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Resumen

A pesar de los beneficios a corto plazo que se obtienen al utilizar insecticidas
sintéticos convencionales para el control de plagas agricolas, su uso continuo puede
generar varios problemas a largo plazo (contaminacion ambiental, eliminacion de
entomofauna benéfica, seleccién de individuos resistentes y dafios a la salud
humana). Esta situacion lleva a una bldsqueda permanente de métodos alternativos
de control. En la presente Tesis se analizé la resistencia de cultivares de Medicago
sativa L., la actividad insecticida, el efecto sobre la reproduccion y la actividad
repelente de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus Labill. y de Mentha x
piperita L. en adultos de Acyrthosiphon pisum H., Aphis craccivora K. y
Therioaphis trifolii M. (Hemiptera: Aphididae).

En 23 cultivares de M. sativa se evaluaron la resistencia por antixenosis y por
antibiosis y la tolerancia. Los cultivares ACA 605, Brava y CW 194 resultaron
antixénoticos. Los cultivares CW 194, CW 1010, EBC 90, Pampa Flor, Sirosal y
Venus, poseen resistencia por antibiosis. Finalmente, Carmina, CW 194, CW 830
y SPS 6550 fueron altamente tolerantes al ataque de estos afidos.

La actividad insecticida de los aceites esenciales de E. globulus y de M. x
piperita se evalud a través de ensayos de inmersion propuestos por la FAO y por
exposicion a hojas tratadas. Los aceites esenciales de E. globulus y de M. x piperita
producen toxicidad por inmersion y por contacto.

El efecto subletal de los aceites esenciales fue evaluado utilizando el método de
inmersion de hoja. Ambos aceites disminuyeron la progenie en las tres especies de

afidos evaluadas.



Por otra parte, el efecto repelente se analizé mediante una prueba de eleccion
foliar. Ambos aceites produjeron un efecto repelente en adultos de A. pisum, A.
craccivora y T. trifolii.

En consecuencia, los cultivares resistentes y los aceites esenciales de E.
globulus y de M. x piperita tienen una potencial aplicacion como herramientas

dentro del manejo integrado de plagas.



Abstract

Although the use of synthetic insecticides is really advantageous for the control
of agricultural pests at short periods, their continuous use can generate several long-
term problems (environmental contamination, elimination of beneficial
entomofauna, generation of resistance and damage to human health).

This situation leads to a permanent search for alternative methods of control. In
this thesis were assessed the resistance of cultivars of Medicago sativa L., the
insecticidal activity, the effect on the reproduction and the repellent activity of
essential oils of Eucalyptus globulus Labill. and Mentha x piperita L. on adults of
Acyrthosiphon pisum H., Aphis craccivora K. and Therioaphis trifolii M.
(Hemiptera: Aphididae).

Twenty-three cultivars of M. sativa were evaluated for their antixenosis and
antibiosis resistance and tolerance. Cultivars ACA 605, Brava and CW 194 were
antixenotic. Cultivars CW 194, CW 1010, EBC 90, Pampa Flor, Sirosal and Venus,
had resistance by antibiosis. Finally, Carmina, CW 194, CW 830 and SPS 6550
were highly tolerant to the attack of these aphids.

The insecticidal activity of both essential oils was evaluated through two
methods: toxicity by inmersion using the FAO dip test protocol and exposition to a
pretreated leaf. Essential oils of E. globulus and M. x piperita produced toxicity by
inmersion and by contact.

The sublethal effect of essential oils on reproduction was evaluated using the
leaf-dipping method. Both essential oils decreased progeny production of all the

three aphid species evaluated.



On the other hand, the repellent effect was analyzed by foliar choice test. Both
oils produced a repellent effect on adults of A. pisum, A. craccivora and T. trifolii.
Therefore, M. sativa resistance cultivars and essential oils of E. globulus and M.

X piperita have potential applications for integrated management of this pest.
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Introducciéon General

1.1. — Retos de la agricultura en el siglo XXI

La agricultura del siglo XXI se enfrenta a multiples retos, tiene que producir
méas alimentos y fibras a fin de satisfacer a una poblacion creciente que
incrementara en mas de un tercio para el afio 2050 (FAO, 2009).

La nueva demanda de productos agricolas ejercerd, por lo tanto, una presion
creciente sobre los ya escasos recursos (FAO, 2016a). La agricultura se veré forzada
a competir por las tierras y el agua, pero ademas tendra otros importantes frentes:
deberd adaptarse al cambio climético, contribuir a la mitigacion del mismo, ayudar
a preservar los habitats naturales y a conservar la biodiversidad (FAO, 2009). En
este contexto, es fundamental un cambio que garantice la permanencia de los
recursos naturales y satisfaga las necesidades basicas de la poblacién. Este cambio
deberd inscribirse en transformaciones relativas a la sociedad y relacionarse con el
manejo y utilizacion de los recursos naturales (FAO, 1995). El desarrollo
sustentable obedece a la idea bésica de satisfacer las necesidades de la sociedad
actual sin comprometer la estabilidad futura (Brundtland, 1987).

Una de las maneras de mitigar los desequilibrios producidos en el medio
ambiente agricola es mantener la cobertura vegetal, lo que podria incluir la rotacion
de cultivos con presencia de leguminosas (Garcia, 2003; Ramirez Rubio et al.,
2009). Para el afio 2016 la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) propuso el
Afo Internacional de las Leguminosas, reconociendo el papel fundamental que
juegan en la adaptacion al cambio climatico, la salud humana y el suelo (FAO,

2016b). El empleo de pasturas plurianuales con leguminosas en la rotacion con



cultivos de granos ha tenido en las Gltimas décadas una adopcion masiva (Diaz
Roselld, 1991; Forjan & Manso, 2016). Los sistemas de produccion basados en el
cultivo de pasturas contribuyen a mantener la biodiversidad, proteger a los
polinizadores y a otros artropodos del suelo, como asi también, a las especies de
aves y mamiferos que conviven en los ecosistemas agricolas (Putnam et al., 2001).
La leguminosa, Medicago sativa conocida vulgarmente como “alfalfa” es una
forrajera de fundamental importancia para recuperar las propiedades edaficas
perdidas en la fase agricola. Introducirla en la rotacion de cultivos reduciria la
infestacion de malezas, la presencia de enfermedades y el ataque de plagas (Maxted

& Bennett, 2001).

1.2. — Medicago sativa L.

1.2.1. — Posicion sistematica y clasificacion taxondmica

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Subfamilia Faboideae
Tribu Trifolieae
Género Medicago L.
Especie Medicago sativa L.
(Tutin et al., 1996; Bora & Sharma, 2011; Shipunov, 2018).

Fabales es un Orden que posee cuatro familias: Polygalaceae, Quillajaceae,
Surianaceae y Fabaceae (Bello et al., 2009; Byng et al., 2016). Esta tltima familia

posee una gran riqueza especifica con numerosos cultivos de relevancia agronémica



y economica (Wojciechowski et al., 2004; Alege et al., 2014). Abarca
aproximadamente 730 a 751 géneros y unas 19.500 especies (Sayyah et al., 2011,
LPWG, 2013). Es de distribucion cosmopolita e incluye arboles, arbustos y hierbas
anuales o perennes facilmente reconocibles por su fruto tipo legumbre y sus hojas
compuestas y estipuladas (Mazur et al., 1998; Koenen et al., 2013; Rahman &
Parvin, 2014).

Entre las especies mas reconocidas de esta familia se encuentran plantas
destinadas a la produccion de forraje pertenecientes a los géneros Medicago,
Melilotus (L.) Mill., Lotus L., Trifolium L. y Vicia L. (Suttie, 2003).

En la actualidad hay determinadas 85 especies dentro del género Medicago, de
las cuales un tercio son perennes como Medicago sativa Linnaeus (Lamina 1.1.) y
dos tercios son anuales como M. truncatula Gaertner. El nivel de ploidia del género
Medicago varia de diploide (2n=2x=14 y 2n=2x=16) a poliploide (2n = 32 y 64)
(Lesins & Lesins, 1979; Maxted & Bennett, 2001; Tesfaye et al., 2006). Existen
dos subespecies principales en cada nivel de ploidia, la subsp. falcata con flores
amarillas y vainas falcadas y la subsp. sativa con flores de color purpura y vainas
enrolladas (subsp. caerulea a nivel diploide) (Quiros & Bauchan, 1988). Entre estas
subespecies no hay barreras que impidan el libre intercambio de genes,
independientemente de su nivel de ploidia (Stanford et al., 1972; Havananda et al.,
2010). La alfalfa cultivada es autotetraploide (Stanford, 1951) con 2n=4x=32

(Armstrong, 1954).



1.2.2. — Centro de origen

El vocablo alfalfa proviene del arabe y significa “el mejor pasto” o “alimento
para caballo”. Su nombre genérico Medicago proviene del término medica, nombre
gue antiguamente dieron los griegos en referencia al pueblo Medo. Su epiteto sativa
significa sembrada o cultivada (Bolton et al., 1972; Delgado, 2005; Small, 2011,
Short & George, 2013).

Este cultivo tiene su area de origen en el Cercano Oriente y en Asia Central,
concretamente en Turquia, Siria, Irak e Irdn y noroeste de la India, Afganistan,
Cachemira, Tayikistan y Kirguistan. En el siglo 11 a.C. fue introducida en Italia y
de alli se difundié a toda Europa. En el afio 1519 ingresa al nuevo mundo, méas
precisamente a México y finalmente, por la ruta del Pacifico llega a Per y a Chile.

Desde estos paises por via terrestre ingresa a la Argentina (Bolton et al., 1972).



Lamina 1.1. Descripcion botanica de Medicago sativa L.

Planta perenne. Porte erecto en plantas
sin reposo invernal, semierecto con
reposo intermedio y semirrastrero con
reposo marcado (Figura 1.1.).

Raiz: pivotante, ramificada, rizomatosa y
rastrera dependiendo del grado de reposo
invernal y del germoplasma.

Tallo y corona: tallo macizo. Tallos
huecos en plantas envejecidas. La zona
basal y lefiosa de los tallos forma la
corona.

Hojas: primera hoja unifoliada, simple de
forma obcordada u orbicular. Hojas
verdaderas  trifolioladas, a veces
multifolioladas, de disposicion alterna.
Foliolos oblongos u obovados, a veces
redondeados a obovado-oblongos e
incluso lineales, dependiendo del estado
fenoldgico y de la genética. Borde de los
foliolos dentado en el tercio superior, a
veces hasta el tercio inferior. Estipulas
laciniadas en plantas adultas o lisas en
plantas jovenes (Figura 1.2.).

Tricomas: simples y glandulares.

Flor: completa, corola papilionada.
Color puarpura. Racimo simple (Figura
1.3)).

Fruto: legumbre monocarpelar. Ndmero
variable de semillas (Figura 1.4.).

Semilla: arrifionada a veces angular. De
color amarillo a veces verde oliva a
distintas tonalidades de marrén, de 1-2
mm de longitud por 1-2 mm de ancho y 1
mm de espesor.

Nota: Las caracteristicas botanicas han
sido recopiladas a partir de los trabajos de
los siguientes autores: Barnes et al.,
1972; Grove & Carlson, 1972; Lesins &
Gillies, 1972; Lesins & Lesins, 1979;
Rodriguez & Spada, 2007; Odorizzi et
al., 2008.
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1.2.3. — Variedades

Los primeros materiales de alfalfa sembrados en el pais fueron poblaciones
introducidas desde Chile y Per(. La adaptacion a las condiciones locales dio origen
a los ecotipos regionales pampeano, cordobés e invernizo (Spada, 2007; Sardifia et
al., 2015). En esta etapa, problemas sanitarios causados por el nematode
Ditylenchus dipsaci y por enfermedades radiculares disminuyeron la produccion
(Basigalup & Hijano, 1995). Por esta razon, alrededor del afio 1940 se iniciaron los
primeros programas de mejoramiento genético sobre la base de los ecotipos
regionales. Como resultado, se obtuvieron cultivares con mayor resistencia al
nematode D. dipsaci y a enfermedades fungicas. Estos cultivares poseian una
elevada produccion de forraje y una mayor persistencia a nivel de planta (Rossanigo
et al., 1995; Spada, 2007).

La aparicion y rapida difusién de afidos plaga de esta leguminosa, a fines de la
década de 1960, generd importantes pérdidas en la produccion de forraje y de
semillas (Tapia, 1969; Itria & Tapia, 1970; Quintana, 1972; Luna, 1977; Aragén &
Imwinkelried, 2007). El INTA en forma conjunta con la FAO, intensificaron los
trabajos de mejoramiento e introdujeron materiales procedentes de Estados Unidos
con resistencia a afidos y con buenas caracteristicas agronémicas (ltria & Tapia,
1970). Esta estrategia resultd atil para el manejo de la plaga, sin embargo, el
comportamiento variable de los cultivares importados y la escasa disponibilidad de
semillas hizo necesaria la produccion de nuevas variedades con diferentes grados

de reposo invernal (Quintanilla, 1976).



1.2.4. — Grado de reposo invernal

El grado de reposo invernal (GRI) es una caracteristica genética de la alfalfa por
la cual las plantas reducen su crecimiento en respuesta a la disminucion del
fotoperiodo y a las bajas temperaturas (McKenzie et al., 1988; Zhang et al., 2015).
Es un tipo de endodormancia en el cual se protegen las yemas vegetativas (Horvath
et al., 2003). El fitocromo B percibe los cambios en el fotoperiodo y activa la
expresion de los genes que intervienen en la sintesis de auxinas, etileno y de las
proteinas de transporte de sacéridos. Esto conlleva a un aumento en la
concentracion de sacarosa, estaquiosa, rafinosa, de proteinas de almacenamiento
vegetativo, de acido abscisico (ABA) y de auxinas en las yemas. Los compuestos
sacaridos protegen a las yemas de las bajas temperaturas, el ABA inhibe el
crecimiento y las auxinas mantienen la latencia hasta que las condiciones climéticas
sean favorables (Castonguay et al., 1995; Cunningham et al., 1998, 2001,
Haagenson et al., 2003; Spada, 2007; Wang et al., 2008; Zhang et al., 2015).

En Argentina, en base al grado de reposo invernal los cultivares de alfalfa se
dividen en tres categorias: con reposo (GRI 3-5), con reposo intermedio (GRI 6-7)

y sin reposo (GRI 8-10) (Spada, 2007).

1.2.5. — Superficie sembrada

En el mundo se cultivan 32 millones de ha de alfalfa en un amplio rango de
condiciones. En el hemisferio norte, principalmente en Estados Unidos y Europa,
se siembran 21 millones de ha mientras que en el hemisferio sur esa superficie llega

alos 12 millones de ha (Maxted & Bennett, 2001; Yuegao & Cash, 2009).



En nuestro pais la superficie ha ido variando a través del tiempo. En el periodo
1924-25 se registro un record historico de 8,5 millones de ha que descendid
significativamente a menos de 3 millones de ha en los afios 1972-78. Durante los
afios 1997-98, la superficie implantada se recuperé llegando a los 7 millones de ha
(Bolton et al., 1972; Basigalup & Rossanigo, 2007). En la actualidad, si bien no
existen estadisticas oficiales ni datos recientes, se estima que la superficie sembrada
con alfalfa ronda los 3,7 millones de ha, de las cuales 2,5 millones estan sembradas
con alfalfa pura (com. per. Giletta M. A., Inta EEA Manfredi, 2017). El area de
produccidn se localiza en el noreste de la provincia de La Pampa, noroeste de la
provincia de Buenos Aires, centro-sur de la provincia de Santa Fe y el sudeste de la

provincia de Cérdoba (Collino et al., 2007).

1.2.6. — Importancia del cultivo

La importancia del cultivo de alfalfa se basa en su aporte como fuente natural
de proteinas, fibras, vitaminas y minerales, asi como en su contribucion a la
sustentabilidad del suelo (Bickoff et al., 1972; Zumoffen et al., 2010).

La alfalfa es utilizada en los sistemas de produccion de carne y leche en distintas
regiones ganaderas templadas del mundo por su adaptacion a un amplio rango de
condiciones agroclimaticas y por su capacidad de producir una elevada cantidad de
forraje de alta calidad (Kloster & Zaniboni, 2007).

Dentro de un programa de rotacion de cultivos, la alfalfa, facilita el control de
malezas y enfermedades (Maxted & Bennett, 2001) y favorece la acumulacién de
materia organica mejorando las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo

(Papendick et al., 1987; Bouton, 1996; Lloveras, 1999; Racca & Gonzélez, 2007;



Zumoffen et al., 2010). Una de las caracteristicas mas importantes de este cultivo
es la capacidad para formar asociaciones simbiéticas con bacterias del suelo
pertenecientes al Orden Rhizobiales. Estas asociaciones llevan a cabo el proceso de

fijacion de nitrégeno atmosférico (Burton, 1972; Smith et al., 2013).

1.2.7. - Usos

En Argentina, la mayor parte de las pasturas en base a alfalfa se destinan para
pastoreo directo. En la Regién Pampeana es una forrajera irremplazable en los
planteos ganaderos intensivos y semiextensivos (Comerén & Romero, 2007;
Kloster & Zaniboni, 2007).

El forraje producido puede ser transferido a regiones fuera de su &rea de cultivo
0 a otras épocas del afio. Segun el USDA (2016), Estados Unidos difiere anualmente
un volumen de forraje que llega a las 21 millones de toneladas. En Argentina se
difieren aproximadamente 850 a 900 mil ha de alfalfa pura que se emplean para la
produccion de heno y 150 a 200 mil ha destinadas a la conservacion en forma de

silaje (com. per. Giletta M. A., Inta EEA Manfredi, 2017).

1.2.8. — Usos alternativos

Aunque tradicionalmente la alfalfa ha sido cultivada y utilizada para consumo
animal, actualmente se ha incorporado como un componente en la nutricion humana
adicionandose en forma fresca a diferentes platos. Otra opcion es su uso en forma
de extracto, como concentrado proteico o suplemento nutricional (Stochmal et al.,
2001a, b; Diario Oficial de la Union Europea, 2009). Las plantas de alfalfa poseen

saponinas que sirven como antiescorbuticas, laxantes, diuréticas, ecbodlicas,
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estrogenicas, estimulantes y para el tratamiento de problemas urinarios, intestinales
y de Ulceras pépticas (Duke, 1981). La materia verde de las plantas de alfalfa
contiene entre 7 y 33 % de proteinas totales, es rica en aminoacidos no esenciales,
acidos grasos, vitaminas y minerales (Bickoff et al., 1972; Duke, 1981; Stochmal
et al., 20014, b; De Ledn & Ustarroz, 2007).

En medicina alternativa, la semilla, se emplea como emenagoga y lactogénica
por su alto contenido de los alcaloides estaquidrina y homoestaquidrina (Duke,
1981).

A nivel industrial se obtiene pulpa que se destina para la fabricacion de papel,
produccidn de gas y de etanol celulésico (Duke, 1981; Bouton, 1996; Petersen Rock
et al., 2009). Ademas, las plantas modificadas genéticamente sintetizan enzimas
como la o-amilasa y la manganeso peroxidasa. La a-amilasa se utiliza en el
procesamiento industrial del almidon y la manganeso peroxidasa en la degradacion
de la lignina y como agente blanqueador (Bouton, 1996). El aceite de las semillas

se usa para la manufactura de pinturas y barnices (Duke, 1981).

1.2.9. — Requerimientos

La extraordinaria variabilidad genética de la alfalfa enriquecida por la
introgresion de las especies que conforman el complejo M. sativa le otorga una gran
capacidad de adaptacion a las mas diversas condiciones de suelo, clima y manejo
(Bolton et al., 1972; Bula & Massengale, 1972; Quiros & Bauchan, 1988; Summers,
1998; Maxted & Bennett, 2001).

En el pais, el cultivo de alfalfa se realiza mayoritariamente en condiciones de

secano variando la produccién de materia seca con la disponibilidad hidrica, la
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radiacion, la fertilidad y la temperatura entre otros factores (Hijano & Basigalup,
1995).

En la regién pampeana, la disponibilidad de agua es el principal factor limitante.
La alfalfa consume agua durante todo el afio, ain durante la época de reposo
invernal (Collino et al., 2007). EI maximo potencial de produccion se logra con un
aporte hidrico de 1200 mm anuales (Brouwer & Heibloem, 1986; Collino et al.,
2007). En ausencia de restricciones hidricas severas, los nutrientes nitrogeno,
fosforo y con menor frecuencia el azufre, el calcio y el boro, son los que usualmente
limitan la producciéon (Basigalup, 2007; Basigalup & Rossanigo, 2007; Diaz Zorita
& Gambaudo, 2007; Yuegao & Cash, 2009).

La alfalfa tolera suelos ligeramente salinos, sédicos o alcalinos, pero no asi
suelos acidos. A medida que decrece el pH disminuye la disponibilidad de fosforo,
nitrégeno, calcio, magnesio y potasio, mientras que aumenta la concentracion de
aluminio y de manganeso que se tornan tdxicos para las bacterias simbiontes y las

plantas (Soto et al., 2000; Basigalup, 2007; Yuegao & Cash, 2009).

1.2.10. — Plagas limitantes

La alfalfa es un cultivo perenne, con una vida Gtil de cuatro a seis afios. Esta
condicién genera un habitat favorable para un gran nimero de artrépodos, entre los
cuales se encuentran especies herbivoras, saprofagas, fungivoras, controladores
bioldgicos y polinizadores, entre otros (Summers, 1998).

En Alberta, Canada, Harper (1988) realiz6 un seguimiento de los insectos y
acaros presentes en campos productores de alfalfa. Este autor observd una gran

diversidad entre las especies presentes, con un 48% de especies herbivoras, un 37%
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de controladores bioldgicos, un 4% de polinizadores y un 11% de otras especies.
En Arabia Saudi, en evaluaciones similares, se observo una composicion similar en
la entomofauna presente en Canada, con un 48% de herbivoros, un 26% de
controladores biologicos, un 22% de polinizadores y un 5% de otras especies
(Alsuhaibani, 1996). En el estado de New York, Estados Unidos, aproximadamente
600 especies de artropodos fueron determinadas en el cultivo de M. sativa (Pimentel
& Wheeler, 1973) y 250 especies en el estado de Nueva Gales del Sur, Australia
(Bishop & Holtkamp, 1982).

En Argentina, Villaverde et al. (2009) registraron en este cultivo 139 especies
de insectos pertenecientes mayoritariamente al Orden Hemiptera, Suborden
Sternorrhyncha y a los Ordenes Coleoptera, Lepidoptera y Orthoptera.

A pesar de la gran diversidad de artropodos observados en el cultivo de alfalfa
solamente una pequefa proporcion causa dafio severo (Summers et al., 2008). Entre
las especies mas frecuentes se encuentran los afidos o pulgones (Aragon &

Imwinkelried, 2007).

1.3. — Afidos

En la Tabla 1.1. se citan las 35 especies de afidos presentes en el cultivo de M.
sativa a nivel mundial. De estas 35 especies solamente 17 colonizan de manera
frecuente a la alfalfa (Blackman & Eastop, 2006) y solo 7 han sido halladas en

Argentina sobre esta pastura.
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Tabla 1.1. Especies de &fidos halladas en pasturas de M. sativa en distintos paises del

mundo.
Especies Pais Autor
Acyrthosiphon euphorbiae . .
Bormer, 1940 Perd Vilca & Reyes, 1999
A. gossypii Irak y Sudén Holman, 2009

Mordvilko, 1914

A. kondoi Shinji, 1938

Argentina y resto del
mundo

Luna, 1977; Blackman & Eastop, 2000, 2006;
Rakhshani et al., 2009

A. loti (Theobald, 1913)

Argentina y Europa

Ortego & Mier Durante, 2003

A. pisum (Harris, 1776)

Argentina y resto del

Tapia, 1969; Blackman & Eastop, 2000, 2006;

mundo Rakhshani et al., 2009
Aphis craccivora Argentina y resto del Blanchard, 1944; Itria, 1966; Blackman &
Koch, 1854 mundo Eastop, 2000, 2006; Rakhshani et al., 2009
Bulgaria, Chile, Croacia, | Olmez Bayhan et al., 2003; Bertolaccini et al.,
A fabae Espafia, Hun_gria, Iré}n, 2004; Grados &_ Ortiz, 2004; Blackman &
Scoholi 1763 Islas Canarias, Perq, Eastop, 2006; Ripka, 2008; Holman, 2009;
' Portugal, Rusia, Sueciay | Gotlin Culjak et al., 2012; Nieto Nafria et al.,
Turquia 2016
) Argentina, Chile, Espafia Blanchard, 1944; Itria, 1966; Singh et_al., 1999;
A. gossypii Hungria I’ndia I’rak Perl’j Blackman & Eastop, 2000, 2006; Delfino, 2005;
Glover, 1877 ' \ ' Ripka, 2008; Nieto Nafria et al., 2016; Singh et
y Sudéan
al., 2016
A. incerta Nevsky, 1929 Uzbekistan Holman, 2009; Blackman, 2017

A. medicaginis

Chile, China, Hawai,
Hungria, Irén, Italia,

Suehiro, 1960; Petrovi¢, 1998; Abivardi, 2001;
Blackman & Eastop, 2006; Wei et al., 2007;

Koch, 1854 Kazajistan, Montenegroy | Ripka, 2008; Holman, 2009; Kadyrbekov &
Serbia Karimova, 2011; Blackman, 2017
A. nasturtii ..
Kaltenbach, 1843 Portugal Vieira, 2013
A. yangbajaingana China Blackman & Eastop, 2006; Blackman, 2017

Zhang, Likun, 1981

Aulacorthum solani
(Kaltenbach, 1843)

Chile, Croacia, Estados
Unidos, Espafia y Nueva
Zelanda

Lowe, 1966; Wilson & Close, 1973; Stary et al.,
1994; Gotlin Culjak et al., 2012; Nieto Nafria et
al., 2016

Brachycaudus helichrysi
(Kaltenbach, 1843)

Chile, Espafia y Peru

Aguilera & Ortega; 1994; Vilca & Reyes, 1999;
Blackman & Eastop, 2006; Nieto Nafria et al.,
2016

B. schwartzi
(Borner, 1931)

Per(

Vilca Mallqui & Vergara Cobién, 2011

Brevicoryne brassicae
(Linnaeus, 1758)

Arabia Saudi y Pert

Vilca Mallqui & Vergara Cobian, 2011; Al-
Solami et al., 2016

Cavariella aegopodii
(Scopoli, 1763)

Per

Grados & Ortiz, 2004

Macrosiphoniella maculata
Nevsky, 1938

Canada y Tayikistan

Richards, 1976; Blackman & Eastop 2006,
Blackman, 2017

Macrosiphum creelii Davis,
1914

Estados Unidos

Halfhill, 1982; Blackman & Eastop, 2000, 2006;
Kinney & Peairs, 2011

M. euphorbiae
(Thomas, 1878)

Croacia, Estados Unidos y
Perd

Vilca & Reyes, 1999; Blackman & Eastop,
2006; Vilca Mallqui & Vergara Cobian, 2011;
Kinney & Peairs, 2011; Gotlin Culjak et al,,
2012

Megoura viciae
Buckton, 1876

Croacia, Espafia, Portugal
y Rusia (Republica de
Altai)

@ertolaccini et al., 2004; Holman, 2009; Gotlin
Culjak et al., 2012; Vieira, 2013; Stekolshchikov
& Novgorodova, 2015

Myzus ascalonicus
Doncaster, 1946

Espafia

Holman, 2009; Blackman, 2017

M. ornatus
Laing, 1932

Burundi, Chile, Espafia,
Perl y Tasmania

Martyn & Miller, 1963; Remaudiére et al., 1985;
Blackman & Eastop, 2000, 2006; Grados &
Ortiz, 2004; Delfino, 2005; Nieto Nafria et al.,
2016
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M. persicae
(Sulzer, 1776)

Argentina, Burundi,
Chile, Croacia, Espafia,
Estados Unidos, Hungria

y Per

Tapia, 1975; Remaudiére et al., 1985; Blackman
& Eastop, 2000, 2006; Grados & Ortiz, 2004;
Ripka, 2008; Zumoffen et al., 2010; Kinney &
Peairs, 2011; Vilca Mallqui & Vergara Cobian,
2011; Gotlin Culjak et al., 2012; Nieto Nafria et
al., 2016

Nearctaphis bakeri
(Cowen ex Gillete & Baker,

Chile, Espafia, Estados
Unidos, Japon y Pakistan

Miyazaki, 1971; Fuentes Contreras et al., 1997;
Blackman & Eastop, 2000, 2006; Kinney &
Peairs, 2011; Hassan et al., 2010; Nieto Nafria

1895) et al., 2016
N. crataegifoliae . :
(Fitch, 1851) Canada Richards, 1969
Pemphigus betae .
Doane, 1900 Canada Harper, 1963
P. bursarius Alemania y Nueva

(Linnaeus, 1758)

Zelanda

Zwblfer, 1958; Dale et al., 1976; Holman, 2009

P. populi Courchet, 1879

Hungria y Reino Unido

Furk & Pior, 1975; Ripka, 2008

Smynthurodes betae
Westwood, 1849

Kazajistan y Uzbekistan

Holman, 2009; Blackman, 2017

Therioaphis brachytricha

Hille Ris Lambers & van Iran Holman, 2009; Blackman, 2017
den Bosch, 1964
T. luteola (Borner, 1949) Ucrania Holman, 2009; Blackman, 2017
T. ononidis India, Kirguistan y Holman, 2009; Singh et al., 2016; Singh &
(Kaltenbach, 1846) Uzbekistan Singh, 2017; Blackman, 2017
T. subalba Corea del Sur Quednau, 2003; Blackman & Eastop, 2006;
Borner, 1949 Blackman, 2017
T. trifolii Argentina y resto del Vincini et al., 1984; Blackman & Eastop, 2000,

(Monell, 1882)

mundo

2006; Rakhshani et al., 2009

En la Regioén del Sudoeste Bonaerense las especies de afidos mas frecuentes son

A. pisum (Lamina 1.2.), A. craccivora (Lamina 1.3.) y T. trifolii (L4mina 1.4.)

(Bizet Turovsky et al., 2017). En la Lamina 1.5. se detalla el listado de los

hospederos para estas tres especies de &fidos.
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Lamina 1.2. Acyrthosiphon pisum Harris

Sinonimia
A. onobrychis Boyer de Fonscolombe,
1841; A. onobrychis Boyer de

Fonscolombe, 1841 y Macrosiphum pisi
Kaltenbach, 1843.

Origen
Medio Oriente.

Morfologia
Hembra &ptera. Tamafo variable de 2,5 a

3 mm (minimo de 2,1 mm y maximo de
4,5 mm). Color verde brillante, varia entre
verde muy palido hasta mas oscuro,
pasando por el amarillo pajizo, el rosado
hasta el granate (biotipo rosa). Cabeza
verde amarillenta. Ojos grandes y rojos.
Tubérculos antenales bien desarrollados y
divergentes. Antenas largas, pardas
amarillentas con el sector terminal de los
antenito 3°,4° y 5° de color negro y el 6°
antenito oscuro. El 1° antenito mas largo
gue ancho con 9-23 pelos. Presenta dos
rinarias primarias, unaen el 5°y laotraen
el 6° segmento antenal. ElI 3° antenito
presenta dos a cuatro sensorios pequefios
en la base y pelos de longitud menor a la
mitad del didmetro del 3° antenito. Patas
pardas amarillentas, extremo distal de la
tibia y del fémur oscuro. Tarsos negros.
Abdomen globoso y a veces con seis
manchas oscuras rojizas laterales.
Corniculos cilindricos-subcilindricos, sin
reticulaciones, de base amarillenta y con
el extremo apical negro. Los corniculos
son delgados, dirigidos hacia arriba y
hacia atras y de tamafio igual a 1,2 a 1,9
veces la longitud de la cauda 0 0,22 a 0,37
veces la longitud del cuerpo. Cauda larga
y ensiforme con 4-5 pares de cerdas
laterales (Figura 1.5.).

