el tiempo de
manipulacion de cada disco de hoja que fue recolectado. La figura 4.2 B muestra
cada valor, ademas del promedio y error estandar, discriminados en funcion del
tipo de disco y de la instancia del experimento. Se hallaron diferencias
significativas para los tiempos de manipulacién de Anacahuita y Sen del campo,
en la sesion inicial y final de la primera etapa, asi como en la quinta medicion
luego de iniciar la oferta exclusiva de Sen del campo (Prueba de Mann-Withney,

U=18; p=0.03 ; U=50; p<0.01 ; U=14, p<0.05, respectivamente), pero no se hallaron
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diferencias para los tiempos de manipulacion de una misma especie antes y
después de los tratamientos. Por lo tanto, no creemos que esta variable resulte

indicadora de un cambio en la preferencia.
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Figura 4.2: Preferencia por Anacahuita y Sen del Campo antes, durante y después
del tratamiento con oferta exclusiva de Anacahuita y Sen del campo. Arriba de los
graficos se representa el esquema del diseno experimental. Cada medicion se
indica con esferas naranjas sobre la linea temporal, en gris, y las hojas indican el
material vegetal utilizado para alimentar las colonias, primero Anacahuita y luego,
Sen del campo. A) Cada punto del grafico corresponde a una colonia y representa
el porcentaje de hormigas que levantd el disco de Anacahuita o de Sen del

campo. En cada caso se indican la media y error estandar entre colonias. Cada
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color corresponde a una colonia distinta. B) Cada punto del grafico corresponde al
tiempo de manipulacién de cada disco de hoja recolectado (segundos) en
funcion del tipo de disco (Anacahuita, en negro y Sen del campo, en blanco) y de

la etapa del experimento.

En resumen, observamos diferencias en los perfiles de recolecciéon inicial y final,
luego de que las hormigas recolectaron durante 10 dias y como unica opcion la
especie vegetal inicialmente menos preferida, Anacahuita. Sin embargo, los
cambios resultaron ser dispares entre colonias, a pesar de que todos ellos fueron
tratados siguiendo estrictamente el mismo protocolo y esquema de manejo. Los
tiempos de manipulacion de discos de Sen del campo y Anacahuita mostraron
diferencias entre si, con la misma tendencia observada en el Capitulo 3. Sin

embargo, dichos tiempos no se alteraron con el tratamiento.

Ensayos de preferencia colectiva:

En cada etapa del experimento también se analizé la preferencia colectiva por
Sen del campo y Anacahuita utilizando la arena de recoleccidon en la que se

ofrecian 6 discos de una especie y 6 discos de la otra.

El perfil de recoleccion se evaludé en cada instancia del experimento, antes,
durante, y luego de los periodos con oferta exclusiva de Anacahuita o Sen del
campo. A diferencia del analisis mostrado en el Capitulo 3, en este caso se optd
por no tomar en cuenta el dato del primer disco recolectado, ya que se contaba
solo con tres o dos determinaciones (una por colonia y por instancia) y por ello no

fue considerado un dato confiable.

Para cada colonia y cada instancia del experimento el porcentaje de discos de
Anacahuita y de Sen del campo que fueron recolectados al llegar al 50% de la
oferta inicial (Figura 4.3). Si bien en este caso también sélo se cuenta con 3
determinaciones para cada instancia del experimento, cada dato surge de un
muestreo de 6 discos por medicion. El perfil de preferencias muestra una
distribucion dispar entre colonias en la etapa inicial y una distribucion de
preferencia a favor de Sen del campo aunque no llegd a ser estadisticamente
distinta de una distribucion esperada al azar (Chi# =2; p= 0.15). Conforme

transcurrié el experimento y las tres colonias fueron sometidos al mismo
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tratamiento con oferta exclusiva de Anacahuita, la distribucion entre colonias se

hizo mas homogénea.

Al cambiar la oferta por Sen del campo, la respuesta volvié a ser dispar entre

colonias y tendieron a igualarse recién en la medicion final del experimento.
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Figura 4.3: Porcentaje de discos de Anacahuita y de Sen del campo recogidos al
llegar al 50% de la oferta inicial en cada medicidén del experimento. Cada punto
representa los resultados de una colonia y un mismo color representa los

resultados de una misma colonia, correspondientes a una Unica medicion.

Los datos de esta seccidon no llegaron a ser suficientes para generar un analisis e
interpretacion rigurosa de los efectos. Sin embargo, las tendencias observadas
sugieren que las preferencias por ambas especies no fueron estables a lo largo del
experimento, lo cual podria estar vinculado a modulaciones inducidas por los
tratamientos. Ademas, los efectos no fueron homogéneos para todas las colonias,
lo cual impulsa la hipdtesis de preferencias ajustables en base a la experiencia y

requerimientos particulares de cada colonia.
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Selectividad

Se analizo el indice de selectividad en funcion de los discos de hojas recolectados,
para cada una de las etapas experimentales (Figura 4.4). Los perfiles observados
corroboran la selectividad por Sen del campo sobre Anacahuita en la etapa inicial
del experimento (Figura 4.4 A). En las etapas posteriores, dicha selectividad se fue
suavizando, aungque en ningun mMmomento se observd una inversion completa
hacia una mayor preferencia por Anacahuita. Por lo tanto, se interpreta que las
preferencias tendieron a igualarse (Figura 4.4 B), es decir, no se evidencia
selectividad. Al final del experimento, luego de 10 dias de haber vuelto a recolectar
Sen del campo, el perfil se mantuvo sin selectividad por las especies en estudio en
los primeros discos recolectados (Figura 4.4 C - totalidad de las mediciones en

Anexo figura 5).

118



1ra Medicion A

1.0q @& @&
- ] o Sen del Campo
o
>
= o] ==
s ] ° @
@ 0.5 o o ® -
@ -
o
@
L
o
£ ]
0.0 I I I I I I 1 I I I I I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12
Disco
- B
4ta Medicion
1.0 &
- © Sen del Campo
-]
o
>
= —
° & E} =
@
. 0.5 ® L T
o°
@
0
o
£
0.0

— T 1 1T 1 1 T T T T 11
12 3 4 5 6 7 8 9 101112

Disco

7ma Medicion

i tie,

O Sen del Campo

Indice de selectividad

T T T 1 T 1
2 3 45 6 7 8 9 101112

Disco

Figura 4.4: Indice de selectividad calculado en base a la ecuacion 1 (Capitulo 3) en
funcion de los discos recolectados de Sen del campo y Anacahuita tomando a Sen
del campo como item focal: A) Primera medicion (Inicial); B) Cuarta medicion
(final, luego de exposicion a Anacahuita); C) Séptima medicion (final, luego de

exposicion a Sen del campo).
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En funcion de estos resultados podemos decir que la selectividad hacia Sen del
campo en el momento inicial se pierde luego de la experiencia con Anacahuita.
De este modo, no resulta tan evidente la reconstruccion de la selectividad de
alguna de las especies en estudio a lo largo de esta experiencia. Con lo cual,
podemos decir que, en principio, la experiencia con Anacahuita genera la pérdida
de selectividad por Sen del campo y, ademas, que no exista selectividad por

ninguna de las dos especies, al menos durante la ventana temporal analizada.

4.5 Discusion

Las hormigas cortadoras de hojas son insectos altamente generalistas, cuya
eleccion de plantas no solo depende de sus preferencias individuales, sino
también del impacto que los sustratos recolectados tienen sobre el hongo que
cultivan (Wirth et al., 2003; Hubbell et al., 1983). En este contexto, y en relacidn con
los experimentos realizados en esta tesis, en los cuales se evalué la preferencia de
las hormigas por plantas nativas de la misma region, se puede asumir que
muchas de las preferencias observadas son el resultado de extensos procesos
evolutivos, asi como de la seleccidon de comportamientos de recoleccidon
altamente adaptativos y especializados. A partir de esta premisa, y considerando
el potencial de los datos generados en esta investigacion para el diseno de
estrategias de manejo de hormigas en plantaciones forestales, surge la pregunta
sobre la robustez o plasticidad de estas preferencias.

El inicio del experimento permitid corroborar que las hormigas A. ambiguus
presentan preferencia de recoleccion por Sen del campo sobre Anacahuita. Esta
preferencia se did en las tres colonias que no habian tenido experiencia previa con
ninguna de las dos especies vy, por lo tanto, podemos interpretar que se trata de la
expresion de un preferencia innata y conservada. El hecho de que sea innata, no
significa que sea inamovible y que no pueda cambiar dependiendo de la
experiencia o de requerimientos cambiantes de la colonia. Por ello se desafid a las

colonias a recoger Anacahuita como Unica opcion disponible (la especie menos
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preferida) para evaluar si el perfil de preferencias podia reajustarse en base a la
nueva informacién una vez que Anacahuita comenzara a ingresar y circular por el
hormiguero.

En la etapa de oferta exclusiva de Anacahuita se comprobd que las hormigas
recogieron el material vegetal ofrecido y el mismo fue incorporado a la camara del
hongo (no mostrado). A simple vista no se detectaron cambios en el hongo que
pudiesen estar vinculados a un efecto adverso de Anacahuita. El régimen de
incorporacion de material fresco siguid patrones colectivos de recoleccion y
aceptacion regulares.

Durante la determinacion de preferencias en la etapa de recoleccion de
Anacahuita y al final de ésta, se notaron cambios en los indices de preferencia
entre Sen del campo y Anacahuita. En términos generales |la opcidén por escoger
Anacahuita paso a igualar a la de Sen del campo. Esto se vid en la plataforma de
preferencia individual (Figura 4.2 A), en la arena de preferencia colectiva (Figura
4.3 A) y también resultd visible en el indice de selectividad (Figura 4.4 B). Estos
resultados indican que la preferencia inicial, tanto individual como colectiva, no
son inamovibles, sino que pueden ser moduladas a través de la experiencia.
Interpretamos que la preferencia de Anacahuita aumentd porque este tipo de
discos no tuvieron un efecto adverso sobre la colonia y, en consecuencia, paso a
ser tan aceptada y preferida como Sen del campo.

Resulta de interés, poder repetir experimentos similares a los descritos, pero con
plazos temporales mas largos, ya que un posible efecto adverso de Anacahuita
sobre el hongo o las hormigas, podria requerir mas tiempo o mayor volumen de
incorporacion al nido. Cabe indicar que los tiempos utilizados en nuestro diseho
experimental estuvieron basados en los tiempos de rechazo observados cuando
los recortes de hojas recogidas eran impregnadas con un potente antifungico que
afecta el hongo simbionte (Arenas y Roces, 2017).

Volviendo a los resultados de esta tesis, es necesario notar que el efecto fue dispar
entre colonias. Algunas colonias mostraron una modulacion clara mientras que en
otras no se encontré el mismo efecto. Estas diferencias llevan a interpretar que
cada colonia ajusta las preferencias de recoleccidn a requerimientos y dinamicas
propias y que la manipulacidon experimental llevada a cabo en base al cambio de
material vegetal ofrecido es s6lo una de las variables que afectan la decisidon

colectiva de la recoleccion.

121



Por limitaciones técnicas, de material y colonias disponibles, y de tiempo, no se
pudieron probar otros tratamientos. Hubiese resultado sumamente interesante
evaluar qué ocurre con la preferencia después de tiempos mas prolongados de
recoleccion exclusiva de Anacahuita o Sen del campo, o qué ocurriria en
situaciones extremas y prolongadas de escasez de material fresco, para asi
estudiar las preferencias de recoleccion bajo distintos grados de motivacion por
recolectar.

En la segunda etapa del experimento paso a ofrecerse exclusivamente Sen del
campo. Se comprobd (no mostrado) que las hormigas aceptaron el material y lo
incorporaron de modo regular al nido. Al final de esta etapa se midié por ultima
vez la preferencia y se observé que la restitucion de la preferencia inicial por Sen
del campo no es clara, por lo tanto esto sugiere que no habria preferencias de

selectividad por ninguna de estas especies.

En resumen, se obtuvieron mediciones que apoyan la hipotesis de que las
hormigas ajustan sus preferencias de recoleccion en base a la experiencia.

Los resultados encontrados nos permiten destacar la importancia de considerar la
plasticidad en las preferencias y perfiles de aceptacion al momento de disenar la
utilizacion de ciertas especies vegetales como cultivo de atraccion o repelentes en
el contexto de una plantacion de interés. Es importante tener en cuenta tanto las
preferencias innatas como la posibilidad de que dichas preferencias pueden
cambiar adaptandose a la oferta y a las consecuencias que recursos inicialmente

preferidos o no preferidos puedan aparejar.
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Capitulo 5: Caracteristicas foliares que afectan la recolecciéon

5.1 Introduccioén

Las plantas terrestres y los insectos han co-evolucionado por mas de 400 millones
de anos dando como resultado distintos tipos de interaccionesy, a través de éstas,
se ha incrementado la diversidad de ambos tipos de organismos
(Furstenberg-Hagg et al, 2013). La evidencia de ello se halla en las especies
vegetales a través de especializaciones morfoldgicas y en la capacidad de
reconocer de manera especifica moléculas ajenas o sefnales de células propias
danadas, por ejemplo ante masticacion, sucto-picacion, patdégenos, presencia de
huevos, etc. (War et al, 2012; Furstenberg-Hagg et al., 2013). Las plantas generan
metabolitos que para su estudio se clasifican en metabolitos primarios y en
compuestos bioactivos especializados (en el pasado denominados metabolitos
secundarios) -Furstenberg-Hagg et al., 2013-. Los primeros son comunes a todas
las plantas y son necesarios para el crecimiento, desarrollo y reproduccion del
organismo mientras que los segundos Nno se encuentran de manera universal en
todos los taxa y no aparentan tener un rol en el metabolismo primario. Sin
embargo, pueden estar asociados a otro tipo de funciones como por ejemplo, las
defensas y la polinizacion. Dada la diversidad de estructuras quimicas, la
clasificacion de estos compuestos puede ser compleja. Una clasificacion simple
distingue: compuestos nitrogenados, terpenoides, compuestos fendlicos y
compuestos acetilénicos (Schoonhoven et al, 2005). Estos compuestos pueden
cumplir su rol como semioquimicos (modificadores del comportamiento de
insectos). Entre los semioquimicos de interés para esta tesis estan los
aleloquimicos, los cuales son compuestos no nutritivos, producidos por un
individuo de una especie y que afecta el crecimiento, comportamiento o biologia
de un individuo de otra especie. Estos compuestos podrian actuar como claves
sensoriales de atraccion durante el reconocimiento de la planta (kairomonas) o

como repelentes (alomonas) (Schoonhoven et al., 2005).

Para el desarrollo de este capitulo nos centramos en las caracteristicas foliares
gue podrian afectar el comportamiento de recoleccién de las hormigas. En
particular analizamos caracteristicas fisicas de las hojas, metabolitos

especializados (compuestos volatiles y polifenoles) y elementos nutricionales
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(cantidad de materia organica, azucares y proteinas) producidos por las especies

vegetales en estudio.

Caracteristicas fisicas

Algunas caracteristicas fisicas de las hojas pueden actuar como barreras para los
herbivoros. Estas barreras fisicas comprenden, entre otras, la dureza de las hojas
(el tejido lignificado), el tipo y densidad de tricomas y la pelicula de ceras
cuticulares (Erb y Reymond, 2019).

La dureza de las hojas permite predecir las tasas de herbivoria (Coley, 1983),
aumenta con la maduraciéon y, en ciertos casos, puede dificultar la penetracion
por parte del aparato mandibular de insectos e incrementar su desgaste
(FUrstenberg-Hagg et al,, 2013), como se ha observado en las mandibulas de
hormigas cortadoras de hojas (Camargo et al, 2016). Los tricomas pueden
proporcionar proteccion ante herbivoria por insectos, incluso en algunas especies
vegetales se observd que pueden aumentar en densidad como respuesta
defensiva; su modo de accidn se basa en generar una barrera que impide el
acceso a la superficie vegetal y el traslado sobre ella, de modo que los tricomas
disminuyen la tasa de depredadores, parasitoides o herbivoros (Schoonhoven et
al., 2005; Southwood, 1986). Existen dos tipos de tricomas: glandulares, los cuales
contienen glandulas elaboradoras de productos bioactivos, y no-glandulares, que
previenen el contacto de insectos con la superficie, limitan su movimiento o
funcionan como trampas. La pelicula de ceras cuticulares puede tornar mas
resbaladiza la superficie foliar, y su composicion fisicoquimica se modifica segun
la especie, el desarrollo, la estacion del ano y la temperatura (Schoonhoven et al,,
2005).

Compuestos organicos volatiles

Se trata de compuestos de bajo peso molecular y alta presion de vapor a
temperatura ambiente (Knudsen et al, 2006). A nivel ecolégico interactuan con
otras especies mediando la comunicaciéon: inter e intra planta (Baldwin et al,
2006 y Arimura et al,, 2009), planta-insecto (Blande, 2017 y Moreira et al,, 2018a) y

planta-polinizador (Schiestl y Johnson, 2013). Pueden ser sumamente especificos,
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en interacciones con organismos especialistas, y pueden ser emitidos desde el
sector danado u otros, tanto por encima como por debajo del suelo. La emisidon de
volatiles puede ser constitutiva o variar como producto del dano mecanico, la
herbivoria, suctopicacion o postura de huevos (Turlings y Tumlinson, 1992).
Ademas, pueden atraer “enemigos naturales” de los herbivoros (Dicke, 1999) o
bien ser repelentes o disuasorios de éstos ultimos (Bruinsma y Dicke, 2008). La
emision de estos compuestos es dependiente de la especie, el drganoy el estado
de desarrollo de la planta asi como de los factores ambientales bidticos y abidticos
(Holopainen y Gershenzon, 2010). Sin embargo, a pesar de que existen ciertos
volatiles tipicos de una especie o género en particular, también los hay comunes a
casi todas las plantas, los denominados volatiles de hoja verde. Estos ultimos
consisten en un esqueleto de 6 carbonos, se emiten de manera inmediata luego
del dano (0-5 min), ya sea en el tejido danado u otros, se corresponden a
aproximadamente el 50% de las emisiones y son isomeros de hexanol, hexenal o
hexenil acetato (Holopainen, 2004, Furstenberg-Hagg et al., 2013). Ademas, si bien
pueden ser atractivos para ciertos organismos, a la vez pueden generar efectos
negativos (Erb y Reymond, 2019). Del mismo modo, también existen volatiles que
pueden ser producidos de manera constitutiva o sintetizados luego del dano al
tejido vegetal. Una categorizacion simple los clasifica en terpenoides, compuestos
aromaticos y nitrogenados -Figura 5.1- (Dudareva et al., 2013). Los terpenoides son
generalmente sintetizados luego del dano y liberados hasta horas después del
mismo (Holopainen, 2004) y sélo se emiten en grandes cantidades en algunos
taxones vegetales (Schnitzler et al, 2010). Pueden ser ciclicos o aciclicos y se
clasifican segun la cantidad de unidades de isopreno (2-metil-1,3-butadieno, 5
atomos de carbono) que contengan (éste es el terpeno mas elemental y mas
volatil) en mono, sesqui y homoterpenoides. Los monoterpenoides (2 unidades de
isopreno, C10) estan tipicamente asociados a plantas sanas en especial en aceites
esenciales de hierbas aromaticas y especias (Ej. linalool, pineno y (Z)-B-ocimeno),

pero también presentes en dano por herbivoria. Los sesguiterpenoides (3

unidades de isopreno, CI15) estan tipicamente asociados a flores (también se
encuentran en aceites esenciales), dano por ozono y mecanico (Ej. tipicos del
dano mecanico son: B-cariofileno y a-farneseno). Los homoterpenoides estan
tipicamente asociados a dano mecanico y por ozono, son compuestos aciclicos
irregulares que derivan de la degradacion de terpenos de 15 y 20 atomos de

carbono: 4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno (DMNT) y 4,8,12- trimetil
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tridecano-1,3,7,11-tetraeno (TMTT) respectivamente (Furstenberg-Hagg et al.,, 2013;
Irmisch et al., 2013).

TERPENOIDES isopreno [

Monoterpenoides Sesquiterpenoides Homoterpencides

1 Q2 &t

(Z)- B-ocimeno  Limoneno (E} P-cariofileno

Enﬁo”‘muw

Salicilaldehido [£}-3-hexenil acatato (Z}-3-hexenol

A O™

(Z)-3-metilbutil aldoxima  cianuro de bencilo

Figurag 5.1: Variedad de compuestos organicos volatiles. Se clasifican en
terpenoides -monoterpenoides (10 C), sesquiterpencides (15 C) vy
homoterpenoides-, compuestos aromaticos, volatiles de hoja verde y compuestos

nitrogenados (tomado de Davila, 2023).

Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos influyen en la calidad del material vegetal ya que
afectan su color, aroma, y sabor (Debib, 2013). En distintos cultivos, los compuestos
fendlicos correlacionan negativamente con la herbivoria (FUrstenberg-Hagg et al,,
2013). Su rol ante ésta ultima consiste en que a nivel comportamental genera
repelencia y a nivel molecular la inhibicion de ciertas enzimas digestivas (Cheeke,
1989). Estos compuestos se presentan sobre la superficie vegetal (Nuessly et al,,
2007) y constituyen un grupo tipico y diverso de moléculas con un rol
preponderante en las defensas constitutivas e inducidas contra insectos (War et
al,, 2012). En particular, existe un tipo de polifenoles (Sunscreen) que cumplen un
rol protector de la radiacion UV-B (280-315 nm) en las células del mesdfilo de la

epidermis vegetal, lo que genera la acumulacion y aumento de compuestos
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fenolicos, como por ej flavonoides en las hojas (Izaguirre et al,, 2007). Las plantas
expuestas a este tipo de luz UV-B presentan cambios fisioldgicos que, como
consecuencia, disminuyen su calidad para especies herbivoras v,
consecuentemente, son menos consumidas por ellas (Ballaré et al., 2001; Caldwell
et al.,, 2003; Roberts y Paul, 2006; Izaguirre et al,, 2007). Este efecto es generado
por rutas metabdlicas similares a las inducidas por herbivoria (Izaguirre et al,,
2007).

En términos generales los compuestos fenodlicos presentan una estructura
elemental comun que consta de un anillo aromatico con distinta cantidad de
grupos hidroxilo. Y, si bien comparten el fenol como estructura basica, la mayoria
presenta mas de uno por lo que se les denomina polifenoles. Metabdlicamente,
pertenecen al grupo de los fenilpropanoides, del cual derivan diversos
compuestos como fenoles y flavonoides (Philippe y Bohlmann, 2007). Estos
compuestos son tan variados que pueden ser solubles en soluciones organicas,
acuosas o también resultar polimeros insolubles (Engelberth, 2006).

La lignina es un polimero organico complejo y uno de los principales
componentes de las paredes celulares en las plantas vasculares. Su principal
funcion es proporcionar rigidez, resistencia y soporte estructural a los tejidos
vegetales. Ademas, juega un papel crucial en la impermeabilizacion celulary en la
proteccion contra el ataque de patdgenos. Este polimero se considera un
compuesto fendlico, ya que estd compuesto por unidades monomeéricas
derivadas de alcoholes fenilpropanoides, como el alcohol coniferilico, el alcohol
sinapilico y el alcohol p-cumarico. Estas unidades se ensamblan en una estructura
tridimensional altamente ramificada mediante enlaces éter y carbono-carbono.
Esta configuracion le otorga caracteristicas Unicas, como alta rigidez y resistencia
al agua. Asimismo, la lignina dificulta la descomposicion de la materia vegetal, lo
que hace que los tejidos lignificados sean particularmente resistentes a la

degradacion bioldgica (Singh et al., 2022).

Nutrientes

Los insectos herbivoros toman nutrientes del material vegetal ingerido
separandolos de algunos compuestos que no pueden digerir, tales como celulosa,
lignina y algunos aleloquimicos (Schoonhoven et al,, 2005). Algunos metabolitos

primarios vegetales como proteinas, carbohidratos y lipidos son nutrientes
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esenciales para organismos herbivoros. Estos metabolitos pueden variar cuali y
cuantitativamente en las especies vegetales y, consecuentemente, los insectos
herbivoros desarrollan preferencias diferenciales por ellos (Berenbaum, 1995). Tal
es asi que algunos organismos presentan neuronas especializadas en la deteccion
de metabolitos primarios especificos y en rangos particulares, de manera tal que
provocan la estimulacion de la alimentacion. Por ejemplo, el caso de orugas que
detectan ciertos tipos de azucares (Schoonhoven et al, 2002). Por otro lado, la
presencia de microorganismos simbiontes (micorrizas y bacterias nodulares de la
raiz) en plantas pueden modificar el valor nutricional de metabolitos primarios,
por ejemplo al aportar aminoacidos. Mientras que microorganismos simbiontes
intestinales en insectos pueden aportar detoxificacion o incluso ciertos

metabolitos primarios especificos (Schoonhoven et al., 2005).

5.2 Objetivos e hipoétesis

5.2.1 Objetivo general

- ldentificar caracteristicas foliares diferenciales entre Anacahuita y Sen del
campo que expliquen la preferencia diferencial de las hormigas cortadoras

observada en los capitulos anteriores.

5.2.2 Objetivos especificos

- Estudiary comparar la dureza de las hojas de Sen del campo y Anacahuita.

- Recolectar e identificar volatiles de las especies Sen del campo vy
Anacahuita.

- Extraer e identificar polifenoles totales y fenoles Sunscreen en Anacahuita y
Sen del campo.

- Establecer una caracterizacion general de variables nutricionales
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5.2.3 Hipoétesis

Existen diferencias fisicoquimicas que explican la preferencia de las

hormigas cortadoras por las hojas de Sen del campo.

5.3 Materiales y métodos

5.3.1 Dureza de las hojas

Con el objetivo de determinar la dureza de las hojas de las especies de plantas
nativas estudiadas se analizé la fuerza necesaria para atravesar la hoja y el

contenido de lignina.

5.3.1.1 Mediciones fisicas

Se utilizd un penetrometro (gentileza del Dr. Alejandro Sosa y la Dra. Nadia
Jiménez) Medio-Line 41002 (Pesola, Suiza) cuyo diametro de puntaesde 19 mmy
su area circular de 2,83 mm? De cada una de las especies vegetales analizadas, se
tomaron al azar 10 hojas de madurez intermedia y se las colocd en una placa de
aluminio con una trama de 14 x 7 agujeros (cortesia de la Dra. Nadia Jiménez), se
ubicdé una fuente de luz debajo de la misma. Se apoyd cada hoja sobre dicha placa
y luego se ubico el penetrémetro perpendicular a la hoja hasta que la punta del
mismo traspasd la hoja. Las mediciones fueron realizadas sobre 10 puntos
ubicados en el perimetro de la hoja de manera tal de contar con muestras a lo

largo de la longitud de la hoja (Figura 5.2).
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Figurag 52: a) Penetrometro Medio-Line 41002 (Pesola, Suiza). b) Hoja de sauce
(Salix spp.) luego de mediciones con el penetrémetro. Se sefalan con flechas los

orificios (tomado de Jiménez, 2019).

El hecho de haber realizado las mediciones sobre las hojas de esta manera
permitio abarcar datos que contemplen los sectores donde observamos que las
hormigas realizan los primeros cortes de una hoja, asi como la presencia de
nervaduras y la posibilidad de que existan distintas durezas a lo largo de |la hoja en
estos sectores. Para cada una de las mediciones se registro el valor sefialado por el
penetrometro (X: valor de lectura del penetrometro) y se dividid por el area
circular del mismo. Con los 10 datos correspondientes a cada una de las hojas de
una misma especie, se obtuvo la media por especie. A su vez, este valor fue
utilizado en la Ecuacion 51 para obtener el valor de la fuerza necesaria para

atravesar una hoja, es decir, un indicador de la dureza.

Fue,rza ( g - ) — XPenetr()metro EC 5 1

mm Area circular del penetrometro
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5.3.2 Metabolitos especializados y nutrientes

Para las siguientes mediciones se recolecté material vegetal fresco de las especies
a analizar que, luego, se liofilizd (Liofilizador BK-FDIOP Camara Std con Manifold,
colector de 8 puertos) a -56°C por 48 a 72hs y por ultimo se desecd. Las muestras
fueron molidas en un molinillo de café y guardadas en tubos Falcon en oscuridad

hasta ser utilizadas.

5.3.2.1 Compuestos volatiles: Recoleccion y analisis de
compuestos organicos volatiles

Con el objetivo de obtener el perfil de emision de compuestos organicos volatiles
emitidos por plantas de Anacahuita y Sen del campo, se colectaron los
compuestos de la seccion aérea de especimenes crecidos en macetas y
mantenidas en vivero, tal como se explica en Capitulo 2. Previo a la recoleccidn de
volatiles, las plantas tuvieron un periodo de aclimatacion por 48hs en la camara
donde luego se colectaron los volatiles en condiciones de temperatura,

fotoperiodo y luz controladas (25+2°C, L16: O8, intensidad luminica 350 pmol/ ms).

Para la recoleccion de volatiles, la parte aérea de las especies vegetales de interés
fueron ubicadas dentro de bolsas plasticas de tereftalato de polietileno
transparente (PET,; bolsas para horno Toppits, Minden, Alemania) que encerraron
aproximadamente Tm de longitud del espécimen en un circuito de corriente de
aire que atraveso el headspace de la planta, es decir, el espacio alrededor de la
planta. Al salir del circuito enteramente hecho con tuberia de teflon el aire pasd
por una trampa de volatiles que colectd la muestra ya que contiene un polimero
gue adsorbe compuestos organicos volatiles. Se utilizd una bomba de empuje
(bomba de acuario modelo AT-703, Atman, China), que inicid la corriente de aire
(Figura 5.3). La bomba se conectd por medio de tubos a un filtro de carbdn
activado, cuya funcion es purificar el aire de moléculas organicas. El filtro consistio
en un tubo de metal (19.5 m de longitud, 4.5 cm de didmetro interno) con carboén
activado granulado (120gr). Luego, el aire pasdé por un medidor de flujo,
caudalimetro (modelo 112-02-A, Aalborg Instruments, Orangeburg, Nueva York,
Estados Unidos). De este modo, el aire de flujo filtrado y controlado ingresé a la

bolsa plastica. Luego, el aire salia de dicha bolsa vy, al hacerlo, atravesé la trampa
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de recoleccion de volatiles. Esta trampa consistio en un tubo de vidrio Pyrex
(7.5cm longitud, 4mm diametro interno) que contenia 30mg de adsorbente
HayeSep Q (adsorbente soélido de polidivinilbenceno poroso de Grace, 60-40mesh
tamano de particula, afinidad alta por compuestos lipofilicos a polaridad media,
Deerfield, lllinois-Estados Unidos). El adsorbente se retiene con un tapdén de lana
de vidrio de borosilicato y un tapdn de compresion de tefléon. EI adsorbente
retiene y concentra compuestos organicos volatiles provenientes del espacio de
cabeza de la planta a medida que la corriente de aire generada por las bombas lo
atraviesa. Por ultimo, una bomba de succion (modelo Standard, Tuff, Bedford,
Reino Unido) genera una presion negativa obligando a que el aire dentro de la

bolsa plastica PET atraviese la trampa de recoleccion.

Bolsa PET

Trampa de
adsorcion de
volatiles

Jr

Bomba de
empuje de aire

+ +

Especimen de Especimen de

Filtro de ,
Anacahuita .~ Caudalimetro Sen del campo
carbén .
. medidor de
activado .
flujo

Figura 5.3: Esquema del dispositivo de recoleccion de volatiles: Una bomba de
empuje de aire se conectd a un filtro de carbdén activado. Luego el flujo de aire
pasa por un caudalimetro medidor de flujo antes de ingresar a la bolsa PET que

envuelve la parte superior de un espécimen joven de Anacahuita o de Sen del
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campo (ambos de aproximadamente 2 anos de edad). El aire que circula dentro
de la bolsa, denominado espacio de cabeza, contiene los compuestos organicos
volatiles emitidos por la planta. Una bomba de succién genera presion negativa y
hace pasar el aire con los compuestos volatiles por una trampa donde quedan

retenidos.

Se recolectaron los volatiles de 4 especimenes sanos de Anacahuita y 8 de Sen del
campo vy, bolsas plasticas PET sin plantas a modo de blanco. Para ello cada
espécimen de Anacahuita se midid en una bolsa plastica mientras que 2
especimenes de Sen del campo se midieron en otra bolsa plastica. Se utilizaron 2
especimenes de Sen del campo por cada uno de Anacahuita para compensar
diferencias de tamano y/o follaje (en plantas de la misma edad, Anacahuita es el
doble de tamano que Sen del campo). La recoleccion de volatiles durd 6 hs (de
10:00 a 16:00hs); las trampas de recoleccion se envolvieron en papel de aluminioy
se almacenaron en el freezer (-20°C) hasta su elucidén. Posteriormente los
compuestos volatiles capturados en las trampas adsorbentes fueron eluidos con
150 ul de diclorometano (grado Plaguicida - Sintorgan) que contenia 5 ng/ul de
dodecano (Sigma-Aldrich) como estandar interno. Luego, las muestras fueron
analizadas mediante un Cromatégrafo de Gases acoplado a un Espectrometro de
Masas (Gas chromatography- mass spectrometry, GC-MS por sus siglas en inglés,
equipo Agilent 7890-A acoplado a detector de masas selectivo Agilent 5977). Se
utilizé una columna capilar DB5-MS (0.25mm de didmetro interno x 0.25um de
espesor de pelicula). Las muestras (1pl) se inyectaron a 240°C en modo splitless. Se
uso helio como gas portador (carrier) con un flujo de 0.7 ml por minuto (presion
de entrada: 20.48 kPa). La temperatura de la columna se mantuvo a 35°C durante
1 minuto y luego se aumentd a una velocidad de 10°C por minuto hasta alcanzar

los 230°C. Finalmente, la temperatura se mantuvo a 230°C durante 15 min.

El analisis de los datos obtenidos fue realizado con el software “MassHunter
Workstation” (version B.06.00, Agilent). Luego de restar los valores obtenidos en
las muestras blanco, los compuestos fueron identificados al comparar sus
espectros de masa con los provistos por NIST Chemistry WebBook (William E.
Wallace, director, "Mass Spectra") y por el libro “ldentification of essential oil
components by gas chromatography/mass spectrometry” (Adams, 2007) vy, se
compararon los resultados con la base de datos de NIST (National Institute of

Standard and Technology, USA). Por Uultimo, se corrobord la identificacion
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realizada previamente a partir del calculo del indice de Kovats y se comparod el
valor calculado con los tabulados para una columna DB5-MS publicados por NIST
(William E. Wallace, director, "Retention Indices") y/o por Adams (2007). El indice
de Kovats (IK) de un componente en una muestra (Ecuacion 5.1) es un indicador
de la relacion entre el tiempo de retencion de un componente de la muestra con
el tiempo de retencion de dos alcanos sucesivos de una serie estandar de alcanos
gue eluyen inmediatamente antes y después que el componente de interés
(Ettre, 1993).

@ )= (t
IK (X) = 100|n + (N _ Tl) (tretenaon(x)

retencion(N)

)
)

retencién(n)

)= (t

(Ec. 5.2)

retencion(n)

Donde “n” representa el numero de atomos de carbono del alcano de menor
tamano, “N” el nUmero de atomos de carbono del alcano de mayor tamano y “x" el
componente incoégnita de una muestra. Los indices de Kovats de los compuestos
analizados fueron calculados a través de “The Pherobase” (El-Sayed AM 2022. The
Pherobase: Database of Pheromones and Semiochemicals.

https://www.pherobase.com).

Para calcular la concentracion de cada compuesto se considerd que cada pico se
corresponde a un compuesto en el cromatograma de iones totales (TIC). Luego, el
area de cada uno de los picos fue relativizada al area obtenida para el estandar
interno. De esta manera, cada area relativa se corresponde al equivalente en masa
del estandar interno (en ng/ul). Cabe destacar que los resultados de picos con una
relacion senal-ruido menor a 1 fueron considerados trazas y se les asigné el valor
cero al realizar el andlisis estadistico. Sdélo se muestran los compuestos

identificados que se encontraron en al menos 3 de las 4 réplicas.

5.3.2.2 Compuestos fendlicos

Extraccion de polifenoles totales
Se tomd el material vegetal procesado (40-80 mg) y se realizdé una solucion de

metanol 50% a 80°C en bano térmico durante una hora, posteriormente se filtro el

extracto (Whatman N°1). A una alicuota de 0.5 ml se le agregd una solucion
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colorimétrica que consistido en: 10 ml de agua destilada, 1.25 ml del reactivo
Folin-Ciocalteu (Cadish y Giller, 1997) y 5 ml de carbonato de sodio al 17% en ese
orden, enrasado con agua destilada en 25 ml. Luego, se leyd la absorbancia a
A=760nm con un espectrofotdmetro Spectronic Genesys 2 (Spectronic
Instruments ®). Para la cuantificacion se realizé una curva de calibracién, y se
utilizé como estandar acido gélico, 01 mg/ml segun el protocolo descrito en
Vivanco y Austin (2008).

Polifenoles Sunscreen

Para la deteccion de compuestos fendlicos que absorben a 305 nm se realizé una
extraccion de fenoles con el método metanol-clorhidrico. Para ello se utilizé una
solucion de extraccion metanol: acido clorhidrico 99 : 1 a 0,01 gr del material
vegetal molido por un minimo de 48hs a -20°C, con posterior incubacion por 1
minuto a 70°C (Mazza et al, 2000). Luego, se leyd la absorbancia en un
espectofotémetro UV-1700 Pharma Spec UV-VIS (Shimadzu Corporation). en todo

el rango de 280-400nm, de manera de incluir A=305 nm.

Lignina

Se recolectd material vegetal fresco de las especies a analizar que, luego, se
liofilizd (Liofilizador BK-FDIOP Camara Std con Manifold, colector de 8 puertos) a
-56°C por 48 a 72hs y por ultimo se desecd. Las muestras fueron molidas en un
molinillo de café y guardadas en tubos Falcon en oscuridad hasta ser utilizadas en

la medicion correspondiente.

La presencia de lignina, es decir, hemicelulosa y celulosa, en las muestras fue
medida a partir de extracciones secuenciales sobre la base de analisis de fibra
(Van Soest, 1963). Para ello se utilizdé un analizador de fibra Ankom 220 (Ankom
Technology), el cual incluye digestion con detergente acido, una posterior
digestion con acido sulfurico y, por ultimo, la determinacion de cenizas. Se

analizaron 4 muestras de Anacahuitay 4 de Sen del campo.

Dado que la lignina puede estar asociada a la dureza de las hojas, los resultados

de estas mediciones se muestran en la seccion 5.4.1 (Dureza de las hojas)
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5.3.2.3 Nutrientes

Azucares totales

Se siguio el protocolo de Dubois et al., (1956) para el cual se pesaron 0,035 gr de
material vegetal. Luego, se realizaron mediciones de acuerdo al método
fenol-sulfdrico: se agregaron 7 ml de HCL 2,5 N y se incubd a 100°C durante 3hs.
Posteriormente, se neutralizdé la solucion con carbonato de sodio (NaCOs) y se
[levo a volumen de 100 ml. Se tomo 1 ml del extracto anterior y se le agregd 1 ml de
fenol 5% y 5 ml de acido sulfurico concentrado 96%. Luego de 10 min, se llevo a
bano térmico a 25-30 °C durante 20 min. Posteriormente se leyd la absorbancia a
A=490 nm. Los valores obtenidos fueron comparados con una curva de calibracién
realizada con glucosa estandar 100 mg/l de agua destilada. Se utilizaron 7
muestras de Anacahuita y 7 muestras de Sen del campo, cada una de un

espécimen distinto.

Cantidad de Materia Orgéanica

Con el objetivo de inferir la cantidad de materia organica se pesd la masa de
muestra antes y después de ser llevadas a horno. De este modo, al peso inicial se
le sustrajo el peso del contenido de cenizas como medida de la pérdida de
materia organica (Harmon et al. 1999). Se pesd un crisol por muestra y la muestra
a analizar (0,20-0,28 gr). Se llevd a horno de mufla a 400°C por 4 hs. Luego, se
volvié a pesar cada muestra, es decir, la materia inorganica. A través de estos
datos pudo inferirse la cantidad de materia organica. Como estandar de materia
organica se utilizaron cantidades conocidas de festuca (Lolium arundinaceum).

Se utilizaron 7 muestras de Anacahuita y 7 muestras de Sen del campo.

Proteinas totales

Se adapto un protocolo de medicion de proteina soluble por Bradford. Para ello se
agrego6 un buffer de extraccion Cys Pls (NaPO, 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM,
pH 7.2) en una relacién 1:3 (10 mg muestra con 300 ul de buffer). Se homogeneizo
con vortex y se centrifugd durante 15 min a 4°C y 12000 rpm. Se tomod el
sobrenadante y se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones. Luego, se
cuantificd en un lector de microplacas (Varioskan Lux Multimode Microplate

Reader de ThermoFisher) con 10 ul en 200 ul de patrén de Bradford (BioRad),

137



previamente preparado con agua destilada en una relacion 1: 4. Se agito el lector
durante T min y la absorbancia fue leida a 595 nm. La curva de calibracion fue
realizada por duplicado, con 6 puntos entre 0 y 1ug/ml de BSA en agua destilada.
Se utilizaron 8 muestras de Anacahuita y 6 muestras de Sen del campo; todas

fueron medidas por duplicado.

5.4 Resultados

5.4.1 Dureza de las hojas

Mediciones fisicas

La fuerza necesaria para penetrar la hoja fue significativamente mayor en
Anacahuita que en Sen del campo (Prueba de t, p=0,0036), lo cual indica una

mayor dureza de las hojas de Anacahuita (Figura 5.4).
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Figura 5.4: Fuerza, medida como gr/mm?2 para las especies Anacahuita y Sen del
campo. Cada punto representa el promedio de 10 mediciones del penetrometro
sobre el perimetro de una hoja. En cada medicion se cuantificé la fuerza

necesaria para atravesar la hoja. Las letras a y b significan que existen diferencias
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significativas entre las especies analizadas (Prueba de t, p=0,0036, N=10 hojas,

Nn=10 mediciones por hoja).

