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Resumen

Cambios en las relaciones planta-afido-endosimbionte mediados por estrés
oxidativo provocado por 0zono

El aumento del ozono en la tropdsfera a niveles perjudiciales para los seres
vivos es parte del cambio global. Actualmente, el 2-15% del rendimiento de los
principales cultivos se pierde por el ozono. Sin embargo, este impacto debe
considerarse en el contexto de la interaccion con otros factores de estrés biotico y
abiotico. El ozono modifica el balance oxidativo de las plantas y con ello, la
susceptibilidad a plagas de insectos. En esta tesis se estudiaron los efectos directos e
indirectos del ozono sobre las relaciones planta-afido-endosimbionte, con énfasis en
los antioxidantes como moduladores del crecimiento poblacional. Se evalu6 el efecto
directo del ozono sobre los afidos mediante un experimento con dietas artificiales. El
ozono no afectd los antioxidantes en los insectos, aunque afectd la peroxidacion de
lipidos (TBARS): los TBARS fueron mayores en el tratamiento de ozono alto que en
la dosis intermedia aunque similares al control. La dispersion de los afidos fue menor
y la mortalidad fue mayor en ambos tratamientos con ozono. No obstante, el
crecimiento de las poblaciones establecidas a partir de los afidos sobrevivientes y la
asociacion con endosimbiontes primarios y secundarios no fueron afectados por el
ozono. Los &fidos (no expuestos) se establecieron exitosamente en plantas
previamente expuestas 0 no a 0zono Yy sus poblaciones crecieron a tasas similares
aunque las plantas ozonificadas tuvieran dafios visibles. En conclusion, las respuestas
idiosincraticas de los afidos frente al ozono podrian surgir de la interaccién entre
efectos directos e indirectos y el efecto directo podria reducir el impacto de los brotes
epidémicos porque afecta la supervivencia y la dispersion de los &fidos. Ademas, la
incorporacion de los endosimbiontes al marco de estudio permitié identificar
preguntas importantes que aportardn al futuro conocimiento de los efectos de la
contaminacion con ozono sobre los afidos, tales como si los endosimbiontes
facultativos podrian disminuir los efectos del ozono protegiéndolos contra el estres
oxidativo o suplementando su nutricion.

Palabras Clave: Cambio Global, Ozono Troposférico, Interaccion Planta-
Insecto, Buchnera aphidicola, Endosimbionte primario, Endosimbionte Facultativo,
Especies Reactivas de Oxigeno, Antioxidantes.
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Abstract

Changes in plant-aphid-endosymbiont interactions mediated by ozone oxidative
stress

Tropospheric ozone increase to harmful concentrations is part of global change.
Currently, the main crops yield is reduced by 2-15% due to the effects of ozone.
However, this impact should be considered in the context of the interaction with other
biotic and abiotic stress factors. Ozone alters the oxidative balance of plants and its
susceptibility to insect pests. In this thesis, the direct and indirect effects of ozone on
plant-aphid-endosymbiont interaction were addressed, with emphasis on antioxidants as
modulators of aphid population growth. We evaluated the direct effect of ozone on
aphids in an artificial diet experiment. Ozone did not affect the antioxidant
concentration in the insects, although affected lipid peroxidation (TBARS): TBARS
were higher in the high ozone treatment than in the intermediate dose, although similar
to the control. Aphid dispersion was lower and mortality was higher in both ozone
treatments. However, the population growth of aphids previously exposed to ozone and
the association with primary and secondary endosymbionts were unaffected by ozone.
Aphids (unexposed to ozone) established successfully and their populations grew at
similar rates on plants which were previously exposed to ozone or not, although
exposed plants showed visible ozone damage. In conclusion, the idiosyncratic responses
of aphids to ozone could arise from the interaction between direct and indirect effects
and the direct effect may potentially reduce the impact of aphid outbreaks and virus
transmission since it affects aphid survival and dispersion. Furthermore, the
incorporation of aphids’ endosymbionts to the study framework allowed the
identification of important questions that will contribute to the future understanding of
the effects of ozone pollution on aphids, sucha as if facultative endosymbionts may
diminish the harmful effects of ozone providing protection against oxidative stress or
nutritional supplementation.

Keywords: Global Change, Tropospheric Ozone, Plant-Insect Interaction,
Buchnera aphidicola, Primary Endosymbiont, Facultative Endosymbiont, Reactive
Oxygen Species, Antioxidants.
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Capitulo 1

INTRODUCCION GENERAL






1.1. El incremento del ozono en la troposfera es parte del cambio global y afecta a
los cultivos

El ozono (O3) es un gas que se forma y se destruye de forma continua en la
atmosfera mediante reacciones fotoquimicas (Figura 1.1). En la estratosfera, estas
reacciones fotoquimicas evitan la llegada de los rayos del UV-C a la superficie terrestre
y corresponde a lo que cominmente se llama “capa de ozono”. Sin embargo, los efectos
del ozono no siempre son positivos. La acumulacion de ozono en la troposfera, producto
de las actividades humanas (IPCC, 2007), tiene impactos negativos sobre la vegetacion,
la salud humana y los materiales (Ashmore, 2005). Los principales precursores de
ozono son los éxidos de nitrogeno reactivo (NOx: mondxido y dioxido de nitrogeno) y
los compuestos organicos volatiles (VOCs) que reaccionan en presencia de luz solar
(Figura 1.1). Estos precursores pueden tener un origen natural (VOCs emitidos por la
vegetacion, NOx del suelo) o antropico (combustién de combustibles fésiles, actividad
industrial). Ademas, la concentracion de ozono se puede incrementar debido a las
intrusiones desde las capas superiores de la tropdsfera y desde la estratosfera y debido al
transporte de ozono desde regiones contaminadas distantes (Vingarzan, 2004).

En la actualidad, los niveles basales de ozono en la atmosfera son suficientes como
para afectar negativamente el crecimiento y productividad de los cultivos en varias
regiones del mundo (Booker et al., 2009). Se estima que los niveles basales de ozono en
la tropdsfera se incrementaron entre dos y cinco veces respecto de la concentracion a
principios del siglo veinte (Vingarzan, 2004) y se calcula que las pérdidas de
rendimiento asociadas al ozono varian entre 2,2% y 5,5% para el maiz, entre 3,9% y
15% para el trigo y entre 8,5% y 14% para el cultivo de soja (Wilkinson et al., 2012). El
ozono disminuye la tasa de fotosintesis, acelera la senescencia de las hojas, disminuye
el crecimiento y rendimiento de las plantas (Meyer et al., 2000; Xu et al., 2007).
Ademas de provocar lesiones en los tejidos vegetales, el ozono altera el funcionamiento
de los mecanismos de defensa y reparacion en las plantas.
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Figura 1.1. Principales reacciones de formacion de ozono en la troposfera
a partir de dxidos de nitrégeno reactivo (NOXx) y compuestos organicos volatiles
(VOCs). NO: mondxido de nitrdgeno, NO,: dioxido de nitrogeno, RH: compuesto
organico volatil. Adaptado de Iriti y Faoro (2009).