Hembra alada. Tamafio, patas, cauda y
color similares a la forma &ptera. Las

antenas son similares a la hembra aptera,
salvo que el 3° antenito presenta entre 12
a 20 sensorios, agrupados hacia un lado y
mas concentrados en la mitad basal.
Corniculos llegan a la mitad de la cauda
de color verde claro con el Aapice
oscurecido. Alas con nervadura medial
bifurcada (Figura 1.6.).

Nota: La informacion general del éafido
han sido recopiladas a partir de los
trabajos de los siguientes autores: Tapia,
1969; Itria & Tapia, 1970; Tapia, 1975;
Quintanilla, 1976; Delfino, 1991; Nieto
Nafria et al., 1994; Blackman & Eastop,
2007.

Fig. 1.6. Hembra alada de A. pisum
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Lamina 1.3. Aphis craccivora Koch

Sinonimia

A. laburni Kaltenbach, 1843; A. loti
Kaltenbach, 1862; A medicaginis Koch,
1854.

Origen
Eurasia.

Morfologia
Hembra &ptera. Tamafio de 2 mm de

largo. Cuerpo globoso o piriforme. Color
del cuerpo negro brillante o cubierto con
pruina pulverulenta blanco azulada. Ojos
rojos oscuros. Antenitos imbricados,
salvo el 1° y el 2° antenito. Antenitos
claros, salvo el 1°, el 2°, el apice del 6°y
el proceso terminal que son de color
negro. El 3°antenito carece de sensorios
y posee pelos sub-iguales a la mitad de la
méaxima amplitud del antenito. Protorax y
los segmentos abdominales del 1° al 7°
con tubérculos laterales. Abdomen claro
con un escudo dorsal fuertemente
esclerosado, de formay tamafio irregular,
debido a la fusién de bandas transversas
en los tergitos 2°- 6°. Este escudo dorsal
€S 0scuro y presenta una estructura
poligonal. Tergitos 7° y 8° con estrechas
bandas transversales oscuras. Urito 8°
con 2 setas dorsales. Corniculos de 0,42
mm, cilindricos-subcilindricos e
imbricados y terminan en un labio. Cauda
de 0,2 mm, digitiforme, aguzada en el
apice y a veces constrefiida en la mitad,
mas ancha que los corniculos, espinosa
en la superficie ventral y apical y con 3-4
pelos dorsales. Patas con el fémur casi
incoloro a amarillento o pardo claro en el
tercio basal y la parte apical oscura a
negra. Tibia de igual coloracién que el
fémur. Fémur posterior intensamente
negruzco en el tercio apical. Tarsos
negros (Figura 1.7.).

Hembra alada. Tamafio, cabeza,
corniculos, cauda, placa anal, patas y
tarsos de caracteristicas similares a la
hembra &ptera. Antenas mas cortas que el
cuerpo. Antenitos imbricados, salvo el
1°. El 3° antenito con cuatro a siete
sensorios dispuestos en una hilera y con

pelos iguales a la mitad de su maximo
didmetro. Protorax negro con faja verde a
verde oscura hacia adelante y hacia atras.
Abdomen negro verdoso a negro y
brillante, a veces con varias bandas
transversales oscuras que nunca Sse
fusionan en un escudo dorsal como en las
hembras é&pteras. Escleritos marginales
oscuros, bien desarrollados, como asi
también los post-corniculares.
Corniculos cilindricos de 0,33 mm.
Cauda de 0,17 mm, un poco méas ancha
que los corniculos con 3 pares de setas
laterales y con una seta pre apical (Figura
1.8.).

Nota: La informacién general del afido
han sido recopiladas a partir de los
trabajos de los siguientes autores:
Blanchard, 1935; 1939; Quintanilla,
1976; Delfino, 1991; Nieto Nafria et al.,
1994; Nieto Nafria & Mier Durante,
2005; Blackman & Eastop, 2007.

Fig. 1.8. Hembra alada de A. craccivora
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Lamina 1.4. Therioaphis trifolii Monell

Sinonimia

Chaitophorus maculatus Buckton, 1899;
Callipterus genevei Sanborn, 1904,
Pterocallidium lydiae Borner, 1949; P.
propinquum Bdrner, 1949; T. collina
Borner, 1942.

Origen
Norte de Africa y Medio Oriente.

Morfologia
Hembra aptera. Tamafio de 2,06 mm de

largo por 0,9 mm de ancho. Cuerpo
piriforme. Color amarillo limén. Cabeza
trapezoidal. Ojos grandes y rojos. Frente
con dos hileras de pelos capitados de 0,06
mm. Tubérculos fronto medial y
anteniferos poco desarrollados. Antenas
claras, ahumadas hacia el apice y tan
largas como el cuerpo. Presenta seis a
siete sensorios elipticos en la base del 3°
antenito y uno en el 5° y 6° segmento
antenal. Proceso terminal mas largo que la
base. Protorax con cuatro hileras de
manchas castafias oscuras, cada una con
un pelo capitado. Mesotdrax con cuatro
hileras de manchas, las laterales con un
pelo y las centrales con varios pelos
capitados por mancha oscura. Metatérax y
abdomen con seis hileras de manchas. Las
hileras laterales abdominales con un pelo
capitado por mancha y las hileras
centrales con dos pelos por mancha de
0,11 mm de largo. Tubérculos setiferos
abdominales bien desarrollados sobre
manchas de tamafo y forma variable, con
coalescencias entre ellas. Corniculos
cortos, de 0,06 mm de largo, con los
margenes de la base y del apice
ennegrecidos. Apice del corniculo con
forma de cono truncado. Cauda de base
ancha con constriccion central y apice
negro, espatulado, con dos pelos apicales
de 0,07 mm de largo y varios laterales
cortos de 0,04 mm. Placa anal bilobada
con varios pelos. Placa anal y cauda con
margenes negros. Patas negras con pocos
pelos (Figura 1.9.).

Hembra alada. Tamafio de 2,2 mm de
largo por 0,9 mm de ancho. Cuerpo

ovaliforme. Forma de la cabeza,
caracteristicas generales de los 0jos,
tubérculo fronto medial, anteniferos,
proceso terminal, abdomen, corniculos,
placa anal y patas similares a la hembra
aptera. Cabeza castafia oscura con menor
cantidad de pelos. Antenas del mismo
largo del cuerpo, el 3° antenito con seis a
diez sensorios elipticos, el 5° y 6° antenito
con un sensorio cada uno. Manchas dorso
abdominales de menor tamafio, aunque
aumenta su coalescencia. Térax castafio
oscuro con menos pelos. Cauda con forma
y color coincidentes a la descripcion de la
forma aptera con dos pelos apicales de
0,08 mm de largo y los laterales de 0,04
mm. Alas con nervaduras esfumadas, la
medial del primer par dividida dos veces;
nervadura  estigmatica  difusa, sin
conexion con el estigma, el cual tiene
margenes difusos (Figura 1.10.).

Nota: La informacion general del afido
han sido recopiladas a partir de los
trabajos de los siguientes autores: Hille
Ris Lambers & van den Bosch, 1964;
Vincini et al., 1984; Nieto Nafria & Mier
Durante, 1998.

Fig. 1.9. Hembra aptera de T. trifolii

Fig. 1.10. Hembra alada de T. trifolii
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Lamina 1.5. Listado de especies hospederas de los afidos A. pisum, A.

craccivora y T. trifolii en Argentina.
A. pisum

Albizzia julibrissin  Durazz., Cicer
arietinum L., Crotalaria capensis Jacq.,
Medicago polimorfa L., Melilotus alba
Medik., M. indicus (L.) All., M. officinalis
(L) Pall.,, Pisum sativum L., Robinia
pseudo-acacia L., Sutherlandia frutescens
(L) R. Br., Trifolium pratense L., T.
repens L., Vicia faba L., V. sativa L. y V.
dasycarpa Ten. (Tapia, 1969; Itria &
Tapia, 1970; Tapia, 1972, 1975; Ortego,
1991; Ortego, 1997; Avalos et al., 2010;
Mazzuferi et al., 2009, 2011).

A. craccivora

Adesmia sp. DC., A. obovata Clos.,
Ailanthus altissima (Mill.) Swingle.,
Asparagus densiflorus (Kunth.) Jessop.,
Astragalus sp. L., A. pehuenchis Niederl.,
Arachis hypogaea L., Atriplex lampa
(Moquin.) Dietrich, Austrocylindropuntia
subulata (Muhlpf.) Backeb., Baccharis
spartioides (Hook, et Arn.) Remy,
Brachychiton sp. Scott & Endl., Buddleja
davidii Franch., Bougainvillea spinosa
(Cav.) Heimerl., Bulnesia retama Gillies
ex Hook. & Arn) Griseb., Buxus
sempervirens L., Cassia aphylla (Cav.),
Chamissoa altissima (Jacg.) Kunth,
Chenopodium sp. L., C. album L., C.
arietinum,  Citrus  sinensis  Osb.,
Crataegus sp. Tourn. ex L., Condalia
microphylla Cav., Cydonia japonica
(Thunb.) Pers., Eriobotrya japonica
(Thunb.) Lindl., Gazania elegans Jacq.,
Genista monosperma L., Geoffroea
decorticans (Gill. ex Hook. & Arn.)
Burkart, Gloxinia sp. L’Hér., Grevillea
rosmarinifolia A. Cunn., Hibiscus sp. L.,
Hoffmannseggia sp. Cav., H. falcaria
Cav., Kochia sp. Roth., K. scoparia (L.)
Schrad., Lactuca sativa L., Larrea
divaricata Cav., Lens culinaris Medik.,
Lycium cestroides Schlecht.,, Malus
domestica Borkh., Malva sylvestris L., M.
arborea L., M. lupulina L., M. albus, M.
officinalis, Nopalea dejecta (Salm-Dyck),

Oenothera speciosa Nutt., Onobrychis
sativa Scop., Opuntia ficus indica (L.)
Mill., Pereskia sacharosa Griseb.,
Phaseolus lunatus L., P. vulgaris L., P.
sativum, Pittosporum tobira (Thunb.)
Aiton,  Polygala  myrtifolia  var.
grandiflora L., Prosopidastrum globosum
(Gill. ex Hook. & Arn.) Burkart., Proustia
cuneifolia Don, Pyrus communis L., R.
hispida L., R. pseudo-acacia, R. pseudo-
acacia var. aurea frisia, Rosa sp. L.,
Rumex crispus L., Salsola kali L.,
Sesbania exasperata Kunth, Sphaeralcea
miniata (Griseb.), Solanum
sisymbrifolium Lam., Spartium junceum
L., Stetsonia coryne (Salm-Dick.) Br. &
Rose, Styphnolobium japonicum (L.)
Schott, S. japonicum var. pendulum
(Lodd. ex Sweet) G. Kirchn, Tamarix sp.
L., Trachelospermum  jasminoides
(Lindl.) Lem., Tricomaria usillo Hook. &
Arn., Trifolium sp., T. repens, Urtica
dioica L., V. faba, V. sativa y Wisteria
sinensis (Sims.) DC (Blanchard, 1935,
1939, 1944; Itria, 1966; Tapia, 1969,
1972; Ortego, 1991; Nieto Nafria et al.,
1994; Ortego, 1997; Delfino & Buffa
1996; Andorno et al., 2007; Delfino et al.,
2007; Delfino & Buffa, 2008; Szpeiner,
2008; Mazzuferi et al., 2011; Mier
Durante et al., 2012).

T. trifolii

C. arietinum, Lotus sp, M. lupina,
Trifolium sp. (Vincini et al., 1984; Ortego,
1997; Ortego et al., 2002; Mazzuferi et al.,
2011).

19



1.3.1. — Posicidn sistematica y clasificacion taxonémica de los afidos

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Clase Insecta
Orden Hemiptera
Suborden Sternorrhyncha
Superfamilia Aphidoidea
Familia Aphididae
Subfamilia Aphidinae
Tribu Macrosiphini
Geénero Acyrthosiphon Mordvilko, 1914
Especie Acyrthosiphon pisum H.
Tribu Aphidini
Subtribu Aphidina
Género Aphis Linnaeus, 1758
Especie Aphis craccivora K.
Subfamilia Calaphidinae
Tribu Panaphidini
Subtribu Panaphidina
Género Therioaphis Walker, 1870
Especie Therioaphis trifolii M.
(Nieto Nafria et al., 1997; Remaudiére & Remaudiere, 1997).

La clasificacion de los afidos, asi como la de otros grupos de insectos, ha sufrido
a lo largo del tiempo variados cambios. Historicamente, los &fidos se agrupaban
dentro del suborden Sternorrhyncha, que junto a los subordenes Auchenorrhyncha
y Coleorrhyncha, formaba parte del Orden Homoptera (Nieto Nafria, 1999).

El Orden Homoptera y el Orden Hemiptera fueron identificados originalmente

por Linnaeus de acuerdo a las caracteristicas morfoldgicas de las alas. Otro
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taxénomo, Latreille consideraba que Heteroptera y Homoptera eran dos secciones
dentro del Orden Hemiptera (Nieto Nafria, 1999; Cui et al., 2013).

En la actualidad, nimeros estudios filogenéticos basados en evidencias
morfoldgicas y moleculares han considerado al Orden Homoptera como parafilético
y han ubicado los subordenes Auchenorrhyncha, Coleorrhyncha y Sternorrhyncha
dentro del Orden Hemiptera (Sorensen et al., 1995; von Dohlen & Moran 1995;
Ouvrard et al., 2000; Song et al., 2012; Cui et al., 2013). Actualmente se describen
unas 90.000 especies dentro del Orden Hemiptera divididos en los clados
Auchenorrhyncha  (Cicadomorpha y  Fulgoromorpha),  Coleorrhyncha,
Sternorrhyncha y Heteroptera (Henry, 2009).

Los afidos se ubican taxondmicamente en la superfamilia Aphidoidea. Esta
superfamilia a su vez se divide en tres familias con importancia agronémica
Adelgidae, Aphididae y Phylloxeridae (Novakova et al., 2013) (Figura 1.11.). La
familia Adelgidae con dos géneros importantes Adelges y Pineus y 65 especies
descriptas (Havill & Foottit, 2007; Favret et al., 2015). La familia Phylloxeridae
con seis géneros y 73 especies descriptas (Favret et al., 2016). Y, finalmente, la
familia Aphididae con 510 géneros y 4497 especies descriptas. Esta Gltima familia
se diferencia de las dos primeras, por la presencia de bacterias endosimbidnticas del
género Buchnera y por poseer ciclos de vida viviparos (Dixon, 1998; Havill &
Foottit, 2007; Medina et al., 2011; Toenshoff et al., 2012; Novéakova et al., 2013).

Los individuos de la familia Aphididae pueden ser reconocidos por compartir
una serie de caracteristicas morfologicas que incluyen la presencia de sifones;
antenas de cinco 0 seis segmentos compuestas por dos segmentos basales y un

flagelo segmentado con un proceso terminal; tarsos de dos segmentos con el primer
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segmento mucho mas corto que el segundo y cauda. En algunas especies, estos

caracteres han sido modificados, reducidos o secundariamente perdidos, pero son

evidentes en la mayoria de los afidos que afectan a las plantas cultivadas (Blackman

& Eastop, 2007).

Adelgidae

Aphidoidea —

Aphididae

Phylloxeridae

Phloeomyzinae (1)
Eriosomatinae (319)
Hormaphidinae (176)
Anoeciinae (24)
Tamaliinae (4)
Thelaxinae (18)
Greenideinae (155)
Aiceoninae (14)
Lizeriinae (35)

Spicaphidinae (13)

Pterastheniinae (5)

Taiwanaphidinae (13)

Israelaphidiae (4)
Mindarinae (9)
Drepanosiphinae (40)
Chaitophorinae (170)
Neophyllaphidinae (18)
Macropodaphidinae (6)

——Phyllaphidinae (18)

Calaphidinae (350)

L____Saltusaphidinae (55)
Aphidinae (2700)

Lachninae (350)

Fig. 1.11. Filogenia de la superfamilia Aphidoidea, adaptado de Podsiadlowski (2016).
El nimero entre paréntesis indica la cantidad de especies presentes en cada subfamilia.

La familia Aphididae contiene 23 subfamilias (Figura 1.11.) entre las que se

encuentran la subfamilia Aphidinae, con las especies A. craccivora y A. pisum, y la
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subfamilia Calaphidinae, con la especie T. trifolii (Nieto Nafria et al., 1997,

Remaudiére & Remaudiere, 1997).

1.3.2. — Aparato bucal

Los afidos son insectos herbivoros que se alimentan de la savia floematica de
un namero restringido de plantas huéspedes. Mucho de ellos permanecen en el
mismo hospedero a lo largo de todo el afio, mientras que aproximadamente un 10 a
15 % alterna entre especies taxonémicamente diferentes (Blackman & Eastop,
2007; Tagu et al., 2016; Zytynska & Weisser, 2016).

Poseen aparato bucal picador-suctor formado por un labium elongado de tres
segmentos denominado rostro, que contiene un par de mandibulas y un par de
maxilas modificadas en estiletes (Wensler, 1977). Los estiletes mandibulares
poseen la parte distal terminada en una punta filosa y aguda. Los estiletes maxilares,
estan interconectados por una serie de surcos y crestas formando el canal salival y
el canal alimenticio. El borde externo de los estiletes maxilares y el interno de los
estiletes mandibulares estan en intimo contacto generando una compacta vaina del
estilete (Forbes, 1969).

Los é&fidos utilizan el extremo de su rostro para realizar el primer
reconocimiento en las futuras plantas hospederas y antes de comenzar con la
insercion de los estiletes secretan pequefias cantidades de saliva gelificante
(Tjallingii, 2006). En 1973, Pollard observé que en la ruta hacia el floema los
estiletes penetran inter e intracelularmente. Sin embargo, otros autores han
observado que los estiletes penetran solo intercelularmente (Diehl & Chatters,

1956; Tjallingii & Hogen Esch, 1993; Tjallingii, 2006), mientras que solamente
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unas pocas especies de afidos pertenecientes a la subfamilia Lachnidae, penetran
intracelularmente o atraviesan los estomas para alcanzar el floema (Klingauf,
1987).

En su camino intercelular, los estiletes penetran la epidermis comenzando por
los bordes entre dos células contiguas y contintan su avance entre las fibras de la
pared celular secundaria de una de esas células. Pueden atravesar espacios aéreos
del mesofilo y eventualmente llegar al haz vascular. Durante todo este proceso, el
afido secreta saliva gelificante que envuelve los estiletes formando una vaina que
permanece en el tejido de la planta, aunque el afido haya retirado los mismos. Al
llegar al haz vascular, los estiletes penetran las células floematicas (Tjallingii &
Hogen Esch, 1993; Prado & Tjallingii, 1994; Elliott & Hodgson, 1996; Tjallingii,
2006). En este camino el afido sigue un gradiente quimico de pH, sacarosa y
compuestos aleloquimicos, entre otros (Elliott & Hodgson, 1996; Schoonhoven et
al., 1998; Pettersson et al., 2007; Hewer et al., 2011).

Ademas de la saliva gelificante, los afidos producen otro tipo de saliva llamada
saliva acuosa, que es secretada cuando el afido alcanza los vasos floematicos. Esta
saliva esta formada principalmente por aminoéacidos, compuestos con propiedades
surfactantes y reductoras y por enzimas tales como las pectinasas, celulasas,
oxidasas y amilasas (Tjallingii & Hogen Esch, 1993; Prado, 1997; Dixon, 1998;
Miles, 1999; Tjallingii, 2006). La funcion de la saliva acuosa es, entre otras, lubricar
las piezas bucales, asistir en la penetracion de los sustratos alimenticios, diluir los
alimentos concentrados, desintoxicar sustancias del metabolismo secundario y

prevenir la gelificacion de la proteina P tanto en el interior del floema como en el
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canal de alimentacion (Tjallingii & Hogen Esch, 1993; Prado, 1997; Dixon, 1998;

Miles, 1999; Tjallingii, 2006).

1.3.3. — Daflos

En la literatura entomoldgica de habla anglosajona se consideran los términos
“injury” y “damage” como sinénimos de dafios ocasionados por plagas. En el afio
2001, Peterson & Higley enfatizaron la importancia de delimitar el alcance de
ambos vocablos. En esta tesis consideramos como sinénimos de dichos términos a
las palabras “lesion” y “dafno”. Se puede definir como “lesion” a los cambios en el
proceso fisiologico de las plantas que se manifiestan de manera asintomatica.
Mientras que el término “dafio”, de caracter sintomatico, es una medida de
reduccion en el crecimiento de la planta o en su reproduccion como resultado de
una “lesiéon”. Podemos considerar que cualquier nivel de infestacion de una plaga
causa “lesion” pero no todos los niveles de “lesion” causan “dafio”. En ocasiones,
las plantas toleran pequenas “lesiones” sin un “dafio” aparente (Quisenberry & Ni,
2007).

Algunos autores consideran que A. pisum produce dafios asintomaticos en M.
sativa. Sin embargo, infestaciones severas causarian dafios sintométicos similares
a los ocasionados por el estrés hidrico (Quisenberry & Ni, 2007). Como resultado
final se produce clorosis, marchitamiento y defoliacion con retraso en el
crecimiento, disminuyendo la produccion de flores y semillas (Soroka & Otani,
2011).

A. craccivora produce dafios de caracter sintomatico. En ataques intensos puede

causar detencion del crecimiento, distorsion de hojas y retraso en la floracion,
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afectando el rinde y la produccién de semillas. Ademas, puede ocasionar muerte de
plantas (Quintanilla, 1976; Quisenberry & Ni, 2007).

El &fido T. trifolii produce una “lesion” asintomatica al interrumpir el balance
de oxido reduccion de la planta provocando un “dafio” que se manifiesta como
decoloracion de las venas foliares de M. sativa (Itria, 1966; Jiang & Miles, 1993;
Miles & QOertli, 1993; Soroka & Otani, 2011). Infestaciones intensas pueden causar
defoliacion, disminuyendo la produccion de semillas y ocasionando eventualmente

la muerte del cultivo (Delfino, 1991).

1.3.4. - Virosis

Los afidos juegan un rol preponderante en la transmision de las virosis. En la
naturaleza aproximadamente el 50% de los virus son transmitidos por estos insectos
vectores (Ng & Perry, 2004). La seleccion de la planta hospedera y el
comportamiento alimenticio determinan su elevado potencial como insecto vector
(Katis et al., 2007).

La adquisicion y la inoculacion de los virus se producen como consecuencia
directa de la accion de los estiletes sobre el tejido de las plantas. Dependiendo del
modo de transmision, los virus pueden adherirse a la cuticula de los estiletes y del
intestino anterior o ser ingeridos y pasar a través del sistema digestivo al sistema
circulatorio y a las glandulas salivales para luego ser inoculado en el proceso de
salivacion (Katis et al., 2007).

Los afidos A. pisum, A. craccivora y T. trifolii son vectores de virosis que
afectan a las plantas de M. sativa. En la Tabla 1.2. se detallan las principales virosis

transmitidas por estos afidos plaga.
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Tabla 1.2. Listado de virosis observadas en M. sativa y sus respectivos vectores.

Virus Género Familia Vector Autor
Alfalf?';"’ll_tff)t virus Carlavirus Betaflexiviridae A. pisum Veerlset%;&? Brakke,
/?/Iifréﬂza(kﬁfcc\;’)” Geminivirus Geminiviridae crac@i.vora Roumagnac et al., 2015
Alfalfa mosaic Virus ' N A pisqm, A Garran & Gibbs, 1'98_2;
Alfamovirus Bromoviridae craccivora Edwardson & Christie,
(AMV) i
y T. trifolii 2018
Bean common
mosaic virus Potyvirus Potyviridae A. pisum Gélvez & Morales, 1989
(BCMV)
Bean (Igal_f;\’}; virus Luteovirus Luteoviridae A. pisum Cockbain & Gibbs, 1973
Bean yellow mosaic A. pisumy | Galvez & Morales, 1989;
- Potyvirus Potyviridae A. Edwardson & Christie,
virus (BYMV) .
craccivora 2018
Cucumber mosaic . .. A pisum, A.
h Cucumovirus Bromoviridae craccivora Nault et al., 2004
virus (CMV) o s
y T. trifolii
Lucerne enation _ N A Leclant et al., 19_73_;
. Nucleorhabdovirus Rhabdoviridae N Edwardson & Christie,
virus (LEV) craccivora 2018
Pea enation mosaic . . . Cockbain & Costa, 1973;
virus (PEMV) Enamovirus Luteoviridae A. pisum Cockbain & Gibbs, 1973
Pea seed-borne
mosaic virus Potyvirus Potyviridae A. pisum Aapola et al.,1974
(PSbMV)
Peanut stunt virus . .. A Ahmed & EI-Sadig,
(PSV) Cucumovirus Bromoviridae craccivora | 1985; Bananej et al.,1998
Red clover vein A. pisum y Al-Shahwan et al., 2016;
mosaic virus Carlavirus Betaflexiviridae T trifolii Edwardson & Christie,
(RCVMV) ‘ 2018

1.3.5. — Reproduccién

La mayoria de los &fidos se reproducen tanto sexual como asexualmente con
varias generaciones partenogenéticas entre cada reproduccion sexual (Dixon,
1998). El término partenogénesis fue definido por Richard Owen en 1849
considerado como una sucesiva procreacion de individuos a partir de un solo 6vulo.
Segun Bonnet (1745) la aparicion de formas sexuadas esta directamente relacionada
a la disminucion de las temperaturas y al acortamiento del fotoperiodo. La
periodicidad anual de las formas sexuadas esta determinada por el ambiente.

Huxley (1858) demostr6 que con una fuente apropiada de alimento y clima

templado la reproduccién de los afidos seria solo por partenogénesis.
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La capacidad individual de los afidos de establecer una colonia y la alta tasa de
incremento a partir de la reproduccion partenogenética, les confiere a estos insectos
una importante ventaja con respecto a las especies de reproduccion sexual en
especial cuando colonizan nuevas areas (Cuellar, 1977).

Dentro de ambos tipos de reproduccion los afidos son polimérficos presentando
formas apteras y aladas. El tipo de alimento, la disponibilidad del mismo y el estado
fenoldgico de las hospederas son determinantes en la alternancia de ambas formas.
La produccion de individuos alados es dependiente de la densidad y de la calidad
del alimento y es utilizado para la dispersion y colonizacion de nuevas hospederas

(Dixon, 1998).

1.4. — Manejo Integrado de Plagas

En la antigliedad el hombre comenzé a suplir las necesidades alimentarias con
la produccidn agricola, en esta instancia las plagas no constituian un problema. Con
el incremento de la poblacion y, por ende, de la demanda de alimentos un nuevo
paradigma plantea la necesidad de proteger a los cultivos de los dafios ocasionados
por las plagas utilizando tacticas de manejo mecanicas, fisicas y bioldgicas (Pedigo,
1989).

A mediados del siglo XX se desarrollaron insecticidas organicos sintéticos que
tuvieron un amplio espectro de control. Su uso desmedido ocasiond la desaparicion
de muchos controladores biolégicos, la aparicion de resistencia de las plagas a los
insecticidas, la contaminacién ambiental, la resurgencia de plagas y diversas

problematicas que afectaron la salud humana (Pedigo, 1989; Dewar, 2007).
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La publicacion de los libros “Silent Spring” de Rachel Carson en 1962 y “The
Pesticide Conspiracy” de Robert van den Bosch en 1978 marcan el inicio del
sistema postmoderno de agricultura y la implementacion del manejo integrado de
plagas.

En la actualidad existe una tendencia en el mundo que orienta la produccion
hacia una agricultura sustentable reconociendo los problemas asociados a los
cambios implementados en el pasado. En este sistema de agricultura los problemas
relacionados al manejo de plagas se hicieron mas obvios y como respuesta a esta
problematica naci6 el manejo “integrado” de plagas (MIP). En este sentido el MIP
estd a la vanguardia de la evolucion postmoderna de la agricultura y constituye una
primera etapa del desarrollo de una agricultura sustentable (Hilje & Saunders,
2008). Se debe entender al MIP como una filosofia y una metodologia que enfatiza
la necesidad de utilizar estrategias de manejo de la plaga que eviten el resurgimiento
de la misma y que protejan al hombre y al medio ambiente que lo rodea (Dent,
2000). Los programas de MIP deben ser desarrollados para cada cultivo y para cada
region moderando la poblacién de la plaga por debajo del umbral dafio econémico

(Romero, 2004).

1.4.1. — Manejo Integrado de Plagas en M. sativa

Este sistema de manejo surge en Estados Unidos en 1976, en un esfuerzo por
proteger los polinizadores presentes en el cultivo de alfalfa. Hoy en dia este primer
modelo del MIP es el referente a seguir para el manejo de la problematica asociada
a las plagas en la produccion de especies forrajeras (Ehler, 2006; Soroka & Otani,

2011).

29



1.4.1.1. — Control biolégico

El control biol6gico podria ser descripto como una limitacion en la abundancia
de los organismos plaga por otros organismos considerados enemigos naturales y
que en el contexto productivo mantendrian o reducirian las especies plaga por
debajo del umbral de dafio econémico (Summers, 1998). En un sentido amplio,
incluye predadores, parasitoides, bacterias, hongos y virus (Summers, 1998; Volkl
et al., 2007). A nivel mundial, existen diversos organismos que actian como
controladores bioldgicos de &fidos en el cultivo de M. sativa. En la Tabla 1.3. se
pueden observar los controladores bioldgicos de los afidos de M. sativa (Frezzi,
1971; Quintanilla, 1976; Aragon & Imwinkelried, 1995; van den Heuvel, et al.,
1997; Cheli et al., 2006; Aragén & Imwinkelried, 2007; Armendano & Gonzélez,
2010; Zumoffen et al., 2010; Armendano & Gonzalez, 2011; Manfrino et al., 2011,
Liu et al., 2014; Manfrino et al., 2014; Valles et al., 2014; Zumoffen et al., 2015;

Frayssinet et al., 2016; Liu et al., 2016a).
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Tabla 1.3. Controladores bioldgicos de &fidos plaga de M. sativa.