Contenido de lignina
Por otro lado, contrariamente a lo esperado, el porcentaje de lignina fue mayor en

Sen del campo que en Anacahuita (Prueba de t, p=0,0006) -figura 5.5-.
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Figura 5.5: Porcentaje del contenido de lignina en Anacahuita y Sen del campo.

Las letras representan diferencias significativas entre las especies estudiadas

(Prueba de t, p=0,00006).

5.4.2 Claves volatiles: Analisis de compuestos

Se obtuvieron los perfiles cromatograficos obtenidos para un ejemplar de
Anacahuita (A) y dos ejemplares en conjunto de Sen del Campo (B) -Figura 5.6-.
En ellos puede verse claramente que ambas especies presentan diferencias

cuali-cuantitativas en la emision de compuestos volatiles.
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Figura 5.6: Perfil cromatografico de los compuestos volatiles encontrados en
muestras representativas de Anacahuita (A) y Sen del campo (B). El eje y
representa el cromatograma de iones totales en unidades arbitrarias (UA) en
funcion del tiempo de retencidén de cada compuesto, medido en minutos. Los
numeros sobre los picos indican los compuestos identificados y listados en la
Tabla 5.1.

Tabla 51 Compuestos organicos volatiles identificados en las muestras de
Anacahuita y Sen del campo. Se detalla para cada especie el numero del
compuesto, el nombre con el que fue identificado, el tiempo de retenciéon (TR) y la
concentracion obtenida (ng/ul) relativa al estdndar interno. Los compuestos no
detectables en una especie se simbolizan con (-) y aquellos compuestos en los

gue solamente se detectaron trazas (TZ).
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Se identificaron 11 compuestos organicos volatiles para Anacahuita y 7 para Sen
del campo. S6lo un compuesto volatil resultd comun a ambas especies, a-Pineno,
aunque en el caso de Sen del campo fueron soélo trazas. Se grafica la
concentracion calculada para los compuestos identificados (Figura 5.7) y sus
proporciones (Figura 5.8). Resulta importante destacar las diferencias en los
o6rdenes de magnitud de los diferentes compuestos encontrados en cada especie,
tal es asi que de no graficarse por separado los compuestos de Sen del campo son
imperceptibles en su concentracion en comparacion con los de Anacahuita. De
hecho los volétiles totales promedio de Anacahuita son de 84,23 ng/ul mientras

que los de Sen del campo son de 0,44 ng/ul, en ambos casos, respecto al estandar

interno.

Emision constitutiva: Concentracion relativa
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Figura 5.7: Emisién constitutiva de volatiles de Anacahuita (izquierda) y Sen del
campo (derecha). Se muestran las medias + errores estandar. Repeticiones

biologicas N=4 (donde cada repeticion contiene una planta de Anacahuita y dos

de Sen del campo).
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Proporcion relativa de volatiles en la mezcla

Sen del campo

A

= 9,22% wm a-Pineno

- 0,31% m=m Campfeno

- 12,15% == R-Pineno

2 32,63% D- Limoneno

= 17,57% wm Eucaliptol

s 3,66% d-2-Careno

- 0.26% wm Nonanal

= 1.54% mm a-Gurjuneno

§ 10,54% mm Sesquiterpeno desconocido 8

2 3,74% wm d-Cadineno

3 1.43% wm a-Amorfeno

&  Anacahuita

B

15,41% mm 3-Hexen-1-ol, acetato (E)
1,49% 3,7-Dimetil-1,3 6-octatrieno,(7)
44 19% w= 3, 7-Dimetil1,3 6-octatrieno, (E)
22 45% m=  Acido butanoico hexenil ester
16,47% wm Metil Salicilato

Figurag 5.8: Emision constitutiva de compuestos organicos volatiles de Anacahuita
(A) y Sen del campo (B): Proporcion relativa de los grupos de volatiles presentados
con respecto a la mezcla completa de olores. Repeticiones bioldégicas N=4 (donde
cada repeticion contiene una planta de Anacahuita y dos de Sen del campo). Sélo
se muestran los compuestos identificados que se encontraron en al menos 3 de

las 4 réplicas.
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No so6lo la concentracion relativa de volatiles de ambas especies es muy diferente
sino también su composicion quimica. En el caso de Anacahuita, el blend de
volatiles estda dominado por aprox un 75% de monoterpenos, en particular
Limoneno y Eucaliptol, y un 17% de sesquiterpenos, dominado por un compuesto
qgue no pudimos identificar y presentd similitudes con a-Cubebeno (Figura 5.8).
En el caso de Sen del campo, el blend esta formado por aproximadamente un
45% de monoterpenos (principalmente ocimeno) y un 38% de volatiles de hoja
verde, en particular ésteres derivados de cadenas de 6 carbonos (Figura 5.8).
Ademas, esta constituido por aproximadamente un 17% de Metil salicilato, un

éster metilico derivado de acido salicilico.

5.4.3 Metabolitos especializados

Al evaluar polifenoles totales se encontré una cantidad significativamente mayor
en Anacahuita que en Sen del campo (Prueba de t: p<0,0001) (Figura 59 A).
Ademas al analizar los polifenoles Sunscreen (305\) se observaron diferencias
significativas entre especies (Prueba de t, p=0,0005), lo cual indica distinta
naturaleza de este tipo de polifenoles, lo cual podria incidir en la aceptacion del
material vegetal por la colonia. Y, por ultimo en este sentido, los perfiles
marcadamente distintos para las especies en estudio a lo largo de las longitudes
de onda asi como distintos maximos de absorcidon (240\ para Anacahuita y 215A
para Sen del campo) refuerzan la distinta naturaleza de estos polifenoles (Figura
590Q).
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Figura 5.9: A) Polifenoles totales (Prueba de t, p<0,0001). B) Polifenoles Sunscreen:
Absorbancia a 305\ (Prueba de t, p=0,0005). C) Perfil de absorbancia de

Polifenoles Sunscreen en Anacahuita, Sen del campo y blancos.

5.4.4 Nutrientes

Al analizar los azlcares totales (Tabla 52) no se han encontrado diferencias
significativas entre las especies estudiadas (Prueba de t, p=0,3074). Se observo
una tendencia, aunque no significativa, a mayor cantidad de proteinas totales en
Sen del campo (Prueba de t, p= 0.0749). Mientras que la proporcion de cantidad
de materia organica evidencid un contenido significativamente mayor para
Anacahuita (Prueba de t, p=0,0015). Al analizar la relacion entre proteinas totales y
azUcares totales encontramos que los valores de Sen del campo superan

ampliamente los de Anacahuita. Por lo tanto, la relacidon entre proteinas totales y
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azUcares totales podria ser un indicador del valor nutricional de estas especies

relevante para las hormigas recolectoras.

Tabla 5.2: Comparacion de las variables nutricionales evaluadas en Anacahuita y
Sen del campo. Se detallan sus medias, error estandar y el p-valor asociado a su

significancia.

Caracteristicas analizadas Anacahuita Sen del campo p valor
Azlcares totales (mg/gr) 539,3+26,2 514 + 31,7 0,3074
Cantidad de materia organica (% proporcion) 0,92 + 0,004 0,9 + 0,005 0,0015
Proteinas totales (mg/ml) 0,18 + 0,038 0,48 0,033 0,038
Relacion entre proteinas totales/azicares totales (g/ml) 3,33=10-4 9,33x10-4

5.5 Discusion

El analisis de las caracteristicas fisicoquimicas foliares mostré variables que
podrian ser percibidas por las hormigas y permitir diferenciar las dos especies
vegetales estudiadas. La especie vegetal preferida, Sen del campo, posee menos
dureza en las hojas aunque mayor contenido de lignina. Posee distintos tipos de
polifenoles y una cantidad aproximadamente 4 veces menor que Anacahuita.
Ademas de una tendencia a mayor concentracién de proteinas que Anacahuita,
aunque su concentracion total de azldcares y cantidad de materia organica es
similar en cuanto a su valor,a pesar de la cantidad de materia organica presente
diferencias significativas (Tabla 5.2). En el caso de Anacahuita, sus hojas son 10
unidades mas duras y poseen mayor contenido de polifenoles y menor de
proteinas, lo cual, en suma, podria estar relacionado a su menor preferencia por

las hormigas.

Las hormigas cortadoras son insectos generalistas con un comportamiento
fuertemente olfativo. La gran disimilitud en el perfil de volatiles de las dos
especies vegetales estudiadas sugiere que ambas pueden ser muy facilmente
diferenciadas, al menos a distancia, por las hormigas. Esta observacion refuerza
los resultados encontrados a nivel comportamental en el olfatdmetro de

ambiente estacionario (Figura 3.21 D).
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En el caso de Sen del campo, su perfil de volatiles es muy poco concentrado, esta
dominado por Ocimeno y ésteres volatiles de hoja verde, con presencia
importante de Metil salicilato. En el caso de Anacahuita, su perfil de volatiles es 3
ordenes de magnitud mas concentrado, cualitativamente diferente al de Sen del
campo, y fuertemente dominado (aproximadamente 75%) por monoterpenos
como Limoneno y Eucaliptol. La presencia de Eucaliptol podria estar relacionada a
su familia, Myrtaceae, al igual que las plantas del género Eucalyptus. Si bien los
volatiles de las especies estudiadas no han sido reportados previamente en la
literatura vinculados a estas especies nativas y las colonias de hormigas, todos los
compuestos aqui identificados son volatiles ampliamente distribuidos en las
plantas. Resulta interesante que los volatiles encontrados, de manera individual o
como mezcla, podrian ser responsables del comportamiento de preferencia
descrito, especialmente considerando que casi la totalidad de los volatiles
identificados son disimiles entre las dos especies. En términos ecolégicos es
posible enmarcar la baja concentracion de volatiles de Sen del campo como una
estrategia donde la especie resulta menos saliente para ciertos herbivoros. Sin
embargo, ello no resultd suficiente como para no ser detectada por las hormigas a

|as cortas distancias evaluadas.

La celulosa, la hemicelulosa y, en algunos casos, la lignina constituyen gran parte
de la pared celular vy, la rigidez de la pared celular varia con la cantidad de estos
componentes (Burgert 2006). Normalmente, a mayor deposicion de estas
macromoléculas, una planta es mas resistente al dafno mecanico (Coley, 1983). En
esta tesis se determind que Sen del campo tiene mayor cantidad de lignina, y que
a pesar de ello, sus hojas resultaron ser de menor dureza que las de Anacahuita
(Figura 5.4). Esto indica que la pared celular de Sen del campo podria tener
menor cantidad de las otras macromoléculas que contribuyen a la dureza de las
hojas. A su vez, los resultados de la dureza de las hojas en términos de la fuerza
necesaria para atravesarlas (Figura 5.4) fueron consistentes con la jerarquia de
consumo (Figura 3.13), donde Sen del campo resultd significativamente mas
consumida que Anacahuita. Ademas, estos resultados son también consistentes
con observaciones de campo que indican que las hormigas prefieren hojas

“jovenes” que son mas blandas, a hojas “maduras" que son mas duras.
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Si bien la dureza juega un rol relevante para las hormigas, se sabe también que
parte de su preferencia esta basada en la relacidon entre proteina y carbohidratos,
posiblemente en base a la deteccidon de azucares y aminoacidos que son
detectados por sensilias gustativas (Smith et al.,, 2023). Algunxs autores plantean
gue los metabolitos especializados tales como alcaloides, fendlicos, flavonoides y
taninos, y el contenido proteico son los elementos que Mmas estrechamente se
vinculan con la palatabilidad y aceptacion de un recurso. Se propone que el
balance entre los compuestos atrayentes y repelentes influencia el
comportamiento final de recoleccion, regulando la cantidad de material
recolectado. Sin embargo, en ciertos casos pueden generarse cambios repentinos
en la preferencia, si es que las hormigas identifican la asociacion entre alguna de
las claves inicialmente atrayentes y una consecuencia no deseada, por ejemplo
sobre el crecimiento y salud del hongo simbionte (Howard, 1988, Herz, et al., 2008,
Infante-Rodriguez et al, 2020). Ambas posturas permiten comprender la
observacion de que el primer corte de hoja haya sido predictor del consumo final

de un item (Figura 3.14).

La mayor cantidad de lignina en Sen del campo (Figura 5.5) deberia encontrarse
balanceada por otros atributos deseados presentes en las hojas tales como la
menor proporcion de polifenoles totales (Figura 59 A), la tendencia a mayor
concentracion de proteinas totales y la mayor concentracion de materia organica
(Tabla 5.2). Por otro lado, Anacahuita posee menos lignina, pero el balance con
otros compuestos y caracteristicas fisicoquimicas (Tabla 5.2) la haria menos
preferida (Figura 3.14). Como consecuencia de estos balances, se generaria la
preferencia por Sen del campo sobre Anacahuita (Figuras 3.13, 3.15 y 3.20). Cabe
destacar que el hecho de que el contenido de lignina sea compensado por otros
atributos resulta relevante teniendo en cuenta que el hongo simbionte de este
grupo de hormigas tiene menor capacidad de degradar la lignina que otros

hongos emparentados (Nygaard, 2016).

El conjunto de datos fitoquimicos de ambas especies permite entender la
observacion de que el primer corte de un item predice su consumo final (Figura
3.13) y que el contacto fisico con el item amplifica la diferencia de recoleccion

(Figura 3.20A respecto a figura 3.21 D). En otras palabras, las claves volatiles
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permiten discriminar los items a distancia y el acercamiento (Figura 3.21 D) y son
luego claves gustativas, las que cumplen un rol definitivo en la decision de

recolectar determinado item.

Los compuestos fendlicos estan asociados a defensas vegetales contra insectos
(War et al,, 2012). Sin embargo, existe evidencia de que el hongo simbionte es
capaz de transformar estos compuestos de modo tal que no sean toxicos para las
hormigas (Cherrett 1980; Powell y Stradling 1986; Nichols-Orians 1997,
Infante-Rodriguez et al,, 2020). Otrxs autores destacan el hecho de que ciertos
compuestos fendlicos tienen efectos antioxidantes y que algunos presentan
propiedades defensivas frente al estrés bidtico, tales como las propiedades
antimicrobianas de flavonoides y taninos (Villard et al,, 2019). En esta linea, Debiby
colaboradores (2013) indican que la actividad antimicrobiana hacia bacterias
grampositivas y gramnegativas puede asociarse a una alta concentracion de
flavonoides y taninos. Ademas, considerando que los taninos tienen actividad
antibacteriana, antifungica y antiviral (Scalbert 1991) su presencia podria ser
relevante para el mutualismo con el hongo simbionte. Esto resulta interesante,
considerando el comportamiento higiénico de las hormigas y las condiciones
microambientales generadas para el crecimiento del hongo simbionte, donde

podria servir para controlar la reproduccion de microorganismos indeseados.

Si bien en esta tesis no se observd que Anacahuita esté entre las especies mas
preferidas de todas las evaluadas, tampoco se observd que la misma sea
activamente rechazada. Cuando la Unica oferta de alimento fresco fue Ancachuita
observamos que las hormigas la recolectaban normalmente. En los experimentos
de plasticidad observamos casos de colonias e instancias del experimento donde
la frecuencia de recoleccion de Anacahuita se iguald a la de Sen del campo. Estas
observaciones junto a las caracteristicas fitoquimicas arriba descritas invitan a
considerar que las hormigas podrian recolectar Anacahuita en casos eventuales
como recurso particular frente a requerimientos metabdlicos y sanitarios
especificos. Esto resulta consistente con observaciones de campo llevadas a cabo
durante esta tesis en las cuales se detectaron hormigas en arboles de Anacahuita
(Figura 3.12) y reportes de profesionales de INTA y viveros, quienes mencionan que

las hormigas cortadoras también consumen Anacahuita (comunicacion personal).
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En el analisis de compuestos volatiles, también se identificd la presencia de
Limoneno en Anacahuita, mientras que solo se hallaron trazas de este en Sen del
campo. Este compuesto tiene propiedades insecticidas y actividad antibacterial
(Hebeish et al. 2008, Skalicka-Wozniak et al. 2009; Oliveira et al. 2010b) lo cual bien

puede contribuir a las preferencias expresadas en los Capitulos 3y 4.

Es importante destacar que en la naturaleza tipicamente los olores no se
encuentran puros sino que se presentan dentro de mezclas de distinta
composicion y concentracion. Es decir, cada odorante se presenta y es
interpretado dentro de un contexto dado por otros olores (background). Se ha
comprobado que las mezclas de olores tienen mayor estabilidad en la
representacion que evocan en el cerebro y generan respuestas mas rapidas que
los olores puros. En muchos casos, el reconocimiento de olores claves se da
correctamente solo en el contexto de otros olores (Chan et al,, 2018, Jernigan et al,,
2020). Estos conceptos demuestran la complejidad de los efectos
comportamentales ante la presencia de olores especificos y en particular,
permiten entender como Sen del campo con una baja concentracidon general de
volatiles puede ser detectado cuando su compuesto mas prevalente
(3,7-dimetil-1,3,6-octatrieno) tiene una concentracion 3 ordenes de magnitud

menor que la del mas concentrado de Anacahuita (D- Limoneno).

Cabe destacar que sii bien un analisis sistematico de presencia de tricomas y su
contenido no pudo ser incluido en esta tesis, se realizaron observaciones
preliminares que permiten interpretar algunos de los fendmenos ya discutidos.
Por un lado, la diferencia en la dureza de las hojas (Figura 5.4) no explicada por el
contenido de lignina (Figura 5.5) podria explicarse por la mayor presencia
observada de tricomas glandulares y no glandulares en Anacahuita. En funcion
de su largo y densidad y contenido, los tricomas influencian la decision de realizar
el corte de hoja, los cual hace que claves repelentes esten expuestas antes de
percibir otras caracteristicas atrayentes (Howard, 1988). Por otro lado, la presencia
de tricomas glandulares podria también explicar la diferencia en 3 érdenes de
magnitud en la concentracion de volatiles en comparacion con Sen del campo

(Tabla 5.1, figuras 5.6, 5.7 y 5.8).
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Capitulo 6: Discusion, conclusiones y consideraciones finales

6.1 Discusion y conclusiones

En esta tesis se abordd el estudio de las preferencias de recoleccion de hormigas
cortadoras de hojas A. ambiguus por un grupo de especies vegetales nativas de la
region del Bajo Delta del Rio Parana. El objetivo general, fue generar informacion
sobre el comportamiento de recoleccidon de las hormigasy las bases sensoriales y
fisicoquimicas de dicho comportamiento, que sirviese para sentar sobre bases
racionales y ajustadas al sitio, un diseno estratégico de manejo integral de
hormigas que fuese compatible con plantaciones forestales de interés comercial y
con la recuperacidon del ambiente incluyendo flora y fauna autéctona. La
perspectiva de esta tesis fue comprender cémo funcionan las hormigas
cortadoras en base a estimulos y recursos de su entorno natural, lo que es clave
para lograr un equilibrio entre el cuidado ambiental, la conservacion y la actividad
agricola. Las hormigas cortadoras de hojas cumplen un rol importante en los
ecosistemas al controlar el crecimiento de plantas y reciclar nutrientes, sin
embargo, su interaccion con cultivos puede convertirse en un desafio. Conocer a
fondo su biologia, su comportamiento y su relacion con las plantas permitira
disefar estrategias sostenibles que reduzcan el impacto en los cultivos sin danar

el ecosistema.

Entre los primeros objetivos puntuales de esta tesis estuvo describir la
preferencias de hormigas cortadoras por una lista de especies vegetales nativas
de la misma region con las cuales se asume un largo periodo de evolucion y la
consiguiente existencia de adaptaciones, tanto por parte de las especies vegetales
como por parte de las hormigas. Esta situacion puede permitir hallar ejemplos de
defensas contra la herbivoria altamente ajustadas, asi como ejemplos de
tolerancia o incluso aprovechamiento de algunas senales de las plantas por parte
de las hormigas. Los resultados permitieron identificar especies vegetales mas
preferidas que el sauce comercial que se querria proteger, en particular Verbena y
Sen del campo, y una lista mas larga de especies vegetales que resultaron ser

aceptadas por las hormigas, pero menos preferidas que el sauce comercial. Esta
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informacioén resulta altamente valiosa para el disefo de una estrategia push-pull
para hormigas en el campo en una plantacién de sauces jévenes.

En el trabajo de Perri et al. (2020) se comprobd la utilidad de contar con estimulos
atractivos y repelentes con diferentes rangos de accion: mientras se utilizd un
estimulo push de corto alcance basado en una barrera mecanica tratada con el
compuesto farnesol y aplicada sobre el tronco de los especimenes a proteger, se
utilizé como estimulo pull a la vegetacion de crecimiento espontaneo en el lugar.
Esta combinacion de estimulos, push de corto alcance y pull de largo alcance,
encuadran a la estrategia push-pull (Clasificacion tipo lll, Eigenbrode et al., 2016).
Si bien ésta es una de las combinaciones de estimulos menos utilizada para el
manejo de plagas, resultd ser una opcidn muy conveniente para el tratamiento de
las hormigas cortadoras de hojas.