1.2. Los &fidos son importantes plagas de los cultivos

Los afidos (Hemiptera: Aphididae) reducen el rendimiento de los cultivos por el
dafio directo que provoca su alimentacion y porque la mayoria de las especies son
vectores de virus que provocan enfermedades en las plantas (Ng & Perry, 2004; van
Emden & Harrington, 2007). El dafio por alimentacion no involucra solamente la
remocion de fotoasimilados, sino que ademas altera el transporte de fuente a destino
(Goggin, 2007) y algunas especies producen una saliva con efecto fitotdxico (Dedryver
et al., 2010). Estos insectos tienen un tiempo generacional corto y la capacidad de
reproducirse de forma partenogenética, lo que explica sus altas tasas de crecimiento
poblacional. Ademas, dado que tienen un tamafio corporal pequefio y una cuticula
delgada (que los torna susceptibles a la deshidratacién) requieren de tiempos
prolongados de interaccion con la planta para sustraer cantidades suficientes de
alimento.

Los afidos tienen un aparato bucal picador-chupador que les permite atravesar el
tejido vegetal por via apoplastica hasta acceder a los elementos del tubo criboso del
floema (Figura 1.2). Las piezas bucales de los &fidos estan modificadas formando un
estilete con dos canales: el alimentario y el salival. Los afidos insertan el estilete entre



dos células epidérmicas, atraviesan el tejido por via apoplastica y evallan la calidad de
la planta picando algunas células en su recorrido al floema. A medida que atraviesan el
tejido secretan una saliva gelificante, que forma una vaina alrededor del estilete y tiene
una doble funcion: por un lado, actia como lubricante facilitando el movimiento de
entrada y salida del estilete y por otro, sella las punciones realizadas a las células
vegetales, evitando la oclusion del floema (Guerrieri & Digilio, 2008). Una vez
alcanzado el haz vascular, los afidos secretan una saliva acuosa, denominada “saliva
liquida” rica en enzimas liticas que actian sobre los tejidos vegetales. Algunas de las
enzimas caracterizadas hasta el momento incluyen: fenoloxidasas y peroxidasas, que
actuarian transformando los compuestos fendlicos en compuestos de menor toxicidad
(Giordanengo et al., 2010).

Exudado

Labio
Estilete
Epidermis

Saliva gelificante
Parénquima

Elementos del tubo criboso

Apice del estilete

Figura 1.2. Representacidon esquematica del modo de alimentacion de los
afidos sobre las plantas (Adaptado de Guerrieri & Digilio, 2008).

Este modo de alimentacidn, caracteristico de los hemipteros, tiene repercusiones en
la activacion de las defensas de las plantas. Las plantas cuentan con dos vias principales
de defensa contra herbivoros y patdgenos, mediadas por el acido jasmonico y el acido
salicilico (Thaler et al., 2010). Tradicionalmente se relacioné la via del jasménico con
las defensas contra insectos masticadores y las defensas mediadas por acido salicilico
con las defensas contra patogenos. Sin embargo, se demostré que los afidos (y los
hemipteros en general) pueden activar y ser susceptibles a ambas vias de defensa (Smith
& Boyko, 2007; Thaler et al., 2010), aunque las respuestas de los afidos frente a las
defensas mediadas por acido salicilico son mas consistentes que las mediadas por el
jasmonico (Thaler et al., 2010). Esta similitud entre las respuestas de las plantas frente a
los hemipteros y los patdgenos (Kaloshian & Walling, 2005) ha conducido a diferentes
hipbtesis de trabajo. Considerando que las vias del acido jasmoénico y del &cido



salicilico son antagonicas (Zarate et al., 2007), algunos autores han propuesto que los
hemipteros manipulan las defensas en su beneficio, activando una via que antagoniza
con la que activa las defensas apropiadas, lo que les permitiria mantener una
alimentacion prolongada sobre una misma planta (Schultz, 2002; Zarate et al., 2007;
Walling, 2008). Alternativamente, otros autores sugieren que la activacion de la via del
salicilico frente al ataque de afidos se relaciona con el reconocimiento de los
endosimbiontes de los afidos (Smith & Boyko, 2007).

1.3. Las consecuencias de la contaminacion con ozono sobre los afidos alin son
inciertas

Una de las maneras en las que se espera que el cambio global afecte la
productividad de los agroecosistemas es a través de cambios en las epidemias de
insectos (Fuhrer, 2003). Como se menciond previamente, el incremento de la
concentracion de ozono en la atmosfera modifica la susceptibilidad de las plantas al
ataque de los insectos. Sin embargo, nuestra comprension desde la dptica de los insectos
es mas limitada. En particular, las respuestas de los afidos frente al 0zono son variables.
Hasta el momento, se han detectado efectos tanto positivos, como negativos y neutros
sobre los é&fidos (Warrington, 1989; Jackson, 1995; Holopainen & Kossi, 1998;
Holopainen, 2002; Awmack et al., 2004; Menéndez et al., 2010; Peltonen et al., 2010;
Mondor et al., 2010). En los primeros trabajos se detecté un efecto positivo del ozono
sobre el crecimiento individual de los &fidos (Warrington, 1989; Jackson, 1995), aunque
luego se demostré que el crecimiento individual no permite predecir el crecimiento
poblacional (Holopainen & Kossi, 1998; Awmack et al., 2004; Mondor et al., 2010). En
los trabajos posteriores se volvio evidente que diferentes parametros poblacionales de la
misma especie podian cambiar en sentidos opuestos bajo un mismo nivel de ozono. Por
ejemplo, en un experimento realizado con el &fido Cinara pilicornis, la exposicion a
ozono redujo el tiempo de desarrollo de los &fidos, pero la tasa de crecimiento de las
ninfas de la generacion siguiente fue menor y en suma no afecté el crecimiento
poblacional (Holopainen & Kossi, 1998). En contraste, Awmack y colaboradores, 2004
encontraron que el ozono redujo el crecimiento poblacional aunque no afect6 la tasa de
crecimiento individual, el tiempo de desarrollo, el peso de los individuos ni el nimero
de embriones por adulto. En la mayoria de estos trabajos, los afidos y las plantas fueron
expuestos a 0zono de manera conjunta y las explicaciones de los resultados se centraron
en cambios en la calidad nutricional de las plantas: senescencia prematura,
relocalizacién de nutrientes desde tejidos dafiados por ozono vy lignificacion prematura
(Holopainen, 2002).

Este enfoque minimiza la complejidad de los efectos, que pueden operar de manera
simultanea en estos sistemas (Figura 1.3). Mientras que la mayoria de los trabajos
destaca los efectos directos del ozono sobre las plantas y sus consecuencias sobre los
insectos (efectos indirectos del ozono) mediante variaciones en la calidad nutricional,



otras posibilidades han sido escasamente exploradas. Por ejemplo, el ozono tiene
efectos directos y negativos en otros insectos, en los que provoca acumulacion de dafio
oxidativo y mortalidad (Cross et al., 2002; Holmstrup et al., 2011). El trabajo de
Jackson, 1995 es el Unico que evalud los efectos directos del ozono sobre los afidos y
concluyé que no eran significativos. Sin embargo, esta evaluacion se restringié al
impacto del ozono sobre el crecimiento individual y no se evaluaron efectos de
toxicidad ni parametros poblacionales. En caso de demostrarse efectos directos del
ozono sobre los afidos, cabria también la posibilidad de evaluar los efectos indirectos
del ozono sobre las plantas, mediados por los afidos. En otras palabras, esto
corresponderia a reconocer que el ozono podria modificar la capacidad de los afidos de
establecerse en una planta.