Orden Especies
Araneus sp. Clerck, 1757; Lycosa poliostoma (C. L. Koch, 1847);
Araneae Misumenops pallidus (Keyserling, 1880) y Oxyopes salticus
Hentz, 1845

Coccinella ancoralis Germar, 1824; Coleomegilla maculata (De
Geer, 1775); Cycloneda sanguinea (Linnaeus, 1763); Eriopis
connexa (Germar, 1824); Galerita collaris Dejean, 1826;
Harmonia axyridis (Pallas, 1773); Hippodamia convergens
Guérin-Méneville, 1842; Hyperaspis festiva Mulsant, 1850 y
Scymnus (Pullus) argentinicus (Weise, 1906)

Allograpta exotica (Wiedeman, 1830); A. obliqua (Say, 1823) y
Baccha clavata (Fabricius, 1794)

Geocoris sp. Fallén, 1814; Nabis sp. Latreille, 1802 y Orius
insidiosus (Say, 1832)

Aphelinus mali (Haldeman, 1851); Aphidius colemani (Dalman,
1820); A. ervi Haliday, 1834; A. matricariae Haliday, 1834; A.
smithi Sharma & Subba Rao, 1959; Diaeretiella rapae (M'Intosh,
1855); Lysiphlebus testaceipes (Cresson, 1880); Pachyneuron
aphidis (Sin. P. siphonophorae) (Bouché, 1834); Praon gallicum
Stary 1971y P. volucre (Haliday, 1833)

Neuroptera Chrysopa externa Hagen, 1861 y C. lanata Banks, 1910
Conidiobolus obscurus (I.M. Hall & P.H. Dunn) Remaud. & S.
Keller, 1980; Entomophthora planchoniana Cornu, 1873;
Entomophthorales | Neozygites fresenii (Nowakowski) Remaud. & S., Keller 1980;
Pandora neoaphidis (Remaudiére & Hennebert) Humber, 1989 y
Zoophthora radicans (Brefeld) Batko, 1964

Acyrthosiphon pisum virus (APV) y Aphid lethal paralysis virus -
Acyrthosiphon pisum (ALPV-AP)

Coleoptera

Diptera

Hemiptera

Hymenoptera

Picornavirales

1.4.1.2. — Control cultural

El control cultural esta basado en cualquier modificacion o manejo del medio
que torne al cultivo desfavorable al desarrollo de las plagas. Incluye rotacién de
cultivos, fertilizacion, implantacién de intercultivos o de cultivos consociados,
como asi también diversas practicas de cosecha, conservacion y almacenaje de la
produccidn obtenida (Summers, 1998; Dent, 2000; Wratten et al., 2007). El control
cultural también puede ser utilizado para favorecer el desarrollo o proteger a los
artropodos que acttan como controladores bioldgicos (Summers, 1998; Wratten et

al., 2007). En la alfalfa, este control incluye modificaciones en las practicas de
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cosecha, tales como cosecha anticipada o atrasada, corte en bandas, corte de las
borduras, remocion del forraje para el armado de fardos, rollos, ensilaje o henolaje

(Zdniga & Aguilera, 1989; Summers, 1998).

1.4.1.3. — Control genético

Uno de los métodos méas promisorios para reducir la dependencia de los
insecticidas es el uso de variedades resistentes (Pedigo, 1989). La resistencia se
define como una caracteristica hereditaria de las plantas que influye en el nivel de
dafio causado por el insecto o que reduce la probabilidad de una utilizacion exitosa
de la planta por parte del insecto (Farrell, 1977).

Como parte de la variabilidad genética, los cultivares se componen de una
poblacion heterogénea de plantas mejoradas por una 0 mAs caracteristicas
especificas. Cada cultivar posee plantas resistentes y susceptibles a una determinada
plaga y/o enfermedad (Summers, 1998; Spada, 2007).

El dafio de los insectos fitéfagos estd limitado por una amplia variedad de
defensas constitutivas e inducidas que afectan la preferencia y/o el desarrollo de los
insectos plagas y, eventualmente, pueden afectar la habilidad de los predadores y
parasitoides (Thompson & Goggin, 2006; Mazzuferi et al., 2011). Las defensas
inducidas requieren de estimulos ambientales para su activacion, mientras que las
defensas constitutivas no requieren de estimulos para su activacion y estan
presentes antes, durante y después de que el insecto plaga haya arribado a la planta.
El nivel y el efecto de las respuestas inducidas pueden mostrar una gran variacion

temporal y espacial (respuesta sistémica o localizada) (Agrell et al., 2003).
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Las plantas resistentes son aquellas que resultan menos dafiadas o infestadas por
los artropodos. En este aspecto debemos considerar tres componentes basicos
involucrados: la no preferencia, la antibiosis y la tolerancia. En primer lugar, las
plantas pueden ser no preferidas para la ovoposicion, para el refugio o para
alimentarse, debido especificamente a la carencia de cualidades quimicas de los
vegetales en cuestion. En segundo lugar, las plantas resistentes podrian afectar
adversamente la biologia del insecto, componente de resistencia que recibe el
nombre de antibiosis. Por Gltimo, las plantas tolerantes son las que sobreviven a
niveles de infestacion que podrian dafiar severamente o matar a las plantas

susceptibles (Painter, 1951; 1958).

1.4.1.4. — Control quimico

Los insecticidas sintéticos han sido considerados un componente esencial para
el control de las plagas desde comienzos de los afios 50, cuando los insecticidas
organoclorados fueron introducidos ampliamente en el mundo. En la Tabla 1.4. se
detallan los principales insecticidas sintéticos utilizados para el control quimico de
afidos plaga de M. sativa (Wilson & Davis, 1952; Hall & Dunn, 1959; DePew,
1961; Quintanilla, 1976; Zafiga & Aguilera, 1989; Dewar et al.,1992; Denholm et
al., 1998; Fuog et al., 1998; Ishaaya & Horowitz, 1998; Kaufmann et al., 2004;
Aragon & Imwinkelried, 2007; Gort & Perdiguer Brun, 2007; Sadeghi et al., 2009;
Dutta et al., 2016; Casafe, 2017). El uso continuo de estas sustancias se debio a su
eficacia para reducir el nimero de insectos plaga, la rapidez en la accion toxica
(horas a dias) y el bajo costo inicial comparado con otras técnicas de manejo

(Summers, 1998; Dent, 2000).

33



Tabla 1.4. Insecticidas sintéticos utilizados para el control de afidos plaga de M. sativa en
distintos paises del mundo.

Clase quimica Insecticida

Organoclorados DDT, Endosulfan, Metoxicloro y Lindano

Azinfds-metil, Carbofenotién, Clorpirifés, Demetdn, Diazinén,
Dimetoato, Disolfoton, Fenitrotion, Fosfamidén, Gution, Malation,

Organofosforados Metil-paration, Mevinfds, Mercaptotion, Metamidofés, Ometoato,
Paratién, Pirimifos-metil y Tiometon
Carbamatos Carbaril, Ethiofencarb, Pirimicarb y Triazamato
Neonicotinoide Acetamiprid, Clotianidina e Imidacloprid
Origen vegetal Nicotina y Rotenona
. . Alfa-cipermetrina, Cipermetrina, Deltametrina, Esfenvalerato,
Piretroides

Lambda-cihalotrina, Tau-fluvalinato y Zeta-cipermetrina

Piridina Piriproxifen

Piridina azometina Pymetrozine

Piridina carboxamida | Flonicamid

Tiadiazinona Buprofezin

Tiourea Diafenthiuron

La mayoria de los insecticidas sintéticos utilizados en el control de &fidos en el
cultivo de alfalfa son de accidn sistémica. Estos productos son transportados desde
el punto de aplicacion a las diferentes partes de la planta a través de los vasos
xilematicos y floematicos (Summers, 1998; Dewar, 2007).

A pesar de los beneficios que otorga el hecho de utilizar este tipo de insecticidas
para el control de afidos a corto plazo, a largo plazo, las desventajas de su uso son
mayores. Cuatro problemas mayoritarios han surgido como resultado del uso
masivo de insecticidas durante los ltimos 70 afios. En primer lugar, ha provocado
contaminacion ambiental debido a que son sustancias de dificil degradacion,
algunas bioacumulables. El segundo problema surge de su falta de selectividad,
ocasionando la eliminacién de la entomofauna benéfica y la aparicion de plagas
secundarias. El tercer problema es la toxicidad ocasionada a mamiferos generando
un peligro potencial para la salud humana. El cuarto problema causado por el uso
indiscriminado de insecticidas es el desarrollo en los insectos de fendmenos de

resistencia (Pedigo, 1989; Ishaaya & Horowitz, 1998; Dent, 2000; Dewar, 2007;
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Batish et al., 2008; Dehghani-Samani, et al., 2015). La resistencia de insectos a
insecticidas es una de las principales barreras que reducen la eficiencia de los
agroquimicos (Foster et al., 2007). Este fendmeno ha proliferado
exponencialmente, para constituir hoy dia una consideracion indispensable en todos
los programas de control de plagas. Las desventajas citadas anteriormente nos
llevan a evaluar otros métodos alternativos de control como son los insecticidas de
origen vegetal. Estos productos presentan alta selectividad, baja persistencia
ambiental, baja toxicidad en mamiferos y una rapida accion (Isman, 2000; Isman &
Machial, 2006; Turek & Stintzing, 2013). Ademas, tienen especial interés debido a
que podrian retrasar la aparicion de resistencia, ya que estan constituidos por una
mezcla de varios compuestos con distintos modos de accion (Vollinger, 1995;
Tripathi et al., 2009).

Con el fin de elaborar estrategias de control que permitan la implementacién de
diversas précticas agricolas integradas, se plantean las siguientes hipotesis

generales.

1.5. — Hipotesis general

3% Los cultivares de Medicago sativa presentan resistencia por antixenosis,
resistencia por antibiosis y tolerancia a los &fidos Acyrthosiphon pisum,

Aphis craccivora y Therioaphis trifolii.

3 Los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y de Mentha x piperita tienen
actividad insecticida, repelente y afectan la supervivencia y fecundidad de

los afidos Acyrthosiphon pisum, Aphis craccivora y Therioaphis trifolii.
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En base a estas hipdtesis se plantean los siguientes objetivos generales.

1.6. — Objetivos generales

3% Evaluar la resistencia por antixenosis, resistencia por antibiosis y tolerancia
de cultivares de alfalfa a los &fidos Acyrthosiphon pisum, Aphis craccivora

y Therioaphis trifolii.

¥ Evaluar la actividad insecticida, repelente y las alteraciones en la
supervivencia y fecundidad producida por los aceites esenciales de
Eucalyptus globulus y de Mentha x piperita en adultos de Acyrthosiphon

pisum, Aphis craccivora y Therioaphis trifolii.
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Resistencia vegetal a insectos plaga

2.1. — Historia de la resistencia

Durante el siglo XVIII comenz6 en Estados Unidos el desarrollo y
multiplicacion de cultivares resistentes a insectos plaga. En 1792, Havens identifico
resistencia al diptero Mayetiola destructor en el cultivar de trigo Underhill y, en
1831, Lindley recomendo el uso de los cultivares de manzana “Winter Majetin” y
“Siberian Bitter Sweet” por su resistencia al afido Eriosoma lanigerum. El mayor
logro fue la obtencion de cepas resistentes a Daktulosphaira vitifoliae (Hemiptera:
Aphididae) en vides europeas en el afio 1880 utilizando pies americanos resistentes
al &fido (Painter, 1951; Smith, 2005).

Alrededor de 1990, con el redescubrimiento de las leyes de Mendel el desarrollo
de plantas resistentes a artropodos se volvié méas formal. Fue a partir de la
publicacion del libro “Insect resistance in crop plants” de Painter en 1951 que se
iniciaron las primeras investigaciones serias sobre los mecanismos de resistencia de
las plantas hacia las plagas. En el periodo comprendido entre los afios 1990-2000
en Estados Unidos se reportaron mas de 100 plantas resistentes a artropodos plaga.
Desde entonces, el desarrollo y uso de cultivos resistentes ha mejorado
sustancialmente la produccion y la calidad de los alimentos en las principales zonas

productoras en los ultimos afios (Smith, 2005).
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2.2. — Definicion de resistencia

El concepto de resistencia posee relevancia en distintos &mbitos y es utilizado
en variadas tematicas. En el contexto agronomico la resistencia de las plantas a los
artropodos ha sido abordado por diferentes autores (Smith, 2005; van Emden,
2007).

Tempranamente en 1941, Snelling definid a la resistencia como aquellas
caracteristicas que permiten a un vegetal evitar, tolerar o recuperarse de los ataques
de insectos bajo determinadas condiciones.

En 1951, Painter introdujo pequefias modificaciones y defini6 a la resistencia
de las plantas a los insectos como la cantidad relativa de cualidades heredables
poseidas por las plantas que influyen en el grado maximo de dafio causado por el
insecto. Este autor propuso tres bases o0 mecanismos de resistencia: antibiosis, no
preferencia y tolerancia.

En 1965, Beck define a la resistencia como el conjunto de caracteristicas
heredables mediante las que una especie vegetal, clon o individuo reduce la
probabilidad de ser utilizada como huésped por una especie, raza o biotipo de
insecto. Este autor no considera a la tolerancia como un tipo de resistencia, ya que,
si bien es una importante caracteristica agronomica que implica una relacién
bioldgica entre los insectos y las plantas, es muy diferente de la resistencia en
sentido estricto.

Para Kogan (1975) la resistencia es la propiedad heredable que permite a una
planta restringir el crecimiento de una poblacién de insectos o recuperarse de las

lesiones causadas por esa poblacion. Las teorias coevolutivas involucran dos
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categorias de resistencia, antibiosis y antixenosis, que representan mecanismos
diferentes de la tolerancia (Kogan & Ortman, 1978).

Es por estos motivos que en esta tesis se usara “resistencia por antibiosis” y
“resistencia por antixenosis” para referirse, respectivamente, a plantas que exhiben
antibiosis y antixenosis, mientras que para las plantas tolerantes se usara
unicamente el término “tolerancia”, considerando a la tolerancia como una parte

integral de la resistencia de las plantas a los insectos plaga.
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2.3. Resistencia por antixenosis

2.3.1 — Introduccion

Originalmente, en 1951 Painter definio6 el término no preferencia como el grupo
de caracteres de la planta que la tornan no elegida por los artrépodos para la
alimentacion, la oviposicion y/o el refugio. EI término resistencia por antixenosis
fue desarrollo por Kogan & Ortman en 1978 para describir mas apropiadamente la
reaccion de no preferencia de los artropodos frente a una planta resistente y para
complementar la resistencia por antibiosis frente a los artrépodos.

Tanto la antixenosis como la no preferencia denotan la presencia de factores
morfoldgicos o quimicos que alteran de forma adversa el comportamiento de los
artropodos, lo que genera como resultado la seleccion de una planta huésped
alternativa (Smith, 2005).

El color del follaje, los compuestos volatiles y las barreras fisicas como los
depdsitos de cera sobre hojas, tallos o frutos o la densidad de tricomas, son factores
que afectarian la libre eleccién del hospedero por parte de los artrépodos plaga
(Smith, 2005; Aznar Fernandez & Rubiales, 2018).

Por otra parte, las plantas resistentes carecerian de los niveles de fitoquimicos
necesarios para estimular la alimentacion u oviposicion de los artrépodos plaga,
escapando de esta manera al consumo por parte de los fitofagos. Finalmente, estas
plantas podrian contener metabolitos quimicos de naturaleza toxica que actuarian

durante el proceso de digestion de las plagas (Smith, 2005).
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La interpretacion del fendmeno de antixenosis en la resistencia de la planta
frente a la herbivoria esta en intima relacion con la percepcion sensorial por parte

de los artrépodos (Smith, 2005).

2.3.2. — Seleccion de las hospederas

Las plantas con resistencia por antixenosis afectan el proceso de seleccion de
hospederas por parte de los &fidos. La primera fase en el proceso de seleccion se
inicia con la percepcion de sefiales visuales y/u olfativas y finaliza cuando el afido
se posa sobre la planta. En la segunda fase, el &fido examina la superficie vegetal y
comienza la ingestion y la evaluacion de la savia floemética. En cualquiera de estas
instancias el &fido puede rechazar la planta y buscar otra hospedera (Prado, 1997,
Schoonhoven et al., 1998). Por lo general, los afidos abandonan las plantas “no
huéspedes” después de la penetracion de los estiletes y antes de alcanzar el floema
(Powell & Hardie, 2000).

A continuacion, se detallan algunos factores basicos que rigen la percepcion
sensorial y el conjunto de estimulos externos detectados por los receptores

olfativos, visuales, tctiles y gustativos de los &fidos (Smith, 2005).

2.3.2.1. — Color

El color que presenta un determinado 6rgano vegetal depende generalmente del
predominio de algun pigmento o de la combinacion de ellos. En ocasiones los
pigmentos que condicionan el color estan estrechamente ligados a las actividades
fisioldgicas del propio vegetal (Buchanan et al., 2015). En algunas hojas de color

rojo o amarillo, la clorofila estd enmascarada por otros pigmentos asociados como
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son las xantofilas y los carotenos alfa, beta y gamma (Bartley & Scolnik, 1995;
Azcon Bieto & Talon, 2013). La variacion en la intensidad de los colores y los
contrastes desempefian un rol importante en la seleccion de la planta huésped
(Klingauf, 1987).

Hace maés de 50 afios, Moéricke precisoé el rol que juega el color de las plantas
en la eleccion de las hospederas por parte de los afidos (Moéricke, 1955). La
mayoria de los insectos del suborden Sternorrhyncha son atraidos por los colores
en el rango de 500 a 600 nm (amarillo-verde) (Klingauf, 1987; Sadasivam &

Thayumanavan, 2003).

2.3.2.2. — Compuestos volatiles

En los &fidos, el sistema olfativo est4 presente tanto en las ninfas como en los
adultos, es de origen cuticular y esta localizado en las rinarias antenales
(Shambaugh et al., 1978; Hardie et al., 1994; Pettersson et al., 1994; van Giessen
etal., 1994; Dixon, 1998; Schoonhoven et al., 1998). Mustaparta (1975a, b) destaca
que las sensillas del sistema olfativo de los artropodos en general responden a
componentes odoriferos especificos de cada planta. Estudios posteriores
determinaron que los artrpodos utilizan el sistema olfativo para diferenciar entre
plantas resistentes y susceptibles dentro de las especies huésped (Smith, 2005). Los
compuestos volatiles emitidos por las plantas podrian estimular los receptores
olfativos dirigiendo el movimiento de los afidos hacia la fuente odorifera
(Pettersson et al., 1994; Webster et al., 2008). En sentido opuesto, las plantas que
exhiben resistencia por antixenosis liberarian compuestos volatiles que percibidos

por las rinarias de los &fidos ocasionarian un alejamiento o rechazo de las plantas
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emisoras (Gibson & Pickett, 1983; Lapointe & Tingey, 1984, 1986; Goffreda et al.,

1989; Mostafavi et al., 1996).

2.3.2.3. — Tricomas

Los tricomas son estructuras celulares epidérmicas, cuya forma, funcion y
distribucion varian ampliamente en la planta (Kreitner & Sorensen, 1979a). Cuando
estan presentes, constituyen la primera estructura de la planta que entra en contacto
con los artropodos (Smith, 2005). Pueden ser unicelulares o multicelulares,
glandulares o no, rectos, en espiral, con forma de gancho, simples, peltados o
estrellados (Levin, 1973). Los tricomas simples y con forma de gancho actGan como
barrera fisica que limita el contacto del insecto plaga con la planta, mientras que los
glandulares producen exudados quimicos gomosos, pegajosos o polimerizantes que
limitan el movimiento del insecto (Kreitner & Sorensen, 1979a, b; Goffreda et al.,
1989; Peter et al, 1995; Sadasivam & Thayumanavan, 2003; Smith, 2005). Ambos
tipos de tricomas son considerados barreras que causan resistencia por antixenosis
en insectos pequefios como los afidos (van Emden, 2007). En ocasiones, la elevada
densidad de tricomas simples limita la capacidad de los afidos de adherirse a la
superficie vegetal y de iniciar y/o de mantener la alimentacién (Roberts & Foster,
1983; Stoner, 1992; Webster et al., 1994; Zuparko & Dahlsten, 1994; Sadasivam &
Thayumanavan, 2003; Simmons et al., 2005). La presencia de tricomas no es un
determinante estricto en la eleccion de los hospedantes, hay especies vegetales que
no logran disuadir a los afidos a pesar de presentar una gran cantidad de tricomas y
variedades glabras en las cuales el nimero de afidos es menor en comparacién a

aquellas que son pubescentes (Weathersbee 111 & Hardee, 1994; Webster et al.,
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1994; Weathersbee 111 et al., 1995; Ahman et al., 2000; Rodrigues et al., 2010,

2012).

2.3.2.4. - Ceras

La cera epicuticular protege a las plantas de la desecacion, de la depredacion de
los insectos plaga y de las enfermedades (Sadasivam & Thayumanavan, 2003;
Tafolla Arellano et al., 2018). Son mezclas complejas que incluyen principalmente
n-alcanos (de siete a 62 atomos de carbono) ramificados o no, saturados o
insaturados, como asi también alcoholes y é&cidos y, por lo general, estan
estrechamente relacionadas con la antixenosis (Sadasivam & Thayumanavan,
2003).

Una vez que el afido elige una planta como hospedera, l0s 6rganos sensoriales
de los tarsos, estiletes y antenas perciben los estimulos quimicos y téctiles de la
superficie de la hoja (Smith, 2005), en esta etapa las ceras juegan un rol
preponderante en el reconocimiento especifico de la planta (Klingauf, 1987; Powell
etal., 1999).

Si bien hay numerosas citas acerca del rol de estas ceras epicuticulares en la
resistencia por antixenosis (Tsumuki et al., 1989; Robertson et al., 1991;
Moharramipour et al., 1997; Shepherd et al., 1999; Wojcicka, 2016; Ahmed et al.,
2018), algunos investigadores afirman que hay especies vegetales con muy escasas
ceras epicuticulares que son resistentes a la herbivora (Thompson, 1963; Starks &
Weibel, 1981; Lowe et al., 1985; Stoner, 1992; White & Eingenbrode, 2000;

Tafolla Arellano et al., 2018).
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2.3.2.5. — Aleloquimicos

Los aleloguimicos son compuestos organicos que surgen del metabolismo
secundario de la planta. No cumplen una funcién directa en el crecimiento y
desarrollo vegetal y, la gran mayoria, actian como compuestos de defensa (Taiz &
Zeiger, 2002; Camarena Gutiérrez, 2009). Pueden desencadenar reacciones de
aceptacion o de rechazo de la planta huésped antes de que los afidos lleguen a
alimentarse del floema. Estos metabolitos pueden ser deterrentes favoreciendo la
antixenosis, aunque en un futuro inmediato podrian afectar la supervivencia,
reproduccion y longevidad del afido plaga (Schoonhoven & Derksen-Koppers,
1976; Klingauf, 1987; Pickett et al., 1992; Cole, 1997a, b; Awmack & Leather,
2002; Gabry$ & Tjallingii, 2002; Lu et al., 2016).

La mayoria de estos compuestos se almacenan en las vacuolas epidérmicas bajo
la forma de amidas o glucdsidos, que al entrar en contacto con las enzimas vegetales
se convierten en sustancias toxicas para los insectos (Matile, 1984; Argandofia et
al., 1987; Pettersson et al., 2007). Los &fidos, por medio de sus estiletes, durante la
alimentacion, llegan a las vacuolas epidérmicas y evaltan los aleloquimicos
presentes dentro de las celulas, evitando asi la formacion de compuestos toxicos.
La evaluacion la realiza el érgano gustativo "faringeo"”, que desempefia un papel
crucial en la seleccion quimiosensorial de la planta huésped (Wensler & Filshie,
1969; Pickett et al., 1992; Tjallingii, 1994; Pettersson et al., 2007).

A traves de los aleloquimicos, los afidos pueden reconocer las plantas
pertenecientes a una determinada familia botanica (Wensler, 1962; Gabry$ &
Tjallingii, 2002). Los compuestos pueden actuar como fagoestimulantes (Wink et

al., 1982; Cole, 1997a, b) y como indicadores de los sitios de alimentacién en la
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planta (Gabry$ et al., 1997; Hopkins et al., 1998). Mientras que, en otros casos,
estos aleloquimicos podrian actuar evitando la colonizacion y/o la alimentacion de
los afidos (Long et al., 1977; Dreyer & Jones, 1981; Dreyer et al., 1981; Wink et
al., 1982; Dreyer et al., 1985; Leszczynski et al., 1985; Dreyer et al., 1987;
Givovich & Niemeyer, 1991, 1995; Cole, 1997a; Gabrys & Tjallingii, 2002;

Edwards et al., 2003).

2.3.2.6. — Impedimentos fisicos

Las estructuras foliares que impiden al &fido alcanzar los haces floeméticos se
consideran como un mecanismo de resistencia por antixenosis. Un claro ejemplo de
ello es la mayor metilacion de la pectina de la laminilla media (Dreyer & Campbell,
1984). En otras ocasiones, los impedimentos fisicos pueden ser inducidos por el
afido. En estas especies se puede depositar callosa en las proximidades de la vaina
del estilete del insecto impidiendo al afido alcanzar los haces del floema (Shinoda,

1993).

2.3.2.7. — Necrosis local

La necrosis local es una repuesta de hipersensibilidad de las plantas, en la cual
se produce la muerte programada de las células vegetales (Thompson & Goggin,
2006; Klingler et al., 2009). En el sito de insercion de los estiletes se observa una
reaccion celular rapida que implica un aumento en la produccion de polifenoles
seguido del colapso celular (Alston & Briggs, 1970; Belefant Miller et al., 1994).
La necrosis local inducida por &fidos depende de la relacion entre la especie de afido

y la especie vegetal (Klingler et al., 2009; Kanvil et al., 2014).
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En base a estos antecedentes se plantean las siguientes hipdtesis.

2.3.3. — Hipotesis

¥ Los cultivares de Medicago sativa poseen resistencia por antixenosis a los

afidos Acyrthosiphon pisum, Aphis craccivora y Therioaphis trifolii.

2.3.4. — Objetivo

3% Evaluar la resistencia por antixenosis de cultivares de Medicago sativa a

Acyrthosiphon pisum, Aphis craccivora y Therioaphis trifolii.

2.3.5. — Materiales y Métodos
2.3.5.1. Insectos

Se utilizaron adultos apteros de A. pisum, A. craccivoray T. trifolii provenientes
de colonias susceptibles criadas en el laboratorio de Zoologia Agricola, Dpto. de
Agronomia de la Universidad Nacional del Sur. Esta poblacidn fue establecida a
partir de hembras apteras virgindparas colectadas de una parcela experimental de
M. sativa ubicada en el predio del Campus de la Universidad Nacional del Sur (lat
38°41° 48,70” S, long 62° 14’ 58,38 O).

Los insectos fueron criados sobre plantas de M. sativa en condiciones
controladas de temperatura y humedad relativa (24+1°C y 65+10 % HR) con un

fotoperiodo 12:12 (L: O).
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2.3.5.2. Material vegetal

Los cultivares utilizados fueron ACA 605, CW 620, Garufa, Pampa Flor, SPS
6550, Venus y Victoria con un GRI 6; Armona, Carmina, CW 830, Esperanza,
Gateado, Monarca, Rio Grande con un GRI 8; ACA 903, Brava, Cuf 101, CW 194,
EBC 90, Medina, P 5939 y Sirosal con un GR1 9y CW 1010 con un GRI 10 elegidos
de acuerdo a la informacion brindada por la red de evaluacion de cultivares de M.
sativa del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA).

Las semillas de los diferentes cultivares fueron provistas por el INTA — Red de
Evaluacion de Alfalfa y sembradas individualmente en macetas de arcillas de 10
cm de didmetro con un suelo Haplustol éntico, fertilizado a tasas comerciales (Soil
Survey Staff, 1999). Las plantas fueron mantenidas bajo condiciones controladas

de temperatura y humedad (24+1°C y 6510 % HR) y fotoperiodo 12:12 (L: O).

2.3.5.3. Ensayo de resistencia por antixenosis

Se evalué mediante la prueba de libre seleccidn de hospedero. Para ello, en el
estado de 2 a 3 hojas verdaderas, se ubicd una planta de cada uno de los cultivares
formando un circulo. En el centro de ese circulo, se coloco una cantidad de insectos
equivalente a 10 adultos por planta, mediante la ayuda de un pincel fino, para no
dafar a los &fidos (Castro et al., 2001). Cada arena experimental se aisl6 colocando
un cilindro transparente con malla antiafido en su extremo superior. Se registro el
namero de &fidos presente en cada cultivar a las 24 y 48 horas posteriores a la
liberacion. Se realizaron tres réplicas y cada experimento se repitid tres veces en
forma independiente. Los datos fueron analizados mediante la prueba de varianza

ANOVA previa verificacion de los supuestos de normalidad con el test de Shapiro-
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Wilks y de homocedasticidad con la prueba de Levene (InfoStat, 2018). Al no

cumplirse el supuesto de normalidad los datos fueron previamente transformados

por la \/m Las medias fueron separadas mediante el test de diferencias
minimas significativas (DMS, p > 0,05).

Se realiz6 una correlacion de Pearson tanto para evaluar el comportamiento de
cada especie en los diferentes periodos de evaluacion (Kemal et al., 2005) como
para observar similitudes en el comportamiento de seleccidn entre especies de

afidos.

2.3.6. — Resultados

En la Tabla 2.1. se detalla el promedio de adultos de A. pisum presentes en los
cultivares a las 24 y 48 horas.

A las 24 horas el cultivar ACA 903 fue el méas elegido por A. pisum (8,64
afidos), diferenciandose significativamente del resto de los cultivares evaluados,
exceptuando Carmina (6,63 afidos), Venus (6,61 afidos) y Rio Grande (6,32 afidos)
(DMS, p < 0,05). El cultivar menos preferido por A. pisum fue CW 194 (1,21
afidos), no hallandose diferencias significativas con Sirosal, P 5939 y CW 620
(DMS, p < 0,05).

A las 48 horas, los cultivares con mayor nimero de afidos fueron ACA 903 y
Venus con 9,54 y 8,62 afidos, respectivamente (DMS, p < 0,05). Mientras que el
menor numero de afidos se registr6 en CW 194 (1,64 afidos), no hallandose
diferencias significativas con EBC 90, Armona, Cuf 101, CW 620, Pampa Flor y

CW 1010 (DMS, p < 0,05).
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Tabla 2.1. Numero de adultos de A. pisum presentes en cultivares de M. sativa.

Cultivar 24 horas 48 horas
ACA 605 3,32 bcd 5,27 cde
ACA 903 8,64 h 9,54 f
Armona 3,96 cdef 3,24 abc
Brava 5,63 fg 5,27 cde
Carmina 6,63 gh 5,60 de
Cuf 101 3,27 bcd 3,24 abc
CW 194 121a 1,64 a
CW 620 2,54 abc 3,24 abc
CW 830 4,97 defg 6,61 ef
CW 1010 3,62 bcde 3,32 abcd
EBC 90 2,65 bc 2,21 ab
Esperanza 3,96 cdef 6,61 ef
Garufa 597¢ 4,97 cde
Gateado 3,96 cdef 4,62 cde
Medina 4,62 defg 5,27 cde
Monarca 5,32 efg 5,29 cde
P 5939 2,25 ab 3,96 bcd
Pampa Flor 4,62 defg 3,24 abc
Rio Grande 6,32 gh 4,62 cde
Sirosal 2,21 ab 3,90 bed
SPS 6550 3,32 bed 5,29 cde
Venus 6,61 gh 8,62 f
Victoria 3,32 bcd 4,26 cde

Referencias: Valores seguidos por la misma letra dentro de cada columna no difieren significativamente (DMS,
p >0,05).

En la Tabla 2.2. se muestra el promedio de adultos de A. craccivora observado
en los cultivares a las 24 y 48 horas.

Transcurrida las primeras 24 horas, los cultivares CW 830 (7,66 afidos) y CW
194 (7,64 afidos) fueron los mas elegidos, sin encontrarse diferencias significativas
con Rio Grande, Victoria, Venus, CW 1010, P 5939, Brava y EBC 90. El cultivar
menos preferido fue ACA 605 (0,91 afidos), no hallandose diferencias

significativas con CW 620 y Pampa Flor (DMS, p < 0,05).
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Después de 48 horas, el cultivar méas elegido fue CW 194 (7,98 afidos) sin

diferenciarse significativamente de SPS 6550, Carminay CW 830 (DMS, p > 0,05).

Mientras que ACA 605 fue el menos preferido (2,54 afidos), no encontrandose

diferencias significativas con Medina, Cuf 101, P 5939, Monarca, Gateado, ACA

903, Pampa Flor y Victoria (DMS, p > 0,05).

Tabla 2.2. Numero de adultos de A. craccivora presentes en cultivares de M. sativa.