Los resultados de esta tesis brindan informacion superadora en cuanto al tipo de
vegetacion que podria utilizarse y dejar crecer como pull con el fin de proteger los
cultivos de interés y comenzar a recuperar la flora nativa. La informacién ahora
disponible permite disefar el armado de un paisaje con las especies nativas mas
preferidas ubicadas en plena cercania a los arboles que se desee proteger, asi
como establecer margenes de distancia a partir de la cual sea seguro promover
la reforestacion con las especies nativas menos preferidas por las hormigas. Por
otro lado, incorporar al paisaje especies nativas menos preferidas tampoco debe
ser entendido como un direccionamiento de las hormigas hacia el cultivo de
interés. La suma de estimulos y en particular el enriquecimiento con volatiles
atractantes y repelentes en el ambiente dificulta también la identificacion de
objetivos y la orientacion hacia ellos (Conchou et al., 2019).

En el esqguema final propuesto, el estimulo push de cercania deberia seguir
siendo la barrera mecanica asociada al repelente farnesol (Perri et al., 2017 y Perri
et al, 2020). La presencia de este estimulo protector es muy importante para la
estrategia ya que el sauce se encuentra en un rango de palatabilidad intermedio
entre las especies evaluadas y entre las especies de crecimiento espontaneo en la
zona del delta (Perri et al 2020). Por lo tanto, siempre existe el riesgo de que sea
consumida. La ventaja de asociar esta proteccion a un estimulo push es que, al
ofrecer vegetacion alternativa de corte, disminuye en gran medida la presion de
recoleccion de las hormigas sobre el cultivo protegido.

La extensa comparacion entre Anacahuita y Sen del campo, nos permitio

identificar el rol de senales volatiles en el comportamiento de orientacion hacia
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especies preferidas, y el rol de senales de contacto en el reconocimiento de una
especie como item consumible o no consumible. Esto vuelve a ser informacion
relevante en el diseno de trampas o disuasores que funcionen a corta y larga
distancia. El posible efecto repelente de las ceras cuticulares debe ser aun mas
estudiado y podria brindar elementos para ser utilizados en combinacion con la
barrera mecanica. En particular, y en base a las especies que fueron estudiadas en
detalle, no se hallaron efectos de repelencia claros, sin embargo, ésta busqueda
podria extenderse a otras especies vegetales que muestren un marcado rechazoy
la busqueda entre especies vegetales que hayan evolucionado bajo la presion de

hormigas cortadoras deberia ser una posibilidad muy considerable.

En el Capitulo 4 se investigd si la preferencia de las hormigas es un
comportamiento innato y si el mismo es modulable. Los experimentos fueron
llevados a cabo con dos especies vegetales ubicadas en los extremos de la
jerarquia de consumo con el objetivo de establecer generalidades, sin embargo, el
concepto debe ser extrapolado a otras especies vegetales y a contextos naturales
enriquecidos y altamente cambiantes.

Se observd que la preferencia entre Anacahuita y Sen del campo es innata, ya que
en todas las colonias sin experiencia se comprobd el mismo patron de recoleccion
y también se observo que dicho patron podia alterarse segun la experiencia con
esas dos especies vegetales. Por lo tanto, las variaciones en la preferencia tanto
por disponibilidad como por experiencia evidencian la plasticidad del sistema.

La capacidad de las hormigas para rechazar recursos luego de comprobar un
efecto adverso sobre la colonia o el hongo simbionte ha sido varias veces
documentada (Saverschek et al., 2010 y 2011). Este fendmeno ha sido explicado por
cambios tanto a nivel individual (Falibene et al., 2015) como a nivel social y
emergente de la colonia (Arenas et al, 2017). En esta tesis, el fendmeno de
plasticidad evidenciado no se traté de pasar a evitar un recurso, sino de aceptary
aumentar la preferencia por un recurso antes no preferido. Quedan aun muchos
interrogantes en relacion al tipo de aprendizaje y al nivel individual o social en el
cual esta plasticidad ocurre. Para el fin y objetivo de esta tesis es necesario hacer
énfasis en que la capacidad de adaptacion debe ser tenida en cuenta al momento
de disenar una estrategia de manejo de hormigas basada en atracciéon y
repelencia. Se debe considerar que el valor innato de muchas senales puede ser

modificado por la experiencia. Por ello mismo también se puede esperar que la
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combinaciéon optima de elementos push-pull en un sitio puede ser distinta a la de
otro sitio pocos kilémetros mas lejos pero con una historia de vegetacion y

manejo diferente.

En el Capitulo 5 se inicié la descripcion de caracteristicas fisicoquimicas de Sen
del campo y Anacahuita, que permitieran comprender el por qué de la
preferencia y la aceptacion de recursos mostrada por las hormigas A. ambiguus.
En coincidencia con trabajos previos encontramos que las hormigas se orientaron
inicialmente mediante claves quimicas volatiles (Littledyke & Cherrett, 1978). Las
claras diferencias en los respectivos perfiles de volatiles de ambas especies
indican que esa discriminacion seria perfectamente posible. Los volatiles
reportados para Anacahuita y Sen del Campo resultan solo un ejemplo de la
diversidad de olores presentes en la naturaleza y en una plantacion acompanada
de vegetacion espontanea. En sistemas agricolas donde la arquitectura vegetal es
mas diversa que en un monocultivo, la combinacion de olores provenientes de
diferentes plantas puede enmascarar la deteccion de la vegetacion que se quiere
proteger. Los estimulos pull buscan redireccionar a las hormigas ofreciendo otras
opciones para cortar, agregando también mas volatiles al ambiente y evitando la
identificacion y orientacion hacia el recurso protegido (Perri et al 2020). Este
enfoque reduce el dano en cultivos sin necesidad de recurrir a pesticidas y pone
de manifiesto la relevancia de integrar el conocimiento de la ecologia quimica en
el diseno de estrategias agroecoldgicas sostenibles. Futuros experimentos
podrian estar apuntados a identificar cuales de los compuestos volatiles o
mezclas de ellos, desencadenan comportamientos robustos de atraccion o
aversion en hormigas, cuyo uso también podria ser incorporado a un plan de

manejo.

El analisis del contenido quimico de las hojas de Anacahuita y Sen del campo
también puede explicar los perfiles de recoleccion. El balance de compuestos
fendlicos y nutrientes da cuenta de los factores quimicos que entran en juego y
de la diversidad quimica que puede haber en el paisaje. Esta diversidad también
esta asociada a una diversidad biolégica mayor. Este enfoque no solo proporciona
beneficios directos al cultivo, sino que también fortalece la sostenibilidad del
sistema agroecolégico al fomentar la coexistencia de multiples especies. La

inclusion de vegetacion nativa como parte del diseno del paisaje agricola
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permitiria crear también habitats para polinizadores, enemigos naturales de
plagas y otros organismos benéficos, lo que refuerza las redes troficas locales y
mejora la estabilidad del ecosistema (Landis et al 2020). El aumento en la riqueza
de especies vegetales nativas conjuntamente con el cultivo reduce la
dependencia de insumos externos como fertilizantes y pesticidas, ya que mejora
las funciones del ecosistema y regenera las interacciones bidticas que producen
“servicios ecosistémicos” (Isbell et al., 2011, 2017; Kremen y Miles, 2012; Gurr et al,,
2017; Chaplin-Kramer, et al., 2011). Al reducir la dependencia de insumos externos
se disminuye el impacto ambiental asociado a la produccidn agricola,
contribuyendo a sistemas mas resilientes frente al cambio climatico y a las

fluctuaciones en las dinamicas de plagas y enfermedades.

6.2 Consideraciones finales

6.2.1 Fenotipos variables

Con relacion a la recoleccion descrita de Sen del campo o Anacahuita por parte de
las hormigas, Smith y colaboradores (2023) proponen en otro sistema, la
existencia de fenotipos gustatorios. Sugieren que dentro de la poblacion de
hormigas recolectoras existirian diferencias en las tareas que éstas realizan y que
ello estaria basado en diferencias gustativas. Bajo esta perspectiva una colonia
tendria polimorfismos dentro de la casta de “obreras” con especializaciéon de
tareas y luego, dentro de una subcasta (en este caso, recolectoras de hojas) habria
fenotipos gustatorios variables que, en base a estas caracteristicas, tendrian
distinto comportamiento en la eleccidon de material vegetal y la evaluacion de las
condiciones del hongo simbionte. Esta propuesta contribuye a comprender la
diversidad social y funcional, probablemente con bases en la diversidad sensorial.
También podria explicar que las preferencias a nivel individual por Anacahuita y
Sen del campo, no se deben a una distribucion probabilistica reflejo del gusto
relativo por cada especie vegetal, sino que refleja legitimas diferencias entre
individuos de una misma colonia y que los items recolectados presentan
caracteristicas fisicoquimicas disimiles que permiten claramente su identificacion.

Esta diversidad resulta relevante junto a propuestas, como las de Wagner (1991),
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guien indica que la exposicidn de terpenos a insectos puede variar entre efectos
atractantes a tdxicos dependiendo del animal, la concentraciéon del compuesto,
otros quimicos presentes y el modo del contacto. En esta linea seria interesante
profundizar el rol de los posibles fenotipos funcionales ante los metabolitos de
interés analizados. Ademas seria relevante continuar con los estudios de los
extractos de ceras de Anacahuita y Sen del campo que se encuentran

involucrados en un potencial rechazo de un item.

6.2.2 Producciones sustentables

Hoy en dia se realizan certificaciones, que hacen foco en los productos permitidos
gue se utilizan en reemplazo de aquellos prohibidos, en vez de focalizar en el
rediseno global hacia la sustentabilidad del proceso productivo. Entre ellos se
destacan los aspectos ecoldgicos, econdmicos y sociales, como el manejo del
suelo, la diversidad vegetal (espacial y temporal), el régimen de tenencia de la
tierra, la conservacion de “recursos”, la eficiencia energética y el capital social.
Entendiendo por éste ultimo las interacciones entre individuxs que conforman la
comunidad y entre éstxs y las entidades; algunos ejemplos pueden ser: la
satisfaccion de las necesidades de quien produce y su familia, los lazos con la
comunidad y las expectativas a futuro (Dellepiane y Saranddén, 2008). De esto se
desprende que, a partir de las normativas estatales o industriales y de las
exigencias de los compradores, las producciones puedan modificarse. Tarde o
temprano, parte de las modificaciones en la produccion seran la transicion hacia

producciones sustentables.

En policultivos existe mayor abundancia de depredadores y/o parasitoides tanto
de especies generalistas como de especialistas (Root, 1973) donde tienen bajas
tasas de emigracion y sin afectar las de inmigracion (Coll y Bottrell, 1996). Los
monocultivos generan presion sobre las especies generalistas para consumir las
especies de interés comercial, ya que las posibles estrategias de obtencion de
nutrientes no se encuentran balanceadas. Con lo cual, la incorporacién de
especies nativas (especialmente Sen del campo y Verbena) y la no remocion de la
vegetacion espontanea permitiria una mayor diversidad de nutrientes disponibles

de manera tal que la herbivoria por las especies de interés deberia verse
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disminuida al poder implementar otra estrategia para obtener proteinas y
carbohidratos. Para este tipo de produccidn algunas recomendaciones
elementales en el Delta del Parana indican que un conjunto de practicas posibles
serian disminuir el uso de diques, mantener la vegetacion espontanea, utilizar
barreras fisicas en plantas de interés, forestar con vegetacién nativa generando
corredores bioldgicos, implementar sistemas de policultivos silvopastoriles, etc.
(Aquino et al,, 2024, Astrada, 2023; Baigun, 2013; Casauboén y Tassano Viana, 2012;
Cerrillo et al.,2015; Fracassi et al.,, 2013, Fracassi et al, 2017, Gurini et al.,, 2020;
Kaspari, 2003; Nickele et al. 2012; Moutinho et al,, 2003; Perri et al,, 2017, Perri et al,,
2020; Quintana et al,, 2014; Sanchez-Restrepo et al,, 2019; Vasconcelos y Cherrett,
1997; Plan Estratégico Forestal y Foresto-Industrial Argentina 2030, 2019).

6.2.3 Enfoque interdisciplinario

Estudios etnobotanicos y etnofarmacoldégicos de los territorios en estudio
permiten dar cuenta de los usos culturales de las especies vegetales. La revision
de compuestos alcaloides, fendlicos, flavonoides, taninos, antimicoticos vy
antimicrobianos que caracterizan una especie vegetal seran de potencial interés
para seleccionar especies que tengan potencial efecto en las colonias. Sin
embargo, esto no es posible sin la preservacion del patrimonio cultural y biologico
de la region. Para el caso de Anacahuita y Sen del campo los usos medicinales y/o
culturales -Tabla 6.1- (Alcaraz et al, 2012, Alonso y Desmarchelier, 2015, Jiménez
Hernandez et al, 2018, Martinez et. al, 2021, Tabakian, 2019 y 2024, observaciones
personales) ponen de manifiesto que no solo son especies de potencial interés
para la disminucion de la herbivoria en sauces comerciales sino que presentan
funciones ecosistémicas, medicinales, estéticas y alimenticias (de manera directa

-frutos- o indirecta -miel-).

Tabla 6.1: Cuadro de usos etnobotanicos y etnofarmacologia de Anacahuitay Sen

del campo. Especies asociadas y tipo de crecimiento que presentan.

Nombre Usos medicinales | Otros usos | Especies Crecimiento
comun de asociadas
la especie
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Anacahuita | Hojas: antibacterial, | Alimento o | Mariposas: Intermedio
(infusion): Caida del | infusion (en | Hospedera de
cordén  umbilical, [t¢é o mate) | oruga de
diarrea, para Polibio
expectorante, humanxs y | sangrante
gastritis, aves (Phocides
hipoglucemia, (frutos), polybiu)
hipotension, apicola,
infecciones de las | cortina Aves:  diversas
vias respiratorias | forestal, frugivoras  (Ej.
(bronquitis madera, celestino, zorzal
crénicas, resfrios, | lefa y | fiofio pico corto,
tos y catarros) y de | carbon, fuegueros,
vejiga, leucorrea, | ornamental | frutero,
secado vy | (crecimient | benteveo,
desinfeccion de | o lento) paloma
llagas, trastornos picazuro)
hepaticos, trastorno
rectal, uretritis
Raiz: Astringente,
antidiarreico
Frutos: aperitivo y
ténico
Aceite esencial:
neurotoxico en
altas  dosis (en
estado puro)

Sen del | Hojas y | Apicola, Mariposas: Rapido

campo bracteas(*): ornamental | Hospedera de
Antibacterial. Antim larva de
alarica, cataratas, Limoncito
febrifuga, (Eudeva deva
emoliente, laxante, deva)
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infecciones
urinarias, gonorrea,
dismenorrea,
trastornos
hepaticos, erisipela.
Semillas:
hipoglucemiantes,|
axantes

Corteza: Laxante
Raiz: Abortiva,

colicos

(*)Hojas modificadas.

Estos usos son incluso datados de pueblos originarios pre-hispanicos de la zona
(Castineira Latorre y Castifeira Latorre, 2020). Sin embargo hoy en dia su uso no se
encuentra extendido dado que con la colonizacion de la regiéon estas practicas
terapéuticas o ritos comunales de pueblos originarios y africanos fueron
prohibidos, acusados de hechiceria y/o brujeria y juzgados (con torturas y muerte
asociadas a los juicios) -Farberman, 2000- como continuacion de la caceria de
brujas europea. En contraposicion, en la modernidad, la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) trabaja para contrarrestar estas consecuencias histéricas tal que
promueve el uso y extension de la medicina tradicional o popular, considerandola
util como nexo con la medicina occidental y también para poblaciones alejadas
de centros de salud, como es el caso del Delta. La medicina tradicional o popular
es entonces entendida como “../la suma de todos los conocimientos teoricos y
prdcticos, explicables o no, utilizados para diagnadstico, prevencion y supresion de
trastornos fisicos, mentales o sociales, basados exclusivamente en la experiencia
y la observacion, y transmitidos verbalmente o por escrito de una generacion a
otra. [.] (es) una amalgama de prdctica méedica activa y experiencia
ancestral.[..] puede considerarse también como el conjunto de prdcticas,
medidas, ingredientes y procedimientos de toda clase, sean o no materiales, que
desde tiempo inmemorial, han permitido [..] protegerse contra la enfermedad,

aliviar sus propios sufrimientos y curarse a si mismos.” (OMS, 1978). La perspectiva
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propuesta por la OMS implica la revalorizacion de los saberes y practicas
populares en conjunto con el desarrollo de politicas de integracion de la medicina
tradicional en los sistemas nacionales de salud asi como investigaciones para su
uso con base cientifica (Martinez et al, 2021). En Argentina existen algunos
ejemplos de estas politicas como leyes provinciales, coordinadoras de salud
intercultural, centros de salud, hospitales interculturales (Cavarra et al.,, 2023;
Roncarolo, 2022; Redacion diario Rio Negro, 2021; Duran, 2021 y expedientes
91-33.131/14, 91-33.175/14 y 91-32.232/13, Camara de diputados de la provincia de
Salta). La salud intercultural y la medicina tradicional o popular dan cuenta de la
importancia de la preservacion de aquellas especies de uso medicinal pero
también del patrimonio cultural y natural que representan. A pesar de ello
diversas especies de uso medicinal se encuentran amenazadas de extincion o de
graves pérdidas genéticas y no hay estudios ni informacién robusta sobre ellas

(Martinez et al., 2021).

Montoya-Lerma (2012) plantea que es imprescindible un enfoque
multidimensional e interdisciplinario para el abordaje de problematicas asociadas
a especies consideradas pestes y, a la vez, este es uno de los mayores desafios de
la disciplina. En este sentido, es indispensable recuperar estudios de otras
disciplinas como los de Camarero y colaboradores (2018) -Figura 6.1- si queremos
co-construir estrategias sustentables para las practicas forestales de la comunidad
del Bajo Delta del Parana que puedan, efectivamente, ser aplicadas y perdurar en

el tiempo.
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Figura 6.1: Mapa social de agentes de la Zona Nucleo Forestal del Bajo Delta del
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Parana (tomado de Camarero et al, 2018). Referencias: Organizacion de las
Naciones Unidas para la Educacion, la Ciencia y la Cultura (UNESCQO), Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sustentable de la Nacion (MAyDS), Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA), Grupo de Investigacion en Ecologia de
Humedales de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de
Buenos Aires (GIEH - FCEyN UBA), Instituto de Investigacion e Ingenieria
Ambiental de la Universidad Nacional San Martin (3iA - UNSAM), Consejo Federal
de Medio Ambiente (COFEMA), Comité Interjurisdiccional de Alto Nivel (CIAN),
Organismo Provincial para el Desarrollo Sostenible (OPDS), Ministerio de
Agroindustria de la Nacion (MinAgro), Cooperativa de Consumo Forestal y
Servicios PuUblicos del Delta (CCFySPD), Consejo de Productores del Delta
(ConProDel), Cooperativa de Provision y Servicios Publicos para Productores
Forestales del Delta (CPySPPFD), Corporacion de Fomento del Delta Bonaerense
(CorFoDelta), Asociacion Forestal Argentina (AFoA) y Asociacion Civil Islefos

Unidos Il (AlU2).
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Por lo tanto, resulta necesario abordar las problematicas de sujetos o regiones de
manera interdisciplinar, contemplando las realidades concretas de estos sectores
y bajo medidas especificas de conservacion y proteccion del territorio. Sin estos
elementos, podemos generar excelentes resultados y practicas sustentables pero
gue luego no se apliquen de manera efectiva si no se adecuan a la materialidad e

idiosincrasia de la poblacion a la que estan dirigidas.

163



164



Capitulo 7. Bibliografia

Adams, R. P. (2007). Identification of essential oil components by gas

chromatography/mass spectrometry. Carol Stream: Allured Publishing Corporation.

Al-Badran, A. A., Fujiwara, M., Gatlin, D. M., & Mora, M. A. (2018). Lethal and sublethal
effects of the insecticide fipronil on juvenile brown shrimp Farfantepenaeus aztecus.
Scientific Reports, 8,10769. https://doi.org/10.1038/s41598-018-29052-7

Alcaraz, L., Mattana, C., Satorres, S., Petenatti, E., Petenatti, M., Delaye, L., & Laciar, A.
(2012). Antibacterial activity of extracts obtained from Senna Corymbosa and Tipuana
tipu. Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromadticas, 11(2),
103-111.