Ozono

Afido Planta

Figura 1.3. Representacion de la suma compleja de efectos a los que se exponen
afidos y plantas en los experimentos de exposicion simultdnea al ozono. Las
flechas de trazo completo representan los efectos directos y las de trazo quebrado
los indirectos.

Ademas de que estas cadenas de efectos directos e indirectos pueden presentarse de
forma simultanea, los efectos que se detectan en una escala dada, no pueden ser
extrapolados directamente a otra diferente, tal como ocurre con la tasa de crecimiento
individual y la de crecimiento poblacional en afidos expuestos a ozono (Holopainen &
Kossi, 1998; Awmack et al., 2004; Mondor et al., 2010). En resumen, a partir de este
analisis resulta mas evidente que mejorar nuestra comprension de los efectos del ozono
sobre los afidos requiere primero desacoplar esta suma de efectos para luego integrarlos
a través de las distintas escalas.

1.4. Las especies reactivas de oxigeno como interfaz para estudiar las interacciones
planta-insecto en un contexto de contaminacién con 0zono

El ozono ingresa a la planta a traves de los estomas y rapidamente se degrada
dando lugar a la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés
Reactive Oxygen Species) en el apoplasto. La percepcion de ROS en la planta induce un
estallido oxidativo endogeno (Kangasjarvi et al., 2005) que es similar al que ocurre en
la respuesta hipersensible contra patdgenos (Zuccarini, 2009) y cuando la planta es
atacada por insectos (Kerchev et al., 2012). Es decir que el ozono activa mecanismos de



defensa comunes a otras amenazas. Este fenOmeno de comunicacion cruzada entre
factores de estrés bidtico y abiotico podria incrementar o disminuir la susceptibilidad de
las plantas al ataque de insectos (Rouhier & Jacquot, 2008; Bidart-Bouzat & Imeh-
Nathaniel, 2008; Menéndez et al., 2009; Peltonen et al., 2010) y modificar también la
capacidad de los insectos de explotar a las plantas en un ambiente con crecientes
concentraciones de o0zono. Las especies reactivas del oxigeno son, ademas, parte de la
defensa de las plantas (Johnson & Felton, 2001). EI incremento de la concentracién de
ROS provoca dafio oxidativo directo a los afidos (Smith & Boyko, 2007), que es
contrarrestado por enzimas y compuestos antioxidantes en los insectos (Lukasik, 2007).
Es decir que ROS y antioxidantes son una moneda de cambio importante en la
interaccion planta-insecto, que ademas puede ser modificada por el ozono.

Las reacciones oxidativas provocadas por el 0zono no son exclusivas de las plantas,
sino que el ozono también provoca dafio oxidativo en animales (Thiele et al., 1997,
Wagner et al., 2001; Cross et al., 2002). En los insectos, la exposicion a 0zono provoca
peroxidacién de lipidos y, aplicado en altas dosis, provoca mortalidad, lo que hace del
0zono un gas util para el tratamiento de productos almacenados (Cross et al., 2002;
Holmstrup et al., 2011). Sin embargo, los efectos directos del ozono han sido poco
estudiados en los afidos (Jackson, 1995).

En resumen, el aumento en la concentracién de ozono en la tropdsfera reduce el
rendimiento de los cultivos agricolas y podria modificar el impacto de las plagas
agricolas, aunque la informacion disponible hasta el momento impide realizar
proyecciones claras al respecto. Por otro lado, dado que el ozono conduce a la
acumulacién de ROS en los seres vivos, la inclusion del estrés oxidativo en la presente
tesis resulta ineludible. Tal como se menciond anteriormente, los ROS vy los
antioxidantes son una moneda de cambio importante en la interaccion planta-insecto,
que ademas puede impactar a diferentes niveles de organizacion. A nivel molecular, los
ROS afectan la sefializacion de vias de defensa y reparacion. A nivel celular, la
acumulacién excesiva de ROS puede llevar a la muerte celular. A nivel tisular, puede
llevar al malfuncionamiento de 6rganos y de alli a variaciones en rasgos de historia de
vida de los organismos que pueden a su vez traducirse en variaciones de las tasas vitales
a nivel poblacional.

1.5. La simbiosis ofrece oportunidades para enfrentar los desafios del ambiente

Las asociaciones simbidticas son un fendmeno ubicuo en la naturaleza que
permite a animales y plantas adquirir nuevas capacidades metabdlicas (Chaston vy
Goodrich-Blair, 2010; Moran, 2007) y explotar nichos que de otra manera serian
inaccesibles. Por ejemplo, los afidos se alimentan exclusivamente del floema de las
plantas, que es pobre en aminoacidos esenciales. Sin embargo, la asociacién con
Buchnera aphidicola (Enterobacteriaceae) es el simbionte primario de los é&fidos,
excepto en las familias Phylloxeridae y Adelgidae, y en algunas especies de



Hormaphididae (Douglas, 1998). Esta simbiosis mutualistica tiene base nutricional dado
que la bacteria sintetiza metionina, cisteina y triptéfano (aminoacidos esenciales que los
afidos no pueden obtener a partir de la dieta), a partir de acido glutamico (Douglas,
1998b). La relacién entre afidos y B. aphidicola se considera como un mutualismo
obligado, dado que no se conocen formas de vida libre de la bacteria y los afidos que
pierden al endosimbionte son de menor tamafio y de fecundidad reducida (Baumann et
al., 1995; Douglas, 1998a). Estas bacterias se alojan dentro de los simbiosomas, que son
vesiculas dentro de un tipo de células llamado bacteriocitos o micetocitos. Los
bacteriocitos se agrupan en una estructura bilobada dentro de la cavidad del cuerpo de
los afidos llamada bacterioma o micetoma (Baumann et al., 1995). La transmision de
Buchnera es estrictamente vertical. La asociacion afido-Buchnera se remonta a 150-250
millones de afios atras, cuando un ancestro de los afidos actuales fue infectado por una
bacteria de vida libre. A partir de entonces comenzo la co-especiacién y diversificacion
sincronica del hospedador y el simbionte, tal como lo demuestra la congruencia de los
arboles filogenéticos.

Ademas de esta asociacion, es frecuente que los afidos alberguen endosimbiontes
facultativos que no son estrictamente necesarios para la supervivencia del hospedador.
Muchas proveen beneficios s6lo en condiciones ambientales particulares e incluso
pueden tener efectos negativos sobre el fitness (Russell & Moran, 2006; Castafieda et
al., 2010; Vorburger & Gouskov, 2011). Estos endosimbiontes pueden hallarse libres en
el hemocele, en algunos tipos de células e incluso dentro del micetoma ocupado por B.
aphidicola (Tsuchida et al., 2002; Sakurai et al., 2005; Moran et al., 2005). Mientras
que la transmision de B. aphidicola es estrictamente vertical, de madres a hijas, los
endosimbiontes facultativos pueden transmitirse de forma vertical horizontal u
horizontal (Douglas, 1998b). Los beneficios mejor descriptos de la simbiosis con
endosimbiontes secundarios son la defensa contra avispas parasitoides y la proteccién
contra el estrés térmico (Haynes et al., 2003; Haine, 2008).