Cultivar 24 horas 48 horas
ACA 605 091a 2,54 a
ACA 903 4,28 efg 3,96 abcde
Armona 3,65 cde 4,32 cde
Brava 5,63 fghij 4,26 bcde
Carmina 4,59 efgh 6,63 fgh
Cuf 101 3,65 cde 2,65 ab
CW 194 7,64 ] 7,98 h
CW 620 1,94 ab 4,65 cdef
CW 830 7,66 ] 6,61 fgh
Cw 1010 5,97 ghij 4,32 cde
EBC 90 5,63 fghij 5,63 efg
Esperanza 4,32 efg 4,26 bcde
Garufa 3,96 def 5,29 defg
Gateado 4,92 efghi 3,57 abcd
Medina 2,61 bcd 2,61 ab
Monarca 4,97 efghi 3,32 abc
P 5939 5,97 ghij 2,65 ab
Pampa Flor 1,94 ab 3,96 abcde
Rio Grande 6,97 ij 5,65 efg
Sirosal 2,31 bc 4,97 cdefg
SPS 6550 4,92 efghi 6,94 gh
Venus 6,30 hij 5,29 defg
Victoria 6,63 ij 3,96 abcde

Referencias: Valores seguidos por la misma letra dentro de cada columna no difieren significativamente (DMS,

p > 0,05).

En la Tabla 2.3. se observa el promedio de adulto de T. trifolii presentes en los

cultivares a las 24 y 48 horas posteriores a la infestacion.
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Durante las primeras 24 horas de ensayo el cultivar Medina fue el mas elegido
por T. trifolii (10,26 &fidos), hallandose diferencias significativas con Sirosal,
Garufa, CW 1010, CW 620, Carmina, Monarca, Armona, Victoria, Esperanza, CW
830, Pampa Flor, ACA 605 y Brava (DMS, p < 0,05). Los cultivares menos
preferidos fueron ACA 605 (0,77 afidos) y Brava (0,54 afidos), hallandose
diferencias significativas con el resto de los cultivares evaluados (DMS, p < 0,05),
exceptuando al cultivar Pampa Flor.

A las 48 horas los cultivares con mayor numero de afidos por tallos fueron
Medina y P 5939 con 10,57 y 9,56 afidos, respectivamente. El cultivar menos
preferido por este afido fue Brava (0,54 é&fidos), no diferenciandose
significativamente con los cultivares EBC 90, Carmina, CW 830, Cuf 101,

Esperanza, Pampa Flor y ACA 605 (DMS, p > 0,05).
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Tabla 2.3. Numero de adultos de T. trifolii presentes en cultivares de M. sativa.

Cultivar 24 horas 48 horas
ACA 605 0,77 a 0,62 ab
ACA 903 7,87 defgh 6,57 defg
Armona 4,54 cd 4,45 cdef
Brava 0,54 a 0,54 a
Carmina 4,90 cde 3,13 abcd
Cuf 101 6,86 cdefgh 2,88 abcd
CW 194 7,87 defgh 7,14 efg
CW 620 5,16 cdef 3,86 cde
CW 830 3,70 bc 3,08 abcd
Cw 1010 5,27 cdef 6,51 defg
EBC 90 6,86 cdefgh 3,24 abcde
Esperanza 4,17 bcd 2,82 abcd
Garufa 5,56 cdefg 8,22 fg
Gateado 9,62 gh 3,33 bcde
Medina 10,26 h 10,57 ¢
Monarca 4,88 cde 3,90 cde
P 5939 8,94 fgh 9,56 ¢
Pampa Flor 1,48 ab 2,29 abc
Rio Grande 8,62 efgh 5,84 cdefg
Sirosal 5,56 cdefg 6,22 defg
SPS 6550 7,20 cdefgh 3,97 cdef
Venus 6,91 cdefgh 7,24 efg
Victoria 4,45 cd 6,11 defg

Referencias: Valores seguidos por la misma letra dentro de cada columna no difieren significativamente (DMS,
p >0,05).

Por otra parte, fue de interés evaluar si cada especie de afido diferia en la
eleccion de los cultivares a las 24 horas y a las 48 horas. En las tres especies existe
una correlacién positiva entre el numero de afidos por cultivar a las 24 y 48 horas
(Tabla 2.4.). En A. pisum y T. trifolii la correlacion fue fuerte con un coeficiente de
Pearson de 0,7687 y 0,7462, respectivamente. Sin embargo, al evaluar el

comportamiento de A. craccivora se observo una correlacion intermedia (0,4860).
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Tabla 2.4. Correlacion del nimero de &fidos por cultivar entre las 24 y 48 horas para cada

especie.
Afido Coeficiente de Pearson p-valor
A. pisum 0,7687 <0,0001
A. craccivora 0,4860 0,0187
T. trifolii 0,7462 <0,0001

Tanto a las 24 horas como a las 48 horas no se observé un comportamiento

similar entre las distintas especies de afidos frente a los 23 cultivares evaluados

(Tabla2.5.y2.6.).

Tabla 2.5. Correlacion del nimero de &fidos por cultivar entre especies a las 24 horas.

Relacion entre especies de afidos Coeficiente de Pearson p-valor
A. pisum/A. craccivora 0,0863 0,6953

A. pisum/T. trifolii -0,0777 0,7243

A. craccivora/T. trifolii 0,3362 0,1167

Tabla 2.6. Correlacion del nimero de &fidos por cultivar entre especies a las 48 horas.

Relacion entre especies de afidos Coeficiente de Pearson p-valor
A. pisum/A. craccivora -0,0872 0,6923

A. pisum/T. trifolii 0,0121 0,9562

A. craccivora/T. trifolii 0,0409 0,8528

2.3.7. — Discusioén

Las plantas utilizan variadas estrategias para defenderse de la herbivoria por

parte de los insectos fitdéfagos (Sulistyo & Inayati, 2016). En el tiempo, los rasgos

defensivos de las plantas, incluyendo las barreras fisicas y los compuestos

guimicos, han coevolucionado junto a los bioagresores (Le Roux, 2010). Los

insectos se orientan hacia el cultivo en busca de sitios de alimentacion, oviposicion
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y/o refugio probablemente en base a caracteristicas bioquimicas, morfolégicas o a
una combinacién de ambas (Dent, 2000).

En la planta “per se” la antixenosis es el mecanismo de resistencia empleado
para disuadir la colonizacion por parte de un insecto. En aquellas plantas que
exhiben resistencia por antixenosis se esperaria una reducida infestacion inicial y/o
una alta emigracion de los herbivoros plaga hacia plantas susceptibles (Dent, 2000).

A pesar de que a campo son las formas aladas de los afidos las que realizan la
seleccion del hospedero y colonizan el cultivo, en nuestros ensayos y en
concordancia con las evaluaciones realizadas por otros investigadores, utilizamos
formas apteras de afidos en razén de que su manejo es mucho mas sencillo (Hesler
& Dashiell, 2011; Doryanizadeh et al., 2017), su proporcién es menor con respecto
a las formas apteras y esta relacionada con multiples factores (Ozgokge et al., 2018).
Ademas, segun otros autores, su presencia es estacional desarrollando en grandes
cantidades al inicio de la primavera a fin de favorecer la dispersion (Mehrparvar et
al., 2013).

En nuestros ensayos a ambos tiempos de evaluacion los cultivares menos
preferidos fueron CW 194 para el afido A. pisum, ACA 605 para el afido A.
craccivora y Brava para el afido T. trifolii. Por otra parte, los cultivares mas
elegidos fueron ACA 903 y Venus para el afido A. pisum, CW 194 para el &fido A.
craccivora 'y Medina y P 5939 para T. trifolii.

Como se menciond anteriormente algunas caracteristicas morfologicas o
quimicas de los diferentes cultivares de alfalfa podrian haber determinado esta
seleccion. El color del follaje, la presencia de tricomas glandulares, de ceras

epicuticulares, de saponinas o las caracteristicas de la superficie foliar que dificulta
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la locomocién del insecto son algunos de los factores que contribuyen a la
antixenosis de un cultivar como mecanismo de resistencia.

En nuestro estudio las diferencias en la preferencia de seleccion halladas entre
las distintas especies de afidos podrian deberse a una diferencia en la atraccion
generada por los diferentes colores. Si bien los afidos son atraidos por colores que
reflectan la luz en un espectro de 200 a 700 nm (Moéricke, 1955, 1969) esta
atraccion es variable con las especies (MiloSevi¢ et al., 2014). Varios autores han
observado que el afido A. pisum es atraido por el color amarillo (Pedersen et al.,
1975; Milosevi¢ et al., 2014), que el afido A. craccivora es atraido con mayor
frecuencia hacia los colores rojizos (Sathe et al., 2015) mientras que, T. trifolii es
fuertemente atraido por el color verde intenso (Chaudhary, 2012).

En general, la resistencia por antixenosis esta positivamente correlacionada con
la densidad de tricomas (Gonzales et al., 2008; Doryanizadeh et al, 2017). Varias
especies de Medicago poseen tricomas simples y glandulares. En general, los
tricomas glandulares le confieren resistencia al ataque de los insectos (Shade et al.,
1979; Peter et al., 1995). Se ha observado que los tricomas glandulares erectos
protegen a los cultivares de alfalfa frente de Hypera variabilis (Johnson et al.,
19804, b), de Agromyza frontella (Mac Lean & Byers, 1983) y de Empoasca fabae
(Shade et al., 1979; Elden & McCaslin, 1997; Ranger et al., 2004). Otros autores
han observado que los tricomas glandulares protegen a Medicago de la presencia
de los afidos A. pisum (Shade & Kitch, 1983) y T. maculata (Ferguson et al., 1982).

Al evaluar la antixenosis de los cultivares frente al afido T. trifolii se observo
que el cultivar Brava fue el méas antixenotico tanto a las 24 horas como a las 48

horas. Segun Bergman et al., (1991) los ésteres de ceras presentes en las ceras
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epicuticulares de las hojas de M. sativa podrian actuar como deterrentes de la

alimentacion a este afido ocasionando la no seleccion del cultivar.

En base a los resultados obtenidos y a las hipotesis planteadas en el punto 2.3.3.

podemos inferir que:

La hipotesis se acepta parcialmente dado que:

A las 24 horas, los cultivares ACA 605, ACA 903, Armona, Brava,
Carmina, Cuf 101, CW 830, CW 1010, EBC 90, Esperanza, Garufa,
Gateado, Medina, Monarca, Pampa Flor, Rio Grande, SPS 6550, Venus y

Victoria no poseen resistencia por antixenosis al afido A. pisum.

M A las 48 horas, los cultivares ACA 605, ACA 903, Brava, Carmina, CW
830, Esperanza, Garufa, Gateado, Medina, Monarca, P 5939, Rio Grande,
Sirosal, SPS 6550, Venus y Victoria no poseen resistencia por antixenosis

al afido A. pisum.

¥ Alas 24 horas, los cultivares ACA 903, Armona, Brava, Carmina, Cuf 101,
CW 194, CW 830, CW 1010, EBC 90, Esperanza, Garufa, Gateado,
Medina, Monarca, P 5939, Rio Grande, Sirosal, SPS 6550, Venus y Victoria

no poseen resistencia por antixenosis al afido A. craccivora.

¥ A las 48 horas, los cultivares Armona, Brava, Carmina, CW 194, CW 620,
CW 830, CW 1010, EBC 90, Esperanza, Garufa, Rio Grande, Sirosal, SPS

6550 y Venus no poseen resistencia por antixenosis al afido a A. craccivora.
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¥ A las 24 horas, los cultivares ACA 903, Armona, Carmina, Cuf 101, CW
194, CW 620, CW 830, CW 1010, EBC 90, Esperanza, Garufa, Gateado,
Medina, Monarca, P 5939, Rio Grande, Sirosal, SPS 6550, Venus y Victoria

resultaron ser susceptible a T. trifolii.

¥ A las 48 horas, los cultivares ACA 903, Armona, CW 194, CW 620, CW
1010, Garufa, Gateado, Medina, Monarca, P 5939, Rio Grande, Sirosal, SPS
6550, Venus y Victoria no poseen resistencia por antixenosis al &fido T.

trifolii.
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2.4. Resistencia por antibiosis

2.4.1. — Introduccién

Segtin Painter (1951), la antibiosis engloba “los efectos adversos en el ciclo de
vida de los insectos que se generan cuando el insecto usa una variedad o especie de
planta huésped resistente para alimentarse”.

Las defensas quimicas y morfoldgicas de las plantas median la antibiosis, con
efectos leves a letales sobre la biologia de los insectos plaga (Painter, 1951; Smith,
2005).

Entre los factores que podrian afectar la resistencia por antibiosis podemos
mencionar la ineficiente ingestion, asimilacion y/o conversion de nutrientes y/o la
sintesis y acumulacion de sustancias aleloquimicas (Painter, 1951; Farrell, 1977;

Klingler et al., 2005).

2.4.2. — Mecanismos de la resistencia por antibiosis

En los insectos la mortalidad durante los primeros estadios de desarrollo, el
tamafo, el peso, la duracién de los estadios inmaduros y reproductivos, la
longevidad, la tasa de fertilidad y de reproduccién y el comportamiento anormal
son indicadores Utiles que nos permiten evaluar los efectos de la antibiosis (Painter,
1951; Sadasivam & Thayumanavan, 2003; Smith, 2005).

En aquellos afidos que colonizan plantas con resistencia por antibiosis se
observa una reduccion de la supervivencia, del crecimiento y de la fecundidad y

una mayor duracion del desarrollo ninfal (van Emden, 2007). La antibiosis es
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probablemente el mecanismo mas espectacular de la resistencia y algunas de las
posibles explicaciones fisioldgicas de este fendmeno podrian basarse en la
presencia de tricomas, de metabolitos o aleloquimicos, del nivel nutricional de la

planta, de la presencia de aminoacidos no proteicos y de las respuestas inducidas.

2.4.2.1. — Tricomas

Los tricomas de algunas especies vegetales pueden actuar disuadiendo la
oviposicion, la alimentacion y afectar la supervivencia de los afidos (Levin, 1973;
Khan et al., 2000; Simmons et al., 2005).

Algunos tricomas no glandulares con forma de gancho desempefian un rol mas
especifico en la defensa de las plantas (Johnson, 1953; Mizukoshi & Kakizaki,
1995). Segln de Fluiter & Ankersmit (1948), algunos &fidos pueden quedar
atrapados en estos tricomas ocasionando su muerte.

Los tricomas glandulares pueden secretar diversas sustancias como taninos,
polifenoles, alcaloides y resinas (Levin, 1973). Segun algunos autores, estos
exudados pueden también acumularse en patas, tarsos y antenas inmovilizando al
afido y provocando la muerte por inanicion (Gentile & Stoner, 1968; Gibson, 1971;
1976; Shade & Kitch, 1983; Holt & Birch, 1984; Lapointe & Tingey, 1986; Neal et

al., 1990; Simmons et al., 2003).

2.4.2.2. — Aleloquimicos
Como se menciond en el capitulo de antixenosis, los aleloguimicos no solo
pueden influir en la eleccion de la planta, sino que también pueden tener efectos

sobre la fecundidad, supervivencia y longevidad de los &fidos (Schoonhoven &
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Derksen-Koppers, 1976; Klingauf, 1987, Pickett et al., 1992; Cole, 19973, b;
Awmack & Leather, 2002; Gabry$ & Tjallingii, 2002; Lu et al., 2016). Se ha
demostrado que factores ambientales, asi como la edad fisiologica de la plantay la
presencia de afidos pueden afectar el contenido de aleloquimicos (Niemeyer et al.,
1989; Cabrera et al., 1995; Tava et al., 1999; Pecetti et al., 2006; Stochmal &
Oleszek, 2007; Mazahery Laghab et al., 2011).

Los afidos pueden vencer las defensas quimicas de las plantas al reducir la tasa
de reabsorcion intestinal, generando asi nuevos biotipos adaptados (Cardoza et al.,
2006; Gotawska, 2007; Gotawska et al., 2012b). Segun Ramirez et al. (1999) estos
insectos son capaces de evolucionar a partir de experiencias previas, modificando
su capacidad intrinseca para explorar los tejidos de la planta y evitar los compuestos
toxicos.

El efecto que tengan los aleloquimicos sobre los afidos plaga también podria
incidir en el desarrollo y en la eficiencia de los controladores bioldgicos (Fuentes
Contreras & Niemeyer, 1998; Giles et al., 2002; Du et al., 2004).

Por lo general, las Fabéceas, familia a la cual pertenece M. sativa, poseen
alcaloides, aminoacidos proteicos y no proteicos, cumarinas, enzimas, flavonoides,
esteroles, fitoesteroles, compuestos fenolicos, saponinas y compuestos volatiles
como terpenos y limoneno (Bora & Sharma, 2011). Varios autores han observado
que algunos de estos compuestos pueden afectar la alimentacion, la oviposicion, la
tasa de crecimiento, la fertilidad y pueden inhibir o inactivar las enzimas digestivas
de los afidos (Loper, 1968; Pedersen et al., 1975, 1976; Kain & Biggs, 1980; Cole,
1984; Niraz et al., 1985; Ciepiela, 1989; Leszczynski et al., 1989; Grayer et al.,

1992; Rahbé & Febvay, 1993; Cole, 19944, b; Cabrera et al., 1995; Rahbé et al.,
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1995; Berlandier, 1996; Simmonds, 2001; Sadasivam & Thayumanavan, 2003; Du
et al., 2004; Gotawska et al., 2006, 2008; Gotawska & F.ukasik, 2009; Gotawska et

al., 2010, 20123; Divya et al., 2017).

2.4.2.3. — Nivel nutricional de las plantas

La calidad nutricional de las plantas juega un rol preponderante en la interaccion
entre las plantas huésped y el herbivoro (Douglas, 2003).

El nitr6geno es el macronutriente que posee la mayor influencia en el desarrollo
y en la fecundidad de los insectos herbivoros (Douglas, 2006). La carencia de
nitrdgeno afecta especialmente a aquellos insectos que se alimentan de la savia
floematica como ocurre con los &fidos (Hosseini et al., 2015).

Segun Ryalls et al. (2014) una reducida concentracion de nutrientes en el floema
podria afectar negativamente el crecimiento poblacional de los &fidos plaga
tornando a las plantas mas resistentes. Es probable que la concentracion de
nutrientes se modifique bajo diferentes condiciones ambientales, variaciones en el
perfil del suelo, en el nivel de fertilizantes y con el estado fenoldgico del cultivo
(McMurtry, 1962; Douglas, 1993; Cisneros & Godfrey, 2001; Karley et al., 2002;
van Emden, 2007; Ryalls et al., 2014; Hosseini et al., 2015). Segun Hosseini et al.
(2015) para un mismo cultivar, una mayor disponibilidad de nitrégeno en el suelo
implica un aumento en la concentracion de aminoéacidos en el floema tornando las

plantas mas atractivas para los afidos.
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2.4.2.4. — Aminoéacidos no proteicos

Las plantas sintetizan aminoacidos que no intervienen en la sintesis de las
proteinas, y que son conocidos como aminoacidos no proteicos. Estructuralmente
son semejantes a los aminoécidos proteicos y podrian ser utilizados por los insectos
plaga en la sintesis de proteinas que producen trastornos metabdlicos (Bennett &
Wallsgrove, 1994; Taiz & Zeiger, 2002). Segun varios autores, la concentracion de
estos aminoacidos se correlaciona con el nivel de resistencia de las especies
vegetales a los afidos plaga (Holt & Birch, 1984; Febvay et al., 1988; Srivastava et
al., 1988; Kazemi & van Emden, 1992; Ciepiela et al., 1994; Girousse &

Bournoville, 1994; Weibull, 1994; Ciepiela & Sempruch, 1999; Liu et al., 2016b).

2.4.3. — Parametros demograficos y poblacionales

Para evaluar la resistencia por antibiosis se utilizan pardmetros demograficos y
poblacionales que son importantes indicadores para el manejo y la toma de
decisiones de una poblacion. La tasa intrinseca de crecimiento (rm) es uno de los
mejores indicadores del crecimiento poblacional de un grupo de insectos. Esta tasa
surge de la combinacidn de tres parametros que son la supervivencia, el tiempo de
desarrollo y la fecundidad. El rm se define como la tasa de aumento poblacional bajo
condiciones especificas, en un entorno donde los efectos de la densidad creciente
no necesitan ser considerados, por lo que el crecimiento poblacional es exponencial
(Birch, 1948). Este es un indicador fiable para evaluar la resistencia de las plantas
por antibiosis en diversas especies de insectos (Kamphuis et al., 2013) y para
determinar estrategias de control (van Rijn et al., 1995).

En base a estos antecedentes se plantea la siguiente hipétesis.
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2.4.4. — Hipotesis

¥ Los cultivares de Medicago sativa poseen resistencia por antibiosis a los

afidos Acyrthosiphon pisum, Aphis craccivora y Therioaphis trifolii.

2.4.5. — Objetivo

3% Evaluar la resistencia por antibiosis de cultivares de Medicago sativa a

Acyrthosiphon pisum, Aphis craccivora y Therioaphis trifolii.

2.4.6. — Materiales y Métodos

El material vegetal y los insectos se criaron segun lo descripto en los puntos
2.35.1.y235.2.

En plantas de cinco hojas se coloc6 una hembra reproductiva confinada
utilizando una jaulita cilindrica, tipo clip-on (1cm de alto x 1cm de diametro)
cubierta en la parte superior con malla antiafido para evitar el parasitismo o el
escape. Cuando el adulto comenzd su reproduccion, fue retirado y se dejé solo una
ninfa por planta. De esta manera se obtuvieron cohortes de la misma edad.
Diariamente se registraron los cambios de estado, el niUmero de individuos muertos
y el numero de ninfas nacidas (Descamps & Sanchez Chopa, 2011).

Para cada cultivar se evaluaron 4 cohortes de 30 individuos. Aquellas ninfas
gue murieron durante las primeras 24 horas fueron descartadas en el calculo de los
parametros vitales.

Se estimaron los parametros demogréaficos: supervivencia por edades (lx);
fecundidad por edades (myx) y los pardmetros poblacionales: tasa neta de

reproduccion (Ro) (nimero de hembras recién nacidas por hembra); tasa intrinseca
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de crecimiento natural (rm) (nUmero de hembras por hembra por unidad de tiempo);
tiempo generacional medio (T) (tiempo promedio que transcurre entre dos
generaciones sucesivas) y tasa finita de incremento (1) (nimero de veces que la
poblacién se multiplica sobre si misma por unidad de tiempo) (Birch, 1948;
Southwood & Henderson, 2000; Britton, 2003) y cuyas ecuaciones son las

siguientes:

3 (o5 = 1
x=1
Ry = ) (Lemy)
x=1

T = i(ﬁa lx-mx)/i(lx'mx)

A=e™

donde: x = edad media (dias), e = 2,718, In = logaritmo natural.

Para estimar el valor del pardmetro rn que satisface la ecuacion de Euler-Lotka
(Ecuacidn 1) se uso el método de ajuste de curvas no lineal de minimos cuadrados
utilizando el algoritmo de optimizacion Gradiente Reducido Generalizado (GRG)
(Excel Solver, 2016).

Se aplicd el método Jackknife para obtener estimadores de los parametros
demogréficos y los correspondientes errores estandar, con los cuales es posible
efectuar comparaciones entre las cohortes (Meyer et al., 1986; Hulting et al., 1990;
Maia et al., 2000; Mirmohammadi et al., 2009).

Los datos fueron analizados mediante la prueba de varianza ANOVA previa

verificacion de los supuestos de normalidad con el test de Shapiro-Wilks y de
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homocedasticidad con la prueba de Levene (InfoStat, 2018). Las medias fueron
separadas mediante el test de diferencias minimas significativas (DMS, p > 0,05).
Con los resultados obtenidos se modelizaron curvas tedricas de crecimiento
poblacional mediante la ecuacion:
N, = N,.e™!
donde: Nt = namero total de afidos en el tiempo t; No = nimero inicial de afidos;

I'm = tasa intrinseca de crecimiento natural; t = tiempo en dias.

2.4.7. — Resultados

Al evaluar los pardmetros demograficos de A. pisum y de A. craccivora se
observaron valores negativos de la tasa intrinseca de crecimiento (rm). Estos
cultivares fueron considerados como altamente resistentes.

En la Tabla 2.7. se observan los estadisticos vitales para el afido A. pisum. La
tasa intrinseca de crecimiento natural (rm) de este &fido en los cultivares CW 1010,
Pampa Flor, Sirosal y Venus presentd valores negativos debido a que por cada
hembra en el presente habrd menos de una hembra (Ro) en la préxima generacion,
lo que implica una disminucion de individuos en la poblacién a lo largo del tiempo

(4). En estos cultivares el porcentaje de mortalidad ninfal oscil6 entre 74% al 87%.
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Tabla 2.7. Parametros demogréficos (£E.S.) de A. pisum en diferentes cultivares de alfalfa.

Cultivar Mort fm Ro T -
(%) (Q/9/dia) (Q/%}/generacion) (dias) (Q/}/dia)
CW 1010 74,66 -0,0352+0,0042 0,5447+0,0099 12,1570+0,6915 0,9638+0,0039
Pampa Flor 82,06 -0,0157+0,0026 0,6323+0,0421 11,3649+0,4122 0,9817+0,0027
Sirosal 77,56 -0,0210+0,0058 0,6743+0,0488 13,4828+0,4775 0,9786+0,0057
Venus 87,22 -0,0322+0,0050 0,4986+0,0680 13,1771+0,3517 0,9663+0,0051

Referencia: Mort: mortalidad; rm: tasa intrinseca de crecimiento natural; Ro: tasa neta de reproduccion; T:
tiempo generacional medio; 4: tasa finita de incremento.

En la Tabla 2.8. se presentan los parametros demograficos obtenidos para A.
pisum en los restantes 19 cultivares. Para todos los pardmetros se observaron
diferencias significativas entre los cultivares evaluados (DMS, p < 0,05).

La tasa intrinseca de crecimiento natural (rm), la tasa neta de reproduccion (Ro)
y la tasa infinita de incremento (1) fueron significativamente menores en el cultivar
CW 194, diferenciandose del resto de los cultivares (DMS, p < 0,05). Sobre el
cultivar CW 194 la poblacion creci6 1,58 veces en 14,93 dias (T) y por cada hembra
en el presente habréa 1,58 (Ro) hembras en la proxima generacion. Ademas, por cada
hembra contemporanea, habréa casi 1,03 (1) hembras al dia siguiente.

En los cultivares P 5939 y Rio Grande se observo la mayor tasa intrinseca de
crecimiento diferencidndose estadisticamente del resto de los cultivares (DMS, p <
0,05). Sobre el cultivar P 5939 la poblacién de A. pisum creci6 18,60 veces en 12,27
dias (T) y en el cultivar Rio Grande el crecimiento fue de 14,57 veces en 11,12 (T).
Ademas, por cada hembra contemporanea habra casi 1,26 (1) hembras al dia
siguiente en el cultivar P 5939 y 1,27 (1) hembras al dia siguiente en el cultivar Rio

Grande.
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Tabla 2.8. Parametros demograficos (£E.S.) de A. pisum en diferentes cultivares de alfalfa.

Cultivar Mort fm Ro T 4
(%) (Q/%/dia) (/%9 /generacion) (dias) (Q/}/dia)

ACA 605 6,47 0,2092+0,0017 jk 20,3461+0,5901 i 14,7227+0,2523 gh 1,2326+0,0021 jk
ACA903 30 0,2168+0,0041 k 12,6675+0,3547 f 11,8195+0,1340 b 1,2419+0,0051 k
Armona 56,52 0,1350+0,0071 d 6,1279+0,4982 c 13,7834+0,2157 f 1,1442+0,0083 d
Brava 56,64 0,1306+0,0060 d 8,6590+0,6756 d 17,5757+0,2818 j 1,1389+0,0068 d
Carmina 24,76 0,1818+0,0011 fgh 15,1327+0,5316 g 15,0777+0,1038 hi 1,1992+0,0013 fg
Cuf 101 71,89 0,0605+0,0071 b 1,9016+0,2470 ab 12,7152+0,3302 cd 1,0612+0,0081 b
CW 194 72,54 0,0359+0,0062 a 1,5882+0,1686 a 14,9311+0,3236 hi 1,0360+0,0065 a
CW 620 7,62 0,1938+0,0033 hi 15,4565+0,5003 g 14,1645+0,0887 fg 1,2138+0,0040 hi
CW 830 56,81 0,0800+0,0052 ¢ 3,0480+0,2458 b 14,7601+0,2972 h 1,0828+0,0056 ¢
EBC 90 39,92 0,0841+0,0065 ¢ 2,4789+0,1583 ab 11,2019+0,1955a 1,0876+0,0072 ¢
Esperanza 11,65 0,1676+0,0015 e 12,9336+0,5543 f 15,3835+0,1714 i 1,1823+0,0019 e
Garufa 10 0,2129+0,0030 jk 19,0650+0,5117 h 13,9083+0,1143 f 1,2353+0,0006 jk
Gateado 8,75 0,2122+0,0048 jk 9,4540+0,1410 d 10,6826+0,2019 a 1,2360+0,0060 jk
Medina 20,58 0,2035+0,0022 ij 21,0807+0,4348 i 15,0246+0,1288 hi 1,2258+0,0028 ij
Monarca 13,23 0,1795+0,0021 efg 11,9092+0,2868 ef 13,7021+0,1589 ef 1,1967+0,0026 fg
P 5939 11,87 0,2365+0,0023 | 18,6000+0,5159 h 12,2751+0,1576 bc 1,2668+0,0030 |
Rio Grande 5,95 0,2400+0,0023 | 14,5750+0,4426 g 11,1240+0,0415 a 1,2711+0,0030 1
SPS 6550 36,25 0,1736+0,0034 ef 11,2250+0,4768 e 13,9021+0,1042 f 1,1895+0,0039 ef
Victoria 5,88 0,1898+0,0043 gh 12,0509+0,4006 ef 13,1543+0,2332 de 1,2090+0,0053 gh

Referencia: Mort: mortalidad; rm: tasa intrinseca de crecimiento natural; Ro: tasa neta de reproduccion; T:
tiempo generacional medio; A: tasa finita de incremento. Valores seguidos por la misma letra dentro de cada
columna no difieren significativamente (DMS, p > 0,05).

La tasa intrinseca de crecimiento de A. craccivora en los cultivares CW 1010,
CW 194 y EBC 90 presento valores negativos, debido a que por cada hembra en el
presente habrd menos de una hembra en la préxima generacion (Ro), lo que implica

una disminucién en el numero de individuos en la poblacion a lo largo del tiempo
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(4). En estos cultivares el porcentaje de mortalidad ninfal oscilé entre el 64% a 88%
(Tabla 2.9.).

Tabla 2.9. Pardmetros demogréficos (xE.S.) de A. craccivora en diferentes cultivares de
alfalfa.

Cultivar Mort fm Ro T 4
(%) (9/9/dia) (Q/}/generacion) (dias) (Q/}/dia)
CW 194 88,75 -0,0133+0,0135 0,6791+0,1019 12,1273+0,7370 0,9934+0,0118
CW 1010 86,90 -0,0163+0,0049 0,6785+0,0153 13,1273+0,9914 0,9823+0,0048
EBC 90 64,43 -0,0070+0,0092 0,8452+0,0683 10,4257+0,0442 0,9973+0,0044

Referencia: Mort: mortalidad; rm: tasa intrinseca de crecimiento natural; Ro: tasa neta de reproduccion; T:
tiempo generacional medio; 4: tasa finita de incremento.

En la Tabla 2.10. se presentan los parametros demograficos obtenidos de A.
craccivora en los restantes 20 cultivares. Para todos los parametros demograficos
se observaron diferencias significativas entre los cultivares evaluados (DMS, p <
0,05).