Allen, 3. A. (1988). Frequency-dependent selection by predators. Philosophical
Transactions of the Royal Society of London. Series B: Biological Sciences, 319(1196),

485-503. https://doi.org/10.1098/rstb.1988.0056

Alma, A. M., Arenas, A., Fernandez, P. C., & Buteler, M. (2024). The refuse dump provides
information that influences the foraging preferences of leaf-cutting ants. Ecological
Entomology, 50(1), 84-92. https://doi.org/10.1111/een.13106

Altieri, M. A. (1999). The ecological role of biodiversity in agroecosystems. Agriculture,

Ecosystems & Environment, 74(1-3), 19-31. https://doi.org/10.1016/S0167-8809(99)00028-6

Alvarado, A., Berish, C. W.,, & Peralta, F. (1981). Leaf-cutter ant (Atta cephalotes) influence
on the morphology of Andepts in Costa Rica. Soil Science Society of America Journal,
45(4), 790-794. https://doi.org/10.2136/sssaj1981.03615995004500040040x

Alonso, J., & Desmarchelier, C. J. (2015). Plantas medicinales autéctonas de la Argentina:
Bases cientificas para su aplicacion en atencion primaria de la salud (l.a ed.). Ciudad

Autdnoma de Buenos Aires: Corpus Libros Médicos y Cientificos.

Analisis Digital. (2022). Incendios en el Delta. Andlisis Digital.
https://www.analisisdigital.com.ar/provinciales/2022/09/17/incendios-en-el-delta-masiva-m

archa-por-la-ley-de-humedales-y-contra-quemas

Andrade, A. P. P., Forti, L. C., Moreira, A. A., Boaretto, M. A. C., Ramos, V. M., & Matos, C.
A. O. (2002). Behavior of Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae) workers
during the preparation of the leaf substrate for symbiont fungus culture. Sociobiology,

39(2), 293-305.

165



Antunes, E., Guedes, R., Della Lucia, T., & Serrdo, J. E. (2000). Sub-lethal effects of
abamectin suppressing colonies of the leaf-cutting ant Acromyrmex subterraneus
subterraneus. Pest Management Science, 56(1), 1059-1064.
https://doi.org/10.1002/1526-4998(200011)

Arenas, A., & Roces, F. (2016a). Gardeners and midden workers in leaf-cutting ants learn
to avoid plants unsuitable for the fungus at their worksites. Animal Behaviour, 115, 167-174.
https://doi.org/10.1016/j.anbehav.2016.03.002

Arenas, A., & Roces, F. (2016b). Learning through the waste: Olfactory cues from the
colony refuse influence plant preferences in foraging leaf-cutting ants. Journal of

Experimental Biology, 219(Pt 16), 2490-2496. https://doi.org/10.1242/jeb.139568

Arenas, A., & Roces, F. (2017). Avoidance of plants unsuitable for the symbiotic fungus in
leaf-cutting ants: Learning can take place entirely at the colony dump. PLoS ONE, 12(1),
e0171388. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0171388

Arenas, A., & Roces, F. (2018). Appetitive and aversive learning of plant odors inside
different nest compartments by foraging leaf-cutting ants. Journal of Insect Physiology,

109, 85-92. https://doi.org/10.1016/j.jinsphys.2018.07.001

Arimura G., Matsui K., Takabayashi J. (2009). Chemical and molecular ecology of
herbivore-induced plant volatiles: proximate factors and their ultimate functions. Plant
Cell Physiol. 50(5):911-23. doi: 10.1093/pcp/pcp030. Epub 2009 Feb 25. PMID: 19246460.

Astrada, E. (2023). Protocolo de mejores practicas ganaderas bajo una gestiéon ambiental
responsable en el Delta del Parand / Elizabeth. Astrada; Roberto Bd; Rubén Quintana;
editado por Rubén. Quintana. - 1a ed. - Ciudad Auténoma de Buenos Aires: Fundacion

para la Conservacion y el Uso Sustentable de los Humedales.

Aquino D.S., Gavier-Pizarro G., Rescia A.J. y Quintana R.D. (2024). Wetland responses to
non-stationary hydro-climatic dynamics in the context of land cover and land use change.
Remote Sensing Applications: Society and Environment. 34, 101156, ISSN 2352-9385,
https://doi.org/10.1016/j.rsase.2024.101156.

Austin, A. T., Méndez, M. S, Ballaré, C. L. (2008). Photodegradation alleviates the lignin
bottleneck for carbon turnover in terrestrial ecosystems. PNAS. 113(16): 4392-4397.

Bacci M Jr, Solomon SE, Mueller UG, Martins VG, Carvalho AOR, Vieira LGE,
Silva-Pinhati ACO. (2009). Phylogeny of leafcutter ants in the genus Atta fabricius

166


https://doi.org/10.1016/j.rsase.2024.101156
https://doi.org/10.1016/j.rsase.2024.101156

(Formicidae: Attini) based on mitochondrial and nuclear DNA sequences. Mol Phylogenet
Evol. 51:427-437.

Baigun C. R. M,, Minotti P. G, Puig A., Kandus P., Quintana R,, Vicari R,, Bo R,, Oldani N.
0., Nestler J. (2009). Resource use in the Parana River Delta (Argentina): Moving away

from an ecohydrological approach? Ecohydrology and Hydrobiology. 8(2-4): 77-94.

Baigun, C.R.M. (2013). Manual para la gestion ambiental de |la pesca artesanal y las buenas
practicas pesqueras en la cuenca del rio Parana, Argentina. Fundacion Humedales /

Wetlands International. Buenos Aires, Argentina.

Baldwin IT, Halitschke R, Paschold A, von Dahl CC, Preston CA. (2006). Volatile signaling
in plant-plant interactions: "talking trees" in the genomics era. Science. 311(5762):812-5. doi:

10.1126/science1118446. PMID: 16469918.

Ballaré CL, Rousseaux MC, Searles PS, Zaller JG, Giordano CV, Robson TM, et al. (2001).
Impacts of solar ultraviolet-B radiation on terrestrial ecosystems of Tierra del Fuego
(southern Argentina). An overview of recent progress. Journal of Photochemistry and

Photobiology B: Biology. 62: 67-77.

Bass M, Cherrett J.M. (1995). Fungal hyphae as a source of nutrients for the leaf-cutting
ant Atta sexdens. Physiol. Entomol. 20:1-6. doi:10.1111/.

Benencia, R., Pizarro, C. (2018). Introduccion. Ruralidades, actividades econdémicas y
mercados de trabajo en el Delta vecino a la Region Metropolitana de Buenos Aires. Ano:

2018; p. 7 - 24.

Berenbaum, M.R. (1995). Turnabout is fair play: secondary roles for primary compounds.

Journal of Chemical Ecology. 21, 925-40.

Blanco, D. E., Méndez, F. M. (2010). Endicamientos y terraplenes en el Delta del Parana:
Situacion, efectos ambientales y marco juridico. 1a ed. - Buenos Aires: Fundacion para la

Conservacion y el Uso Sustentable de los Humedales.

Blande J3.D. (2017). Chapter eleven - Plant commmunication with herbivores. In: Becard, C.
(Ed.), Advances in Botanical Research, How Plants Communicate with Their Biotic

Environment. Academic Press, pp. 281-304. doi: 10.1016/bs.abr.2016.09.004.

Bé R., Quintana R.D. (2013). Sistema 5e - Humedales del Delta del Parana. En: Benzaguen
L., Blanco D, Bo R., Kandus P., Lingua G., Minotti P,, Quintana R,, Sverlij S., Vidal L. (Eds.),

167



Inventario de los Humedales de Argentina. Sistemas de Paisajes de humedales del
Corredor Fluvial Parand-Paraguay. Buenos Aires. Pp.297-319. ISBN 978-987-29340-0-2.

Bollazzi M., Roces F. (2007). To build or not to build: Circulating dry air organizes collective
building for climate control in the leaf-cutting ant Acromyrmex ambiguus. Animal

Behaviour. 74(5):1349-1355.

Bollazzi M. (2008). Building behavior and the control of nest climate in Acromyrmex
leaf-cutting ants. Dissertation zur Erlangung des naturwissenschaftlichen Doktorgrades

der Bayerischen Julius-Maximilians-Universitat Warzburg.

Bollazzi M, Rémer D, Roces F. (2021). Carbon dioxide levels and ventilation in Acromyrmex
nests: significance and evolution of architectural innovations in leaf-cutting ants. R Soc

Open Sci. 8(11):210907. doi: 10.1098/rs0s.210907. PMID: 34849241, PMCID: PMC8611346.

Bonabeau E., Theraulaz G., Deneubourg IJL, Aron S., Camazine S. (1997).
Self-organization in social insects. Trends  Ecol Evol. 12(5)188-93. doi:
10.1016/50169-5347(97)01048-3. PMID: 21238030.

Bonmatin JM, Giorio C, Girolami V, Goulson D, Kreutzweiser DP, Krupke C et al. (2015).
Environmental fate and exposure; neonicotinoids and fipronil. Environ Sci Pollut Res.

22:35-67.

Bonomo, M., Politis, G. G., Gianotti, C. (2011). Monticulos, jerarquia social y horticultura en
las sociedades indigenas del Delta del rio Parana (Argentina). Latin American Antiquity.
22(3): 297-333.

Bonomo, M,, Di Prado, V., Silva, C., Scabuzzo, C., Ramos van Raap, M.A., Castifeira, C.,
Colobig, M.M., Politis, G. (2019). Las poblaciones indigenas prehispénicas del rio Parana
Inferior 'y  Medio. Revista del Museo de La Plata. 4(2); 585-620.
https:/doi.org/10.24215/25456377e089.

Boomsma, J. J., Fjerdingstad, E. J., Frydenberg, J. (1999). Multiple paternity, relatedness
and genetic diversity in Acromyrmex leaf-cutter ants. Proceedings of the Royal Society of
London B. 266: 249-254.

Boulogne, I, Petit, P., Ozier-Lafontaine, H., Desfontaines, L., Loranger-Merciris, G.
(2012). Insecticidal and antifungal chemicals produced by plants: a review. Environmental
Chemistry Letters. 10: 325-347.

168


https://doi.org/10.24215/25456377e089
https://doi.org/10.24215/25456377e089

Bourke, A. F. G., Franks, N. R. (1995). Social Evolution in Ants. Princeton University Press,
NY.

Bruinsma, M., Dicke, M. (2008). Herbivore-induced indirect defense: from induction
mechanisms to community ecology. In: Induced Plant Resistance to Herbivory. pp. 31-60.

doi: 10.1007/978-1-4020-8182-8_2.

Burgert, I. (2006). Exploring the micromechanical design of plant cell walls. American
Journal of Botany. 93(10): 1391-1401. doi: 10.3732/ajb.93.10.1391. PMID: 21642086.

Burkart, A. (1957). Ojeada sindptica sobre: La vegetacion del Delta del Rio Parana.
Darwiniana. 1: 457-561.

Burkart, R. N., Barbaro, N., Sdnchez, R., Gobmez, D. (1999). Eco-regiones de la Argentina.
[online] Buenos Aires: Programa de Desarrollo Institucional Ambiental. Disponible en:

http:/mwww.sib.gov.ar/archivos/Eco-Regiones_de_la_Argentina.pdf.

Cadish, G., Guiller, K. (1997). Driven by nature: a sense of arrival or departure? In: Cadish, G.
& Giller, K. E. (Eds.) Driven by Nature: plant litter quality and decomposition. CAB
International, pp. 393-399.

Caldwell, M. M,, Ballaré, C. L., Bornman, J. F,, Flint, S. D., Bjorn, L. O., Teramura, A. H., et
al. (2003). Terrestrial ecosystems, increased solar ultraviolet radiation and interactions with

other climatic change factors. Photochemical and Photobiological Sciences. 2: 29-38.

Camarero, G., Straccia, P. H., Maestripieri, E., Ortiz, D,, Liftenegger, A. (2018). Mapa social
de los agentes de la Zona Nucleo Forestal del Delta Inferior del Rio Parana. En: Benenciaq,
R., Pizarro, C. (Eds.) Ruralidades, Actividades Econdmicas y Mercados de Trabajo en el

Delta Vecino a la Region Metropolitana de Buenos Aires. CICCUS, Buenos Aires.

Camargo, R. S., Lopes, J. (2016). Mandibles of leaf-cutting ants: Morphology related to
food preference. Sociobiology. 63: 881-888.

Camargo, R. S., Hastenreiter, I. N., Brugger, M., Forti, L. C., Lopes, J. F. S. (2015).
Relationship between mandible morphology and leaf preference in leaf-cutting ants

(Hymenoptera: Formicidae). Revista Colombiana de Entomologia. 41: 241-244.

Camargo, R. S., Forti, L. C., de Matos, C. A. O,, Lopes, J. F., de Andrade, A. P. P., Ramos,
V. M. (2003). Post-selection and return of foraged material by Acromyrmex subterraneus

brunneus (Hymenoptera: Formicidae). Sociobiology. 42: 93-102.

169



Cameron, K., Teece, M., Bevilacqua, E., Smart, L. (2002). Diversity of cuticular wax among

Salix species and Populus species hybrids. Phytochemistry. 60(7). 715-725.
https://doi.org/10.1016/S0031-9422(02)00198-X.

Canciani, M., Arnellos, A., Moreno, A. (2019). Revising the superorganism: An
organizational approach to complex eusociality. Frontiers in Psychology. 10: 2653. doi:

10.3389/fpsyg.2019.02653.

Cantarelli, E. B., Correa Costa, E., Pezzutti, R., da Silva Oliveira, R. (2008). Losses
quantification in Pinus taeda development after leaf-cutting ants attack. Ciencia Florestal.
18: 39-45.

Carpintero, D. L., de Biase, S., Konopko, S. A. (2014). Fauna del Delta del Rio Parana.

Insecta: Hemiptera: Heteroptera. Fundacion de Historia Natural Félix de Azara. 3: 257-290.

Casaubon, E., Tassano Viaia, J. J. (2012). Manual de buenas practicas silvopastoriles: Para
obtencion de madera de dlamo de calidad para usos multiples en el Delta Inferior del Rio

Parana.

Cassini, M., Tanez, J. (2019). Situaciéon ambiental del Bajo Delta del Parana: ;Qué opinan
los pobladores? Ecologia Austral. 29: 296-305.

Castifneira Latorre, E., Castifeira Latorre, C. (2020). Aportes a la farmacopea de los

cerriteros prehispanicos de la cuenca del Rio de La Plata. Ethnoscientia. 5(1): 1-25.

Cavarra, M. J., Rizzo, R. L., Jones, L. H.,, Roses, M. A., Luppi, M. M,, Carrara, C. (2023).
Atencidn primaria de la salud (APS) con abordaje inclusivo, intercultural y situado. En:

Derecho a la Salud y Sistema de Salud en la Argentina. Ministerio de Salud de la Nacion.

Cerrillo, T., Alvarez, J. A., Alvarez, J. L., Battistella, A., Braccini, C., Casaubon, E., et al.
(2015). La forestacion de salicdceas como aporte al desarrollo sustentable del Delta del

Parana. XXIX Jornadas Forestales de Entre Rios, Concordia (Entre Rios), pp. 14.

Chan, H. K., Hersperger, F., Marachlian, E., Smith, B. H., Locatelli, F.,, et al. (2018).
Odorant mixtures elicit less variable and faster responses than pure odorants. PLOS

Computational Biology. 14(12): e1006536. https://doi.org/10.1371/journal.pcbil006536.

Chaplin-Kramer, R., O’'Rourke, M. E., Blitzer, E. J., & Kremen, C. (2011). A meta-analysis of
crop pest and natural enemy response to landscape complexity. Ecology Letters, 14(10),
922-932. https://doi.org/10.1111/].1461-0248.2011.01642.x

Cheeke, P. R. (1989). Toxicants of plant origin, volume IV: Phenolics. CRC Press.

170


https://doi.org/10.1016/S0031-9422(02)00198-X
https://doi.org/10.1016/S0031-9422(02)00198-X
https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1006536
https://doi.org/10.1111/j.1461-0248.2011.01642.x

Cherrett, J. M. (1980). Possible reasons for the mutualism between leafcutting ants

(Hymenoptera: Formicidae) and their fungus. Biological Ecology Méditerranée, 7, 113-122.

Cherrett, J. M. (1986). The biology, pest status and control of leaf-cutting ants. Agricultural
Zoology Reviews, 1,1-28.

Coll, M., & Bottrell, D. G. (1996). Movement of an insect parasitoid in simple and diverse

plant assemblages. Ecological Entomology, 21(2), 141-149.

Coley, P. D. (1983). Herbivory and defensive characteristics of tree species in a lowland

tropical forest. Ecological Monographs, 53(3), 209-233.

Conchou, L., Lucas, P., Meslin, C., Proffit, M., Staudt, M., & Renou, M. (2019). Insect
Odorscapes: From plant volatiles to natural olfactory scenes. Frontiers in Physiology, 10,

972. https://doi.org/10.3389/fphys.2019.00972

Convenciéon Ramsar. (1971). Relativa a los Humedales de Importancia Internacional.
Ramsar, Iran, 2.2.1971. Modificada segun el Protocolo de Paris, 3.12.1982 y las Enmiendas de
Regina, 28.5.1987.

https:/www.ramsar.org/sites/default/files/documents/library/current _convention_s.pdf

Convenciéon Ramsar. (2018). Perspectiva mundial sobre los humedales: Estado de los
humedales del mundo y sus servicios a las personas. Secretaria de la Convencién Ramsar,

Gland, Suiza.

Cook, S. M., Khan, Z. R., & Pickett, J. (2007). The use of push-pull strategies in integrated

pest management. Annual Review of Entomology, 52, 375-400.

Cosarinsky, M. I, Rémer, D., & Roces, F. (2020). Nest turrets of Acromyrmex grass-cutting
ants: Micromorphology reveals building techniques and construction dynamics. /nsects,
71(2), 140. https://doi.org/10.3390/insects11020140

Crozier, R. H., & Dix, M. W. (1979). Analysis of two genetic models for the innate

components of colony odor in social Hymenoptera. Behavioral Ecology and Sociobiology,

4(3), 217-224. hittps://doiorg/101007/BFQ0297645

Daily, G. C. (1997). Nature's services: Societal dependence on natural ecosystems. Island

Press.

Davila, C. (2023). Metabolitos de defensa en plantas de sauce y su interaccion con el

herbivoro especialista Nematus oligospilus. (Tesis Doctoral. Universidad de Buenos Aires.

171


https://www.ramsar.org/sites/default/files/documents/library/current_convention_s.pdf
https://www.ramsar.org/sites/default/files/documents/library/current_convention_s.pdf
https://doi.org/10.1007/BF00297645

Facultad de Ciencias Exactas Y Naturales.). Recuperado de
https://hdl.handle.net/20.500.12110/tesis_N7369_Davila

Dubois, M,; Gilles, K.A.; Hamilton, J.K.; Rebers, P.A.; Smith, F. (1956). Colorimetric Method
for Determination of Sugars and Related Substances. Analytical Chemistry, 28, 350-356.

http://dx.doiorg/101021/ac601112017

Dudareva N, Klempien A, Muhlemann JK, Kaplan 1.(2013). Biosynthesis, function and
metabolic engineering of plant volatile organic compounds. New Phytol. 2013
Apr;198(1):16-32. doi: 10.1111/nph.12145. Epub 2013 Feb 6. PMID: 23383981.

Eigenbrode, S. D., Birch, A. N. E., Lindzey, S., Meadow, R., & Snyder, W. E. (2016). A
mechanistic framework to improve understanding and applications of push-pull systems

in pest management. Journal of Applied Ecology, 53(1), 202-212.

Emery, C. (1888c ['1887"]). Formiche della provincia di Rio Grande do SUl nel Brasile,
raccolte dal dott. Hermann von Ihering. Bullettino della Societa Entomologica Italiana, 19,
352-366.

Engelberth, J. (2006). Secondary metabolites and plant defense. In L. Taiz & E. Zeiger
(Eds.), Plant physiology (Vol. 4, pp. 315-344). Sunderland, UK: Sinauer Associates.

Erb, M., & Reymond, P. (2019). Molecular interactions between plants and insect
herbivores. Annual Review of Plant Biology, 70, 527-557.
https://doi.org/10.1146/annurev-arplant-050718-095910

Erthal, M. Jr., Peres Silva, C., & Samuels, R. I. (2004). Digestive enzymes of leaf-cutting
ants, Acromyrmex subterraneus (Hymenoptera: Formicidae: Attini): Distribution in the gut

of adult workers and partial characterization. Journal of Insect Physiology, 50, 881-891.

Ettre, L. S., Welter, C., & Kolb, B. (1993). Determination of gas-liquid partition coefficients
by automatic equilibrium headspace-gas chromatography utilizing the phase ratio

variation method. Chromatographia, 35, 73-84.

Exptes. 91-33.131/14, 91-33.175/14 y 91-32.232/13 (unificados). (2014). Boletin oficial N°
19.446, del dia 15 de diciembre de 2014. LEY N° 7856. Sancionado el dia 06/11/2014.
Promulgado el dia 02/12/2014. Camara de diputados de la provincia de Salta.

https://www.diputadosalta.gob.ar/digesto leyes/82/download file

Faberman, J. (2000). Hechiceria, cultura folclérica y justicia capitular. El proceso de Tuama

(Santiago del Estero), 1761. Andes, 71, 2000. Universidad Nacional de Salta. ISSN: 0327-1676.