Los mutualismos se establecen y disuelven en escalas de tiempo evolutivas. Sin
embrago, las tasa de cambio en estos procesos podrian modificarse en el presente
escenario de cambio global (Tylianakis et al., 2008; Kiers et al., 2010), generando
nuevos interrogantes: 1) Si estas simbiosis pueden cambiar de mutualismo a
antagonismo. 2) Si la relacion simbidtica entre organismos puede desaparecer. 3) Si la
pérdida de la simbiosis puede llevar a la extincion de especies. Evaluar estas preguntas
en el contexto de las relaciones afido-endosimbionte puede ser de importancia para
comprender las respuestas variables de los afidos expuestos a dosis elevadas de ozono.
Si relacionamos nuestro conocimiento previo sobre las simbiosis afido-bacteria con los
interrogantes planteados previamente, se plantean las siguientes posibilidades: 1) que la
proteccion contra factores de estrés ambiental que brindan los endosimbiontes funcione
bajo ciertos rangos de variacion ambiental, por fuera de los cuales los costos de la
asociacion superen a los beneficios (Russell & Moran, 2006; Castafieda et al., 2010;
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Vorburger & Gouskov, 2011). En esta situacion, si las bacterias retienen factores
asociados a patogenicidad, la relacion podria cambiar a un antagonismo, 0 2) podria
romperse la asociacion. Dependiendo del grado de interdependencia de los simbiontes,
uno de las especies podria extinguirse (3).

1.6.0Objetivos e hipotesis de la tesis

El objetivo general de esta tesis es determinar si el ozono puede alterar las
relaciones planta-afido-endosimbiontes. Los objetivos especificos de esta tesis son:

e Describir los efectos de diferentes regimenes de estrés por ozono sobre el
crecimiento de las poblaciones de afidos.

e Evaluar el efecto directo del ozono sobre los &fidos a nivel individual y
poblacional.

e Evaluar el rol de los antioxidantes como reguladores de la dindmica poblacional
de los afidos.

e Caracterizar la biota endosimbionte de la poblacion de afidos empleada en los
experimentos de esta tesis.

e Evaluar cambios en la composicion de la biota endosimbionte
(presencia/ausencia) en afidos sometidos a diferentes condiciones de estrés y
asociarlo a la capacidad de generar nuevas colonias de &fidos en plantas no
estresadas.

La hipdtesis general es que los episodios de ozono troposférico afectan la dindmica
poblacional de los é&fidos modificando su poder antioxidante directamente, e
indirectamente a través del impacto sobre los endosimbiontes y las plantas huésped
(Figura 1.4). La hipétesis especifica 1 es que los episodios de estrés agudo por 0zono
alteran el balance oxidativo de los afidos. La hipotesis especifica 2 es que la
colonizacién de nuevas plantas depende del potencial antioxidante de los insectos. La
hipdtesis especifica 3 es que la exposicion a ozono reduce la movilidad de los &fidos.
La hipotesis especifica 4 es que el dafio oxidativo provocado por el ozono puede
desacoplar la simbiosis con B. aphidicola y H. defensa. La hipotesis especifica 5 es que
el ozono tiene un efecto indirecto positivo sobre el crecimiento de las poblaciones,
mediado por la incorporacion de antioxidantes de origen vegetal.
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Figural.4. Modelo de los efectos directos e indirectos del ozono sobre los afidos
y sus consecuencias en el crecimiento poblacional. Los nimeros corresponden a
las hipdtesis especificas que se evallan en la tesis.

1.7. Estructura de la tesis

La tesis consta de cinco capitulos. EI primero corresponde a la introduccion
general, en el que se presentan los antecedentes, objetivos e hipotesis que motivaron
este trabajo. En el segundo capitulo de la tesis se describe la asociacion del afido
Metopolophium dirhodum con el endosimbionte secundario H. defensa, previamente
desconocida. En el tercer capitulo se evaltan los efectos directos del ozono en términos
de las hipotesis especificas 1, 2, 3 y 4. En el cuarto capitulo se evalla el efecto indirecto
del ozono sobre los afidos en términos de la hipdtesis especifica 5. En el quinto capitulo
se realiza una sintesis final y discusion general de los resultados de este trabajo.
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Capitulo 2

IDENTIFICACION DE UN NUEVO ENDOSIMBIONTE SECUNDARIO EN
METOPOLOPHIUM DIRHODUM
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2.1. Introduccién

Las interacciones simbidticas permiten a los afidos incorporar nuevas capacidades
metabolicas que posibilitan un mejor ajuste al ambiente (Moran, 2007). Ademas de la
simbiosis obligada con Buchnera aphidicola (ya mencionada en el capitulo 1) los afidos
albergan a otras bacterias endosimbiontes que reciben el nombre de secundarias o
facultativas (Moran & Baumann, 2000). A diferencia de la simbiosis con B. aphidicola,
la asociacion con estas bacterias no es estrictamente necesaria para la supervivencia del
hospedador. Muchas proveen beneficios sélo en condiciones ambientales particulares e
incluso pueden tener efectos negativos sobre el fitness (Russell & Moran, 2006;
Castafieda et al., 2010; Vorburger & Gouskov, 2011). Los endosimbiontes secundarios
pueden hallarse libres en el hemocele, en algunos tipos de células e incluso dentro del
micetoma ocupado por B. aphidicola (Tsuchida et al., 2002; Sakurai et al., 2005; Moran
et al., 2005). Ademés de transmitirse verticalmente de madres a hijas, los
endosimbiontes secundarios se transmiten horizontalmente dentro y entre especies
(Oliver et al., 2010).

Existen al menos seis endosimbiontes secundarios de afidos: Hamiltonella defensa,
Serratia symbiotica, Regiella insecticola, Rickettsia sp., Spiroplasma sp. y
Arsenophonus sp. (Tsuchida et al., 2002; Oliver et al., 2003; Russell & Moran, 2006;
Haine, 2008; Wille & Hartman, 2009). H. defensa bloquea el desarrollo larval de las
avispas parasitoides Aphidius ervi y A. eadyi (Hymenoptera: Braconidae) (Oliver et al.,
2003; Degnan et al., 2009), aunque la efectividad de esta depende de la presencia de un
bacteriofago (Moran et al., 2005; Weldon et al., 2013). S. symbiotica también provee
defensa contra el parasitoide A. ervi (Russell & Moran, 2006; Haine, 2008). Ademas, el
ambiente puede regular la presencia y la densidad de endosimbiontes primarios y
secundarios en pulgones (Wilkinson et al., 2007). En muchos casos a pesar de cohabitar
el mismo insecto, el simbionte obligado y el facultativo pueden responder de diferentes
maneras al estrés nutricional al que se ve sometido el huésped. En un estudio hecho con
diferentes dietas la densidad del secundario aumenté con dietas pobres en nitrégeno
mientras que la del endosimbiente primario aumentd con dietas ricas (Wilkinson et al.,
2007). Maés aun, a diferencia de la asociacion estable entre los afidos y sus simbiontes
primarios, la presencia o ausencia de los facultativos puede estar fuertemente regulada
no solo por fallas en la transmision sino por la calidad del ambiente (Mandrioli &
Manicardi, 2013).