La tasa intrinseca de crecimiento (rm), la tasa neta de reproduccion (Ro) y la tasa
infinita de incremento (1) fueron significativamente menores en el cultivar Medina
diferencidndose del resto de los cultivares (DMS, p < 0,05). Los parametros
demogréaficos de A. craccivora sobre el cultivar Medina demostraron que la
poblacién crecio6 2,23 veces en 16,92 dias (T) y que por cada hembra en el presente
habra 1,06 (1) hembras al dia siguiente. Ademas, por cada hembra contemporanea
habra 2,23 (Ro) hembras en la siguiente generacion.

En el cultivar P 5939 se observo la mayor tasa intrinseca de crecimiento
diferenciandose estadisticamente del resto de los cultivares. La poblacion de este
afido crecid 18,55 veces en 10,16 dias (T). Por cada hembra contemporanea habra

18,55 (Ro) hembras en la proxima generacion y 1,34 (1) hembras al dia siguiente.
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Tabla 2.10. Pardmetros demograficos (+E.S.) de A. craccivora en diferentes cultivares de

alfalfa.
Cultivar | Mort fm Ro T 4
(%) (Q/9/dia) (Q/}/generacion) (dias) (Q/}/dia)
ACA605 | 30 0,1081£0,0025bc | 6,3975£0,4090 bc 17,7470£0,7408 h 1,1138+0,0029 be
ACAQ03 | 4404 | 0,1825+0,0084 i 7,8571+0,6700 cd 12,5095+0,7332 ¢ 1,2007+0,0110 h
Armona | 7361 | 0,1169+0,0056cd | 9,5361+0,4474 de 21,8624+0,8322 i 1,1231+0,0062 cd
Brava 7,27 0,1852+0,0032 i 16,251340,4700g | 154777+0,3913 def 1,2032+0,0039 h
Carmina | 60 0,09840,0057 b 5,1750+0,5121 b 18,3392+0,8219 h 1,1027+0,0061 b
Cuf101 | 57,50 | 0,1595+0,0031h 21,875040,9419 i 22,2410+0,8978 i 1,1717+0,0036 g
CW620 | 4722 | 0,180240,0036 i 13,6194+0,5400 f 15,1295+0,3789 de 1,1969+0,0043 h
CW830 | 5654 | 0,1473:0,0083fgh | 5,5119+0,8519b 12,5815+0,6246 ¢ 1,1568+0,0098 efg
Esperanza | 56,25 0,1180+0,0039 cde 6,3750+0,4238 bc 16,9512+0,3998 fgh 1,1241+0,0042 cd
Garufa | 56,25 | 0,1094+0,0023bcd | 6,4062+0,1385 be 18,0265+0,5741 h 1,11500,0027 be
Gateado | 3333 | 0,2786+0,0041 | 13,4583+0,1250 f 9,5445+0,1075 a 1,32010,0055 k
Medina | 69,04 | 0,0606£0,0059 a 2,232130,3227 a 16,9242+0,6216 fgh 1,0611+0,0064 a
Monarca | 16,07 | 0,14087+0,0064fg | 10,2083:0,8118e | 16,7550£0,3340efgh | 1,1511+0,0074 ef
P 5939 30 0,294240,0033m | 18,5550£0,2313 h 10,1695+0,1814 ab 1,3412+0,0046 |
P,if;fa 30,55 | 0,2126+0,0075 ] 20,2638+0,8616 i 14,5299+0,4327 d 1,2359+0,0094 i
GrRa"rf e | 2416 | 02415100043k 16,547240,4221 g 11,7071+0,1371 bc 1,27300,0055 j
Sirosal | 4508 | 0,153620,0063gh | 12,8303+0,8341 f 17,3372+1,0389 gh 1,16540,0073 fg
SPS6550 | 30 0,1235£0,0082 de 7,400£0,7393 ¢ 17,138040,4785 fgh | 1,1271+0,0083 cd
Venus | 4861 | 0,1497+0,0048gh | 12,0268+0,8010 f 17,8690£0,7331 h 1,1608+0,0053 fg
Victoria | 29,76 | 0,1323:0,0026f | 7,9166:02779cd | 16,0373+0,3310defg | 1,1410+0,0030 de

Referencia: Mort: mortalidad; rm: tasa intrinseca de crecimiento natural; Ro: tasa neta de reproduccion; T:
tiempo generacional medio; A: tasa finita de incremento. Valores seguidos por la misma letra dentro de cada
columna no difieren significativamente (DMS, p > 0,05).

En la Tabla 2.11. se detallan los estadisticos vitales obtenidos para T. trifolii en
los 23 cultivares de M. sativa. Para todos los parametros evaluados se observaron

diferencias significativas entre los cultivares (DMS, p < 0,05).



La tasa intrinseca de crecimiento poblacional fue menor en el cultivar Sirosal,
diferenciandose significativamente del resto de los cultivares, exceptuando al
cultivar Brava. En el cultivar Sirosal la poblacion solo crecié 10,08 veces en 19,07
dias (T). En este cultivar, por cada hembra actual habra 10,08 (Ro) hembras en la
préxima generacion y 1,13 (1) hembras al siguiente dia. Mientras que en Brava la
poblacién crecio 11,20 veces al cabo de 19,66 (T) dias y por cada hembra actual
habra 11,20 (Ro) hembras en la siguiente generacion y por una de ella habra 1,14
(4) hembras al dia siguiente.

Por otro lado, la tasa intrinseca de crecimiento poblacional (rm) de la cohorte
criada sobre el cultivar ACA 605 fue la mayor, diferenciandose estadisticamente
del resto de los cultivares a excepcion de P 5939 y Medina. El r, fue de 0,3081 para
el cultivar ACA 605, de 0,2971 para el cultivar P 5939 y de 0,2923 para el cultivar
Medina, con una tasa finita de multiplicacion de 1,3607 para ACA 605, de 1,3455
para P 5939 y de 1,3395 para Medina. De estos tres cultivares, el &fido presento6 la
mayor tasa neta de reproduccion en Medina (62,59) y el menor tiempo generacional

medio en P 5939 (12,62).
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Tabla 2.11. Parametros demograficos (xE.S.) de T. trifolii en diferentes cultivares de

alfalfa.
Cultivar '\(/%t (9/£7dia) (Q/QIgeF:llraci(m) (d;l;\s) (ng/dia)
ACA605 | 2,27 | 0,30810,0041n 54,5103+2,4435 j 12,941240,2493 cde | 1,3607+0,0058 m
ACA Q03 | 16,66 | 0,2860£0,0080 Im | 32,4429+2,3197efg | 12,2042+04481abc | 1,3310£0,0107 kI
Armona | 62,95 | 0,1484+0,0058bc | 15,5170+2,2180 bed 19,7097+0,3643 m 1,1561+0,0081 ab
Brava | 70,78 | 0,1333:+0,0064ab | 11,2037+15581abc | 19,6654+0,5033 Im 1,1414+0,0073 a
Carmina | 26,66 | 0,2295:0,0084fg | 39,2300+2,6912 ghi 16,1600+0,3462 k 1,2580+0,0106 fg
Cuf101 | 28,69 | 0,2441%0,0065ghij |  28,7665:3,0987 e 13,803620,1292 efg | 1,2760+0,0083 ghi
CW194 | 5961 | 0,1531+0,0085 7,3593+1,0613 a 13,4552+0,3961 def | 1,1642+0,0093 bc
CW620 | 3878 | 0,27700,0029 kI 32,2019+1,6763ef | 12,8531+0,3427 bede |  1,31840,0040 jk
CW830 | 6287 | 0,1803£0,0032d | 13,3473+2,7098abcd | 14,2159+0,5132 fgh 1,1966+0,0035 d
CW 1010 | 62,96 | 0,1654+0,0083 cd 8,8703+1,8271 ab 13,5105+0,4203 def | 1,1778+0,0096 bcd
EBCY0 | 56,66 | 0,1525+0,0030 c 8,3633£0,3921 a 14,87750,3263 ghi | 1,1641+0,0034 hc
Esperanza | 36,11 | 0,2221+0,0106ef | 36,6691+4,9291 fgh 16,5475+0,3652 k 1,24860,0132 ef
Garufa | 9,37 | 0,2497+0,0064 hij | 33,3258+2,4376efg | 14,0433t00716fgh | 1,2836+0,0082 hi
Gateado | 3690 | 0,2110+00101e | 11,3373+1,9856 abc 11,8360+0,5381 ab 1,23440,0123
Medina | 1,19 | 0,2923+0,0016 Imn |  62,5064+2,4692 k 14,1715£0,1745fgh | 1,33950,0022 kim
Monarca | 63,46 | 0,1594+0,0067 c 17,4695+2,4518 cd 18,62260,5348 | 1,1723+0,0080 be
P5939 | 3333 | 0,2971+0,0062mn | 431558+42363hi | 12,6231#0,2217 abcd | 1,3455+0,0085 Im
P;‘T;fa 19,04 | 0,2381%0,0039 fghi |  43,3903+1,5662 hi 16,022740,1511 jk | 1,2689+0,0050 fgh
GrRa;" e | 2291 | 0,2599+0,0084 jk 19,8125+1,6480 d 11,7009+0,3033 a 1,2966+0,0109 ij
Sirosal | 78,72 | 0,1300+0,0052 a 10,0849:0,6346 ab 19,0773+0,5253 Im 1,13810,0061 a
SPS6550 | 32,14 | 0,2337+0,0035fgh | 36,7083+2,8934 fgh 15,731240,5127 ijk | 1,2628+0,0044 fgh
Venus | 56,38 | 0,1662+0,0041 cd 27,4658+1,3175 e 21,0190+0,4139 n 1,1803+0,0047 cd
Victoria | 10,22 | 0,2558+0,0021 ij 46,0531+2,1971 i 15,0017+0,1212 hij 1,2914+0,0028 i

Referencia: Mort: mortalidad; rm: tasa intrinseca de crecimiento natural; Ro: tasa neta de reproduccion; T:
tiempo generacional medio; 4: tasa finita de incremento. Valores seguidos por la misma letra dentro de cada
columna no difieren significativamente (DMS, p > 0,05).



Por otra parte, fue de interés evaluar si cada cultivar presentd resistencia por
antibiosis similar para las tres especies de afidos. En el Figura 2.1. se puede
observar que los cultivares ACA 605, ACA 903, Carmina, CW 194, CW 620, EBC
90, Esperanza, Garufa, Medina, SPS 6550 y Victoria fueron mas susceptibles a la
presencia de T. trifolii con valores de rm mas altos y mas resistentes frente a la
presencia de A. craccivora con valores de rm mas bajos (DMS, p < 0,05).

Fig. 2.1. Tasa intrinseca de crecimiento (rm) de A. pisum, A. craccivora y de T. trifolii en
diferentes cultivares de M. sativa.
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Referencia: Para cada cultivar valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente (DMS, p >
0,05).
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En el Figura 2.2. se observa que la tasa intrinseca de crecimiento natural fue
significativamente menor para el afido A. pisum (DMS, p < 0,05). Mientras que
para el &fido T. trifolii fue mayor, hallandose diferencias significativas con las otras
especies de afidos evaluadas (DMS, p < 0,05).

Fig. 2.2. Tasa intrinseca de crecimiento (rm) de A. pisum, A. craccivora y de T. trifolii en
diferentes cultivares de M. sativa.
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Referencia: Para cada cultivar valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente (DMS, p >
0,05).
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En la Figura 2.3. se observa que el valor de rm en los cultivares Brava y Gateado
fue significativamente mayor para A. craccivora que para las otras especies de
afidos (DMS, p < 0,05). En los cultivares CW 1010 y Rio Grande la tasa intrinseca
de crecimiento natural de T. trifolii fue significativamente superior que la de las
otras especies de afidos (DMS, p < 0,05). En Armona, el valor de rn de A.
craccivora fue estadisticamente el mas bajo y el de T. trifolii el méas alto, no
hallandose diferencias entre estos afidos y el afido A. pisum (DMS, p > 0,05). El
cultivar P 5939 resulté ser mas resistente frente a la presencia de A. pisum (DMS,
p < 0,05). El cultivar Monarca fue mas resistente para A. craccivora y mas
susceptible para A. pisum, mientras que el cultivar Sirosal fue mas resistente para
A. pisum y mas susceptible para A. craccivora (DMS, p < 0,05).

Fig. 2.3. Tasa intrinseca de crecimiento (rm) de A. pisum, A. craccivora y de T. trifolii en
diferentes cultivares de M. sativa.
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Referencia: Para cada cultivar valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente (DMS, p >
0,05).
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En base a los valores de rm obtenidos, en ausencia de factores extrinsecos de
mortalidad y partiendo de 20 hembras adultas se obtuvieron las curvas teoricas de
crecimiento poblacional paras las tres especies de afidos.

En la Figura 2.4.A se observan las curvas tedricas de crecimiento del afido A.
pisum sobre los cultivares considerados altamente resistentes. Es posible inferir que
la poblacion de A. pisum sobre estos cultivares disminuira en el tiempo.
Hipotéticamente, al cabo de 25 dias, habra 13 afidos para el cultivar Pampa Flor y
12 &fidos para el cultivar Sirosal. En los cultivares CW 1010 y Venus la poblacion
oscilara entre 8 y 9 individuos.

En la Figura 2.4.B se presentan las curvas tedricas de crecimiento sobre los
cultivares donde el valor de ry varié de 0,06 hasta 0,14. Al cabo de 25 dias, seria
posible encontrar 49 afidos en el cultivar CW 194, 91 &fidos en el cultivar Cuf 101,
148 afidos en el cultivar CW 830, 164 afidos en el cultivar EBC 90, 524 &fidos en
el cultivar Brava y 585 afidos en el cultivar Armona.

En la Figura 2.4.C se muestran las curvas tedricas de crecimiento del &fido sobre
los cultivares en los cuales se observaron valores de rn de 0,165 a 0,185. Bajo
condiciones similares a las anteriormente mencionadas, es probable que 20 hembras
adultas den origen a 1321 &fidos en el cultivar Esperanza, 1535 &fidos en el cultivar
SPS 6550, 1781 &fidos en el cultivar Monarca y 1885 &fidos en el cultivar Carmina.

En la Figura 2.4.D se observan las curvas teoricas de crecimiento de A. pisum
en los cultivares donde el ry vario entre 0,185 y 0,205. Al cabo de 25 dias habria
2304 afidos en el cultivar Victoria, 2545 afidos en el cultivar CW 620 y 3245 &fidos

en el cultivar Medina.
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En la Figura 2.4.E se presentan las curvas teoricas de crecimiento del afido A.

pisum sobre los cultivares donde el valor de rm vario entre 0,209 y 0,220. Es

probable encontrar 3742 &fidos en el cultivar ACA 605, 4027 afidos en el cultivar

Gateado, 4100 afidos en el cultivar Garufa y 4524 afidos en el cultivar ACA 903.

Por ultimo, en la Figura 2.4.F se observan las curvas teoricas de crecimiento del

afido sobre los cultivares en los cuales el valor de rn fue de alrededor de 0,240.

Partiendo de 20 hembras adultas la poblacién seria de 7397 afidos en el cultivar P

5939 y de 8087 afidos en el cultivar Rio Grande.

Fig. 2.4. Curvas tedricas de crecimiento poblacional de A. pisum sobre los cultivares de M.

sativa.
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En la Figura 2.5.A se observan las curvas tedricas de crecimiento del afido A.
craccivora sobre los cultivares considerados altamente resistentes. Al cabo de 25
dias, hipotéticamente habra 13 afidos en el cultivar CW 1010, 14 afidos en el
cultivar CW 194 y 17 &fidos en el cultivar EBC 90.

En la Figura 2.5.B se presentan las curvas teoricas de crecimiento sobre los
cultivares donde el valor de ry varié de 0,06 hasta 0,11. Partiendo de 20 hembras
adultas es factible encontrar 91 &fidos en el cultivar Medina, 234 &fidos en el
cultivar Carmina, 299 afidos en el cultivar ACA 605 y 308 afidos en el cultivar
Garufa.

En la Figura 2.5.C se muestran las curvas teoricas de crecimiento del afido sobre
los cultivares en los cuales los valores de rm fueron de 0,115 a 0,135. Bajo
condiciones similares a las anteriormente mencionadas, es probable encontrar 372
afidos en el cultivar Armona, 383 afidos en el cultivar Esperanza, 439 &fidos en el
cultivar SPS 6550 y 546 afidos en el cultivar Victoria.

En la Figura 2.5.D se observan las curvas tedricas de crecimiento de A.
craccivora en los cultivares donde el rm varié entre 0,14 y 0,16. Luego de 25 dias
habria 677 &fidos en el cultivar Monarca, 796 &fidos en el cultivar CW 830, 846
afidos en el cultivar Venus, 932 &fidos en el cultivar Sirosal y 1.078 é&fidos en el
cultivar Cuf 101.

En la Figura 2.5.E se presentan las curvas tedricas de crecimiento de A.
craccivora, sobre los cultivares en los cuales el valor de rn fue entre 0,180 y 0,186.
La poblacion seria de 1813 afidos en el cultivar CW 620, de 1921 &fidos en el

cultivar ACA 903 y de 2055 afidos en el cultivar Brava.
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Por ultimo, en la Figura 2.5.F se observan las curvas teoricas de crecimiento del

afido sobre los cultivares en los cuales el valor de rn fue entre 0,210 y 0,295.

Partiendo de 20 hembras adultas la poblacién seria de 4075 afidos en el cultivar

Pampa Flor, de 8387 afidos en el cultivar Rio Grande, de 21214 afidos en el cultivar

Gateado y de 31299 éafidos en el cultivar P 5939.

Fig. 2.5. Curvas tedricas de crecimiento poblacional de A. craccivora sobre los cultivares

de M. sativa.
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En la Figura 2.6.A se observan las curvas teoricas de crecimiento poblacional
del &fido T. trifolii sobre los cultivares donde el valor de ry varié entre 0,13 y 0,15.
Al cabo de 25 dias, hipotéticamente habria 516 afidos en el cultivar Sirosal, 561
afidos en el cultivar Brava, 817 &fidos en el cultivar Armona, 907 &fidos en el
cultivar EBC 90 y 920 afidos en el cultivar CW 194.

En la Figura 2.6.B se presentan las curvas tedricas de crecimiento sobre los
cultivares donde el valor de rm vario de 0,155 a 0,181. Partiendo de una poblacion
inicial de 20 hembras adultas seria posible encontrar 1078 &fidos en el cultivar
Monarca, de 1250 afidos en el cultivar CW 1010, de 1278 &fidos en el cultivar
Venus y 1814 afidos en el cultivar CW 830.

En la Figura 2.6.C se muestran las curvas teoricas de crecimiento del afido sobre
los cultivares en los cuales se observaron valores de rn de 0,21 a 0,23. Bajo
condiciones similares a las anteriormente mencionadas, es probable que 20 hembras
adultas den origen a 3914 &fidos en el cultivar Gateado, 5170 afidos en el cultivar
Esperanza y 6216 &fidos en el cultivar Carmina.

En la Figura 2.6.D se observan las curvas tedricas de crecimiento de T. trifolii,
en los cultivares donde el rm vario entre 0,233 y 0,245. En el lapso estipulado habria
6894 &fidos en el cultivar SPS 6550, 7705 &fidos en el cultivar Pampa Flor y 8941
afidos en el cultivar Cuf 101.

En la Figura 2.6.E se presentan las curvas teoricas de crecimiento del afido T.
trifolii sobre los cultivares en los cuales el valor de rm fue entre 0,245 y 0,260.
Transcurridos 25 dias, es probable encontrar 10301 afidos en los cultivares Garufa,

11979 afidos en el cultivar Victoria y 13273 afidos en el cultivar Rio Grande.
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El Figura 2.6.F se observan las curvas teoricas de crecimiento del afido sobre

los cultivares en los cuales el valor de rm fue entre 0,277 y 0,308. La poblacion seria

de 20354 afidos en el cultivar CW 620, de 25502 afidos en el cultivar ACA 903, de

29878 afidos en el cultivar Medina, de 33702 en el cultivar P 5939 y de 44280 en

el cultivar ACA 605.

Fig. 2.6. Curvas tedricas de crecimiento poblacional de T. trifolii sobre los cultivares de M.

sativa.
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2.4.8. — Discusion

El término antibiosis hace referencia a los efectos adversos en el ciclo bioldgico
de los insectos que surgen como consecuencia de la alimentacion de los mismos en
hospederos resistentes (Sulistyo & Inayati, 2016).

La expresion de los mecanismos de antibiosis estd relacionada con el
incremento en la mortalidad, las fallas en la emergencia o emergencia incompleta
de los adultos, la baja fertilidad y/o el acortamiento del ciclo de vida (Painter, 1951,
Sulistyo & Inayati, 2016). De manera directa, los efectos antibioticos de una planta
huésped pueden manifestarse en una disminucion en el tamafio o en el peso de los
insectos y en la escasa acumulacion de reservas alimenticias (Givovich et al., 1988;
Girousse & Bournoville, 1994; Guo et al., 2012; Kamphuis et al., 2012; 2013). De
manera indirecta, el efecto antibidtico se puede manifestar mediante un incremento
en la exposicion de los insectos a los enemigos naturales (Dent, 2000; Giles et al.,
2002; Du et al., 2004).

Los pardmetros tamafio inicial de una colonia de insectos, duracién del periodo
de desarrollo, fecundidad y mortalidad determinan, en una poblacién, la tasa
intrinseca de crecimiento (rm) (Birch, 1948).

El rmes uno de los parametros poblacionales mas importantes para comparar el
desarrollo de una poblacion en diferentes hospederas (Kamphuis et al., 2013;
Ozgokge et al., 2018). Thomas & Waage (1996) asumen que un huésped resistente
reduce el rm por debajo del cero, punto en el cual la poblacion declina en el tiempo.
En nuestros ensayos se obtuvieron valores negativos de rm para los afidos A. pisum
y A. craccivora alimentandose de los cultivares CW 1010, Pampa Flor, Sirosal,

Venus, CW 194 y EBC 90. Al evaluar el comportamiento de estos afidos sobre los
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cultivares con un rm negativo se registro un alto porcentaje de mortalidad ninfal. Al
evaluar el comportamiento del afido T. trifolii sobre los cultivares de M. sativa no
se obtuvieron valores negativos de rm. Los valores mas bajos de este parametro se
registraron en los cultivares Brava y Sirosal, en los cuales también se produjo una
alta mortalidad ninfal.

Varios autores han observado que cultivares con abundantes tricomas
glandulares erectos podrian afectar la movilidad ninfal y/o provocar una sofocacion
al taponar los espiraculos ocasionando la muerte (Shade et al., 1975; Kreitner &
Sorensen, 1979b; Shade et al., 1979; Peter et al., 1995; Ranger & Hower, 2001).

Las variaciones observadas en la resistencia no deberian adjudicarse a un unico
mecanismo, existen multiples causas en los cultivares, de caracter morfolégico o
bioquimico que se relacionan entre si.

En los resultados observados los diferentes cultivares de M. sativa afectaron
significativamente la performance de las tres especies de &fidos. Como se menciond
anteriormente la calidad nutricional de la savia asi como los aleloquimicos
presentes en los cultivares de M. sativa pueden influir de manera negativa en el
crecimiento y reproduccion de los afidos.

Varios autores demostraron una correlacién negativa entre los valores que
surgen de la relacion azlcar/aminoécidos presentes en los cultivares y la tasa
reproductiva de los afidos (Febvay et al., 1988; Girousse & Bournoville, 1994;
Simpson et al., 1995).

Las saponinas como el &cido medicagénico en alfalfa disminuyen la tasa
intrinseca de crecimiento y acortan el tiempo de alimentacion de esta plaga. Los

afidos gastan recursos sustanciales en detoxificar las saponinas afectando asi el
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crecimiento y el desarrollo poblacional (Gotawska et al., 2006; Gotawska, 2007,
Gotawska et al., 2012b). Mazahery Laghab et al. (2011) reportaron que existe una
correlacion negativa entre la reproduccion y el contenido de saponinas en los
cultivares. Un cultivar con una elevada concentracion de saponinas afectara la
poblacién de afidos produciendo una baja tasa intrinseca de crecimiento. En el
estudio realizado las menores tasas de crecimiento poblacional halladas en

diferentes cultivares podrian ser atribuida a esta caracteristica.

En base a los resultados obtenidos y a la hipdtesis planteada en el punto 2.4.4.

podemos inferir que:

La hipotesis se acepta parcialmente dado que:

3% Los cultivares ACA 605, ACA 903, Armona, Brava, Carmina, Cuf 101, CW
194, CW 620, CW 830, EBC 90, Esperanza, Pampa Flor, Gateado, Medina,
Monarca, P 5939, Rio Grande, SPS 6550 y Victoria no poseen resistencia

por antibiosis al afido A. pisum.

3% Los cultivares ACA 605, ACA 903, Armona, Brava, Carmina, Cuf 101, CW
620, CW 830, Esperanza, Garufa, Gateado, Medina, Monarca, P 5939,
Pampa Flor, Rio Grande, Sirosal, SPS 6550, Venus y Victoria no poseen

resistencia por antibiosis al afido A. craccivora.

¥ Los cultivares ACA 605, ACA 903, Armona, Carmina, Cuf 101, CW 194,
CW 620, CW 830, CW 1010, EBC 90, Esperanza, Garufa, Gateado,
Medina, Monarca, P 5939, Pampa Flor, Rio Grande, SPS 6550, Venus y

Victoria no poseen resistencia por antibiosis al afido T. trifolii.
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2.5. Tolerancia

2.5.1. — Introduccién

La tolerancia a la herbivoria de los artrépodos esta dada por la capacidad
genética, inherente a la planta, que le permite superar el ataque del artrépodo sin
afectar significativamente su produccion y/o calidad (Painter, 1951; Smith, 2005).
Las plantas tolerantes pueden sobrevivir a niveles de infestacion que afectarian o
dafarian a las plantas susceptibles (Painter, 1958).

En la tolerancia la planta desempefia un rol determinante, a diferencia de la
antibiosis y/o antixenosis que se basa en las respuestas a la interaccién insecto-
planta (Painter, 1951; Smith, 2005). Desde una perspectiva amplia, en el fendmeno
de resistencia los cultivares tolerantes requieren un nivel de antixenosis o de
antibiosis menor que aquellos cultivares que no son tolerantes (Smith, 2005). La
poblacion de artropodos que desarrolla en plantas tolerantes no se ve afectada del
mismo modo al que se produce cuando esa poblacién crece sobre plantas con
resistencia por antibiosis y/o por antixenosis. Una de las ventajas del uso de
cultivares tolerantes es que los artropodos plaga experimentan una menor presion
de seleccion, la cual evita o demora el desarrollo de nuevos biotipos. Otra ventaja,
es que las plantas tolerantes no afectarian el comportamiento de los controladores
bioldgicos como ocurre en aquellas plantas que poseen resistencia por antibiosis
y/o antixenosis (Reese et al., 1994; Smith, 2005; Koch et al., 2016; Mitchell et al.,

2016).
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Es escasa la informacidn bibliogréfica acerca de los mecanismos de tolerancia
de las plantas huéspedes de afidos (van Emden, 2007). Desde una perspectiva
agrondmica, los cultivares tolerantes producen una mayor cantidad de biomasa que
los susceptibles (Smith, 2005).

Varios estudios han demostrado la participacion directa de la fotosintesis, de las
hormonas vegetales y de las estructuras fisicas de las plantas en la expresion de la
tolerancia (Tiffin, 2000; Smith, 2005; van Emden, 2007; Koch et al., 2016; Mitchell
etal., 2016).

Haile et al. (1999) han observado en plantas susceptibles una reduccion de la
tasa fotosintética, la cual podria deberse a la liberacion de toxinas que desintegran
los cloroplastos.

Otros autores relacionan la tolerancia de un cultivar con el contenido de auxinas
(Maxwell & Painter, 1962a). Los afidos presentes en cultivares susceptibles
producen una disminucion en el contenido de auxinas contribuyendo a un retraso
en el crecimiento (Painter, 1958; Maxwell & Painter, 1962b; c). Segin Marimuthu
& Smith (2012) los cultivares tolerantes presentan constitutivamente altos niveles
de auxinas que promueven el crecimiento radicular. En general, plantas con una alta
relacion entre el sistema radicular y la parte aérea son mas tolerantes debido a su
mayor capacidad para adquirir nutrientes para el rebrote (Tiffin, 2000).

En otras ocasiones la tolerancia puede ser inducida estimulando la produccion
de compuestos durante la alimentacion del afido que dificultan el acceso de los
estiletes a los haces floeméticos y xilematicos (Wang et al., 2017).

En base a estos antecedentes se plantea las siguientes hipotesis.
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2.5.2. — Hipotesis

# Los cultivares de Medicago sativa poseen tolerancia a los é&fidos

Acyrthosiphon pisum, Aphis craccivora y Therioaphis trifolii.

3% La tolerancia y/o la susceptibilidad de los distintos cultivares de Medicago

sativa varia segun la especie de afido presente.

2.5.3. — Objetivo

¥ Evaluar la tolerancia de cultivares de Medicago sativa a Acyrthosiphon

pisum, Aphis craccivora y Therioaphis trifolii.

2.5.4. — Materiales y Métodos

El material vegetal y los insectos se criaron segun lo descripto en los puntos
2.35.1.y2.35.2.

La tolerancia se evalu6 mediante la comparacién del peso seco de plantas
infestadas con afidos y de plantas no infestadas. Se sembraron por maceta cinco
semillas de cada cultivar. En total se utilizaron por cultivar, 40 plantas de las cuales
20 fueron infestadas y 20 se usaron como control negativo (no infestadas). Al estado
de cinco hojas verdaderas se colocd una hembra adulta aptera en cada una de las
plantas tratadas. Estés, fueron confinadas en tubos de vidrios cubiertos con malla
antiafidos en su extremo para evitar la fuga de los pulgones y las infestaciones
externas.

Los cultivares fueron chequeados cada dos dias y se mantuvo constante el nivel

de infestacion a lo largo de todo el ensayo. Luego de dos meses, se cortaron las
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plantas a nivel de cuello, se dispusieron de manera individual dentro de sobres de
papel y fueron llevados a estufa a 75°C hasta peso constante.

Se calculd el porcentaje de disminucion de peso seco (DPS) segun Dixon et
al., (1990) modificado:

DPS = [(P1-P2) / P1] x 100

donde P; es el peso seco de las plantas no infestadas y P2 es el peso seco de las
plantas infestadas.

Los datos obtenidos se analizaron mediante la prueba de varianza ANOVA,
previa verificacion de los supuestos de normalidad con el test de Shapiro-Wilks y
de homocedasticidad con la prueba de Levene (InfoStat, 2018). Las medias fueron
separadas mediante el test de diferencias minimas (DMS, p > 0,05).

En base a los porcentajes de DPS obtenidos los cultivares se clasificaron segun
las siguientes categorias: AT (Altamente Tolerante): 0%-20%; T (Tolerante): 20%-
30%; MS (Moderadamente Susceptible): 30%-50%; S (Susceptible): 50%-75% y

AS (Altamente Susceptible): 75%-100%.

2.5.5. — Resultados

El cultivar Carmina result6 altamente tolerante al ataque de A. pisum con una
reduccion del peso seco del 13%. Este cultivar se diferencié estadisticamente del
resto de los cultivares evaluados (DMS, p < 0,05) a excepcion del cultivar CW 1010
(DMS, p >0,05) (Figura 2.7.).