172


http://dx.doi.org/10.1021/ac60111a017
http://dx.doi.org/10.1021/ac60111a017
https://www.diputadosalta.gob.ar/digesto_leyes/82/download_file
https://www.diputadosalta.gob.ar/digesto_leyes/82/download_file

Falibene, A., Roces, F., & Rossler, W. (2015). Long-term avoidance memory formation is
associated with a transient increase in mushroom body synaptic complexes in leaf-cutting

ants. Frontiers in Behavioral Neuroscience, 9, 84.

Farji-Brener, A. G.,, & Ruggiero, A. (1994). Leaf-cutting ants (Atta and Acromyrmex)
inhabiting Argentina: Patterns in species richness and geographical range sizes. Journal of

Biogeography, 21(4), 391-399. https://doi.org/10.2307/2845757

Farji-Brener, A. G., & Silva, J. F. (1995). Leaf-cutting ant nests and soil fertility in a

well-drained savanna in Western Venezuela. Biotropica, 27, 250-255.

Farji-Brener, A. G. (2000). Leaf cutting ant in temperate environments: Mounds, mound
damage and nest mortality rate in Acromyrmex lobicornis. Studies on Neotropical Fauna

and Environment, 35, 131-138.

Farji-Brener, A. G. (2001). Why are leaf-cutting ants more common in early secondary
forests than in old-growth tropical forests? An evaluation of the palatable forage
hypothesis. Oikos, 92, 169-177.

Fernandez, F. (2003). Breve introducciéon a la biologia social de las hormigas. En F.
Fernandez (Ed.), Introduccion a las Hormigas de la region Neotropical (pp. XXVI + 398).
Instituto de Investigacion de Recursos Biolégicos Alexander von Humboldt, Bogot3,

Colombia. Capitulo 5.

Forti, L. C., Andrade, M. L. D., Andrade, A. P. P., Lopes, J. F. S., & Ramos, V. M. (2006).
Bionomics and identification of Acromyrmex (Hymenoptera: Formicidae) through an

illustrated key. Sociobiology, 48, 135-153.

Fowler, H. G., & Robinson, S. W. (1979). Field identification and relative pest status of
Paraguayan leaf-cutting ants. Turrialba, 29, 11-16.

Fowler, H. G. (1978). Foraging trails of leaf-cutting ants. Journal of the New York
Entomological Society, 86, 132-136.

Fracassi, N., Quintana, R., Pereira, J., Mujica, G., & Landé, R. (2013). Protocolo de
Estrategias de Conservacion de la Biodiversidad en Bosques Plantados de Salicaceas del

Bajo Delta del Paranad. 1a ed. Delta del Parand, Buenos Aires: Ediciones INTA.

Fracassi, N. G., Quintana, R. D., Pereira, J. A., Mujica, G. O., & Landé, R. (2014). Protocolo:
Estrategias de Conservacion de la Biodiversidad en Bosques Plantados de Salicdceas del

Bajo Delta del Parand. Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, 60.

173


https://doi.org/10.2307/2845757

Fracassi, N. (2017). Guia de campo para la restauracion del bosque riberefio en el bajo
Delta del Parana: basada en el protocolo de estrategias de conservacion de la
biodiversidad en bosques plantados de salicdceas del bajo Delta del Parand. 1a ed.

Campana, Buenos Aires: Ediciones INTA.

Furstenberg-Hagg, J., Zagrobelny, M., & Bak, S. (2013). Plant defense against insect
herbivores.  International Journal of Molecular Sciences, 14, 10242-10297.
https://doi.org/10.3390/iims140510242

Greenwood, J. J. D,, & Elton, R. A. (1979). Analysing experiments on frequency-dependent
selection by predators. Journal of Animal Ecology, 48, 721-737.

Guerrero Rincén, N., Olarte Quintero, M. A., & Pérez Naranjo, J. C. (2012). Leaf area
measurement in photographs taken with a webcam, a cell phone or a semi-professional

camera. Revista Facultad Nacional de Agronomia Medellin, 65, 6399-6405.

Gurini, L., Dovico, A, Alvarez, A., & Maldonado, L. (2020). Produccién y procesamiento de
polen: buenas prdcticas de manejo y manufactura. Buenos Aires: Ediciones INTA;

Estacion Experimental Agropecuaria Delta del Parana.

Gurr, G. M,, Wratten, S. D., Landis, D. A., & You, M. (2017). Habitat management to
suppress pest populations: Progress and prospects. Annual Review of Entomology, 62,
91-109.

Herz, H., Holldobler, B., & Roces, F. (2008). Delayed rejection in a leaf-cutting ant after
foraging on plants unsuitable for the symbiotic fungus. Behavioral Ecology, 19(3), 575-582.
https:/doi.org/10.1093/beheco/arn0l16

Hélldobler, B., & Wilson, E. O. (2011). The leafcutter ants: Civilization by instinct (st ed.). W.
W. Norton & Company, Inc.

Inventario Nacional de Humedales. (2020). Gobierno de la Republica Argentina.

https:/www.argentina.gob.ar/ambiente/agua/humedales/inventarionacional

Jiménez, N. L. (2019). Patrones de herbivoria y coocurrencia de hormigas cortadoras de
hojas en forestaciones y dreas naturales del Bajo Delta del Rio Parand, Argentina (Tesis

doctoral). Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.

Jiménez Hernandez, J., Ragone, M. I, Bonazzola, P., Bandoni, A. L., & Consolini, A. E.

(2018). Antitussive, antispasmodic, bronchodilating and cardiac inotropic effects of the

174


https://doi.org/10.3390/ijms140510242
https://doi.org/10.1093/beheco/arn016
https://doi.org/10.1093/beheco/arn016
https://www.argentina.gob.ar/ambiente/agua/humedales/inventarionacional
https://www.argentina.gob.ar/ambiente/agua/humedales/inventarionacional

essential oil from Blepharocalyx salicifolius leaves. Journal of Ethnopharmacology, 210,
107-117. https:/doi.org/10.1016/j.jep.2017.08.013

Harmon, M. E., Nadelhoffer, K. J., & Blair, J. M. (1999). Measuring decomposition, nutrient
turnover, and stores in plant litter. In G. P. Robertson, C. S. Bledsoe, D. C. Coleman, & P.
Sollins (Eds.), Standard Soil Methods for Long-Term Ecological Research (pp. 202-240).

Oxford University Press.

Hebeish, A., Moustafa, M. G., Fouda, I. A.,, Hamdy, S. M., & EL-Sawy, F. A. (2008).
Preparation of durable insect repellent cotton fabric: Limonene as insecticide.

Carbohydrate Polymers, 74(2), 268-273. https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2008.02.013

Herz, H., Beyschlag, W., & Holldobler, B. (2007). Herbivory rate of leaf-cutting ants in a
tropical moist forest in Panama at the population and ecosystem scales. Biotropica, 39,
482-488.

Herz, H., Holldobler, B., & Roces, F. (2008). Delayed rejection in a leaf-cutting ant after
foraging on plants unsuitable for the symbiotic fungus. Behavioral Ecology, 19, 575-582.

Holldobler, B., & Wilson, E. O. (1990). The ants. Belknap Press of Harvard University Press.

Hoélldobler, B., & Wilson, E. O. (2011). The leafcutter ants: Civilization by instinct. New York:
W. W. Norton & Company.

Holopainen, J. (2004). Multiple functions of inducible plant volatiles. Trends in Plant
Science, 9, 529-533.

Holopainen, J., & Gershenzon, J. (2010). Multiple stress factors and the emission of plant
VOCs. Trends in Plant Science, 15(3), 176-184.

Howard, J. J. (1987). Leaf-cutting ant diet selection: The role of nutrients, water, and

secondary chemistry. Ecology, 68(3), 503-515.

Howard, J. J. (1988). Leaf-cutting and diet selection: Relative influence of leaf chemistry

and physical features. Ecology, 69(1), 250-260.

Hubell, S. P., Wiemer, D. F., & Adejare, A. (1983). An antifungal terpenoid defends a
neotropical tree (Hymenae) against attack by fungus-growing ants (Atta). Oecologia, 60,
321-327.

175


https://doi.org/10.1016/j.jep.2017.08.013
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2008.02.013

Hughes, W. O. H., Pagliarini, R., Madsen, H. B., Dijkstra, M. B., & Boomsma, J. J. (2008).
Antimicrobial defense shows an abrupt evolutionary transition in the fungus-growing

ants. Evolution.

Infante-Rodriguez, D. A., Monribot-Villanueva, J. L., Mehltreter, K, et al. (2020).
Phytochemical characteristics of leaves determine foraging rate of the leaf-cutting ant
Atta mexicana (Smith) (Hymenoptera: Formicidae). Chemoecology, 30, 147-159.
https://doi.ora/10.1007/s00049-020-00306-4

Informes de Cadenas de Valor. Forestal, papel y muebles. (2023). Ao 8 - N° 68 - junio
2023. Ministerio de Economia.

https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/forestal_2023.pdf

Irmisch, S., Clavijo McCormick, A., Boeckler, G. A., Schmidt, A., Reichelt, M., Schneider,
B., ... & Kollner, T. G. (2013). Two herbivore-induced cytochrome P450 enzymes CYP79D6
and CYP79D7 catalyze the formation of volatile aldoximes involved in poplar defense. The
Plant Cell, 25(11), 4737-4754. https://doi.org/10.1105/tpc.113.118265

Isbell, F., Adler, P. R., Eisenhauer, N., Fornara, D., Kimmel, K., & Kremen, C. (2017). Effects

of biodiversity on ecosystem services. Journal of Ecology, 105, 871-879.

Isbell, F.,, Calcagno, V., Hector, A., Connolly, J., Harpole, W. S., Reich, P. B,
Scherer-Lorenzen, M., Schmid, B., Tilman, D., van Ruijven, J., Weigelt, A., Wilsey, B. J.,
Zavaleta, E. S., & Loreau, M. (2011). High plant diversity is needed to maintain ecosystem
services. Nature, 477(7363), 199-202. https://doi.org/10.1038/nature10282

Izaguirre, M. M., Mazza, C. A., Svatos, A., Baldwin, I. T., & BallarE, C. L. (2007). Solar
ultraviolet-B radiation and insect herbivory trigger partially overlapping phenolic

responses in Nicotiana attenuata and Nicotiana longiflorus. Annals of Botany, 99, 103-109.

Jernigan, C. M,, Halby, R., Gerkin, R. C., Sinakevitch, I., Locatelli, F., & Smith, B. H. (2020).
Experience-dependent tuning of early olfactory processing in the adult honey bee, Apis
mellifera. Journal of Experimental Biology, 223(1), jeb206748.
https://doi.org/10.1242/jeb.206748

Jiménez, Nadia Lis. (2019). Patrones de herbivoria y coocurrencia de hormigas
cortadoras de hojas en forestaciones y dreas naturales del Bajo Delta del Rio Parang,
Argentina (Tesis doctoral). Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Exactas y

Naturales.

176


https://doi.org/10.1007/s00049-020-00306-4
https://doi.org/10.1007/s00049-020-00306-4
https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/forestal_2023.pdf
https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/forestal_2023.pdf

Jehison Jiménez Hernandez, Maria Inés Ragone, Patricia Bonazzola, Arnaldo L.
Bandoni, & Alicia E. Consolini. (2018). Antitussive, antispasmodic, bronchodilating and

cardiac inotropic effects of the essential oil from Blepharocalyx salicifolius leaves. Journal

of Ethnopharmacology. https:/doi.org/10.1016/j.jep.2017.08.013

Jones, C. G,, Lawton, J. H., & Shachak, M. (1994). Organisms as ecosystem engineers.
Oikos, 69, 373-386.

Jones, C. G, Lawton, J. H.,, & Shachak, M. (1997). Positive and negative effects of

organisms as physical ecosystem engineers. Ecology, 78, 1946-1957.

Kalesnik, F., Valles, L., Quintana, R., & Acefiolaza, P. (2008). Parches Relictuales de Selva
en Galeria (Monte Blanco) en la regién del Bajo Delta del Rio Parana. In F. G. Acenolaza

(Ed.), Temas de la Biodiversidad del Litoral Fluvial Argentino Il (pp. 169-191). Tucuman.

Kandus, P. (1997). Andlisis de patrones de vegetacion a escala regional en el Bajo Delta

del rio Parand (Argentina) (Tesis doctoral). Universidad Nacional de Buenos Aires.

Kandus, P., Minotti, P., & Malvarez, A. I. (2008). Distribution of wetlands in Argentina
estimated from soil charts. Acta Scientiarum, 30(4), 403-4009.

Kandus, P., Morandeira, N., & Schivo, F. (Eds.). (2010). Bienes y servicios ecosistémicos de

los humedales del Delta del Parand. Fundacion Humedales / Wetlands International.

Kandus, P., Minotti, P., Morandeira, N., & Gayol, M. (2019). Inventario de humedales de la
region del complejo fluvio-litoral del Bajo Parand. Programa Corredor Azul. Fundacion

Humedales / Wetlands International y Universidad Nacional de San Martin.

Kaspari, M. (2003). Introduccién a la ecologia de las hormigas. In F. Fernandez (Ed.),
Introduccion a las Hormigas de la region Neotropical (pp. XXVI + 398). Instituto de

Investigacion de Recursos Bioldgicos Alexander von Humboldt.

Knudsen, J. T., Eriksson, R., Gershenzon, J., & Stahl, B. (2006). Diversity and distribution
of floral scent. The Botanical Review, 72(1), 1-120.
https://doi.org/10.1663/0006-8101(2006)72[1:DADOFS]2.0.CO;2

Kusnezov, N. (1963). Zoogeografia de las hormigas en Sudameérica. Acta Zoologica

Lilloana, XIX, 25-186.

Kremen, C., & Miles, A. (2012). Ecosystem services in biologically diversified versus
conventional farming systems: Benefits, externalities, and trade-offs. Ecology and Society,

17(40). https://doi.org/10.5751/ES-05035-170440

177


https://doi.org/10.1016/j.jep.2017.08.013
https://doi.org/10.5751/ES-05035-170440

Krug, C. P. (2018). Integridad ecoldgica de los humedales del Bajo Delta del Rio Parand
bajo diferentes modalidades productivas (Tesis doctoral). Universidad de Buenos Aires,

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.

Kusnezov, N. (1964). Zoogeografia de las hormigas en Sudamérica. Acta Zoologica

Lilloana, 19, 25-186.

Landis, D.A. (2020). Arthropod Sampling in Agricultural Landscapes: Ecological
Considerations. In Handbook of Sampling Methods for Arthropods in Agriculture. 1st
Edition. First Published 1993. Imprint CRC Press, p. 17.

LaPolla, J. S.; Dlussky, G. M.; Perrichot, V. (2013). Ants and the fossil record. Annual
Review of Entomology, 58, 609-630.

Latrubesse, E. M.; Stevaux, J. C.; Sinha, R. (2005). Tropical Rivers. Geomorphology, 70(3),
187-206.

Lecuona, R.E.; Posadas, J.B.; Mini, J.l.; Gémez, D.G.; Martinez, F.G.; Maestro, M. (2015).
Control microbiano de hormigas cortadoras por medio de hongos benéficos. Servicio
Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria de la Republica Argentina (Senasa), ISSN:
2314-2901, sns N.° 7.

Lenoir, A.; Fresneau, D.; Errard, C.; Hefetz, A. (1999). Individuality and colonial identity in
ants: the emergence of the social representation concept. In: Detrain, C.; Deneubourg, J.L,;
Pasteels, J.M. (eds), Information Processing Iin Social Insects. Birkhauser, Basel.

https://doi.org/10.1007/978-3-0348-8739-7_12.

Letourneau, D.K.; Armbrecht, l.; Salguero Rivera, B.; Montoya Lerma, J.; Jiménez
Carmona, E.; Daza, M.C,, et al. (2011). Does plant diversity benefit agroecosystems? A

synthetic review. Ecological Applications, 21(1), 9-21.

Levin, D.A. (1973). The role of trichomes in plant defense. Quarterly Review of Biology,

48(1), 3-15. https:/doi.ora/10.1086/407484.

Lewis, T.; Norton, G. A. (1973). Aerial baiting to control leaf-cutting ants (Formicidae, Attini)

in Trinidad. lll. Economic implications. Bulletin of Entomological Research, 63(2), 289-303.

Ley Nacional 25.080 de inversiones para bosques cultivados. Republica Argentina.

https://forestoindustria.ma .gob.ar/archivos/normativas/ley25080.pdf

178


https://doi.org/10.1007/978-3-0348-8739-7_12
https://doi.org/10.1007/978-3-0348-8739-7_12
https://doi.org/10.1086/407484
https://forestoindustria.magyp.gob.ar/archivos/normativas/ley25080.pdf
https://forestoindustria.magyp.gob.ar/archivos/normativas/ley25080.pdf

Ley Nacional 27.621. Para la implementacion de la Educacion Ambiental Integral en la
Republica Argentina.

https://www.argentina.gob.ar/normativa/nacional/ley-27621-350594/texto

Li, L.; Peng, H.; Kurths, J.; Yang, Y.; Schellnhuber, H.J. (2014). Chaos-order transition in
foraging behavior of ants. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United

States of America, 111(23), 8392-8397. doi: 10.1073/pnas.1407083111.

Littledyke, M.; Cherrett, J. M. (1976). Direct ingestion of plant sap from cut leaves by the
leaf-cutting ants Atta cephalotes (L.) and Acromyrmex octospinosus (Reich)(Formicidae,

Attini). Bulletin of Entomological Research, 66(2), 205-217.

Lofstedt, G.; Gilljam, J.; Leonel, J.;; Cousins, LT.; Benskin, J.P. (2016). Is ongoing
sulfluramid use in South America a significant source of perfluorooctanesulfonate (PFOS)?
Production inventories, environmental fate, and local occurrence. Environmental Science

& Technology, 50, 653-659.

Loponte, D. M.; Acosta, A. A. (2013). La construccion de la unidad arqueolégica Guarani en
el extremo meridional de su distribucion geografica. Cuadernos del Instituto Nacional de

Antropologia y Pensamiento Latinoamericano, 1, 193-235.

Lothrop, S. K. (1946). Indians of the Parand Delta and La Plata Littoral. In Handbook of
South American Indians: The Marginal Tribes, Vol. 1, edited by Steward, J.H. Smithsonian
Institution. Bureau of American Ethnology. Bulletin 143. Washington: United States

Government Printing Office.

Marinho, C.; Della Lucia, T.; Guedes, R. N.; Ribeiro, M.; Lima, E. (2005).
B-eudesmol-induced aggression in the leaf-cutting ant Atta sexdens rubropilosa.
Entomologia Experimentalis et Applicata, 117, 89-93. doi: 10.1111/].1570-7458.2005.00338 x.

Marsaro, A. L.; Souza, R. C.; Della Lucia, T. M.; Fernandes, J. B.; Silva, M. F.; Vieira, P. C.
(2004). Behavioral changes in workers of the leaf-cutting ant Atta sexdens rubropilosa
induced by chemical components of Eucalyptus maculata leaves. Journal of Chemical

Ecology, 30(9), 1771-1780. doi: 10.1023/b:joec.0000042400.14451.08.

Martinez, G.; Audisio, C.; Lujan, M. C. (2021). Las plantas medicinales, patrimonio natural y
cultural de la Reserva Hidrica Natural y Recreativa Bamba, La Calera, Cérdoba, Argentina.
Bol Latinoam Caribe Plant Med Aromat, 20(3), 270-302.
https:/doi.org/10.37360/blacpma.21.20.3.21

179


https://www.argentina.gob.ar/normativa/nacional/ley-27621-350594/texto
https://www.argentina.gob.ar/normativa/nacional/ley-27621-350594/texto
https://doi.org/10.37360/blacpma.21.20.3.21
https://doi.org/10.37360/blacpma.21.20.3.21

Meyer, S.T.; Roces, F.; Wirth, R. (2006). Selecting the drought stressed: effects of plant
stress on intraspecific and within-plant herbivory patterns of the leaf-cutting ant Atta

colombica. Functional Ecology, 20, 973-981.

Mikheyev, A. S. (2008). History, genetics and pathology of a leaf-cutting ant introduction:

a case study of the Guadeloupe invasion. Biological Invasions, 10, 467-473.

Ministerio del Interior, Republica Argentina. (n.d.). Ecorregiones del Delta e Islas del

Paranad. Recuperado de

las-del-parana

Mitsch, W. J.; Gosselink, J. G. (2007). Wetlands, 4th ed. John Wiley & Sons, New York.

Montoya-Lerma, J.; Giraldo-Echeverri, C.; Armbrecht, I.; Farji-Brener, A.; Calle, Z. (2012).
Leaf-cutting ants revisited: Towards rational management and control. International

Journal of Pest Management, 58, 225-247.

Moutinho, P.; Nepstad, D.C.; Davidson, E.A. (2003). Influence of leaf-cutting ant nests on
secondary forest growth and soil properties in Amazonia. Ecology, 84, 1265-1276.