La simbiosis con R. insecticola provee defensa contra hongos (Haine, 2008) y
existen algunas evidencias de que permitiria a Acyrthosiphon pisum utilizar al trébol
blanco (Trifolium repens) como planta hospedadora (Tsuchida et al., 2004), aunque otro
trabajo demuestra lo contrario y sugiere la existencia de interacciones entre el genotipo
del hospedador y el genotipo del endosimbionte (Leonardo, 2004). Los efectos de la
simbiosis sobre los hospedadores dependen de la temperatura (Russell & Moran, 2006).
Por un lado, la presencia de S. symbiotica y H. defensa redujo los efectos negativos del
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estres termico sobre el fitness de los afidos. Sin embargo, cuando la exposicion al estrés
fue prolongada, la presencia de S. symbiotica tuvo un efecto negativo sobre la
supervivencia de los insectos. Por otro lado, la presencia de R. insecticola tuvo un
efecto negativo sobre la supervivencia de los afidos expuestos a estrés térmico. Se
presume que los efectos positivos de S. symbiotica en condiciones de estrés térmico
estdn asociados a un efecto positivo de este endosimbionte sobre B. aphidicola
(Montllor et al., 2002; Russell & Moran, 2006), poniendo en relieve la importancia de
las interacciones entre los distintos endosimbiontes presentes en el afido. No obstante,
las interacciones entre endosimbiontes también pueden ser antagonicas, como el caso de
la presencia de Rickettsia sp., que tiene efectos negativos sobre los afidos (Sakurai et
al., 2005).

La mayoria de estas asociaciones afido-bacteria fueron descriptas en una sola
especie de afido (Acyrtosiphon pisum), mientras que existen al menos 14 especies de
afidos que provocan perjuicios importantes a la agricultura (van Emden & Harrington,
2007). El pulgdn amarillo de los cereales Metopolophium dirhodum (Walker, 1849)
provoca peérdidas en los cultivos asociadas a la alimentacion directa y a la propagacion
de virus (Leclercg-Le Quillec et al.,, 1995). Esta especie, de origen paleartico,
actualmente tiene una distribucion mundial y fue registrado en Sudamérica entre las
décadas de 1960 y 1970, momento en el que provoco un dafio considerable en los
cultivos de trigo (Blasco & Torres, 1977; Lopes-da-Silva & Vieira, 2007). A pesar de su
relevancia, nuestro conocimiento sobre la biologia de M. dirhodum es limitado. Asi
como ocurre con la mayoria de las especies de afidos, su biota endosimbionte es
desconocida. El objetivo de este capitulo es describir la biota endosimbionte de la
poblacién de M. dirhodum empleada en los experimentos del tercer y cuarto capitulo de
esta tesis.

2.2.Materiales y Métodos

2.2.1. Afidosy Extraccion de ADN

Los individuos de M. dirhodum empleados provienen de una cria en condiciones
controladas de temperatura (22°C £ 1°C) y luz (12:12) establecida a partir de afidos
colectados en el campo experimental de IFEVA, Facultad de Agronomia, Universidad
de Buenos Aires (34° 35’S, 58° 29°0), durante Enero y Febrero de 2011. En Octubre de
2011 se colectaron individuos adicionales en el campo, que fueron procesados
inmediatamente.

Las extracciones de ADN total se realizaron partiendo de &fidos individuales
siguiendo un protocolo modificado a partir de Doyle y Doyle (1987). Cada afido fue
molido en 500 pl de buffer CTAB 2% al que se le agrego un 0,2% de B-mercaptoetanol.
Una vez homogeneizado, se incubd a 65°C durante 30 minutos, agitando cada 5
minutos. Posteriormente se agregd 500 ul de Cloroformo-Alcohol isoamilico (24:1), se
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agitod enérgicamente y se centrifugé a 10000 rpm durante 10 minutos. La fase acuosa
fue recuperada en un tubo nuevo al que se le agregaron 0,7 volimenes de alcohol
isopropilico, se mezclé suavemente y se dejo reposar durante 35 minutos a temperatura
ambiente. Pasado ese lapso, se centrifugd a 12000 rpm durante 15 minutos, se seco el
pellet en estufa durante 15 minutos y se resuspendié en 15 ul de agua estéril. El
rendimiento y calidad de la extraccion fueron determinados empleando un
espectrofotometro NanoDrop 1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies,
Wilmington DE, USA). Las muestras fueron almacenadas a -18°C.

2.2.2. Amplificaciones de PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) es una
técnica molecular que permite amplificar selectivamente fragmentos pequefios de ADN
presentes en una muestra. La amplificacion requiere de un par de secuencias o
cebadores (en inglés: primers) que enmarquen la secuencia de interés y se logra a partir
de una serie de pasos de desnaturalizacidn, hibridacion y elongacién de las cadenas de
ADN. Estos ciclos se repiten hasta enriquecer la muestra en la secuencia de interés. En
el caso del diagndstico de endosimbiontes en los &fidos se emplean cebadores
especificos de bacterias. El resultado se evalia empleando electroforesis en un gel de
agarosa, que separa los fragmentos de ADN segln su tamafio relativo y donde la
presencia/ ausencia del producto de la amplificacion se traduce en la presencia/ ausencia
de una banda. En otras palabras, la presencia de una banda del tamafio del fragmento
esperado corresponde con la presencia de la bacteria en el insecto.

En la mayoria de los taxa bacterianos, el gen que codifica para la subunidad 16S
ribosomal esta unido al de la subunidad 23S por medio de un espaciador intergénico
(IGS). Sin embargo, los genes de las subunidad 16S y 23S no estan en el mismos
operon en el caso de Buchnera (Figura 2.1) (Shigenobu et al., 2000; Tamas et al.,
2002). Esta caracteristica distintiva permite diagnosticar la presencia de endosimbiontes
secundarios. Las secuencias correspondientes al gran parte del gen codificante de la
subunidad 16S ribosomal, el espaciador intergenico y parte del gen codificante de la
subunidad 23S se amplificaron empleando el par de cebadores 10F/480R (Sandstrém et
al., 2001). Los productos de esta aplificacion fueron clonados y secuenciados. Luego se
compararon las secuencias obtenidas con las disponibles en GenBank para lograr la
identificacion de los endosimbiontes secundarios presentes en la poblacion.
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Figura2.1. La disposicion del gen que codifica para la subunidad 16s
ribosomal en un operdn distinto del de la subunidad 23s permite distinguir
a Buchnera aphidicola del resto de los endosimbiontes. 16S y 23S
corresponden a los genes que codifican para la subinidad 16s y 23s de los
ribosomas, respectivamente. IGS corresponde al interespaciador intergénico que
une a estos dos genes en Eubacteria. 10F y 480R corresponden a los cebadores
empleados para detectar a los endosimbiontes secundarios por PCR (Adaptado
de Sandstrom et al., 2001).