Los cultivares CW 1010 y ACA 605 resultaron tolerantes con una reduccion
entre el 25% y el 28%. Los cultivares Pampa Flor, CW 830, SPS 6550, Monarca,

Medina, Garufa y Armona resultaron moderadamente susceptibles con una

89



reduccidn del peso seco que vario entre el 33% al 49%. Los cultivares Esperanza,
P 5939, Brava, CW 194, CW 620, ACA 903, Cuf 101, Victoria, EBC 90 y Rio
Grande resultaron susceptibles al ataque de A. pisum con una reduccion en el peso
seco que oscilo entre el 53% y el 74% (Figura 2.7.).

Por dltimo, los cultivares altamente susceptibles fueron Sirosal, Gateado y
Venus con una pérdida entre el 83% al 85% de materia seca. Estos cultivares no
difirieron de los cultivares Cuf 101, Victoria, EBC 90, Rio Grande y ACA 903
(DMS, p > 0,05) (Figura 2.7.).

Fig. 2.7. Porcentaje de disminucién de peso seco (DPS) de los cultivares de M. sativa frente
al afido A. pisum.
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Referencias: Valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente (DMS, p > 0,05).

Los cultivares CW 194, SPS 6550 y CW 830 resultaron altamente tolerantes al
ataque de A. craccivora con una reduccién del peso seco entre un 8% y un 16%.
Estos cultivares se diferenciaron estadisticamente del resto de los cultivares
evaluados (DMS, p < 0,05) a excepcion de los cultivares Victoria y Monarca (DMS,

p > 0,05) (Figura 2.8.).
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Los cultivares Monarca, Victoria y Sirosal resultaron tolerantes con una
reduccion entre el 24% y el 29%. Los cultivares Medina, Garufa, ACA 605, Venus,
Armona, Esperanza P 5939 resultaron moderadamente susceptibles con una
reduccion del peso seco que varid entre el 31% al 48%. Los cultivares Carmina,
CW 620, Brava, Pampa Flor, EBC 90 y CW 1010 resultaron susceptibles al ataque
de A. craccivora con una reduccion en el peso seco que oscilé entre el 55% vy el
70% (Figura 2.8.).

Por ultimo, los cultivares altamente susceptibles fueron Gateado, Cuf 101, ACA
903 y Rio Grande con una pérdida entre el 79% al 87% de materia seca. Estos
cultivares difirieron del resto de los cultivares (DMS, p < 0,05) a excepcion del
cultivar CW 1010 (DMS, p > 0,05) (Figura 2.8.).

Fig. 2.8. Porcentaje de disminucién de peso seco (DPS) de los cultivares de M. sativa frente
al afido A. craccivora.
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Referencias: Valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente (DMS, p > 0,05).

Los cultivares CW 830 y CW 194 resultaron altamente tolerantes al ataque de

T. trifolii con una reduccion del peso seco entre el 7% y el 16%. El cultivar CW
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830 se diferenci¢ estadisticamente del resto de los cultivares evaluados (DMS, p <
0,05) a excepcion del cultivar CW 194 (DMS, p > 0,05) (Figura 2.9.).

Los cultivares CW 1010 y Armona resultaron tolerantes con una reduccion que
oscilé entre el 22% y el 24%. Los cultivares P 5939, Venus, SPS 6550, Brava, ACA
605 y Carmina resultaron moderadamente susceptibles con una reduccion del peso
seco que vario entre el 36% al 49%. Los cultivares Medina, Esperanza, CW620,
Monarca, EBC 90, Pampa Flor; Victoria, Sirosal, Garufa, Cuf 101 y Rio Grande
resultaron susceptibles al ataque de T. trifolii con una reduccion en el peso seco que
oscilé entre el 51% y el 70% (Figura 2.9.).

Por ultimo, los cultivares altamente susceptibles fueron Gateado y ACA 903
con una pérdida entre el 85% al 89% de materia seca. Estos cultivares difirieron del
resto de los cultivares evaluados (DMS, p < 0,05) (Figura 2.9.).

Fig. 2.9. Porcentaje de disminucién de peso seco (DPS) de los cultivares de M. sativa frente
al afido T. trifolii.
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Referencias: Valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente (DMS, p > 0,05).
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2.5.6. — Discusion

En un cultivo y ante la presencia de herbivoros plaga podriamos diferenciar las
plantas tolerantes como aquellas con habilidad para producir un mayor rendimiento
0 una mayor biomasa en peso seco en comparacion a aquellos huéspedes o plantas
susceptibles (Sulistyo & Inayati, 2016; Girvin et al., 2017).

A nivel de campo evaluar la tolerancia requiere cuantificar el impacto que tienen
los insectos en la sanidad y en la produccion de su planta huésped (Dent, 2000).
Algunos autores consideran que la tolerancia de una planta seria atribuida al
incremento del proceso de fotosintesis, al crecimiento compensatorio, al uso de
reservas acumuladas y/o a un cambio en el estado fenoldgico (Tiffin, 2000; Koch
etal., 2016; Mitchell et al., 2016). En este estudio los cultivares se vieron afectados
de diversa manera ante la presencia continua y constante de las diferentes especies
de &fidos.

Los cultivares tolerantes no exhibieron sintomas de dafio en tallos y hojas. Por
otro lado, los cultivares susceptibles exhibieron diversos sintomas de dafio. Ante la
presencia del afido T. trifolii se observd la clorosis caracteristica de las nervaduras
y al evaluar las plantas atacadas por A. craccivora se observo un acortamiento de
los entrenudos. Estos resultados estan en coincidencia con los de otros autores
quienes reportaron que los cultivares susceptibles de especies de Medicago spp
mostraron mayores sintomas de dafio producido por los afidos que los cultivares
tolerantes (Jimenez, 1987; Jimenez et al., 1988; Berberet et al., 1991; Jiang &
Miles, 1993; Madhusudhan & Miles, 1998; He & Zhang, 2006; Quisenberry & Ni,

2007; Kamphuis et al., 2012).
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Al evaluar el porcentaje de disminucién de peso seco se observo que la
presencia de los afidos tanto en cultivares susceptibles como tolerantes produjo una
disminucion en la biomasa. Esta reduccion fue mas acentuada en los cultivares
altamente susceptibles Gateado, Sirosal, Venus, ACA 903, Rio Grande y Cuf 101.
Una situacion similar a la observada en nuestro trabajo fue informada por He &
Zhang (2006) al evaluar estas tres especies de afidos sobre diferentes cultivares de
M. sativa.

Los cultivares altamente tolerantes Carmina, CW 194, SPS 6550 y CW830
exhibieron una escasa pérdida de biomasa. Resultados similares fueron reportados
por Kindler et al., (1971) al evaluar la pérdida de materia seca de cultivares
resistentes de alfalfa ante la presencia de los afidos A. pisum y T. trifolii.

Segun Castro et al. (2001) el crecimiento compensatorio es uno de los
principales mecanismos de la tolerancia. Varios estudios han demostrado que las
plantas compensan fotosintéticamente en respuesta a la presencia de los afidos.
Como inconveniente, el crecimiento compensatorio retrasa el momento de la
cosecha. Sin embargo, en M. sativa este crecimiento compensatorio no afectaria la

cosecha por tratarse de un cultivo que persiste por varios afios en el campo.

En base a los resultados obtenidos y a las hipétesis planteadas en el punto 2.5.2.

podemos inferir que:

La primera hipotesis se acepta parcialmente dado que:

55’ Los cultivares ACA 903, Armona, Brava, Cuf 101, CW 194, CW 620, CW

830, EBC 90, Esperanza, Garufa, Gateado, Medina, Monarca, P 5939,
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Pampa Flor, Sirosal, SPS 6550, Rio Grande, Venus y Victoria resultaron

susceptibles a A. pisum.

% Los cultivares ACA 605, ACA 903, Armona, Brava, Carmina, Cuf 101, CW
620, CW 1010, EBC 90, Esperanza, Garufa, Gateado, Medina, P 5939,

Pampa Flor, Rio Grande y Venus resultaron susceptibles a A. craccivora.

% Los cultivares ACA 605, ACA 903, Brava, Carmina, Cuf 101, CW 620,
EBC 90, Esperanza, Garufa, Gateado, Medina, Monarca, P 5939, Pampa
Flor, SPS 6550, Sirosal, Rio Grande, Victoria y Venus resultaron

susceptibles a T. trifolii.

La segunda hipdtesis se acepta parcialmente dado que:

% Los cultivares CW 194 y CW 830 fueron altamente tolerantes para los

afidos A. craccivora y T. trifolii.

3% El cultivar CW 1010 fue tolerante para los afidos A. pisum y T. trifolii.

3 El cultivar SPS 6550 fue moderadamente susceptible a A. pisum y a T.
trifolii.

¥ Los cultivares Armona y Garufa fueron moderadamente susceptibles a los

afidos A. pisum y A. craccivora.

% Los cultivares ACA 605 y P5939 fueron moderadamente susceptibles a los

afidos A. craccivora y T. trifolii.

% Los cultivares CW 620 y EBC 90 fueron susceptibles a los afidos A. pisum,

A. craccivora y T. trifolii.

% El cultivar Brava fue susceptible a los afidos A. pisum y A. craccivora.
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% Los cultivares Cuf 101, Esperanza, Rio Grande y Victoria fueron

susceptibles a los afidos A. pisum y T. trifolii.
% El cultivar Pampa Flor fue susceptible a los &fidos A. craccivora y T. trifolii.

% El cultivar Gateado fue altamente susceptible a las tres especies de &fidos y

el cultivar ACA 903 fue altamente susceptible a A. craccivora y T. trifolii.
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Aceites esenciales

3.1. — Insecticidas de origen vegetal

Existen antecedentes de que en el afio 400 a. C. para el control de los piojos, se
espolvoreaba la cabeza de los nifios con polvo obtenido de las flores secas de
Tanacetum cinerariifolium (Asteraceae) (Singh, 2014). Los romanos utilizaban
polvos preparados a partir de Veratrum sp. (Liliaceae) y algunos pueblos del
hemisferio norte utilizaban extractos de Taxus baccata (Taxaceae) contra insectos
hematofagos (Philogéne et al., 2004; Erdogan et al., 2012).

La primera generacion de insecticidas de origen botanico, utilizados hasta los
afios 40 del siglo pasado, incluye extractos y compuestos derivados de plantas tales
como piretro, rotenoides y alcaloides (Aguiar Menezes, 2005; Gomes Santos et al.,
2015; Said-Al Ahl et al., 2017). En la actualidad, debido a las desventajas que
implica el uso de insecticidas sintéticos, se han recomenzado a utilizar los
insecticidas de origen vegetal. Los cuatro grupos de productos utilizados
mayoritariamente son el piretro, la rotenona, el neem, los aceites esenciales y con
cierta restriccion se utilizan la ryania, la nicotina y la sabadilla. A estos Gltimos se
les adiciona un menor volumen y sélo a nivel regional, el uso de extractos de
distintas plantas (Isman, 2006; Singh, 2014; Gomes Santos et al., 2015; Said-Al
Ahl et al., 2017).

Desde principio del siglo XIX, el piretro era utilizado por el hombre para matar
insectos que habitaban sus viviendas o sus cuerpos y durante las guerras

napolednicas fue utilizado para liberarse de las pulgas (Dubey et al., 2010). El
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piretro es una mezcla de seis compuestos activos conocidos con el nombre colectivo
de piretrinas. Las piretrinas naturales son extraidas de las flores de varias especies
vegetales como T. cinerariifolium y T. coccineum (Asteraceae) y son efectivas
contra la mayoria de las plagas insectiles (Santiago de Santiago et al., 2005;
Regnault Roger, 2012; Singh, 2014). Actlan sobre el sistema nervioso inhibiendo
el intercambio de sodio y potasio cuyo efecto inmediato es una rapida excitacion y
volteo (Grdisa et al., 2013; Singh, 2014). EI 80% de los insecticidas botanicos que
se comercializan corresponden a piretrinas (Isman, 2006).

Plantas de la familia Fabaceae que contienen rotenona han sido utilizadas desde
1665 por poblaciones autdctonas de América Latina para capturar peces. En 1848
se Vio que esta sustancia era efectiva para el control de lepidopteros y en 1877 se
comenz6 a utilizar en China como insecticida. Este compuesto es obtenido
principalmente de las raices de algunos generos de la familia Fabaceae como
Derris, Lonchocarpus, Tephrosia y Mundulea. Posee baja toxicidad en mamiferos
y actla en insectos inhibiendo la cadena de transporte de electrones de las
mitocondrias (Ryan 2002; Grdisa & Grisi¢, 2013; Singh, 2014).

El alcaloide més importante utilizado como insecticida es la nicotina, que se
extrae de hojas de al menos 18 especies del género Nicotiana (Solanaceae), de las
cuales N. tabacum y N. rustica son las mas utilizadas para este fin (Ryan 2002;
Singh, 2014). Su uso se remonta a 300 afios atras donde los extractos de tabaco eran
utilizados como insecticidas acuosos o en polvo. La nicotina actia a nivel del
sistema nervioso de los insectos como antagonista de la acetilcolinesterasa (Ryan,
2002; Aguiar Menezes, 2005; Singh, 2014). Otros alcaloides utilizados para el

control de insectos son la veratrina, extraia de Veratrum album (Liliaceae) y
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Schoenocaulon officinale (Melanthiaceae), utilizada para la eliminacion de las
pulgas de los animales domésticos en América tropical; la rianodina extraida de
plantas del género Ryania (Salicaceae) que actia a nivel de los canales de calcio
musculares y la cuasina que se extrae de arboles exdticos como Quassia amara y
Picrasma excelsa (Simaroubaceae) utilizada para el control de afidos (Ryan, 2002;
Aguiar Menezes, 2005; Grdisa & Grisi¢, 2013; Singh, 2014).

Muchas especies de plantas, pertenecientes a diversas familias, han recibido
atencion en los ultimos afios debido al hecho de que poseen numerosos terpenoides
que actuan como anti alimentarios, toxinas y reguladores del crecimiento de los
insectos (Isman & Machial, 2006; Regnault Roger, 2012; Grdisa & Grisi¢, 2013;
Singh, 2014). Un ejemplo particularmente relevante de este grupo de sustancias es
la azadiractina, un tetranortriterpenoide (Grdisa & Grisi¢, 2013) aislado de
Azadirachta indica y Melia azederach (Meliaceae), del que existen numerosas
formulaciones registradas y es ampliamente utilizado (Aguiar Menezes, 2005;
Grdisa & Grisi¢, 2013; Singh, 2014). Posee distintos efectos sobre los insectos
como inhibicion de la muda, de la metamorfosis, de la fecundidad, de la fertilidad
y actividad antialimentaria (Ryan, 2002; Isman, 2006; Regnault Roger, 2012;
Grdisa & Grisi¢, 2013; Singh, 2014). Las hojas y frutos de esta especie arbérea han
sido usadas en India y Sri Lanka durante siglos para proteger libros, ropa y comida
almacenada del dafio de los insectos y en China contra piojos y pulgas desde el afio

220 d. C. (Ryan, 2002).
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3.2. — Aceites esenciales

Los aceites esenciales son productos volatiles originados como subproducto del
metabolismo vegetal y se considera que estos metabolitos secundarios han
evolucionado como respuesta a la herbivoria (Batish et al., 2008; Mann &
Kaufman, 2012; Park & Tak, 2016). Los aceites esenciales se pueden encontrar en
los pelos glandulares o cavidades secretoras de la pared celular de la planta y pueden
estar presentes como gotitas en las hojas, tallos, corteza, flores, raices y/o frutos de
diferentes especies vegetales (Dehghani-Samani, et al., 2015; Stratakos & Kaoidis,
2016).

Poseen compuestos aromaticos que otorgan aroma, fragancia y/o sabor
distintivo a la planta. La caracteristica aromatica de los aceites esenciales cumple
distintas funciones, como la atraccion y/o repelencia de insectos, forman parte de
los mecanismos de defensa del vegetal, sirven como sefiales moleculares e
intervienen en la interaccion entre plantas. EI hombre utiliza los aceites como
fragancias en la industria del perfume, como saborizantes y condimentos en la
elaboracion de alimentos y en terapias alternativas como la aromaterapia (Isman &
Machial, 2006; Batish et al., 2008; Dehghani-Samani, et al., 2015; Rios, 2016).

Los aceites esenciales se obtienen por destilacion por arrastre de vapor de
distintas partes de las plantas. La composicion quimica de los aceites esenciales
varia inter e intra especificamente entre las plantas y su composicién varia con el
estado fenoldgico, con la época de recoleccion, con las variaciones climaticas y
edéaficas y con el 6rgano vegetal utilizado (Isman & Machial, 2006; Tripathi et al.,

2009; Mann & Kaufman, 2012; Bhattacharya, 2016).
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La mayoria de los aceites esenciales son mezclas altamente complejas de
monoterpenos, sesquiterpenos, fenoles aromaticos, ésteres, aldehidos y cetonas
(Isman & Machial, 2006; Batish et al., 2008; Tripathi et al., 2009; Rios, 2016).

En la actualidad, los aceites esenciales son los compuestos mas ensayados para
el control de insectos (Park & Tak, 2016). Se han aislado e identificado
aproximadamente 20.000 fitoquimicos, aunque se estima que existen alrededor de
500.000 (Wysoki, 1996). Entre sus variados modos de accion esta mezcla de
compuestos puede producir toxicidad por contacto, actuar como fumigante, originar
repelencia, atractancia y/o disuadir la oviposicion (Fleming, 2000; Isman, 2000;
Isman & Machial, 2006; Tripathi et al., 2009; Khan & Abourashed, 2010; Mann &
Kaufman, 2012; Park & Tak, 2016).

El estudio de la interaccion entre el insecto plaga y los compuestos presentes en
las plantas ofrecen un potencial importante para mejorar a futuro el control de las
plagas en muchos cultivos.

En forma general, los insecticidas naturales se degradan con mayor velocidad
que los sintéticos, no dejan residuos en el ambiente, son seguros, ecolégicos y tienen
bajo impacto negativo sobre la salud humana (Batish et al., 2008; Tripathi et al.,
2009; Mann & Kaufman, 2012; Singh, 2014; Dehghani-Samani, et al., 2015; Park
& Tak, 2016). Para que un insecticida natural sea comercialmente viable debe
cumplir con una seria de requisitos como son la selectividad, la proteccion de los
enemigos naturales, la baja toxicidad en mamiferos, ser biodegradable y no

fitotoxicos (Vieira et al., 2001).
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3.2.1. — Eucalyptus globulus Labill.

La especie E. globulus es un arbol perenne, nativo de Australia y Tasmania y
ampliamente cultivado en todo el mundo (Coppen, 2002; Prieto et al., 2005).

El vocablo Eucalyptus proviene del griego eu, pozo, y caliptos, cubierto,
aludiendo al opérculo que cubre a los estambres antes de la antesis. El adjetivo
globulus proviene del latin y hace alusion a sus frutos que son "pequefias bolitas"

(Coppen, 2002; Arango Mejia, 2006; Short & George, 2013).

3.2.1.1. — Posicion sistematica y clasificacion taxonémica

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Myrtales
Familia Myrtaceae
Subfamilia Myrtoideae
Tribu Eucalypteae
Género Eucalyptus L’Hér.
Especie Eucalyptus globulus Labill.
(Tutin et al., 1996; Wilson et al., 2005; Wilson, 2011; Shipunov, 2018).

El orden Myrtales contiene nueve familias: Alzateaceae, Combretaceae,
Crypteroniaceae, Lythraceae, Melastomataceae, Myrtaceae, Onagraceae,
Penaeaceae y Vochysiaceae (Byng et al., 2016). Myrtaceae es una gran familia
dentro de este orden, con aproximadamente 130 géneros y mas de 5500 especies
(Thornhill & Crisp, 2012), agrupadas en la subfamilia Myrtoideae, con 15 tribus, y
la subfamilia Psiloxyloideae, con dos tribus (Wilson et al., 2005; Wilson, 2011;

Martos et al., 2017).
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Las especies de la familia Myrtaceae son arboles o arbustos de hojas perennes,
simples, generalmente opuestas con glandulas aromaticas y el fruto es una baya o
una capsula (Tutin et al., 1996; Wilson, 2011). Se distribuyen principalmente en el
hemisferio sur, con centros de diversidad en Australia y America del Sur (Thornhill
& Crisp, 2012). Dentro de la subfamilia Myrtoideae se encuentra la tribu
Eucalypteae, compuesta por 7 géneros. Esta tribu toma su nombre del género mas
importante, Eucalyptus (Wilson et al., 2005; Wilson, 2011).

El género Eucalyptus fue descripto por primera vez por L'Héritier de Brutelle
en 1789 a partir de la especie E. obliqua (Brooker, 2000; Coppen, 2002; Wilson,
2011). En la actualidad este género comprende alrededor de 800 especies (Coppen,
2002; Wilson, 2011) que se caracterizan por poseer flores sin caliz ni corola 'y que
en el estado de boton floral estan recubiertas por un opérculo caedizo, a veces doble.
Las caracteristicas del tronco y del tipo de inflorescencia sirven para identificar a
las especies de mayor importancia (Dimitri & Orfila, 1985; Tutin et al., 1996;

Fleming, 2000; Khan & Abourashed, 2010; Wilson, 2011).
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Lamina 3.1. Descripcion botéanica de Eucalyptus globulus Labill.

Arbol de 40 a 90 m de altura en su habitat
natural. EIl tronco es de aspecto retorcido,
de color gris plateado y con verrugas
dispersas. La corteza se desprende
facilmente en grandes laminas (Figura
3.1).

Hojas: enteras, coriaceas y perennes, de
formas diferentes (dimorficas) segun la
edad de la rama. Las ramas jovenes
poseen hojas de 7-16 por 4-9 cm, sésiles,
alternas, ovadas a lanceoladas, cordadas,
glaucas a menudo cubiertas por un polvo
blanquecino. Las ramas maduras poseen
hojas de 10-13 por 3-4 cm, pecioladas,
opuestas, asimétricas, lanceoladas a
falcadas-lanceoladas, acuminadas y de
color verde brillante. Las hojas tienen una
nerviacion moderadamente  densa,
formada por finas nervaduras terciarias y
cuaternarias entre las venas laterales
(Figura 3.2.).

Flor: el botén floral es grande, sésil,
verrugoso y glauco. La flor es tetramera,
grande y solitaria sobre un peddnculo
corto. El céliz y la corola estan
fusionados formando un opérculo lefioso
que se cae en la floracion, dejando al
descubierto el androceo formado por un
elevado numero de estambres con
filamentos de color cremoso claro, muy
vistosos. Gineceo con estilo columnar, de
ovario infero (Figura 3.2.).

Fruto: Cépsula dehiscente de 10-15 por
15-30 mm, lefiosa, globo deprimida, algo
ahusada hacia la base con 4 costillas
principales. El fruto tiene entre 3 a 4
celdas con numerosas semillas de las que
maduran de una a dos semillas por celda
(Figura 3.3.).

Nota: las caracteristicas botanicas han
sido recopiladas de los trabajos de los
siguientes autores: Dimitri & Orfila,
1985; Tutin et al., 1996; Fleming, 2000;
Coppen, 2002; Arango Mejia, 2006;
Khan & Abourashed, 2010; Majada
Guijo et al., 2012.

Fig. 3.3. Frutos
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3.2.1.2. — Propiedades, usos etnomedicinales e industriales del aceite de
E. globulus

El aceite de E. globulus tiene propiedades antibacterianas, fungicidas,
expectorantes, de hiperemia local leve, antiespasmodicas leves, secretoliticas,
antiinflamatorias y de mejora en el cumplimiento pulmonar. Ademas, alivia el dolor
muscular, inhibe la biosintesis de las prostaglandinas y evita la oxidacion del acido
linoleico (Fleming, 2000; Coppen, 2002; Khan & Abourashed, 2010).

Los extractos de las hojas tienen propiedades antibacterianas, antiinflamatorias,
antitumorales y efectos inhibidores en la activacion del virus Epstein-Barr y del
HIV (Fleming, 2000; Coppen, 2002; Khan & Abourashed, 2010).

En la medicina popular el aceite de E. globulus se emplea para el asma, las
enfermedades de los senos frontales, la fiebre, la gripe, las quejas gastricas, la
ronquera, la escarlatina, el sarampion, la infestacion de gusanos y como antiséptico
intestinal. Se emplea en aromaterapia y como fragancia en balsamos topicos y en
aceites para masajes (Fleming, 2000; Coppen, 2002; Khan & Abourashed, 2010).

En la industria farmacéutica se usa ampliamente como expectorante y
aromatizante en medicamentos contra el resfriado y la tos y en la elaboracién de
fluidos vaporizadores, linimentos antisépticos, pastas dentifricas y enjuagues
bucales (Khan & Abourashed, 2010).

En cosmética se utiliza como fragancia en jabones, detergentes, cremas,
lociones y perfumes y en odontologia como componentes de los selladores de los

conductos radiculares (Khan & Abourashed, 2010).
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En la industria alimenticia el aceite se usa como saborizante en bebidas
alcohdlicas y no alcohodlicas, postres lacteos congelados, dulces, productos

horneados, gelatinas y en productos carnicos (Khan & Abourashed, 2010).

3.2.1.3. — Bioactividad del aceite de E. globulus en artrépodos plaga

La efectividad del aceite de E. globulus como fumigante, insecticida de contacto
y repelente ha sido evaluada en distintas especies de artropodos plagas.

Regnault Roger & Hamraoui, en el afio 1994, fumigaron semillas de Phaseolus
vulgaris con 0,05 ul cm™ de aceite y produjeron una mortalidad del 90% de los
adultos de Acanthoscelides obtectus (Coleoptera).

En el afio 1995, Perrucci observo que 6 ul de aceite utilizado en ensayos de
fumigacion control6 el 76,7% de los adultos del &caro Tyrophagus longior y el
91,7% de los adultos al evaluar la toxicidad por contacto de este aceite.

En larvas de Cydia pomonella (Lepidoptera), Landolt et al. (1999) observaron
que el aceite no presento repelencia, aunque su aplicacién gener6 una barrera que
impidio su avance.

En el afio 2000, Lee et al. observaron que plagas de granos almacenados del
Orden Coleoptera que han desarrollado resistencia a los insecticidas sintéticos
pueden ser mas tolerantes a los aceites esenciales. Al fumigar adultos de
Oryzaephilus surinamensis observaron que la dosis letal 50 fue de 0,13 g I'* en los
adultos susceptibles a clorpirifés y de 0,25 g I'* en los adultos resistentes.

En 2001, Lee et al. evaluaron el efecto fumigante en plagas de granos

almacenados del aceite y de su principal compuesto, el 1,8-cineol, en Sitophilus
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oryzae y observaron una dosis letal 50 de 28,9 pl I'* de aceite puro y de 23,5 ul I
para el 1,8-cineol.

Choi et al., en 2003, controlaron el 92% de las ninfas del primer estadio del
hemiptero Trialeurodes vaporariorum con 0,0093 ul de aceite en 1 ml de aire. Un
afio después, Choi et al. (2004) evaluaron el efecto fumigante del aceite en el acaro
Tetranychus urticae. Fumigando con 0,019 ul mI obtuvieron una mortalidad del
89% de los adultos.

Yi et al., en el afio 2006, fumigaron adultos de Thrips palmi (Thysanoptera) y
determinaron una concentracion letal 50 de 27,73 mg I%.

En el afio 2008, Mareggiani et al. obtuvieron una concentracion letal 50 de
2.000 ppm al evaluar el aceite esencial mediante aplicaciones por contacto en
adultos de A. gossypii.

En 2010 varios autores evaluaron la actividad del aceite esencial en especies de
coledpteros plaga de granos almacenados. Segin Ahmed & El-Salam, la
concentracion letal 95 en Callosobruchus maculatus y en S. oryzae fue de 3,66 y
8,73 ul de aceite en 50 ml de aire, respectivamente. Por su parte, Ebadollahi et al.,
evaluaron la toxicidad fumigante y determinaron una concentracion letal 50 de
11,222 pl It para Lasioderma serricorne y de 3,529 ul 17 para Rhyzopertha
dominica (Ebadollahi et al., 2010a, b). Mientras que en Tribolium castaneum
concentraciones de 4 a 13 ul de aceite produjeron mortalidad a las 24 horas con una
concentracion letal 50 de 30,037 ul I para las larvas, 30,268 pl It para las pupas y
30,602 ul I para los adultos (Ebadollahi et al., 2010c). Estos autores ademas
evaluaron la toxicidad por contacto en L. serricorne, determinando una

concentracion letal 50 de 0,216 pl cm™ (Ebadollahi et al., 2010b). Otros autores,
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Mossi et al., evaluaron la actividad insecticida por contacto en S. zeamais y
determinaron que la dosis letal 50 fue de 0,10 pl cm™. También, dentro del Orden
Hemiptera, Gorski & Tomczak (2010) evaluaron la toxicidad por inmersiéon de
hojas de Solanum melongena infestadas con Aulacorthum solani en una solucion
con 0,1% del aceite y lograron controlar cerca del 70% de la colonia en 72 horas.

En el afio 2011, Gupta et al. evaluaron mediante un ensayo de libre eleccion la
accion del aceite en los isopteros Odontotermes obesus observando un 100% de
mortalidad a una dosis del 10%. Por su parte, Khanikor & Bora (2011) evaluaron
la toxicidad del aceite mediante la aplicacion topica en adultos de Exorista
sorbillans (Diptera) observando un 100% de mortalidad a los 2,58 minutos.

En el afio 2012, se continud evaluando el efecto fumigante en diversos
coleopteros plaga de granos almacenados, Lal & Raj lograron reducir la
supervivencia, la fecundidad y la emergencia de adultos de C. maculatus sin afectar
el poder germinativo de semilla de Pea sp. al aplicar 3 ml de aceite por kilo. Por su
parte, de Franca et al. (2012) obtuvieron similares resultados con la especie
Zabrotes subfasciatus alimentada con semillas de P. vulgaris tratadas con 0,5 ml
de aceite por kilo de semillas. En ese mismo afio, Reyes Guzmén et al. fumigaron
5 ul de aceite en un volumen de 50 ml y controlaron el 100% de los adultos de L.
serricorne en 24 horas. Por su parte, Tayoub et al. (2012) fumigaron larvas de
Trogoderma granarium y determinaron una concentracion letal 50 de 233 pl It a
las 24 horas. Nattudurai et al. (2012) determinaron que la concentracion letal 50 de
las larvas de T. castaneum era de 131,34 pul I'Y, mientras que en los adultos era de
54,95 ul I, Ademas, la concentracion letal 10 redujo la fecundidad, el porcentaje

de nacimientos, la supervivencia y la emergencia de adultos. En adultos de
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Sternechus pinguis, Zunino et al. (2012) obtuvieron un 100% de mortalidad por
contacto con 1,25 ul cm? del aceite esencial, mientras que para Rhyssomatus
subtilis se debio utilizar 2,49 pul cm™ para obtener un 100% de mortalidad. En
insectos del Orden Diptera, Kim et al. (2012) evaluaron la accion fumigante del
aceite y observaron un 50% de mortalidad en larvas del tercer estadio de
Camptomyia corticalis al utilizar una concentracion de 0,88 mg cm?®. Por su parte,
Pandey et al. (2012) expuso al isoptero O. assamensis al efecto del aceite puro y de
uno de sus compuestos principales, el 1,8-cineol, observando una mortalidad que
vario entre el 80 y el 70%, respectivamente para cada uno de ellos. En ese mismo
afio, Jeyasankar evaluo el efecto antialimentario y la regulacion del crecimiento en
larvas de Agrotis ipsilon (Lepidoptera). Este autor observd que las larvas que se
alimentaban de hojas de S. tuberosum sumergidas en una solucion del 2% de aceite
redujeron su peso en un 50%, presentaron malformaciones y disminuyeron su
emergencia pupal en un 35,5%. En insecto del Orden Orthoptera, Sharaby et al.
(2012) evaluaron el efecto insecticida aplicando este aceite a la dieta de Heteracris
littoralis y determinaron una concentracion letal 50 de 0,075 mg de aceite en 100
ml de dieta.