Morandeira, N. S.; Kandus, P. (2017). Do taxonomic, phylogenetic and functional plant and

diversity reflect environmental patterns in the Lower Parana River floodplain? Plant

Ecology & Diversity, 10(2-3), 153-165. https:/doi.org/10.1080/17550874.2017.1315838

Moreira, X.; Nell, C. S.; Katsanis, A.;, Rasmann, S.; Mooney, K. A. (2018). Herbivore
specificity and the chemical basis of plant-plant communication in Baccharis salicifolia

(Asteraceae). New Phytologist, 220(3), 703-713. doi: 10.1111/nph.14164.

Miiller, C.; Riederer, M. (2005). Plant surface properties in chemical ecology. Journal of
Chemical Ecology, 31(11), 2621-2651. doi: 10.1007/s10886-005-7617-7.

Nanni, S.; Piquer-Rodriguez, M.; Rodriguez, D.; Nufiez-Regueiro, M.; Periago, E.; Aguilar,
S.; Ballari, S.; Blundo, C.; Derlindati, E.; Di Blanco, Y.; Eljall, A.; Grau, R.; Herrera, L.;
Huertas Huerrera, A.; lzquierdo, A.; Lescano, J.; Macchi, L.; Mazzini, F.; Milkovic, M,;
Monthti, L.; Paviolo, A.; Pereyra, M.; Quintana, R.; Quiroga, V.; Renison, D.; Santos
Beade, M.; Scaaf, A.; Gasparri, I. (2020). Presiones sobre la conservacion asociadas al uso

de la tierra en las ecorregiones terrestres de la Argentina. Ecologia Austral, 30, 304-320.

180


https://www.argentina.gob.ar/interior/ambiente/parquesnacionales/ecorregiones/delta-e-islas-del-parana
https://www.argentina.gob.ar/interior/ambiente/parquesnacionales/ecorregiones/delta-e-islas-del-parana
https://www.argentina.gob.ar/interior/ambiente/parquesnacionales/ecorregiones/delta-e-islas-del-parana
https://doi.org/10.1080/17550874.2017.1315838

Nanni, A. S., Pérez, N. N, Quintana, R.Q., Sfara, V. (2022). How are arthropod

communities structured in a modified wetland under different productive activities? Acta

Oecologica, 117,103851. https://doi.org/10.1016/j.acta0.2022.10385]

Neiff, J. J,, Iriondo, M. H., Carignan, R. (1994). Large tropical South American wetlands: an
overview. En G.L. Link, R.J. Naiman (Eds), The Ecology and Management of

Aquatic-terrestrial Ecotones (pp. 156-165). University of Washington.

Nichols-Orians, C. M. (1991). Condensed tannins, attine ants, and the performance of a

symbiotic fungus. Journal of Chemical Ecology, 17, 1177-1195.

Nickele, M. A, Filho, W. R,, de Oliveira, E. B,, lede, E. T., Caldato, N., Strapasson, P. (2012).

Leaf-cutting ant attack in initial pine plantations and growth of defoliated plants. Pesquisa

Agropecuaria Brasileira, 47(1), 892-899. https://doi.org/101590/S0100-204X2012000700003

North, R. D., Jackson, C. W., & Howse, P. E. (1999). Communication between the fungus
garden and workers of the leaf-cutting ant, Atta sexdens rubropilosa, regarding choice of

substrate for the fungus. Physiological Entomology, 24, 127e133.

Nuessly, G. S., Scully, B. T., Hentz, M. G., Beiriger, R., Snook, M. E., Widstrom, N. W.
(2007). Resistance to Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) and Euxesta
stigmatias (Diptera: Ulidiidae) in sweet corn derived from exogenous and endogenous

genetic systems. Journal of Economic Entomology, 100, 1887-1895.

Nunez Bustos, E. O. (2014). Comparacion de la fauna de mariposas diurnas (Papilionoidea
& Hesperioidea) del delta bonaerense e Isla Martin Garcia. Fundacion de Historia Natural

Félix de Azara, 246-256.

Nygaard, S., Hu, H,, Li, C., Schigtt, M., Chen, Z., Yang, Z., Xie, Q., Ma, C., Deng, Y., Dikow,
R., Rabeling, C., Nash, D., Brady S., Schultz T.R., Zhang G., Boomsma J.J. (2016).

Reciprocal genomic evolution in the ant-fungus agricultural symbiosis. Nature

Communications, 7,12233. https:/doi.org/101038/ncomms12233

Oliveira, L. S., Pereira, L. G. R., Azevédo, J. A. G., Pedreira, M. dos S., Loures, D. R. S.,
Bomfim, M. A. D., Barreiros, D. C., Brito, R. L. L. de. (2010). Nutritional characterization of
co-product silages of pejibaye. Revista Brasileira de Saude e Produg¢do Animal, 11(2),
426-439.

OMS reunién sobre Promocién y Desarrollo de la Medicina Tradicional (1977: Ginebra)

& World Health Organization. (1978). Promocion y desarrollo de la medicina tradicional:

181


https://doi.org/10.1016/j.actao.2022.103851
https://doi.org/10.1590/S0100-204X2012000700003
https://doi.org/10.1038/ncomms12233

Informe de una reunion de la OMS, [Ginebra, 28 de noviembre - 2 de diciembre de 1977].
Organizacion Mundial de la Salud. Recuperado de https://iriswho.int/handle/10665/41183

Ortiz, D. (2020). Habitar “la isla”": paisaje, lugar e identidad en la Zona Nucleo Forestal del
Delta del Rio Parana. Tesis de Maestria en Politicas Ambientales y Territoriales. Facultad de

Filosofia y Letras, Universidad de Buenos Aires.

Paredes, C., lannacone, J., Alvarifio, L. (2019). Efecto subletal del fipronil en el
desenvolvimiento de embriones de Oncorhynchus mykiss "trucha arco iris". Biotempo, 10,
9-14.

Peden-Adams, M. M., EuDaly, J. G., Dabra, S., EuDaly, A., Heesemann, L., Smythe, J., et
al. (2007). Suppression of humoral immunity following exposure to the perfluorinated

insecticide sulfluramid. Journal of Toxicology and Environmental Health, 70, 1130-1141.

Peixoto Batista, J., Godfrid, J., Stevenson, H. (2019). La difusién del concepto de servicios
ecosistémicos en la Argentina: Alcances y resistencias. Revista Sociedad Argentina de
Analisis Politico, 13(2), 313-340.

Pereyra, A., Gonzalez, A., Leiva, C., Sabarotz, P., Ventura, P. (2019). Fenédmenos
hidrometeoroldgicos en el bajo delta bonaerense: El riesgo de inundacién desde la
percepcion de los pobladores islefios. XXI Jornadas de Geografia de la UNLP, Ensenada,
Argentina, 9 al 11 de octubre de 2019. Construyendo una Geografia Critica y

Transformadora: En defensa de la Ciencia y la Universidad Publica.

Perri, D., Gorosito, N., Fernandez, P., Buteler, M. (2017). Plant based compounds with
potential as Push - Pull stimuli to manage behavior of leaf cutting ants. Entomologia

Experimentalis et Applicata, 163, 150-159.

Perri, D. "Evaluacion de herramientas de manejo integrado de plagas para hormigas
cortadoras de hojas en el bajo delta del Rio Parana" . (2020). Tesis Doctoral, Universidad de

Buenos Aires. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.

Perri, D., Gorosito, N., Schilman, P., Casaubén, E., Davila, C., Fernandez, P. (2020).
Push-pull to manage leaf-cutting ants: an effective strategy in forestry plantations. Pest

Management Science, 77(1), 432-439.

Philippe, R. N. C,, & Bohlmann, J. (2007). Poplar defense against insect herbivores.
Canadian Journal of Botany, 85, 1111-1126. https://doi.org/10.1139/B07-109

182


https://iris.who.int/handle/10665/41183
https://bibliotecadigital.exactas.uba.ar/download/tesis/tesis_n7255_Perri.pdf
https://bibliotecadigital.exactas.uba.ar/download/tesis/tesis_n7255_Perri.pdf

Pinto-Tomas, A. A., Anderson, M. A,, Suen, G., Stevenson, D. M., Chu, F. S., Cleland, W.
W., Weimer, P. J., Currie, C. R. (2009). Symbiotic nitrogen fixation in the fungus gardens
of leaf-cutter ants. Science, 326(5956), 1120-1123.

Pizarro, C. A., Straccia, P. H. (2018). “Islefos” y “ambientalistas”. Confrontaciones sobre la
sustentabilidad de la produccion forestal en los humedales del Delta del Parana
(2012-2013). En R. Benencia (Ed.), Ruralidades, actividades econdémicas y mercados de

trabajo en el Delta vecino a la Region Metropolitana de Buenos Aires. Fundacion CICCUS.

Plan estratégico forestal y foresto industrial Argentina 2030. (2019). Secretaria de
Ambiente y Desarrollo Sustentable, Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca,
Ministerio de Educacion, Presidencia de la Nacion.

https:/www.argentina.gob.ar/sites/default/files/2021/04/plan_estrateqico_foresto_industrial

2030.pdf

Plan integral estratégico para la conservacion y aprovechamiento sostenible en el
Delta del Parana (PIECAS-DP). (2008). Jefatura de Gabinete de Ministros, Secretaria de
Ambiente y Desarrollo Sustentable, Subsecretaria de Planificacion y Politica Ambiental,

Direccion Nacional de Ordenamiento Ambiental y Conservaciéon de la Biodiversidad.

Powell, R. J.,, Stradling, D. J. (1986). Factors influencing the growth of Attamyces
bromatificus, a symbiont of attine ants. Transactions of the British Mycological Society, 87,

205-213. https:/doi.org/101016/S0007-1536(86)80022-5

Quinlan, R. J., Cherrett, J. N. (1979). The role fungus in the diet of the leaf-cutting ant Atta
cephalotes (L.). Ecological Entomology, 4, 151-160.

Quintana, R. D., B, R. F. (2011). ;Por qué el Delta del Parand es una regién Unica en la
Argentina? El Patrimonio natural y cultural del Bajo Delta Insular. Bases para su

conservacion y uso sustentable (pp. 42-53). Buenos Aires.

Quintana, R. D., Bé, R. F. (2013). Humedales del complejo litoral del Parand Inferior. En L.
Benzaquén, D. E. Blanco, R. F. B, P. Kandus, G. F. Lingua, P. Minotti, R. D. Quintana, S.
Sverlij, L. Vidal (Eds.), Inventario de los humedales de Argentina: Sistemas de paisajes de
humedales del Corredor Fluvial Parand-Paraguay (pp. 263-270). Secretaria de Ambiente y

Desarrollo Sustentable de la Nacion.

Quintana, R. D., B6, R. F., Astrada, E., Reeves, C. (2014). Lineamientos para una ganaderia
ambientalmente sustentable en el Delta del Parana. Fundaciéon Humedales / Wetlands

International LAC. Buenos Aires, Argentina.

183


https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/2021/04/plan_estrategico_foresto_industrial_2030.pdf
https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/2021/04/plan_estrategico_foresto_industrial_2030.pdf
https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/2021/04/plan_estrategico_foresto_industrial_2030.pdf
https://doi.org/10.1016/S0007-1536(86)80022-5

Ramsar. (n.d.). Servicio de informacion sobre Sitios Ramsar. Recuperado de

https://rsis.ramsar.org/ris-search?page=1&solrsort=officialname_ssort%20asc&language=es

&f%5B0%5D=regionCountry_es_ss®%3AArgentina&pagetab=0

Redaccién. (28/09/2021). El centro de salud que combina la medicina occidental con la
mapuche abrird en octubre. Rio Negro. Recuperado de

https:/www.rionegro.com.ar/el-centro-de-salud-que-combina-la-medicina-occidental-con

-la-mapuche-abrira-en-octubre-1977015/

Reggio, P., Manzione, M., & Sagrista, H. (2021). Guardianes del Delta: Guia visual para la
identificacion de especies del Delta del Parand. Programa Faros de conservacion.
Direccion Nacional de Conservacion. Administracion de Parques Nacionales. Contenidos:

Programa de Interpretaciéon del Patrimonio.

Ridley, P., Howse, P. E., & Jackson, C. W. (1996). Control of the behaviour of leaf cutting
ants by their ‘symbiotic’ fungus. Experientia, 52, 631e635.

Roberts, M. R., & Paul, N. D. (2006). Seduced by the dark side: integrating molecular and
ecological perspectives on the influence of light on plant defence against pests and

pathogens. New Phytologist, 170, 677-699.

Roces, F. (1990). Olfactory conditioning during the recruitment process in a leaf-cutting
ant. Oecologia, 83, 261-262.

Roces, F. (1994). Cooperation or individualism: how leaf-cutting ants decide on the size of

their loads. Trends in Ecology & Evolution, 9, 230.

Roces, F., Kleineidam, C. Humidity preference for fungus culturing by workers of the
leaf-cutting ant Atta sexdens rubropilosa. Insectes Soc. 47, 348-350 (2000).
https://doi.org/10.1007/PLO0001728

Rockwood, L.L. (1973), The Effect of Defoliation on Seed Production of Six Costa Rican Tree

Species. Ecology, 54:1363-1369. https://doi.org/10.2307/1934199a

Roncarolo, L. (28/05/2022 - Actualizado 29/05/2022). El centro de salud mapuche que
atiende a todos en Bariloche. Diario Rio Negro.

https://www.rionegro.com.ar/sociedad/el-centro-de-salud-mapuche-de-bariloche-que-atie

nde-a-todos-2320329/

Ronhede S., Boomsma J.J.,, Rosendahl, S. (2004). Fungal enzymes transferred by

leaf-cutting ants in their fungus gardens. Mycological Research.

184


https://rsis.ramsar.org/ris-search?page=1&solrsort=officialname_ssort%20asc&language=es&f%5B0%5D=regionCountry_es_ss%3AArgentina&pagetab=0
https://rsis.ramsar.org/ris-search?page=1&solrsort=officialname_ssort%20asc&language=es&f%5B0%5D=regionCountry_es_ss%3AArgentina&pagetab=0
https://rsis.ramsar.org/ris-search?page=1&solrsort=officialname_ssort%20asc&language=es&f%5B0%5D=regionCountry_es_ss%3AArgentina&pagetab=0
https://www.rionegro.com.ar/el-centro-de-salud-que-combina-la-medicina-occidental-con-la-mapuche-abrira-en-octubre-1977015/
https://www.rionegro.com.ar/el-centro-de-salud-que-combina-la-medicina-occidental-con-la-mapuche-abrira-en-octubre-1977015/
https://www.rionegro.com.ar/el-centro-de-salud-que-combina-la-medicina-occidental-con-la-mapuche-abrira-en-octubre-1977015/
https://doi.org/10.1007/PL00001728
https://doi.org/10.1007/PL00001728
https://doi.org/10.2307/1934199a
https://www.rionegro.com.ar/sociedad/el-centro-de-salud-mapuche-de-bariloche-que-atiende-a-todos-2320329/
https://www.rionegro.com.ar/sociedad/el-centro-de-salud-mapuche-de-bariloche-que-atiende-a-todos-2320329/
https://www.rionegro.com.ar/sociedad/el-centro-de-salud-mapuche-de-bariloche-que-atiende-a-todos-2320329/

Rompato, K.M,, Franco, R.R., Somoza S.N., Rompato L.S. (2015). Composicidon nutricional
de frutos de Syagrus Romanzoffiana (Pindd) Nativos de Formosa-Argentina. B.CEPPA,
Curitiba, v. 33, n. 2, jul./dez. 2015

Root, R. (1973). Organization of a plant-arthropod association in simple and diverse

habitats. The fauna of collards. Ecological Monographs, 43, 95-124.

Sabattini, J.A. (2017). Impacto de hormigas cortadoras de hojas en ecosistemas
implantados de Sudameérica. Universidad Nacional del Nordeste. Especializacion en

manejo de recursos forestales. Facultad de Ciencias Agrarias. Trabajo Final Integrador.

Salvia, M. 2010. Porte de la teledeteccién al estudio del funcionamiento del macrosistema
Delta del Paranda: analisis de series de tiempo y eventos extremos. Tesis doctoral.

Universidad Nacional de Buenos Aires.

Sanchez-Restrepo, A.F., Jiménez, N.L., Confalonieri, V.A., & Calcaterra, L.A. (2019).
Distribution and diversity of leaf-cutting ants in Northeastern Argentina: species most
associated with forest plantations. International Journal of Pest Management, 1-14.

doi:10.1080/09670874.2018.1555343

Sanchez-Restrepo, A.F., Confalonieri, V.A., & Calcaterra, L.A. (2023). The origin and

spread of the southern black ant, a widely distributed leaf-cutting ant. Journal of

Biogeography, 50, 1519-1532. https:/doi.org/10.1111/jbi14685

Saverschek N, Herz H, Wagner M, Roces F. (2010). Avoiding plants unsuitable for the

symbiotic fungus: learning and long-term memory in leaf-cutting ants. Anim Behav

79:689-698. https://doi.org/10.1016/l.anbehav.2009.12.021

Saverschek, N., Roces, F. (2011). Foraging leafcutter ants: Olfactory memory underlies

delayed avoidance of plants unsuitable for the symbiotic fungus. Anim. Behav. 82,

453-458. https://doi.org/10.1016/j.anbehav.2011.05.015

Scalbert, A. Antimicrobial properties of tannins. Phytochemistry 30, 3875-3883.

Schiestl, F.P., Johnson, S.D. (2013). Pollinator-mediated evolution of floral signals. Trends
in Ecology & Evolution, 28(5), 307-315. doi: 10.1016/j.tree.2013.01.019

Schnitzler, J.P., Louis, S., Behnke, K., Loivamaki, M. (2010). Poplar volatiles - biosynthesis,
regulation and (eco)physiology of isoprene and stress-induced isoprenoids. Plant Biology,
12, 302-316. doi: 10.1111/j.1438-8677.2009.00284 .x

185


https://doi.org/10.1111/jbi.14685
https://doi.org/10.1016/j.anbehav.2009.12.021
https://doi.org/10.1016/j.anbehav.2011.05.015

Schoonhoven, L.M., Van Loon, J.J.A., Dicke, M. (2005). Insect-Plant Biology. Oxford
University Press, Oxford, UK, 400 p.

Schoonhoven, L.M., Van Loon, J.J.A. (2002). An inventory of taste in caterpillars: each
species its own key. Acta Zoologica Academiae Scientiarium Hungaricae, 48(Suppl 1),

215-63.

Scott JJ, Budsberg K3J, Suen G, Wixon DL, Balser TC, Currie CR (2010) Microbial
Community Structure of Leaf-Cutter Ant Fungus Gardens and Refuse Dumps. PLoS ONE
5(3): €9922. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0009922

Skalicka-Wozniak K, Los R, Glowniak K, Malm A. Comparison of hydrodistillation and
headspace solid-phase microextraction techniques for antibacterial volatile compounds
from the fruits of Seseli libanotis. Nat Prod Commun. 2010 Sep;5(9):1427-30. PMID:
20923002.

Shaw, S.P., Fredine, C.G. (1956). Wetlands of the United States: Their extent and values to
Waterfowl and other wildlife. Washington D.C. Department of the Interior, Fish and
Wildlife Service, Office of River Basin Studies. Circular 39.

Sica, Y.V,, Quintana, R.D., Radeloff, V.C., Gavier-Pizarro, G.l. (2016). Wetland loss due to

land use change in the Lower Parana River Delta, Argentina, Science of The Total

Environment, Volume 568, 2016, Pages 967-978, ISSN 0048-9697,
Jdoi 101016/isCi 016.04.20C

Signorelli, A., Battistella, A. (2013). Continuando un largo camino de apoyo del estado al
sector forestal. Produccion Forestal, Ano N°3, Revista N°6, Agosto 2013, Argentina.

Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, Presidencia de la Nacion.

Silva, A., Bacci, M. Jr, Gomes de Siqueira, C.,, Correa Bueno, O., Pagnocca, F.C.,
Aparecida Hebling, M.J. (2003). Survival of Atta sexdens workers on different food
sources. J Insect Physiol. 49(4):307-13. doi: 10.1016/s0022-1910(03)00004-0. PMID: 12769984

Silva, A., Bacci, M. Jr, Pagnocca, F.C.,, Bueno, O.C., Hebling, M.J.A. (2006). Starch
metabolism in Leucoagaricus gongylophorus, the symbiotic fungus of leaf-cutting ants.