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador Eppendorf
Mastercycler® (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania), con las siguientes condiciones:
30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 54°C por 1 minuto y 68°C por 3 minutos. El fragmento
correspondiente tiene un tamafio esperado de 2,25 kb y se visualizé en un gel de agarosa
al 1% tefiido con bromuro de etidio. En todas las reacciones se empleé alguno de los
siguientes controles negativos: Schizaphis graminum, que no alberga endosimbiontes
secundarios (Sandstrom et al., 2001) o Epinotia sp (Lepidoptera: Tortricidae), tras
evaluar su estado de infeccion en un mismo experimento con S. graminum.

El diagnostico de Hamiltonella se confirm6 con PCR con los cebadores especificos
PABSF vy el primer general inverso 16SB1 (Darby et al., 2001; Douglas et al., 2006),
también dirigidos a una porcion del ARNr 16S cuyo producto es un fragmento de 1,66
kb. Las amplificaciones se realizaron siguiendo las mismas condiciones que para el par
10F/480R.

2.2.3. Clonado y Secuenciacion

El producto de la amplificacion del ADN extraido a uno de los M. dirhodum con el
par de cebadores universales para eubacteria 10F y 480R, fue purificado del gel de
agarosa y clonado por electroporacion en E. coli DH5a empleando el kit PCR 2.1
TOPO TA (Invitrogen, Carlsbad CA, EEUU) siguiendo las indicaciones del fabricante.
Las bacterias transformadas se cultivaron en LB con ampicilina. El plasmido se purificd
con el kit QIAprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemania),
siguiendo el protocolo provisto por el fabricante. Dos clones fueron secuenciados en un
analizador ABI PRISM XL (Applied Biosystems, Foster City CA, EEUU) en el
Instituto de Biotecnologia (INTA Castelar, Argentina). El secuenciado se realiz6 con los
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cebadores para plasmidos M13F y M13R (Invitrogen, Carlsbad CA, EEUU), y un nuevo
par de cebadores disenado para la porcion central del inserto: HintForw (5°-
CATTTGAAACTG GGTCGCTA-3’) y HintRev (5’-TGTCCTAGGCCTCTAGACG
AA-3’). Las secuencias obtenidas se compararon con las bases de datos genéticos.

2.3. Resultados

Las primeras amplificaciones realizadas con los cebadores universales para
Eubacteria resultaron positivas en las tres muestras de M. dirhodum y en el control
positivo (Escherichia coli), y negativas en el caso de S. graminum (control negativo),
Epinotia sp, Cydia pomonella y agua (Figura 2.2). Para descartar que las infecciones
con Eubacteria correspondieran a contaminaciones se realizaron nuevas extracciones a
partir de pulgones lavados en solucion de hipoclorito de sodio al 10%. Tanto las
muestras de afidos lavados como aquellos sin lavar resultaron en amplificaciones del
tamafo esperado, al igual que el control positivo. Por el contrario, dos muestras de
Delfacidae, los dos controles negativos (Epinotia sp) y el agua no mostraron ninguna
banda. A partir de estos resultados se evalud si la identidad del endosimbionte
secundario coincidia con Hamiltonella defensa mediante PCR empleando el par de
cebadores especificos para Hamiltonella PABSF/16SB1. Se amplificaron fragmentos
del tamafio esperado en las cuatro reacciones realizadas con M. dirhodum, mientras que
no se detectaron bandas en el control negativo (S. graminum) ni en la muestra de agua
(Figura 2.3). Finalmente, este resultado fue confirmado con la secuenciacion del
fragmento amplificado con los cebadores para Eubacteria.

Figura 2.2. Deteccion de Eubacteria en en individuos de Metopolophium
dirhodum por PCR. M= marcador de peso molecular (GeneRuler™ 1 kb DNA
ladder, Fermentas), 1= Epinotia sp, 2, 3 y 4= afidos criados en laboratorio, 5=
Cydia pomonella, 6= Schizaphis graminum control negativo, 7= agua, 8=
Escherichia coli control positivo.
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Figura 2.3. Deteccion de Hamiltonella defensa en individuos de
Metopolophium dirhodum por PCR. M= marcador de peso molecular
(GeneRuler™ 1 kb DNA ladder, Fermentas), 1 y 2= afidos criados en
laboratorio, 3= é&fido colectado en el campo experimental, 4= Schizaphis
graminum control negativo, 5= agua, 6= afido criado en laboratorio a partir del
cual se realizaron las secuenciaciones parciales del genoma bacteriano.

Se analizaron dos clones correspondientes a las amplificaciones realizadas con los
cebadores de Eubacteria. Las secuencias de ambos clones fueron completamente
idénticas. Una de ellas, correspondiente al clon HdMd2, fue depositada en GenBank
bajo el nimero de acceso JQ293090. Este fragmento de 2254 pares de bases
corresponde a la secuencia parcial del ADN ribosomal de la unidad 16S, el espaciador
intergénico y la secuencia parcial del ADN ribosomal de la unidad 23S. Se compar6
esta secuencia con aquellas publicadas empleando BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) y se detectdé la mayor similitud con
Hamiltonella defensa del afido Acyrthosiphon pisum (99,8%, N° de acceso en GenBank
CP001277). Al comparar con las secuencias disponibles de lineas de Hamiltonella en
otros &fidos y con el psilido Cacopsylla pyri, todas de menor tamafio que la del clon
HdMd2, la similitud fue superior al 99%. En contraste, la menor similitud corresponde a
la secuencia de H. defensa en Bemisia tabaci (98,2%, N° de acceso en Genbank
AY?264676).

2.4. Discusion

Este trabajo constituye la primera aproximacion al estudio de la microbiota
asociada a M. dirhodum. La presencia de H. defensa en la poblaciéon bajo estudio
permite evaluar los efectos del 0zono sobre esta simbiosis ademéas de B. aphidicola. La
asociacion de H. defensa con insectos fue descripta inicialmente en Bemisia tabaci
(Clark et al., 1992; Darby et al., 2001), luego en afidos de los géneros Acyrthosiphon,
Amphorophora, Aphis, Chaitophorus, Cinara, Hyperomyzus, Macrosiphum,
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Microlophium, Periphyllus, Sitobion, Uroleucon, Pemphigus y Geopemphigus
(Sandstrom et al., 2001; Haynes et al., 2003; Russell et al., 2003; Degnan & Moran,
2008; Alkhedir, 2009) y en el psilido Cacopsylla pyri (Russell et al., 2003). Por lo
tanto, la identificacion molecular de H. defensa en M. dirhodum extiende la gama de
hospederos previamente conocida para este endosimbionte. Ademas, se verificd un alto
grado de similitud entre las secuencias de Hamiltonella obtenidas (Telesnicki et al.,
2012) y aquellas previamente publicadas, provenientes de hospederos taxondmicamente
diferentes. Este alto grado de similitud era esperado debido a que las secuencias
corresponden a regiones conservadas.