En el afio 2013, Vieira et al. evaluaron el efecto ovicida en el hemiptero
Aleurocanthus woglumi. Las ovoposiciones fueron controladas al utilizar el aceite
a una dosis del 4 al 6%. A su vez, Kim et al. evaluaron la toxicidad del aceite
esencial en las ninfas de Metcalfa pruinosa (Hemiptera) mediante la inmersion de
hojas de su planta huésped Hibiscus syriacus y determinaron que utilizando 1gr I
de aceite esencial en 50 pul de etanol la mortalidad fue del 100%. Dentro del orden

Hymenoptera, Tang et al. (2013) evaluaron el efecto fumigante del aceite en
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Solenopsis invicta y lograron controlar el 100% de los individuos con 2 a 3 ml de
aceite. Al afio siguiente, Wang et al. demostraron la actividad repelente del aceite
sobre S. invicta.

En el afio 2017, Peschiutta et al. evaluaron el efecto fumigante del aceite en
adultos de la cochinilla de la vid, Planococcus ficus, logrando controlar el 25% de
los insectos en 24 horas, destacando la accion insecticida del principal componente
del aceite, el 1,8-cineol.

En 2018, Murcia-Meseguer et al., realizaron aplicaciones topicas de una
solucion acetonica del aceite en el protérax de las larvas de Spodoptera exigua y

generaron una mortalidad del 74%.

3.2.2. — Mentha x piperita L.

La especie Mentha x piperita es una planta estéril que surge de la hibridacion
entre M. aquatica y M. spicata (M. viridis) y, probablemente, esta Gltima sea un
hibrido entre M. rotundifolia y M. sylvestris o de M. longifolia con M. suaveolens,
por lo cual M. x piperita es un hibrido natural triple (Dimitri & Orfila, 1985; Arango
Mejia, 2006; Lawrence, 2007; Khan & Abourashed, 2010).

Segun la leyenda la palabra mentha, derivado del latin mintha o minta, proviene
del nombre griego de la ninfa Mintha que fue transformada en una planta por la
diosa Perséfone. El término piperita proviene del latin piperitus que significa
"picante”, esto se debe al sabor picante de la planta (Arango Mejia, 2006).

Esta especie se cultivo por primera vez en la cuenca del mediterraneo. A fines
del siglo XV 111 se sembré comercialmente en Inglaterra y a principios del siglo XIX

se introdujo al continente americano (Lawrence, 2007).
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3.2.2.1. — Posicion sistematica y clasificacion taxondémica

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Subfamilia Nepetoideae
Tribu Mentheae
Género Mentha L.
Especie Mentha x piperita L.
(Harley et al., 2004; Lawrence, 2007; Li et al., 2016; Shipunov, 2018).

Actualmente se reconocen 24 familias pertenecientes al orden Lamiales:
Acanthaceae, Bignoniaceae, Byblidaceae, Calceolariaceae, Carlemanniaceae,
Gesneriaceae, Lamiaceae, Lentibulariaceae, Linderniaceae, Martyniaceae,
Mazaceae, Oleaceae, Orobanchaceae, Paulowniaceae, Pedaliaceae, Phrymaceae,
Plantaginaceae, Plocospermataceae, Schlegeliaceae, Scrophulariaceae, Stilbaceae,
Tetrachondraceae, Thomandersiaceae y Verbenaceae. Dentro del orden se destacan
se encuentran especies medicinales en las familias Acanthaceae, Plantaginaceae y
Scrophulariaceae, arboles ornamentales en Bignoniaceae, Paulowniaceae vy
Verbenaceae, plantas carnivoras en Byblidaceae y Lentibulariaceae, especies
parasitas en Orobanchaceae y especies de interés agricola en las familias Oleaceae,
Pedaliaceae y Lamiaceae (Byng et al., 2016).

La familia Lamiaceae es la sexta familia mas grande dentro de las
angiospermas, contiene alrededor de 236 generos y aproximadamente 7173
especies (Harley et al., 2004). Segun estos autores la familia Lamiaceae esta

conformada por siete subfamilias: Ajugoideae, Lamioideae, Nepetoideae,
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Prostantheroideae, Scutellarioideae, Symphorematoideae y Viticoideae. En el afio
2016, Li et al. por medio de estudios moleculares elevé el nimero de subfamilias a
diez con la incorporacion de la subfamilia Cymarioideae, Premnoideae y
Peronematoideae.

La subfamilia Nepetoideae representa mas del 47% de la familia Lamiaceae
(Lawrence, 2007) y contiene 118 géneros con aproximadamente 3400 especies (Li
et al., 2016). En esta subfamilia se encuentran los géneros mas importantes desde
el punto de vista economico (Lawrence, 2007). Las especies de la subfamilia
Nepetoideae estan ampliamente distribuidas en las regiones tropicales y templadas
de los hemisferios norte y sur con pocas especies nativas en Australia y Nueva
Zelanda (Li et al., 2016).

Aproximadamente el 50% de la subfamilia Nepetoideae corresponde a especies
de la tribu Mentheae (Moon et al., 2010). Uno de los géneros de mayor importancia
dentro de la mencionada tribu es el género Mentha (Lawrence, 2007).

En general, dentro de este género se produce una hibridacién entre especies, lo
cual dificulta su identificacion. En la bibliografia se han publicado mas de 3000
epitetos (Lawrence, 2007), muchos de ellos sindénimos y otros nombres
infraespecificos legitimos (Khan & Abourashed, 2010). En 2007, Tucker & Naczi
redefinieron el género y han determinado 18 especies y 11 hibridos (Lawrence,
2007). Cada especie, a su vez, posee numerosas variedades. Las diferentes
variedades de Mentha producen aceites que difieren en la composicion quimica. En
general poseen mentol y carvona entre sus compuestos principales (Dimitri &

Orfila, 1985; Khan & Abourashed, 2010).
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Lamina 3.2. Descripcion botanica de Mentha x piperita L.

Hierba aromatica perenne. Altura entre
50 a 90 cm hasta 1 m. Cultivada en todo
el mundo. Presenta tres variedades, var.
citrata, var. piperita y var. officinalis.
Esta ultima presenta dos formas, M. x
piperita var. officinalis f. pallescens
(Menta blanca) y M. x piperita var.
officinalis f. rubescens (Menta negra).

Hojas:  opuestas, oblongo-ovaladas
aserradas. Pecioladas o cortamente
pecioladas. Color en el haz verde oscuro
y en el envés méas claro. Cubierta por
tricomas simples y glandulares, en los
cuales se acumula el aceite esencial
(Figura 3.4.).

Tallos: erectos cuadrangulares, muy
ramificados, normalmente glabros. El
color depende de la variedad, de gris-
tomentoso a menudo rojizo a violaceo.

Flor: actinomorfa. Céliz tubular con un
anillo de pelo. Corola violeta, tubular,
glabra con el margen dividido en cuatro
(4 lobulado). En espigas falsas con
numerosas bracteas discretas (Figura
3.5).

Fruto: aquenio estéril por ser hibrido.

Nota: las caracteristicas botanicas han
sido recopiladas de los trabajos de los
siguientes autores: Dimitri & Oirfila,
1985; Fleming, 2000; Arango Mejia,
2006; Khan & Abourashed, 2010; Bufalo
et al., 2016.

Fig. 3.5. Inflorescencia
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3.2.2.2. — Propiedades, usos etnomedicinales e industriales del aceite de
M. X piperita

El aceite esencial de M. x piperita posee propiedades antibacterianas,
antifangicas, antivirales, balsdmicas, carminativas, colagogas, descongestivas y
expectorantes. Posee actividad espasmolitica en los musculos lisos y es eficaz en el
alivio de los sintomas del sindrome del intestino irritable y de la dispepsia no
ulcerosa. Por su efecto calmante y adormecedor se usa para tratar dolores de cabeza,
irritaciones de la piel y ansiedad asociada con la depresion (Fleming, 2000; Arango
Mejia, 2006; McKay & Blumberg, 2006; Khan & Abourashed, 2010; Raja, 2012;
Uritu et al., 2018).

Los extractos de M. x piperita poseen actividad antiviral contra los virus del
herpes simple, del bosque Semliki y del Nilo Occidental. También son efectivos en
el tratamiento de la enfermedad de Newcastle (McKay & Blumberg, 2006; Khan &
Abourashed, 2010; Uritu et al., 2018).

El aceite esencial y los extractos de M. x piperita han demostrado tener efectos
quimiopreventivos, radioprotectores, antimutagénicos y propiedades citotoxicas
(Khan & Abourashed, 2010; Uritu et al., 2018).

En la medicina popular el aceite esencial M. x piperita sirve para combatir el
mareo, el vértigo, las palpitaciones nerviosas, las cefaleas, las quejas estomacales,
las hepaticas, las biliares, las nduseas, los vomitos, el dolor de garganta y de muela,
la faringitis, la inflamacion de la mucosa bucal, los resfriados, la tos, la bronquitis,
la halitosis, la diarrea, el colon irritable, la dismenorrea y los calambres. Su
aplicacion externa se usa para aliviar mialgias y neuralgias (Fleming, 2000; Arango

Mejia, 2006; Khan & Abourashed, 2010; Raja, 2012; Uritu et al., 2018).
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En la industria farmacéutica se usa en la formulacion de compuestos que alivian
la indigestion, el resfriado, la tos y la fiebre (Fleming, 2000; Khan & Abourashed,
2010; Raja, 2012; Uritu et al., 2018).

En la industria cosmética es ampliamente usado como aromatizante en pastas
dentales, enjuagues bucales, jabones, detergentes, cremas, lociones y perfumes y
para la elaboracion de tintura (Khan & Abourashed, 2010; Raja, 2012).

En la industria alimenticia el aceite se utiliza como aromatizantes de cigarros,
gomas de mascar, dulces, chocolates, bebidas alcoholicas y no alcohdlicas, postres
congelados, productos horneados, gelatinas, frutas procesadas y en salsas dulces

(Khan & Abourashed, 2010).

3.2.2.3. — Bioactividad del aceite de M. x piperita en artropodos plaga

Varios son los investigadores que informan del efecto de los aceites esenciales
en insectos plaga.

En el afio 1986, Mansour et al., utilizaron el aceite esencial para el control de
T. cinnabarinus y determinaron una concentracion letal 50 de 1,3% a las 48 horas.

Otros investigadores evaluaron el efecto del aceite en plagas de granos
almacenados. En 1989, Singh et al. observaron el efecto fumigante del aceite en
adultos de S. oryzae, especie en la cual produjo un 46% de mortalidad.

En 1991, Shaaya et al. al evaluar el efecto fumigante lograron controlar el 75%
de los adultos de O. surinamensis, R. dominica, S. oryzae y T. castaneum utilizando

15 ul de aceite puro por litro de aire.
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Por otra parte, en 1994, Regnault Roger & Hamraoui fumigaron semillas de P.
vulgaris utilizando 0,05 pl cm de aceite y observaron un 83% de mortalidad del
braquido A. obtectus y una fuerte inhibicion de la reproduccion.

Al afio siguiente, Perrucci realizd una evaluacion de la toxicidad por contacto
en el &caro T. longior, observando el 100% de mortalidad utilizando una dosis de 1
ul de aceite, mientras que cuando evalud el efecto fumigante obtuvo un 96,7% de
mortalidad con una dosis de 2 pl.

A principios del milenio, Momen et al. (2001) pulverizaron hojas de Rubus
idaeus infestadas con el acaro T. urticae al 1y 2% y observando una repelencia del
85,7% y del 90%, respectivamente. En el mismo afio, Raja et al. expusieron semillas
de V. unguiculata al efecto del aceite puro durante 24 horas para luego infestarlas
con C. maculatus y observaron un 70% de mortalidad y una importante reduccion
en la progenie.

En el afio 2002, Lee et al., evaluaron la accién fumigante del aceite en adultos
de T. castaneum, estableciendo la dosis letal 50 en 25,8 pl I de aceite puro.

En el afio 2003, Choi et al. demostraron el efecto fumigante en adultos de la
mosca blanca T. vaporariorum, logrando un 100% de efectividad en el control
utilizando una dosis de 0,0023 pl de aceite por ml de aire. También observaron un
98% de mortalidad ninfal con 0,0093 pl mI de aire. Al afio siguiente, Choi et al.
evaluaron el efecto fumigante en huevos y adultos del acaro T. urticae obteniendo
el 100% de mortalidad de los adultos con una dosis de 0,019 pl ml? de aire y
afectando un 93% la viabilidad de los huevos con una dosis de 0,0093 pl ml™.

Aroiee et al., en el afio 2005, trabajaron con plantas de Cucumis melo var.

inodorus infestadas con T. vaporariorum y observaron un 62,78% de mortalidad
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aplicando el aceite por riego de aspersion a una concentracion de 8 ppm. Por su
parte, Mauchline et al. evaluaron la actividad repelente en la especie Meligethes
aeneus, coleodptero presente en plantas de Brassica napus y determinaron que el
aceite en una concentracion de 10% en acetona fue efectivo repeliendo el 100% de
los adultos.

En el afio 2010, Han et al. demostraron el efecto fumigante del aceite en el acaro
predador Neoseiulus californicus con una concentracion letal 50 de 23,5 pug cm.
También, Kellouche et al. fumigaron semillas de Phaseolus utilizando 10 ul I de
aire produciendo un 100% de mortalidad en adultos de C. maculatus.

En 2011, Abbasipour et al. evaluaron el efecto fumigante en adultos del
lepiddptero Ephestia kuehniella hallando una concentracion letal 50 de 0,97 ul It a
las 24 horas. En ese mismo afio, Kim et al. probaron el efecto fumigante del aceite
en adultos de Bemisia tabaci (Hemiptera) obteniendo una concentracion letal 50 de
0,82 ml de aceite en 50 pl de acetona.

En el afio 2012, Akhtar et al. determinaron una disuasion alimentaria del 50%
en larvas de Trichoplusia ni que se alimentaban de hoja de Brassica oleracea
tratadas con 55,5 pg cm2 de aceite. En ese mismo afio, Khani et al. determinaron
una concentracion letal 50 de 85,04 pl I al evaluar la actividad fumigante en S.
oryzae. Los mismos autores evaluaron esta actividad en larvas del lepidoptero
Corcyra cephalonica obteniendo una concentracion letal 50 de 343,96 ul I, Por su
parte, Sharaby et al. trabajaron con ninfas de H. littoralis (Orthoptera) incorporando
aceite puro en la dieta y determinaron que la concentracion letal 50 de las ninfas del

primer estadio era de 0,084 mg de aceite en 100 ml de dieta.
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En 2013, Karamaouna et al. probaron la actividad insecticida del aceite
pulverizando hojas infestadas con la cochinilla P. ficus. Estos autores obtuvieron
una concentracion letal 50 de 5,4 mg ml™ de agua para las ninfas y de 8,1 mg ml*
para los adultos. Por su parte, Kim et al. lograron controlar el 88% de las ninfas de
M. pruinosa mediante la inmersién de hojas de H. syriacus en una solucién con
1.000 mg I'%.

Dentro del Orden Lepidoptera, en 2015, Sharaby & EI-Nojiban evaluaron la
toxicidad del aceite en huevos, larvas y pupas de la oruga cortadora A. ipsilon, y
observaron que la concentracion letal 50 por inmersion fue de 0,019 ml en 100 ml
de agua para los huevos y de 0,148 ml ml* para las pupas, mientras que para las
larvas la concentracion letal 50 evaluada por contacto fue 0,032 ml de aceite por
100 ml de agua y por ingestion de 0,160 ml de aceite por ml de dieta.

En 2016 Pandir & Bas probaron el efecto fumigante en huevos, larvas y adultos
de E. kuehniella y observaron que al utilizar una dosis de 20 ul 1" se producia el
100% de mortalidad en adultos, mientras que, con una dosis mayor, de 100 pl I,
lograron un 100% de control en los huevos y un 86% de mortalidad larval. En ese
afio, Renkema et al. evaluaron la repelencia del aceite en el diptero Drosophila
suzukii y lograron repeler un 60% de los adultos durante las primeras 6 horas de la
aplicacion.

En el afio 2017, Al-Antary et al. evaluaron el porcentaje de mortalidad
producido por este aceite esencial en ninfas del tltimo estadio de M. persicae. Estos
autores obtuvieron valores de alrededor del 90% de mortalidad a las 72 horas.

Dado que no existen antecedentes de la actividad bioldgica de E. globulus y M.

X piperita en las especies de afidos en estudio y teniendo en cuenta el uso de

119



productos derivados de vegetales en el control de insectos se plantean las siguientes

hipétesis.

3.2.3. — Hipotesis

¥ Los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y de Mentha x piperita
poseen actividad insecticida en adultos de Acyrthosiphon pisum, Aphis

craccivora y Therioaphis trifolii.

3% Los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y de Mentha x piperita
generan efectos adversos sobre la reproduccion de los afidos Acyrthosiphon

pisum, Aphis craccivora y Therioaphis trifolii.

3% Los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y de Mentha x piperita
poseen actividad repelente en adultos de Acyrthosiphon pisum, Aphis

craccivora y Therioaphis trifolii.

3.2.4. — Objetivos

3% Evaluar la actividad insecticida por inmersion y por contacto de distintas
dosis de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y de Mentha x
piperita en adultos de Acyrthosiphon pisum, Aphis craccivora y Therioaphis
trifolii.

3% Evaluar el efecto de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y de
Mentha x piperita sobre la reproduccién de los afidos Acyrthosiphon pisum,

Aphis craccivora y Therioaphis trifolii.
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3% Evaluar la actividad repelente de los aceites esenciales de Eucalyptus
globulus y de Mentha x piperita a diferentes concentraciones en adultos de

Acyrthosiphon pisum, Aphis craccivora y Therioaphis trifolii.

3.2.5. — Materiales y Métodos

3.2.5.1. — Insectos

Se utilizaron adultos apteros de A. pisum, A. craccivoray T. trifolii provenientes
de colonias susceptibles criadas desde el afio 2012 en el laboratorio de Zoologia
Agricola, Dpto. de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur. Esta poblacién
fue establecida a partir de hembras pteras virginoparas colectadas de una parcela
experimental de M. sativa ubicada en el predio del Campus de la Universidad
Nacional del Sur (lat 38° 41’ 48,70 S, long 62° 14’ 58,38 O).

Los insectos fueron criados sobre plantas de M. sativa cultivar Monarca en
condiciones controladas de temperatura y humedad relativa (24+1°C y 65+£10 %

HR) con un fotoperiodo 12:12 (L: O).

3.2.5.2. — Material vegetal

Las semillas de M. sativa cv Monarca fueron provistas por el Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria (INTA — Red de Evaluacion de Alfalfa) y sembradas
individualmente en macetas de arcillas de 10 cm de didametro con un suelo Haplustol
éntico, fertilizado a tasas comerciales (Soil Survey Staff, 1999). Las plantas
crecieron bajo condiciones controladas de temperatura y humedad relativa (24+£1°C

y 6510 % HR) y fotoperiodo 12:12 (L: O).
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3.2.5.3. — Aceites esenciales

Los aceites comerciales de E. globulus y de M. x piperita fueron producidos por
Swiss-Just Lomas del Mirador, Argentina; manufacturados bajo la supervision y el
control de Ulrich-Justrich AG Walzenhausen, Suiza. Las soluciones de los aceites
esenciales fueron preparadas disolviendo los mismos en agua destilada conteniendo
una solucion de etanol y Tween 20% (0,012:10).

Por otra parte, estos aceites esenciales fueron analizados por Cromatografia
Gaseosa y Espectrometria de Masas (CG-EM HP5972A) en una columna (HP5-MS
30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) con un programa de temperaturas de 50°C durante 3
minutos, una rampa de 5°C/min y temperatura final de 200°C durante 5 minutos.
Los compuestos determinados para los aceites esenciales y sus porcentajes relativos

se muestran en las Tablas 3.1. y 3.2.

Tabla 3.1. Composicion del aceite esencial de E. globulus.

Compuestos Porcentaje relativo
1,8-cineol 92,76%
0-cimeno 3,83%
a-pineno 1,72%
4-careno 1,67%
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Tabla 3.2. Composicion del aceite esencial de M. x piperita.

Compuestos Porcentaje relativo
Mentol 46,82%
Isomentona 21,65%
p-menthan-3-ona 12,13%
p-Mentona 5,38%
Limoneno 4,58%
1,8-cineol 3,93%
Cariofileno 1,13%
Pulegona 1,06%
B-terpineno 0,98%
a-pineno 0,81%
Piperitona 0,77%

Menth-1-ona 0,7%

Los analisis de los aceites esenciales se realizaron en la seccion de Quimica

Orgénica del Instituto de Quimica del Sur (INQUISUR), UNS- CONICET.

3.2.5.4. — Bioensayos
3.2.5.4.a. — Toxicidad por inmersion

Se evalu6 segun el método propuesto por la FAO (FAO, 1970). 10 &fidos
adultos se dispusieron en el interior de un cilindro de vidrio (20 mm de diametro
por 30 mm de altura) cuyo fondo estaba cubierto con una gasa, asegurada con una
banda eléstica. Este cilindro se sumergi6 durante 10 s en una cubeta que contenia 2
ml de las soluciones de los aceites esenciales. Como control los afidos se
sumergieron en 2 ml de agua destilada conteniendo una solucion de etanol y Tween
20% (0,012:10). Los afidos se colocaron sobre hojas del cultivar Monarca y se
realizaron tres réplicas por aceite y por concentracion. Se registrd la mortalidad
luego de 1, 6 y 24 horas de iniciado el ensayo y se estimaron los valores de CLso

(concentracion de un aceite esencial que controla el 50% de la poblacion) mediante
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el programa SPSS 15.0. Para comparar los valores de CLso se utilizo el criterio de

la no superposicion de sus intervalos de confianza del 95% (NSIC, p < 0,05).

3.2.5.4.b. — Toxicidad por contacto

Para evaluar la toxicidad por contacto plantas de M. sativa cv Monarca fueron
infestadas con diez &fidos adultos. Utilizando un micropulverizador manual se
aplicaron a las plantas previamente infestadas 0,2 ml de las soluciones de los aceites
esenciales. Como control se pulverizé con 0,2 ml de agua destilada conteniendo una
solucidn de etanol y Tween 20% (0,012:10). Para evitar el parasitismo o el escape
las plantas fueron confinadas en tubos de vidrios cubiertos con malla antiafidos en
su extremo. Se realizaron tres réplicas por aceite y por concentracion y cada
experimento se repitid tres veces en forma independiente. Se registrd la mortalidad
a las 24 y 48 horas luego del tratamiento y se estimaron los valores de CLso
mediante el programa SPSS 15.0. Para comparar los valores de CLsg se utilizo el
criterio de la no superposicion de sus intervalos de confianza del 95% (NSIC, p <

0,05).

3.2.5.4.c. — Efectos sobre la reproduccién

Para evaluar los posibles efectos sobre la reproduccion plantas de M. sativa cv
Monarca fueron infestadas con una hembra adulta aptera de 24 horas de edad.
Utilizando un micropulverizador manual se aplicaron a las plantas previamente
infestadas 0,2 ml de las soluciones de los aceites esenciales a la concentracion igual
ala CLas (concentracion letal 25%) obtenida en el ensayo de toxicidad por contacto.

Para el control se utilizaron 0,2 ml de agua destilada conteniendo una solucion de
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etanol y Tween 20% (0,012:10). Para evitar el parasitismo o el escape de los afidos
las plantas fueron confinadas en tubos de vidrios cubiertos con malla antiafidos en
su extremo. Se realizaron tres réplicas por aceite y por concentracion. Se registro
diariamente el nimero de ninfas paridas y el nimero de adultos vivos durante siete
dias. Los resultados se analizaron mediante la prueba de varianza ANOVA, previa
verificacion de los supuestos de normalidad con el test de Shapiro-Wilks y de
homocedasticidad con la prueba de Levene (InfoStat, 2018) y las medias fueron

separadas mediante el test de diferencias minimas significativas (DMS, p > 0,05).

3.2.5.4.d. — Repelencia

La actividad repelente se evalué mediante un test de eleccion foliar. Hojas de
M. sativa cv Monarca fueron sumergidas durante 10 s en soluciones de los aceites
esenciales a las concentraciones de 7; 3,50 y 1,75 % (p v''). Como control se
sumergieron hojas en agua destilada conteniendo una solucion de etanol y Tween
20% (0,012:10). Las hojas se dejaron secar durante 1 hora a temperatura controlada
y se colocaron en cajas de Petri (9 cm de didametro) con 2-3 ml de agar al 1% selladas
en la parte superior con tela antiafidos. Cada arena experimental consté de dos hojas
dispuestas de manera equidistante a 4 cm, una tratada con la solucion de los aceites
esenciales y otra con la solucion control. Grupos de 10 afidos se liberaron en el
centro de las cajas de Petri y se registro su ubicacion sobre las hojas a las 24 horas
y 48 horas después de comenzado el experimento. Finalmente se calculd el indice
de repelencia (I.R.= C/(C+T); donde C es el numero de afidos en las hojas control
y T es el nimero de afidos en las hojas tratadas). Se realizaron tres réplicas por

aceite y por concentracion y cada experimento se repitié tres veces en forma
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independiente. Los resultados se analizaron mediante la prueba de varianza
ANOVA, previa verificacion de los supuestos de normalidad con el test de Shapiro-
Wilks y de homocedasticidad con la prueba de Levene (InfoStat, 2018) y las medias
fueron separadas mediante el test de diferencias minimas significativas (DMS, p >

0,05).

3.2.6. — Resultados
3.2.6.1. — Toxicidad por inmersion

En la Tabla 3.3. se presenta la toxicidad por inmersion de los aceites esenciales
de E. globulus y de M. x piperita en el &fido A. pisum. El aceite esencial de M. x
piperita presentd una mayor actividad insecticida en los tres tiempos evaluacion,
sin encontrarse diferencias entre ambos aceites esenciales (NSIC, p > 0,05) (Tabla
3.3).

Tabla 3.3. Toxicidad por inmersion de los aceites esenciales de E. globulus y de M. x
piperita sobre A. pisum.

T.E. Aceit_e N CLso X2 Pendiente + Ofde“ada al
(horas) | Esencial (1C 95%) E.S. origen £ E.S.
. | e | 330 (0,893}5%,4;,1400) L 16598 | 224040275 | 012240116
pi';)/lér)i(ta 330 (0,911121%2?3%83) 16589 | 308640380 | 01390132

6 lobilus | 330 (0’68%5_’30172 45)a | BL6L| 21330271 | 011720113
pi';"ér’i‘t .| 330 (0,60%’38,%3517) _ | 6146 | 246840314 | 02930124

| cfﬁ)l(us 330 (0,32%;_‘(2%2736) L 14610 | 226640333 | 07900139
oo | 390 | (0310005u12)a | 9533 | 223420331 | 081620142

Referencia: T.E.: tiempo de exposicidn; N: nimero total de individuos utilizados; CLso: concentracion letal
50 (% p v'); IC 95%: intervalo de confianza del 95%; X2: Chi cuadrado; E.S.: error estandar. Valores seguidos
por la misma letra no difieren significativamente para cada tiempo de evaluacion (NSIC, p > 0,05).

Para el &fido A. craccivora el aceite esencial de E. globulus fue mas téxico que

el de M. x piperita, aunque no se evidenciaron diferencias significativas entre
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ambos aceites esenciales para los tres tiempos de evaluacion (NSIC, p > 0,05)

(Tabla 3.4.).

Tabla 3.4. Toxicidad por inmersion de los aceites esenciales de E. globulus y de M. x
piperita sobre A. craccivora.

T.E. Aceit_e N CLso X2 Pendiente + ordenada al
(horas) | Esencial (1C 95%) E.S. origen * E.S.
. g|OEL'J|US 330 (0,222&(9),07216) a 22,68 | 0,988 0,207 0,305 + 0,102
pilg\)/lér)i(ta 330 (0,532’;8’89?:’[24) a 54,87 | 2,016 £0,272 0,302 + 0,114

6 globalus | 33 (0,23&?64}825600) L | 3031 | 123140223 | 04400107
pi';)"ér’i‘ta 330 o, 453{3%?77991) , | 5117 1961+0274 | 04130116

y gl(lfu)l(us 330 (0,1382{(3%2188) a 29,04 | 1,338 +£0,248 0,718 + 0,116
pipérita 330 (0,195é—0,4438) a 35,27 | 1,801 +0,303 0,890 + 0,133

Referencia: T.E.: tiempo de exposicidn; N: nimero total de individuos utilizados; CLso: concentracion letal
50 (% p v'1); IC 95%: intervalo de confianza del 95%; X?: Chi cuadrado; E.S.: error estandar. Valores seguidos

por la misma letra no difieren significativamente para cada tiempo de evaluacion (NSIC, p > 0,05).
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Para el afido T. trifolii el aceite esencial de M. x piperita resultd
significativamente mas toxico que el aceite esencial de E. globulus en cada tiempo
de evaluacion (NSIC, p < 0,05) (Tabla 3.5.).

Tabla 3.5. Toxicidad por inmersion de los aceites esenciales de E. globulus y de M. X
piperita sobre T. trifolii.

T.E. Aceite N CLso NG Pendiente + Ordenada al
(horas) | Esencial (1C 95%) E.S. origen £ E.S.
E. 3,1736
. globulus 330 (2,7616-3,6313) b 2541 | 7,288 +1,445 -3,655 + 0,760
M. x 1,3016
piperita 330 (1,0672-1.5975) a 6541 | 3,051 +0,371 | -0,349+0,138
E. 3,1079
. globulus 330 (2,7039-3,5490) b 25,05 | 7,429 +1,484 -3,658 £ 0,770
M. x 1,1836
piperita 330 (0,9604-1,4656) a 68,68 | 2,794 +0,337 -0,204 £ 0,128
E. 0,9340
globulus 330 (0,6859-1,2467) b 50,98 | 1,724 +0,241 0,051 + 0,109
24 M. x 0,4236
piperita 330 (0,2923-0,5597) a 41,59 | 1,992 + 0,308 0,743 £ 0,132

Referencia: T.E.: tiempo de exposicidn; N: numero total de individuos utilizados; CLso: concentracion letal
50 (% p v'1); IC 95%: intervalo de confianza del 95%; X?: Chi cuadrado; E.S.: error estandar. Valores seguidos
por la misma letra no difieren significativamente para cada tiempo de evaluacion (NSIC, p > 0,05).

Cuando se evalud la actividad insecticida de manera conjunta para las tres
especies de afidos se pudo observar que tanto a la primera hora como a las 6 horas
el aceite esencial de E. globulus fue mas toxico para el afido A. craccivora,
diferenciandose significativamente de las otras dos especies (NSIC, p < 0,05)
(Figura 3.6.y 3.7.). A las 24 horas, este aceite resultd mas toxico para A. craccivora
sin hallarse diferencias significativas con el afido A. pisum (NSIC, p < 0,05) (Figura
3.8).

Al considerar el efecto toxico del aceite esencial de M. x piperita se pudo
observar que durante la primera hora este aceite presentd mayor toxicidad para el
afido A. craccivora, diferenciandose significativamente del afido T. trifolii (NSIC,

p < 0,05) (Figura 3.6.). A las 6 horas, este aceite fue mas tdxico para los afidos A.
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pisum y A. craccivora que para el afido T. trifolii (NSIC, p <0,05) (Figura 3.7.). Al

cabo de 24 horas, la toxicidad fue similar para las tres especies de afidos (NSIC, p

> 0,05) (Figura 3.8.).