Microbiol Res 161:299-303

Silva-Pinhati, A.C.O., Bacci, M. Jr, Hinkle, G., Sogin, M.L., Pagnocca, F.C., Martins, V.G.,
Bueno, O.C., Hebling, M.J.A. (2004). Low variation in ribosomal DNA and internal
transcribed spacers of the symbiotic fungi of leaf-cutting ants (Attini: Formicidae). Braz J

Med Biol Res 3714631472

186


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0009922
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2016.04.200
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2016.04.200

Silva-Pinhati, A.C.O., Bacci Jr, M., Siqueira, C.G., Silva, A., Pagnocca, F.C., Bueno, O.C.,
Hebling, M.J.A. (2005). Isolation and maintenance of symbiotic fungi of ants in the tribe

Attini (Hymenoptera: Formicidae). Neotrop Entomol 34:1-5

Singh, S., Kaur, I, Kariya, R. (2022). The Multifunctional Roles of Polyphenols in
Plant-Herbivore Interactions. Int. J. Mol. Sci. 22(3), 1442

Sverlij, S., Liotta, P., Minotti, F., Brancolini, C., Baigun, F., Firpo Lacoste. (2013). Los Peces
del Corredor fluvial Parana-Paraguay. En: Inventario de los Humedales de Argentina.
Benzaquen, L., Blanco, D, Bo, R, Kandus, P., Lingua, G., Minotti, P., Quintana, R,, Sverlij, S.,
Vidal, L. Eds. ISBN 978-987-29340-0-2

Smith, E.J., Vizueta, J.,, Younger, M.A,, Mullen, S.P., Traniello, J.F.A. (2023). Dietary
diversity, sociality, and the evolution of ant gustation. Front. Ecol. Evol. 11:1175719.

doi:10.3389/fevo.2023.1175719

Southwood, T.R.E. (1986). Plant surfaces and insects—an overview. In Insects and the

plant surface (ed. B. Juniper and T.R.E. Southwood), pp. 1-22. E. Arnold, London

Stahel, G. (1943). The fungus gardens of the leaf-cutting ants. J. New York Botanical
Garden 44,245-253

Straccia, P.H., Pizarro, C.A. Controversias acerca del concepto servicios ecosistémicos:
resignificaciones sobre el impacto de la forestacion en los humedales del delta inferior del

rio Parana. Agronomia & Ambiente, 37(2), 99-113

Stroud, E.A., Jayaraman, J., Templeton, M.D., Rikkerink, E.H. (2022). Comparison of the
pathway structures influencing the temporal response of salicylate and jasmonate
defence hormones in Arabidopsis thaliana. Frontiers in Plant Science, 13. doi:
10.3389/fpls.2022.952301

Swift, M.J,, Izac, A.-M.N,, van Noordwijk, M. (2004). Biodiversity and ecosystem services in
agricultural landscapes—are we asking the right questions? Agriculture, Ecosystems and

Environment, v. 104, p.113-134

Tabakian, G. (2019). Estudio comparativo de plantas medicinales vinculadas a tradiciones
indigenas y europeas en Uruguay. Bonplandia, 28(2), 135-158.
https:/dx.doi.org/10.30972/bon.2823855

Tabakian, G. (2024). Etnobotanica médica en Artigas, Uruguay. Bonplandia, 33(1): 5-33. doi:
https://doi.org/10.30972/bon.3316980

187


https://dx.doi.org/10.30972/bon.2823855
https://dx.doi.org/10.30972/bon.2823855

Tablero de plantaciones forestales. Ministerio de Economia. Secretaria de Agricultura,
Ganaderia \Y Pesca. (2023).

Tingle, C.C.,, Rother, J.A.,, Dewhurst, C.F., Lauer, D. and King, W. (2003). Fipronil:
environmental fate, ecotoxicology, and human health concerns. Rev. Environ. Contam.

Toxicol., 176, 1-66.

Turlings, T.C., & Tumlinson, J.H. (1992). Systemic release of chemical signals by
herbivore-injured corn. Proc. Natl. Acad. Sci., 89(17), 8399-8402. doi: 10.1073/pnas.89.17.8399.

Van Soest, P.J. (1963). The use of detergents in the analysis of fibrous feeds: Il. A rapid
method for the determination of fiber and lignin. Official Agriculture Chemistry, 46, 829.

Vasconcelos, H., & Cherrett, M. (1995). Changes in leaf-cutting ant populations
(Formicidae: Attini) after the clearing of mature forest in Brazilian Amazonia. Stud.

Neotrop. Faun. Environ., 30, 107-113.

Vasconcelos, H., & Cherrett, J. (1997). Leaf-cutting ants and early forest regeneration in
central Amazonia: Effects of herbivory on tree seedling establishment. Journal of Tropical

Ecology, 13, 357-370. doi: 10.1017/S0266467400010567.

Vergara Castrilléon, J.C. (2005). Biologia, manejo y control de la hormiga arriera.
Gobernacion Valle del Cauca, Secretaria de Agricultura y Pesca del Valle del Cauca,

Santiago de Cali, Colombia.

Villard, C., Larbat, R., Munakata, R., & Hehn, A. (2019). Defence mechanisms of Ficus:
pyramiding strategies to cope with pests and pathogens. Planta, 249, 617. doi:
10.1007/s00425-019-03098-2.

Vivianco, L., & Austin, A. (2008). Tree species identity alters forest litter decomposition
through long-term plant and soil interactions in Patagonia, Argentina. J. of Ecology, 96(4),
727-736.

Wagner, G.J. (1991). Secreting glandular trichomes: more than just hairs. Plant Physiol., 96,
675-679. doi: 10.1104/pp.96.3.675.

War, A.R., Sharma, H.C., Paulraj, M.G., War, M.Y,, & Ignacimuthu, S. (2011). Herbivore
induced plant volatiles: their role in plant defense for pest management. Plant Signal
Behav,, 6(12),1973-1978. doi: 10.4161/psb.6.12.18053. PMID: 22105032; PMCID: PMC3337190.

188


https://www.magyp.gob.ar/sitio/areas/desarrollo-foresto-industrial/inventarios/tablero.php
https://www.magyp.gob.ar/sitio/areas/desarrollo-foresto-industrial/inventarios/tablero.php

War, A.R.,, Paulraj, M.G.,, Ahmad, T., Buhroo, A.A., Hussain, B., Ignacimuthu, S., &
Sharma, H.C. (2012). Mechanisms of plant defense against insect herbivores. Plant Signal
Behav., 7(10), 1306-1320. doi: 10.4161/psb.21663. Epub 2012 Aug 20. PMID: 22895106; PMCID:
PMC3493419.

Wetterer, J.K. (2006). The vanished plague ants (Hymenoptera: Formicidae) of 19th

century Bermuda. Myrmecologische Nachrichten, 219-224.
Wheeler, W.M. (1911). The ant-colony as an organism. Journal of Morphology, 22, 307-325.

Wheeler, W.M. (1926). The natural history of ants. From an unpublished manuscript in the
archives of the Academy of Sciences of Paris by René Antoine Ferchault de Réaumur.

Translated and annotated by William Morton Wheeler. A. Knopf, New York, 280 pp.

Wirth, R., Herz, R., Ryel, R.J,, Beyschlag, W., & Holldobler, B. (2003). Herbivory of
leaf-cutting ants: a case study on Atta colombica in the tropical rainforest of Panama.

Springer Verlag, Berlin, 230 pp.

189



Anexo

Tabla A.l: Humedales de Importancia Internacional o Sitios Ramsar en la Republica

Argentina.
Sitio Fecha de Hectareas (ha) Tipo
designacién
Bahia de 24-1-1997 243,965 ha Marino o costero /
Samborombdém Artificial /
Continental
Banados del rio 28-05-2002 996,000 ha Continental
dulcey laguna de
Mar chiquita
Delta del Parana 03-10-2015 243126 ha Continental
GLACIAR 16-09-2009 2,760 ha Continental
VINCIGUERRA'Y
TURBERAS
ASOCIADAS
02-02-2004 508,000 ha Artificial /
HUMEDALES Continental
CHACO
20-07-2012 42,695 ha Marino o costero
HUMEDALES DE
PENINSULA VALDES
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https://rsis.ramsar.org/ris/1886?language=es

HUMEDAL LAGUNA 24-07-2008 92,000 ha Continental
MELINCUE
JAAUKANIGAS 492,000 ha Continental
10-10-2001
LAGUNA BLANCA 04-05-1992 11,250 ha Continental
LAGUNA DE 91,365 ha Continental
LLANCANELO 08-11-1995
04-05-1992 16,224 ha Artificial
LAGUNA DE LOS
POZUELOS
02-02-2009 1,228,175 ha Continental
LAGUNAS
ALTOANDINAS Y
PUNENAS DE
CATAMARCA
14-12-1999 962,370 ha Continental /Artificial
LAGUNAS DE
GUANACACHE,
DESAGUADEROY
DEL BEBEDERO
20-09-2000 157,000 ha Continental
LAGUNAS DE
VILAMA
18-01-2002 24 550 ha Continental
LAGUNASY

ESTEROS DEL IBERA
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https://rsis.ramsar.org/ris/1785?language=es
https://rsis.ramsar.org/ris/1785?language=es
https://rsis.ramsar.org/ris/1112?language=es
https://rsis.ramsar.org/ris/556?language=es
https://rsis.ramsar.org/ris/759?language=es
https://rsis.ramsar.org/ris/759?language=es

06-05-201 21,450 ha Continental
PALMAR YATAY
PARQUE NACIONAL 22-03-2008 5,561 ha Continental /
CIERVO DE LOS Artificial
PANTANOS
PARQUE NACIONAL 51,889 ha Continental
RIO PILCOMAYO 04-05-1992
02-02-2006 30,000 ha Continental
PARQUE
PROVINCIAL EL
TROMEN
28,600 ha Marino o costero/
RESERVA COSTA 13-09-1995 Continental
ATLANTICA DE Artificial
TIERRA DEL FUEGO
RESERVA 22-03-2005 353 ha Marino o costero /
ECOLOGICA Continental
COSTANERA SUR
RESERVA NATURAL 27-12-2017 62,244 ha Continental
VILLAVICENCIO
RESERVA 405,000 ha Continental
PROVINCIAL 02-02-2003
LAGUNA BRAVA

Tabla A.2: Ecorregion del Delta e Islas del Parana (Tomado del Min. Interior de la Republica

Argentina).
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Ecorregion * HA Totales 9% Del pais # Areas protegidas HA Protegidas

° Delta e Islas del Parana 5.625.406 0,14% 3

Areas protegidas Parque Nacional Ciervo de los Pantanos - Parque Nacional Pre-Delta - Parque Nacional Islas de Santa Fe

Ecorregion + Instrumento Area Protegida Denominacién Fecha
Parque Nacional Ciervo de los Parque Nacional Ciervo de los
Delta e Islas del Parand ) ! ;
Na N Pantanos Pantanos
CREACION Parque Nacional Ciervo de los Reserva Nacional Parana de las
Delta e Islas del Parana —2 g
L asé Pantanos Palmas
Parque Nacional Ciervo de los
Delta e Islas del Parana @ Pant Reserva Nacional Islas Campana
Ley A "antanos
Delta e Islas del Parana [ Parque Nacional Pre-Delta Parque Nacional Pre-delta
Ley N IN 619
CREACION ) .
Delta e Islas del Parana . Parque Nacional Islas de Santa Fe Parque Nacional Islas de Santa Fé

% Protegido
11.904 0,21%
HA

2018 5.200
2018
2018

13/01/1992 2.608
2010 4.096

Sitios arqueoldgicos en el Parana (Figura 8.1). En el Bajo Delta del Parana los sitios

corresponden a las etnias Guaranies y Goya-Malabrigo. Estas Ultimas también se conocen

genéricamente como chana-timbuU que, a su vez, engloban a timbd, chana, mbegua,

caracaraes, corondas, colastinés, quiloazas, entre otros (Bonomo et al., 2011 y Bonomo et

al,, 2019).
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Figura A.I: Principales sitios arqueoldgicos de la zona del Delta del Parana. Imagen
tomada de Bonomo et al,, 2019. La falta de sitios en el Delta Medio refieren a diferencias en

los esfuerzos de excavacion (Bonomo et al.,, 2011).

Tabla A.3: Especies vegetales nativas de la zona del Bajo Delta del Parana (Alonsoy

Desmarchelier, 2015, Fracassi et al., 2014, Rompato et al., 2015).

Nombre Nombre Distribucién Tipo Crecimiento

cientifico comun Usos
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Acacia Espinillo Mayormente Arbol o Caduca
caven Aromito, en Predelta arbusto Apicola,
espinillo, y norte del medicin
aromo, Delta al
aromito, Antiguo
espinillo
negro,
espinillo
Santa Fe,
espinillo de
banado,
churqui,
caven
Aeschinom Algodonillo Mayor Arbusto Perenne
ene frecuencia Apicola
montevide en Delta
nsis Antiguoy
Bajo Delta
Allophylus Chal Chal Totalidad Arbol Perenne
edulis Apicola,
orname
ntal,
carbon,
comesti
ble
Althernant Lagunilla Totalidad Hierba Perenne
hera Apicola
philoxeroid
es
Aspilia Margarita Totalidad. Hierba Perenne
silphioides de campo Mayor Apicola
abundancia
en Delta
antiguo
Baccharis Chilca, Totalidad, Hierbas Perennes
spp. carqueja, prevaleciend o Apicola,
carquejilla, ouna arbustos elaborac
ion de
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chirca especie cerveza
melosa sobre otra (reempl
(Paraguay), segun la azo del
carqueja region [dpulo) y
crespa hojas
(Uruguay). como
jabdén
para
lavado
de ropa.
Bidens Amor seco Delta Hierba Anual
laevis antiguo y Aliment
Bajo Delta acion
(human
a),
apicola,
forrajera
de aves
Yy
conejos,
medicin
al,
ferment
acion de
bebidas
alchololi
cas
Blepharoc Anacahuita Bajo Deltay Arbol Perenne
alyx , horco Martin Apicola,
Salicifolius molle, palo Garcia orname
barroso ntal,
(Argentina) medicin
,arrayan, al
arrayan de
las islas
(Uruguay).
murto,
muerta,
camboim,

196



guabirona,
batinga
(Brasil).
Cephalant Sarandi Arbusto Caduca
hus colorado Medicin
glabratus al
Citharexylu Espina Arbol Perenne
m bafiado Orname
montevide Taruma, ntal
nse Sarandi
colorado
Cleome Flor Delta Hierbas/ Caduca/Pere
spp. hedionda antiguoy subarbu nne Apicola
Bajo Delta stos
Cortaderia Cortadera Predeltay Hierba Perenne
selloana Plumacho Bajo Delta Apicola
Daphnosis Envira Arbusto Perenne
racemosa Corteza
para
atar
calzado,
cuchillos
y puntas
de
flecha
Echinodor Cucharero Delta Hierba Perenne
us antiguoy Apicola
grandifloru Bajo Delta
5
Eichhornia Camalote Totalidad Hierba Perenne
crassipes Aguapéy Apicola,
biorrem
ediacion
forrajera,
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compos
t,

medicin
al,

refresca

Nnte

Erythrina

crista-galli

Seibo,
Ceibo,

Zuinandi

Predeltay
Bajo Delta
hacia Rio de
la Plata (Iray
2da seccion

de islas)

Arbol

Caduca

Apicola,
medicin
al,
madera
liviana,
orname
ntal,
tintura

textil

Ludwigia

elegans

Duraznillo
de agua

Verdolaga

Totalidad

Hierba

Perenne

Apicola

Mikania

spp.

Guaco

Totalidad

Enredad

era

Perenne

Apicola,
medicin

al

Mimosa

pigra

Carpincher

a

Totalidad,
especialmen
te en Delta

antiguo

Arbusto

Perenne

Apicola,
orname

ntal

Myrsine

laetevirens

Caneldn

Arbol

Perenne

Madera
amarille

nta.

Ocotea

acutifolia

Laurel

criollo

Arbol

Perenne

Orname
ntal,

carpinte
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riay

muebler
ia,
aceites
esencial
es
Oxalis sp. Oxalis Bajo Delta Hierba Perenne
Vinagrillo Apicola
Pluchea Lucera Totalidad. Hierba Perenne
sagittalis Particularm Apicola,
ente Delta licos
antiguo aperitivo
;medicin
al
Polygonun Caa-tay Totalidad, Hierbas Perennes
spp. abundantes Apicola
en Delta
antiguo
Pontederia Camalote Totalidad Hierba Perenne
lanceolata Apicola
Pouteria Mataojo Arbol Perenne
salicifolia Madera
dura
Prosopis Algarrobo Predeltay Arbol Perenne
sp. Bajo Delta Apicola,
aliment
acion
(human
ayde
ganado),
bebidas,
medicin
al, lefa,
carbdn,
muebler
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ia,
estabiliz
acion de
suelos,
orname

ntal,
fijacion

de
nitrégen

o

Sagittaria
montevide

nsis

Saeta
Pata de

loro

Totalidad

Hierba

Perenne

Apicola

Salix
humboldti

anaga

Sauce

Totalidad

Arbol

Caduca

Apicola,
madera,
medicin

al.

Sapium
haematos

permum

Curupi

Arbol

Perenne

Madera
facil de
tallar en
carpinte
riay
muebler

ia

Scutia

buxifolia

Coronillo

Arbol

Perenne

Orname
ntal,
madera
para
postesy
lena,
oviposici
on de
maripos

a
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Morpho
ephistro
phus
Sebastiani Blanquillo, Arbol Perenne
a lecherdn, Medicin
brasiliensis blanquillo, al
arbol de
leche, palo
de leche,
leche
leche,
mata ura
Senecio Margarita Totalidad Hierba Perenne
bonariensi de banado Apicola
s
Senna Sen del Arbusto Perenne
corymbosa campo, Apicola,
Rama medicin
negra al,
orname
ntal
Sesbania Acacia Totalidad Arbol Perenne
punicea mansa Apicola,
Seibillo orname
ntal
Solidago Vara de Bajo Delta Hierba Perenne
chilensis oro, vara de Apicola,
oro, vara medicin
amarilla, al
vara de San
José,
romerillo
amarillo,
romerillo
dorado,
penachillo,
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punta de
lanza,
saucillo,
yerba de
los indios,
yerba
lanceta
Syagrus Pindo Palmera Perenne
romanzoffi Orname
ana ntal,
aliment
acion
humana
(fruto) y
de
ganado
Terminalia Palo Arbol Caduca
australis amarillo Madera,
medicin
al
Tessaria Aliso de rio Totalidad. Arbol Perenne
intergrifoli Mayormente Apicola
a en islas del
Delta
antiguo
Verbena Verbena Totalidad Hierba Perenne
bonariensi Apicola
s

Control de discos

Al comparar el didmetro de los discos de Anacahuita y Sen del Campo generados por la
perforadora (Figura 2) se analizaron con una prueba de Ty resultaron en un p= 0,2230, ns.

Por otro lado, al comprar el diametro de la perforadora con una prueba de T se obtuvo un
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p valor= 0,1056, ns. Por lo tanto, podemos asumir que los discos utilizados para los

experimentos son equivalentes en su diametro para ambas especies analizadas.

5.6
. e Disco (Anacahuita)
£ 5.4+ o % % O Disco (Sen del campo)
£ 5.2 'EA o * ¢ Perforadora (Anacahuita)
g 5.0 ® ¢ Perforadora (Sen del campo)
o
]
E 4.8
a
4.6 00
44 I 1 1 I
Grupo

Figura A.2: Diametro medidos en milimetros para las aberturas izquierda y derecha de

una perforadora pequena y los discos generados por ésta.

Se obtuvo la diferencia en modédulo del porcentaje de consumo de hojas frescas de una
misma especie contrastadas entre si de manera dual. No se observaron diferencias
significativas entre los grupos estudiados (Contraste de Friedman post ANOVA). Por lo
tanto, se utilizé el promedio de las 6 colonias evaluadas (11,87) como la diferencia
promedio esperada para un contraste al azar entre dos especies, es decir, un empate con

puntajes 0,5 a cada especie.
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Diferencia en consumo

40— ® ®
3 :
"t
® L
'4'n | | 1 | | I | ]
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> o v-é\ e N
o q?'b \b bﬁr
s & &
Especie

Figura A.3: Control de la preferencia para la jerarquia en el consumo de hojas de especies

de plantas nativas. Presentaciones duales de hojas de una misma especie en 6 colonias.
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Figura A.4: Fuerza, medida como gr/mm?2, en funcién las especies Verbena,

Seibillo, Sen del campo (circulos blancos), Palo amarillo, Sauce americano,
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Canel'on, Ceibo y Anacahuita (circulos negros). F=31,26; pvalor<0,0001. Se cumple

con los supuestos: evaluacion de Normalidad, Brown-Forsythe y Bartlett.
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indice de selectividad

5ta Medicion

1.“—_ Q@ ©
® T ¢ ¢
: + O -e-_e_
054+ —+ | ¢
1 )
00"~ 7t T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Disco
6ta Medicion
1.“—_ N
T & _ -
] ¢ d -+ ;; P
059+ ¢ ¢ % -
— T —— 1::]
1 O
0.0 —p— T

T T T T 1
2 3 4 5 6 7 8 9 101112

© Sen del Campo

© Sen del Campo

207



7ma Medicion G
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Figurag A.5: indice de selectividad calculado en base a la ecuacion 1 (capitulo 3) en
funcidon de los discos recolectados de Sen del campo y Anacahuita: A) lera
medicion (inicial); B) 2da medicion (lera etapa de alimentacion con Anacahuita);
C) 3ra medicion (2da etapa de alimentacion con Anacahuita); D) 4ta medicion
(final luego de exposicién a Anacahuita); E) 5ta medicién (lera etapa de
alimentacién con Sen del campo); F) 6ta medicién (2da etapa de alimentacion
con Sen del campo); G) 7ma medicion (final luego de exposicion a Sen del

campo).
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