Idealmente, la asociacién con maultiples endosimbiontes podria ampliar el nicho
ecologico del hospedador, dado que se incorporan nuevas capacidades metabolicas
(Douglas, 1998b). En consecuencia, podriamos esperar que en un contexto de estrés
ambiental dado por el cambio global, las poblaciones que estén asociadas a
endosimbiontes secundarios tengan un mayor éxito. Sin embargo, la interaccion entre
los endosimbiontes puede ser antagonista o beneficiosa, lo que incorpora una fuente de
heterogeneidad en la poblacion de afidos. Si la interaccion es antagonista, la pérdida de
B. aphidicola podria reducir el éxito reproductivo de un clon de afidos dentro de la
poblacién. Este caso corresponderia al extremo patogénico de la interaccion
endosimbionte-afido. En el otro extremo, la interaccién positiva entre los
endosimbiontes, favorece la persistencia de B. aphidicola y del clon infectado en la
poblacién. Como se menciond previamente, los endosimbiontes secundarios pueden
rescatar a los primarios en condiciones de estrés térmico (Montllor et al., 2002;
Wernegreen, 2012), aunque la intensidad y duracion del estrés impone un limite al
aumento de la frecuencia la asociociacion con endosimbiontes secundarios en la
poblacién, en la medida que imponen costos en términos del fitness (Russell & Moran,
2006). Aunque el efecto del ozono sobre estas interacciones simbidticas alin no ha sido
estudiado, la interaccion entre el estrés por ozono y la temperatura podria modificar la
gama de condiciones ambientales en las que los beneficios de la asociacién con
endosimbiontes secundarios compensan los costos para el hospedador.
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Capitulo 3

EFECTO DIRECTO DEL OZONO SOBRE LOS AFIDOS
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3.1. Introduccioén

Los afidos y la contaminacion con ozono tienen importancia econémica como
resultado de sus impactos negativos sobre los cultivos (revisado en el capitulo 1), sin
embargo, las posibles consecuencias de la contaminacion con ozono sobre la interaccién
afido-planta estan lejos de ser comprendidas. Se sabe que el efecto del ozono sobre de
los afidos puede ser positivo, negativo o neutro, dependiendo de la edad de la planta y
las condiciones de exposicion (Warrington, 1989; Jackson, 1995; Holopainen, 2002;
Menéndez et al., 2010). En la mayoria de estos trabajos la exposicion a ozono se hizo de
forma simultanea, lo que implica la generacién de interacciones complejas de efectos,
tal como se discutié en la introduccién general. Jackson, 1995 llevo adelante un estudio
alimentado a los afidos con dieta artificial para evaluar los efectos directos del
contaminante sobre su crecimiento individual, concluyendo que no eran significativos.
Sin embargo, esta evaluacion se restringié al impacto del ozono sobre el crecimiento
individual y no se evaluaron parametros a nivel poblacional. En consecuencia, por la
escasez de informacidn aln se desconoce en qué medida el contaminante puede afectar
a los insectos, como estos efectos directos modulan su accién sobre las plantas, y menos
aun cémo interactian con los cambios ambientales y alimenticios mediados por la
planta.

El movimiento y dispersion de los afidos puede ser particularmente sensible a los
efectos directos del ozono. Los afidos son generalmente considerados como insectos
sedentarios aunque una parte importante de su impacto como plaga se asocia a los
desplazamientos: dentro de la planta, entre plantas de un mismo lote, entre lotes y a
escala regional (Irwin et al., 2007). Ademas, dado que las temperaturas altas favorecen
la dispersion de los afidos, una de las consecuencias esperadas del cambio global es que
los &fidos abandonen las plantas mas frecuentemente (Ma & Ma, 2012a,b), lo que
podria incrementar el riesgo de propagaciéon de enfermedades. La contaminacion con
ozono podria asimismo alterar los desplazamientos de los afidos. EI ozono atraviesa el
canopeo de los cultivos y puede alcanzar niveles considerables a pocos centimetros del
suelo (Jaggi et al., 2006). Es decir que los afidos estan expuestos al ozono de manera
directa en todo el rango de escalas en los que se desplazan. Dado que el ozono puede
reducir la movilidad de los insectos (Sousa et al., 2012), la capacidad de dispersion de
los afidos no queda garantizada en condiciones de contaminacion por ozono.

En consecuencia, parte de nuestra dificultad para pronosticar el impacto de la
contaminacion con ozono troposférico sobre las epidemias de &fidos podria reducirse
con una mayor comprension de los efectos directos del ozono sobre estos insectos. Por
lo tanto, en este capitulo se exploran procesos que potencialmente podrian ser
modificados por la exposicion directa a la contaminacion con 0zono.

El efecto directo del ozono maés frecuente en los animales es el dafio oxidativo
(Cross et al., 2002; Holmstrup et al., 2011). Como se mencion0 en el capitulo 1, el dafio
oxidativo es consecuencia de la acumulacion excesiva de especies reactivas de oxigeno
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(ROS) y puede comprometer el funcionamiento de las células o llevar a la muerte
celular (Dowling & Simmons, 2009). Las plantas se defienden de los &fidos mediante el
incremento de la concentracion de ROS, que provoca dafio oxidativo directo a los afidos
(Smith & Boyko, 2007), y por su parte los afidos detoxifican las defensas vegetales
mediante sustancias antioxidantes (Lukasik, 2007). Una evidencia complementaria a lo
anterior, es que los afidos se benefician de alimentarse de plantas con mayor contenido
de antioxidantes (Kerchev et al., 2012). En otros insectos (moscas y escarabajos) se
registraron efectos directos negativos del ozono en términos de estrés oxidativo y
mortalidad (Cross et al., 2002; Holmstrup et al., 2011). La primera hipdtesis que se
pondrd a prueba en este capitulo es que los episodios de estrés agudo por 0zono
provocan dafio oxidativo en los afidos. Si la hipotesis es verdadera, se espera: i) que
exista una relacion inversa entre los niveles de antioxidantes en afidos y las dosis de
ozono ambiental; ii) que el nivel de dafio oxidativo aumente con las dosis de ozono
ambiental. A partir del rol de los antioxidantes de los afidos en la interaccion con las
defensas de las plantas, la segunda hipotesis que se pondra a prueba es que el éxito en la
colonizacién de nuevas plantas depende del potencial antioxidante de los insectos. Si
esta hipotesis es cierta, se espera que los afidos expuestos a 0zono tengan un menor
potencial antioxidante total y un menor éxito en la colonizacion de plantas nuevas.
Como se menciond previamente, la exposicion de otros insectos a ozono redujo su
movilidad (Sousa et al., 2012). Por lo tanto, la tercera hipdtesis que se pondra a prueba
es que la exposicion a ozono reduce la movilidad de los afidos.