Fig. 3.6. Toxicidad por inmersion de los aceites esenciales de E. globulus y de M. x piperita
sobre los afidos A. pisum, A. craccivora y T. trifolii durante la primera hora.
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M. x piperita

Aceite esencial

Referencia: Valores de CLso seguidos por la misma letra dentro de cada aceite esencial no difieren
significativamente (NSIC, p > 0,05).
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Fig. 3.7. Toxicidad por inmersion de los aceites esenciales de E. globulus y de M. x piperita
sobre los afidos A. pisum, A. craccivora y T. trifolii durante las primeras 6 horas.

DA pisum  BA. craccivora oT. trifolii

35 1 c
3,1079

E. globulus M. X piperita
Aceite esencial

Referencia: Valores de CLso seguidos por la misma letra dentro de cada aceite esencial no difieren
significativamente (NSIC, p > 0,05).

Fig. 3.8. Toxicidad por inmersién de los aceites esenciales de E. globulus y de M. x piperita
sobre los afidos A. pisum, A. craccivora y T. trifolii durante las primeras 24 horas.
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Referencia: Valores de CLso seguidos por la misma letra dentro de cada aceite esencial no difieren
significativamente (NSIC, p > 0,05).
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3.2.6.2. — Toxicidad por contacto

Al evaluar la toxicidad por contacto de los aceites esenciales no se hallaron
diferencias significativas sobre el afido A. pisum tanto a las 24 como a las 48 horas
(NSIC, p > 0,05). Sin embargo, el aceite esencial de E. globulus fue méas téxico a
las 24 horas, mientras que el aceite esencial de M. x piperita fue el mas toxico a las
48 horas (Tabla 3.6.).

Tabla 3.6. Toxicidad por contacto de los aceites esenciales de E. globulus y de M. x
piperita sobre A. pisum.

T.E. Aceite N Clso N Pendiente Ordenada al
(horas) | Esencial (1C 95%) E.S. origen + E.S.
y g|OEL',|US 180 (0’28315224121) , | 643 | 0624£0246 | -0,102+0,123
pilp\)ﬂér)i(t o | 180 (113 j;_)g;%?l) o | 15:21| 0,996 £0255 | -0,288+0,126

. gIoEﬁlus 180 (0'219%’_5;01';161) o | 1912 | 1,241 £0283 | 0,301+0,125
pilglér)i(ta 180 (0,27:(3355?8,482185) a | 1314 1507£0322 | 04090127

Referencia: T.E.: tiempo de exposicidn; N: nimero total de individuos utilizados; CLso: concentracion letal
50 (% p v'1); IC 95%: intervalo de confianza del 95%; X?: Chi cuadrado; E.S.: error estandar. Valores seguidos
por la misma letra no difieren significativamente para cada tiempo de evaluacion (NSIC, p > 0,05).
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Para el afido A. craccivora, aunque no se observaron diferencias significativas
(NSIC, p > 0,05), el aceite esencial de E. globulus fue méas toxico tanto a las 24
como a las 48 horas (Tabla 3.7.).

Tabla 3.7. Toxicidad por contacto de los aceites esenciales de E. globulus y de M. x
piperita sobre A. craccivora.

T.E. Aceite N CLso X2 Pendiente + Ordenada al
(horas) | Esencial (1C 95%) E.S. origen £ E.S.
E. 2,4917
y globulus 180 (1,6364-4.2955) a 19,99 | 1,167 +0,261 -0,463 £ 0,130
M. x 3,0156
piperita 180 (2,1776-4.6398) a 30,47 | 1,555 +0,281 -0,745 £ 0,144
E. 1,0103
globulus 180 (0,5495-1,5018) a 21,00 | 1,249+0,272 -0,005 £ 0,123
. M. x 1,9494
piperita 180 (1,4521-2.6501) a 37,89 | 1,793 £0,291 -0,519 £ 0,137

Referencia: T.E.: tiempo de exposicidn; N: numero total de individuos utilizados; CLso: concentracion letal
50 (% p v'1); IC 95%: intervalo de confianza del 95%; X?: Chi cuadrado; E.S.: error estandar. Valores seguidos
por la misma letra no difieren significativamente para cada tiempo de evaluacién (NSIC, p > 0,05).

Al evaluar la toxicidad por contacto para el afido T. trifolii no se hallaron
diferencias significativas para ambos aceites esenciales (NSIC, p > 0,05) (Tabla
3.8.), sin embargo, el aceite esencial de M. x piperita fue mas toxico tanto a las 24
como a las 48 horas (Tabla 3.8.).

Tabla 3.8. Toxicidad por contacto de los aceites esenciales de E. globulus y de M. x
piperita sobre T. trifolii.

T.E. Aceite N CLso X2 Pendiente = Ordenada al
(horas) | Esencial (1C 95%) E.S. origen £ E.S.
E. 0,7935
globulus 180 (0,4035-1,4568) a 21,12 | 0,699 +0,152 0,070 + 0,089
24 M. x 0,5685
piperita 180 (0,1058-1,0491) a 11,56 | 0,889 + 0,261 0,218 +0,123
E. 0,5175
globulus 180 (0,2850-0,8218) a 31,97 | 0,896 +0,158 0,256 + 0,092
48 M. x 0,4436
piperita 180 (0,1301-0,7606) a 17,16 | 1,194 + 0,288 0,421+ 0,126

Referencia: T.E.: tiempo de exposicidn; N: numero total de individuos utilizados; CLso: concentracion letal
50 (% p v1); IC 95%: intervalo de confianza del 95%; X?: Chi cuadrado; E.S.: error estandar. Valores seguidos

por la misma letra no difieren significativamente para cada tiempo de evaluacién (NSIC, p > 0,05).
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Al analizar los valores de la CLso obtenidos durante las primeras 24 horas para

las tres especies de afidos y para cada aceite esencial se observé que el aceite de E.

globulus fue maés toxico para T. trifolii, diferencidndose estadisticamente de A.

craccivora (NSIC, p < 0,05) (Figura 3.9.). El aceite esencial de M. x piperita fue

significativamente mas toxico para T. trifolii (NSIC, p < 0,05) (Figura 3.9.).

Fig. 3.9. Toxicidad por contacto de los aceites esenciales de E. globulus y de M. x piperita
sobre los afidos A. pisum, A. craccivora y T. trifolii a las 24 horas.
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Referencia: Valores de CLso seguidos por la misma letra dentro de cada aceite no difieren significativamente

(NSIC, p > 0,05).
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Luego de 48 horas el aceite esencial de E. globulus produjo una toxicidad

estadisticamente similar para las tres especies de afidos (NSIC, p > 0,05) (Figura

3.10.). Por su parte, el aceite esencial de M. x piperita fue méas efectivo para el

control de los afidos A. pisum y T. trifolii que para A. craccivora (NSIC, p < 0,05)

(Figura 3.10.).

Fig. 3.10. Toxicidad por contacto de los aceites esenciales de E. globulus y de M. x piperita
sobre los afidos A. pisum, A. craccivora y T. trifolii a las 48 horas.
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Referencia: Valores de CLso seguidos por la misma letra dentro de cada aceite no difieren significativamente
(NSIC, p > 0,05).
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3.2.6.3. — Efectos sobre la reproduccion

Para el &fido A. pisum, a las 24 horas luego del tratamiento el promedio de ninfas
paridas no difiri6 significativamente del control para ambos aceites (DMS, p >
0,05). A partir del segundo dia de realizarse la pulverizacién hasta el séptimo dia
de evaluacion los aceites esenciales se diferenciaron significativamente del control
(DMS, p < 0,05), produciéndose una disminucion en el porcentaje de ninfas nacidas
que oscilo entre el 30 y el 60% para E. globulus y entre el 30 al 41% para M. X
piperita para cada fecha evaluada (Figura 3.11.).

Fig. 3.11. Promedio de ninfas paridas por dia de A. pisum en plantas de M. sativa tratadas
con los aceites esenciales de E. globulus y de M. x piperita.

O Control E. globulus —0—M. x piperita

Promedio de ninfas
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1 | L
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Referencias: Valores seguidos por la misma letra dentro de cada dia no difieren significativamente (DMS, p >
0,05).

En la Figura 3.12. se observa la curva tedrica de crecimiento del afido A. pisum.
Partiendo de una poblacion inicial de 20 hembras adultas es posible inferir que al
cabo de 25 dias la poblacién de A. pisum creciendo en plantas tratadas con E.

globulus sera de 71 individuos, mientras que la poblacion creciendo en plantas
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pulverizadas con M. x piperita sera de 76 individuos. En el control la poblacion
Ilegaria a 315 hembras en el mismo lapso.

Fig. 3.12. Curva teorica de crecimiento poblacional de A. pisum en plantas de M. sativa
tratadas con los aceites esenciales de E. globulus y de M. x piperita.
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El porcentaje de paricion del afido A. craccivora disminuyo entre un 42 y un
60% en las plantas tratadas con el aceite esencial de E. globulus. Para las plantas
pulverizadas con M. X piperita el porcentaje de disminucion de la paricion para cada
fecha oscilo entre el 26 y el 55 % (Figura 3.13.). Durante todo el ensayo el nimero
de ninfas paridas en plantas tratadas con los aceites esenciales se diferencid
significativamente del control (DMS, p < 0,05) (Figura 3.13.).

Fig. 3.13. Promedio de ninfas paridas por dia de A. craccivora en plantas de M. sativa
tratadas con los aceites esenciales de E. globulus y de M. x piperita.
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Referencias: Valores seguidos por la misma letra dentro de cada dia no difieren significativamente (DMS, p >
0,05).
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De acuerdo a la curva teorica de crecimiento del afido A. craccivora es posible
inferir que se encontraran 41 individuos en las plantas tratadas con E. globulus y 54
individuos en las plantas tratadas con M. x piperita. En las plantas no tratadas la

poblacién llegaria a 333 individuos (Figura 3.14.).

Fig. 3.14. Curva teorica de crecimiento poblacional de A. craccivora en plantas de M.
sativa tratadas con los aceites esenciales de E. globulus y de M. x piperita.
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Al utilizar el aceite esencial de E. globulus se observé que el promedio de ninfas
paridas por T. trifolii disminuyd entre un 26 y un 56% con respecto al control. Al
tratar las plantas con el aceite esencial de M. x piperita se observé una disminucion
de entre el 31 al 46 % (Figura 3.15.).

Para los dias 1, 2, 4, 5, y 7 el niUmero de ninfas paridas en las plantas tratadas
difirieron significativamente del control (DMS, p < 0,05) (Figura 3.15.).

Fig. 3.15. Promedio de ninfas paridas por dia de T. trifolii en plantas de M. sativa tratadas
con los aceites esenciales de E. globulus y de M. x piperita.

O Control E. globulus —0—M. x piperita

Promedio de ninfas

1 2 3 4 5 6 7
Dias

Referencias: Valores seguidos por la misma letra dentro de cada dia no difieren significativamente (DMS, p >
0,05).
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En la Figura 3.16. se observa la curva teorica de crecimiento del afido T. trifolii.
Después de 25 dias es posible inferir que la poblacion de T. trifolii creciendo en
plantas tratadas con E. globulus seria de 139 afidos, mientras que la poblacion del
afido creciendo en plantas pulverizadas con M. x piperita seria de 175 individuos.
En las plantas del control se esperaria una poblacion de 617 individuos.

Fig. 3.16. Curva teorica de crecimiento poblacional de T. trifolii en plantas de M. sativa
tratadas con los aceites esenciales de E. globulus y de M. x piperita.
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3.2.6.4. — Repelencia

La actividad repelente de los aceites esenciales de E. globulus y de M. x
piperita frente al &fido A. pisum se presenta en la Tabla 3.9. Durante las primeras
24 horas de ensayo ambos aceites esenciales produjeron una elevada repelencia,
hallandose diferencias significativas entre todas las concentraciones evaluadas y el
control (DMS, p < 0,05). A la mayor concentracion utilizada, los IRs producidos
por los aceites de E. globulus y de M. x piperita fueron de 0,86 y de 0,90,
respectivamente.

A las 48 horas se observd para el aceite esencial de E. globulus una
disminucion en la repelencia a la menor concentracion, no hallandose diferencias
significativas con el control (DMS, p > 0,05). El aceite esencial de M. x piperita
fue repelente a todas las concentraciones evaluadas. A la menor concentracion el
IR de este aceite esencial (0,63) se diferenci6 del control (DMS, p < 0,05) (Tabla
3.9).

Tabla 3.9. Actividad repelente de los aceites esenciales de E. globulus y de M. X piperita
sobre A. pisum.

Tratamiento Concentracién ILR.+ES. ILR.+E.S.

(% pv?) 24 horas 48 horas
7,00 0,866 + 0,033 ¢ 0,933+ 0,033 ¢
E. globulus 3,50 0,733 +0,033 b 0,733 +£0,033 cd
1,75 0,633+0,033 b 0,566 + 0,033 ab

7,00 0,9+0,057 ¢ 0,9+0,057 e

M. x piperita 3,50 0,733+£0,033 b 0,833 £ 0,033 de
1,75 0,633 +0,033 b 0,633 £ 0,088 bc
Control 0,00 0,466 + 0,033 a 0,466 + 0,033 a

Referencias: I.R. Indice de repelencia; E.S. Error Estandar. Valores seguidos por las mismas letras dentro de

cada columna no difieren significativamente (DMS, p > 0,05).
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Al evaluar los aceites esenciales de E. globulus y de M. x piperita frente al
afido A. craccivora se observd que tanto a las 24 como a las 48 horas estos aceites
esenciales a las mayores concentraciones generaron un elevado efecto repelente

(DMS, p < 0,05) (Tabla 3.10.). A la menor concentracion solo el aceite esencial de

E. globulus produjo repelencia en el &fido A. craccivora (Tabla 3.10.).

Tabla 3.10. Actividad repelente de los aceites esenciales de E. globulus y de M. x piperita

sobre A. craccivora.

Tratamiento Concentracion ILR. £ E.S. ILR. £ E.S.
(Yopv?h 24 horas 48 horas
7,00 0,966 + 0,033 d 0,833+0,033 ¢
E. globulus 3,50 0,9 +£0,057d 0,833 +0,088 ¢
1,75 0,666 + 0,033 ¢ 0,666 + 0,033 b
7,00 0,966 + 0,033 d 0,933 +0,066 ¢
M. X piperita 3,50 0,633 £ 0,033 bc 0,666 + 0,033 b
1,75 0,533 £0,176 ab 0,533 £ 0,033 ab
Control 0,00 0,466 + 0,033 a 0,466 + 0,033 a

Referencias: I.R. Indice de repelencia; E.S. Error Estandar. Valores seguidos por las mismas letras dentro de

cada columna no difieren significativamente (DMS, p > 0,05).
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Los aceites esenciales de E. globulus y de M. x piperita produjeron
repelencia frente al afido T. trifolii a todas las concentraciones evaluadas. Este
efecto dependié de la concentracion tanto a las 24 horas como a las 48 horas (Tabla

3.11).

Tabla 3.11. Actividad repelente de los aceites esenciales de E. globulus y de M. x piperita
sobre T. trifolii.

Tratamientos Concentracion ILR.£ES. ILR.£ES.
(Yo pVv?h 24 horas 48 horas
7,00 0,866 + 0,033 de 0,933 +0,033d
E. globulus 3,50 0,666 = 0,033 bc 0,733 £ 0,033 bc
1,75 0,633+0,033 b 0,633+0,033 b
7,00 0,9+0,057e 0,966 +0,033d
M. X piperita 3,50 0,766 *0,033 cd 0,766 0,066 c
1,75 0,7 £ 0,057 bc 0,666 + 0,066 bc
Control 0,00 0,433 +0,033 a 0,433 +0,033 a
Referencias: I.R. Indice de repelencia; E.S. Error Estandar. Valores seguidos por las mismas letras dentro de

cada columna no difieren significativamente (DMS, p > 0,05).

Dado que en lotes de produccion de M. sativa es frecuente observar la presencia
conjunta de estos afidos resulté de interés evaluar si existian diferencias entre las
distintas especies de &fidos frente a los aceites esenciales de E. globulus y M. x
piperita.

En la Figura 3.17. se compara el efecto repelente del aceite esencial de E.
globulus sobre las tres especies de afidos durante las primeras 24 horas. Este aceite
resultd repelente a todas las concentraciones evaluadas para las tres especies de
afidos, hallandose diferencias significativas con el control (DMS, p < 0,05). El

aceite esencial de E. globulus a la concentracion del 3,5% (p v) resultd ser
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estadisticamente mas repelente para A. craccivora que para el resto de los afidos
(DMS, p < 0,05).

Fig. 3.17. Actividad repelente del aceite esencial de E. globulus durante las primeras 24
horas.
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Referencias: Valores seguidos por las mismas letras no difieren significativamente (DMS, p > 0,05).
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A las 48 horas el aceite esencial de E. globulus generé un efecto repelente
similar para las tres especies de afidos a todas las concentraciones evaluadas (DMS,
p>0,05) (Figura 3.18.).

Fig. 3.18. Actividad repelente del aceite esencial de E. globulus a las 48 horas.
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Referencias: Valores seguidos por las mismas letras no difieren significativamente (DMS, p > 0,05).
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Durante las primeras 24 horas el aceite esencial de M. x piperita a la maxima

concentracion gener6 una repelencia similar en las tres especies de afidos (DMS, p

> 0,05). A las menores concentraciones evaluadas este aceite resulté mas repelente

para el afido T. trifolii que para el &fido A. craccivora (DMS, p < 0,05) (Figura

3.19.).
Fig. 3.19. Actividad repelente del aceite esencial de M. x piperita durante las primeras 24
horas.
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Referencias: Valores seguidos por las mismas letras no difieren significativamente (DMS, p > 0,05).

146



A las 48 horas, el aceite esencial de M. x piperita gener6 un efecto repelente
similar para las tres especies de &fidos, tanto a la mayor como a la menor
concentracion (DMS, p > 0,05) (Figura 3.20.). El aceite esencial a la concentracion
del 3,5% (p v'!) resultd mas repelente para el afido A. pisum que para el afido A.

craccivora (DMS, p < 0,05) (Figura 3.20.).

Fig. 3.20. Actividad repelente del aceite esencial de M. x piperita a las 48 horas.
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Referencias: Valores seguidos por las mismas letras no difieren significativamente (DMS, p > 0,05).

3.2.7. — Discusion

Los aceites esenciales afectan a los insectos y otros artropodos de diversas
maneras dependiendo del tipo de planta de la cual se extraen y de las caracteristicas
fisioldgicas de las especies plagas (Hikal et al., 2017).

Los metabolitos secundarios de los aceites esenciales segun su actividad
bioldgica pueden clasificarse en seis grupos: toxicos, quimioesterilizantes,
repelentes, atractantes, antialimentarios e inhibidores del desarrollo (Trivedi et al.,

2018).
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La actividad insecticida de los aceites esenciales se basa en las concentraciones
de los componentes mayoritarios que pertenecen a la clase de los terpenos, fenoles
y alcaloides (Moghaddam & Mehdizadeh, 2017).

En nuestro trabajo las actividades insecticidas de los aceites esenciales de E.
globulus y de M. x piperita variaron de acuerdo a los tiempos de evaluacién y al
tipo de bioensayo utilizado para registrar la mortalidad de los afidos A. pisum, A.
craccivora y T. trifolii.

Los aceites esenciales de E. globulus y de M. x piperita produjeron mortalidad
tanto por inmersién como por contacto. Similares resultados fueron obtenidos por
otros autores al utilizar aceites esenciales de diferentes plantas sobre los afidos A.
pisum, A. craccivora y T. trifolii (Kassimi & El Watik, 2012; Kassimi et al., 2016).

Cuando los insectos fueron sumergidos en los aceites esenciales las sustancias
toxicas entraron en contacto con la cuticula y difundieron a través de ella en forma
vertical y horizontal. De esta manera una fraccion de cada sustancia cruza el
tegumento, alcanza la hemolinfa y es distribuida por el organismo. Otra fraccion
alcanza el sistema traqueal y viaja por la cuticula hasta alcanzar el tejido blanco. En
este tipo de exposicion la lipofilicidad de las sustancias es un factor importante en
la determinacion de la toxicidad (YYazdgerdian et al., 2015; Hikal et al., 2017; Rizvi
etal., 2018).

En nuestros ensayos tanto a la hora, como a las seis y a las 24 horas el aceite
esencial de M. x piperita fue el mas efectivo para el control del afido T. trifolii. Esto
podria deberse a la presencia de distintos metabolitos secundarios con una alta
lipofilicidad o a diferencias en la concentracion de estos metabolitos (Murray et al.,

2005).
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En el ensayo de toxicidad por contacto los aceites esenciales de E. globulus y
de M. x piperita produjeron menos toxicidad para el &fido A. craccivora. Este afido
fue mas resistente que los afidos A. pisum y T. trifolii. Esta diferencia en la
sensibilidad entre los afidos a los aceites esenciales podria ser el resultado de las
diferentes adaptaciones a la herbivoria (Digilio et al., 2008). El afido A. craccivora
presenta un amplio rango de huéspedes y esta asociado con la habilidad de superar
diferentes tipos de defensas en las plantas (Blackman & Eastop, 2007). De hecho,
los aceites esenciales al igual que otros metabolitos secundarios de las plantas se
supone gue son sintetizados fundamentalmente como defensivos quimicos contra
las plagas (Pavela & Benelli, 2016). Se ha demostrado que los insectos fitéfagos
generalistas poseen una mayor actividad del citocromo P450 detoxificando mas
eficientemente las toxinas de las plantas (Yu 1987; Bass et al., 2013; Peng et al.,
2017).

Cabe destacar que la CLso hallada tanto para los ensayos de inmersion como
para los ensayos de toxicidad por contacto fueron menores que las informadas para
el aceite esencial de M. x piperita sobre el &fido Lipaphis pseudobrassicae (CLso:
8,8 mg mlt) (Sampson et al., 2005) y para el aceite de M. microphylla por
inmersion sobre el afido A. craccivora (CLso: 0,50 mg mI™) (Farghaly et al., 2009)

Algunos estudios han reportado los efectos subletales de los aceites esenciales
y de sus componentes sobre la biologia de los insectos. La exposicion a
concentraciones subletales puede causar cambios en los pardmetros
comportamentales. Algunos aceites esenciales que actian sobre el sistema
endocrino pueden también influir en el comportamiento reproductivo (de Franca et

al., 2017). Los éafidos se alimentan pasivamente de savia floematica, pero ante
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condiciones de estrés como cambios en la calidad del alimento, la presencia de
metabolitos secundarios o cambios endocrinos relacionados con el sistema
reproductivo comienzan a ingerir savia xilematica a fin de reestablecer el balance
hidrico (Spiller et al., 1990; Powell & Hardie, 2002; Daniels et al., 2009). En este
contexto la reproduccion se veria afectada de manera negativa. En nuestro trabajo
se observd una disminucion en la fecundidad diaria de los afidos expuestos a los
aceites esenciales. Segun Dixon (1977) la fecundidad depende en gran medida de
la calidad del alimento. En este estudio la aplicacion de aceites esenciales en las
plantas de M. sativa podria ocasionar un cambio en la calidad del alimento en
detrimento de la reproduccién. Una disminucion en la fecundidad fue observada
por Tomova et al. (2005) al evaluar los aceites esenciales de Tagetes minuta en A.
pisum y por Ofuya & Okuku (1994) al evaluar extractos acetonicos de Zingiber
officinalis y Aframomum melegueta en A. craccivora.

Un repelente ha sido definido como cualquier estimulo que genera un cambio
en el comportamiento, provocando una reaccion de escape o evitacion de la fuente
que lo produce (White, 2006).

Estudios realizados en laboratorio y corroborados a nivel de campo han
demostrado que los aceites esenciales y sus metabolitos poseen el potencial de
actuar simultaneamente repeliendo los insectos plaga y atrayendo a los enemigos
naturales (Alhmedi et al., 2010; Heuskin et al., 2012). Los primeros resultados de
esta tactica de manejo dentro del MIP fueron observados en Australia en cultivos
de algodon para protegerlos del ataque de Helicoverpa sp. Esta estrategia mas

extensamente abordada consiste en repeler el insecto plaga “push” y atraer hacia
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otra zona o trampa para facilitar el control “pull” (Cook et al., 2007; Khan &
Pickett, 2008).

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que los aceites esenciales
de E. globulus y de M. x piperita produjeron repelencia en adultos de A. pisum, A.
craccivora y T. trifolii. Estos aceites poseen metabolitos que podrian provocar un
enmascaramiento de los compuestos volatiles de atraccion de las plantas hospederas
tornando a las mismas repelentes para los afidos (Hori, & Komatsu, 1997; Cook et
al., 2007; Khan & Pickett, 2008). Varios autores han observado que el aceite
esencial de plantas de los géneros Eucalyptus y Mentha generaron repelencia en
diferentes especies de afidos plaga (Hori, 1999; Hosseini et al., 2013; Teixeira et
al., 2014; Oulebsir-Mohandkaci et al., 2015).

Por otro lado, se observé que la actividad repelente de ambos aceites disminuyd
con el tiempo de exposicién. Esto podria deberse al bajo peso molecular y/o a la
gran volatilidad de los compuestos presentes en los aceites esenciales evaluados

(Trongtokit et al., 2005; Shaaya & Rafaeli, 2007).

La actividad insecticida, los efectos sobre la reproduccion y la actividad
repelente de los aceites de E. globulus y de M. x piperita se evaluaron en adultos
de A. pisum, A. craccivora y T. trifolii. En base a los resultados obtenidos y a las

hipdtesis planteadas en el punto 3.2.3. podemos inferir que:

La primera hipotesis se acepta totalmente, dado que los aceites esenciales de E.

globulus y de M. x piperita generaron toxicidad por inmersion y por contacto.
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La segunda hipdtesis se acepta parcialmente dado que:

3% Durante el primer dia el promedio de ninfas paridas por A. pisum en las
plantas tratadas con aceites esenciales fue similar al promedio de ninfas

paridas en el control.

3% Durante el tercer dia el promedio de ninfas paridas por T. trifolii en plantas
tratadas con E. globulus fue similar al promedio de ninfas paridas en el

control.

% Durante el sexto dia el promedio de ninfas paridas por T. trifolii en plantas
tratadas con M. x piperita fue similar al promedio de ninfas paridas en el

control.

La tercera hipdtesis se acepta parcialmente dado que:

3% El aceite esencial de E. globulus a las 48 horas de ensayo y a la menor

concentracion no mostré efecto repelente para el afido A. pisum.

3% EI aceite esencial de M. x piperita a la menor concentracion no mostro

efecto repelente para el &fido A. craccivora a ambos tiempos de evaluacion.
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Conclusiones finales y perspectivas

El manejo integrado de plagas (MIP) es una practica a largo plazo basada en
estrategias que permitan mantener un sistema agricola de manera sustentable. Se
basa en una combinacion de herramientas de control entre las que se incluyen el
control biolégico, el control cultural, el control genético y el control quimico.

El MIP fundamenta parte de su estrategia en el uso de cultivares resistentes y
en la aplicacion de productos no contaminantes que minimicen los riesgos para la
salud humana y ambiental y protejan la fauna benéfica.

En términos agrondémicos, podriamos definir resistencia varietal como la
habilidad inherente de un cultivar para restringir, retardar o para sobreponerse a un
organismo plaga. Desde el punto de vista productivo, el uso de cultivares resistentes
representa una de las herramientas mas simples y sustentables contra la herbivoria.

En esta tesis se evalud la resistencia por antixenosis y antibiosis en cultivares
de M. sativa a los afidos A. pisum, A. craccivora y T. trifolii. Ambos mecanismos,
antibiosis y antixenosis, estan en intima relacién e implican una respuesta conjunta
entre la planta y el herbivoro. En la naturaleza, estas formas de resistencia no deben
ser consideradas en sentido estricto, ya que la antixenosis afecta la dinamica
poblacional de los afidos en muchos aspectos que son paralelos a la antibiosis.

En base a los resultados obtenidos podemos concluir que el cultivar CW 194
fue antixenoético para el afido A. pisum, el cultivar ACA 605 para el afido A.
craccivora y el cultivar Brava para el afido T. trifolii a ambos tiempos de

evaluacion. Estos cultivares podrian ser utilizados en zonas productoras de alfalfa
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a fin de retrasar la colonizacion y reducir el nimero inicial de insectos. Ademas, los
afidos que son disuadidos de establecerse sobre los cultivares antixénoticos
continuarian buscando huéspedes aceptables para la alimentacion y en
consecuencia quedarian expuestos durante mas tiempo a los enemigos naturales.

Los cultivares de M. sativa CW 1010, Pampa Flor, Sirosal y Venus resultaron
antibioticos para el afido A. pisum y los cultivares CW 194, CW 1010 y EBC 90
para el afido A. craccivora. Estos cultivares afectaron de manera negativa el
crecimiento poblacional de ambas especies. Dentro de un manejo integrado de
plagas los mismos podrian utilizarse en areas productoras de M. sativa a fin de
reducir las potenciales infestaciones que producirian una disminucion en la
disponibilidad de forraje.

La tolerancia a la herbivoria esta dada por la capacidad genética inherente a la
planta que le permite superar el ataque del artrépodo y no por la interaccién insecto-
planta. En este trabajo se observé que el cultivar Carmina fue altamente tolerante
al ataque del afido A. pisum. Ante la presencia de A. craccivora los cultivares
altamente tolerantes fueron SPS 6550, CW 194 y CW 830. Estos dos ultimos
cultivares también resultaron altamente tolerantes para el &fido T. trifolii. El empleo
de estos cultivares tolerantes contribuiria a evitar pérdidas en materia seca debido
a la herbivoria y a disminuir la aplicacion de insecticidas sintéticos en areas con
altas infestaciones de estos afidos.

En un sistema productivo, el uso de cultivares de M. sativa resistentes implicaria
una menor presencia de afidos. Sin embargo, dado la gran variabilidad dentro de
las poblaciones de estas especies, la adaptacion a distintas hospederas y la aparicion

de nuevos biotipos, los afidos plaga llegan ocasionalmente al nivel de dafio
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econdémico. En estas instancias, el empleo de aceites esenciales es otro de los
eslabones a considerar dentro del MIP.

A fin de determinar la bioactividad de los aceites esenciales de E. globulus y de
M. x piperita sobre los afidos plaga en un cultivo de M. sativa en esta tesis se evalud
la actividad insecticida, los efectos sobre la reproduccion y la repelencia.

En base a los resultados obtenidos podemos concluir que ambos aceites
esenciales presentaron toxicidad por inmersion y toxicidad por contacto en las tres
especies de afidos. En los ensayos de inmersion la especie A. craccivora fue mas
susceptible y en los ensayos de pulverizado de planta la especie mas susceptible fue
T. trifolii. Ademas, los aceites esenciales generaron una disminucion de la progenie
de los afidos criados sobre plantas de M. sativa tratadas. Estos aceites podrian ser
utilizados en un ecosistema agricola como una herramienta sustentable y no
contaminante.

Los aceites esenciales aplicados a las concentraciones de 7 y 3,5% (p v?)
generaron un amplio efecto repelente sobre los &fidos tanto a las 24 como a las 48
horas de evaluacion. Estos aceites podrian ser utilizados para enmascarar 0s
compuestos volatiles de atraccion de las plantas hospederas tornado a las mismas
repelentes.

A nivel de campo, el control de &fidos se realiza por medio del uso de
insecticidas sinteticos. Actualmente, el conocimiento de los dafios ocasionados por
estos productos quimicos incentiva el uso de cultivares resistentes y de productos

naturales como herramientas alternativas de control.
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En consecuencia, el presente trabajo constituye un aporte interesante a estas
lineas de investigacion que permiten integrar técnicas dentro del manejo de estas

plagas.
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