A nivel poblacional, la exposicion simultanea de afidos y plantas a ozono redujo la
tasa de crecimiento de las poblaciones de afidos respecto al control (Awmack et al.,
2004; Menéndez et al., 2010). El fracaso de la maduracion de los embriones en
condiciones de estrés por ozono es comparable al efecto de la aplicacion de antibioticos
para eliminar la simbiosis de los afidos con Buchnera aphidicola, lo que lleva a la
hipébtesis de que esta simbiosis podria ser afectada por el ozono. Como se destacé en la
introduccidn, esta asociacion es tan estrecha que no se conoce B. aphidicola de vida
libre ni puede cultivarse en el laboratorio, y la eliminacion de la bacteria en ninfas
lentifica el desarrollo, reduce el tamafio corporal a la adultez, y no dejan descendencia o
tienen baja fecundidad y una descendencia con malformaciones que muere durante el
desarrollo sin llegar a la adultez (van Emden & Harrington, 2007). Sumado a B.
aphidicola, M. dirhodum cuenta con H. defensa como endosimbionte secundario
(Capitulo 2). La cuarta hipotesis que se pondra a prueba en este capitulo es que el dafio
oxidativo provocado por el ozono puede disrumpir la simbiosis con B. aphidicola y H.
defensa. Se predice que a partir de cierta dosis umbral de ozono, los afidos perderan la
asociacion con estas bacterias. Si se considera que la frecuencia de infeccion con
endosimbiontes secundarios son variables entre poblaciones de una mismas especie
(Tsuchida et al., 2002), se espera que la estabilidad de la simbiosis con B. aphidicola
sea mayor a la de H. defensa.
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3.2. Materiales y Métodos

3.3.1. Procedimientos Experimentales

Todos los experimentos se llevaron a cabo en el campo experimental de IFEVA,
Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires (34° 35°S, 58° 29°0). Se realiz6
un ensayo piloto para explorar las condiciones experimentales apropiadas para evaluar
la hipdtesis de efecto directos del 0zono sobre los &fidos y posteriormente se realizaron
dos experimentos para evaluar el efecto directo del ozono sobre los &fidos. En todos los
casos los afidos fueron alimentados con dietas artificiales durante la exposicion a ozono
para aislar los efectos directos del 0zono de los indirectos (mediados por las plantas).

3.3.2. Cria de Afidos

En el experimento piloto de 2010 se emplearon individuos de la especie Schizaphis
graminum criados en plantas de trigo var. Gaucho (Produsem). A partir del hallazgo de
la asociacion de Metopolophium dirhodum con la bacteria endosimbionte secundaria
Hamiltonella defensa (Capitulo 2), los experimentos posteriores se realizaron con esta
especie de &fidos. La cria de M. dirhodum se llevé a cabo en plantas de trigo var.
Cronox (Don Mario), una variedad de caracteristicas similares al trigo var. Gaucho que
mantuvo su disponibilidad en el mercado. En ambos casos, los individuos que se
emplearon para iniciar la cria fueron colectados en una poblacion espontanea sobre
Lolium multiflorum y otras Gramineas en el campo experimental de IFEVA, Facultad
de Agronomia, Universidad de Buenos Aires (34° 35°S, 58° 29°0). La cria se realizé en
condiciones controladas de temperatura (22 °C £ 1 °C) y fotoperiodo (12 Luz: 12
Oscuridad).

3.3.3. Exposicion a Ozono

La exposicién a 0zono se realizé en camaras de techo abierto (“open top”) de 8m®
con paredes de PVC transparente y refrigeracion por aire acondicionado. En este
sistema, el ozono se produce con un generador por descarga y se distribuye entre las
camaras. El flujo de ozono hacia cada una de las camaras se regula con una llave paso y
ademas cada camara recibe un flujo constante de aire filtrado con carbén activado. De
esta manera se generan condiciones de exposicion a 0zono contrastantes en cada
camara, que son registradas por un monitor de ozono API-Teledyne modelo 450
(Teledyne Advanced Pollution Instrumentation San Diego, CA) que detecta las
moléculas de ozono basandose en la absorcion a 254 nm. Durante los experimentos se
monitore6 la concentracidn de ozono dentro de las cAmaras y en el campo experimental
(Cuadro 3.1.).
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Cuadro 3.1. Concentraciones de ozono empleadas en los tratamientos de
exposicion directa de afidos a ozono (Media * error estandar)

Experimento Ozono (ppb)
Control Medio Alto Ambiente
Piloto 18+12 123,0+54 0,0+£0,0

1° Experimento efectos directos 0,1+0,1 453+19 1666+13 0,0+0,0
2° Experimento efectos directos 0,3+0,1 50,3+04 1353+9,7 1,7+1,3

3.3.4. Dieta Atrtificial y Dispositivos de Alimentacion

Para evaluar los efectos directos del ozono sobre los afidos es necesario exponerlos
aislados de la planta. Dado que los éafidos se alimentan de manera continua, se
emplearon dietas artificiales para mantener a los afidos durante las exposiciones a
ozono. La dieta artificial consiste de una solucion acuosa de sacarosa y 20 aminoacidos
(Cuadro 3.2.). Se empled esta formulacion sin vitaminas ni minerales para evitar
interacciones entre el ozono y la dieta que pudieran confundir los efectos del ozono
sobre los pardmetros de estrés oxidativo del insecto. De todas maneras, esta dieta es
suficiente para permitir la reproduccién de los insectos (Kim & Jander, 2007).

Cuadro 3.2. Composicion de la dieta artificial empleada para alimentar a
los &fidos en los experimentos de exposicion directa a 0zono

[mM] [mM]
Aminoacidos
Alanina 10 Leucina 6
Arginina 16 Lisina 10
Asparagina 20 Metionina 5
Acido Aspartico 10 Fenilalanina 3
Cisteina 3.3 Prolina 7
Acido Glutamico 10 Serina 10
Glutamina 10 Treonina 11,8
Glicina 10 Triptofano 4
Histidina 10 Tirosina 2
Isoleucina 6 Valina 7

Sacarosa 440
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La dieta artificial se colocé entre dos laminas de Parafilm® extendidas sobre una
placa de petri de 55 mm de didametro o sobre la boca de un tubo de centrifuga de 50 ml.
Los insectos fueron colocados sobre la Gltima ldmina de film. Este dispositivo se rodea
con una malla plastica y se recubre con tela voile para confinar a los afidos dentro del
dispositivo o jaula (Figura 3.1.). La permeabilidad de estos dispositivos al ozono se
verificd de forma semi-cuantitativa con tiras de papel sensible al ozono (MN OZONE
test strips, Macherey-Nagel).

Figura 3.1. Dispositivos empleados para exponer los afidos a 0zono sobre dieta
artificial. La imagen de la izquierda muestra la placa de petri con el sachet de dieta
artificial formado por las dos laminas de Parafilm. La imagen del centro muestra el
dispositivo armado con la malla plastica y la cubierta de voile sobre la placa de petri
y la imagen de la derecha muestra el sachet montado sobre la boca de un tubo de
centrifuga y la cubierta de voile.

3.3.5. Determinacion de Parametros de Dario Oxidativo

Los agentes oxidantes provocan la peroxidacion de los lipidos de membrana. Dado
que estos peroxidos son inestables, reaccionan dando por resultado malondialdehido. La
formacion de este producto final en una muestra puede cuantificarse haciéndolo
reaccionar con acido tiobarbitdrico (TBA), lo que da nombre a la técnica de TBARS 6
especies reactivas al acido tiobarbitdrico (Yagi, 1976). El producto de esta reaccion es
el complejo MDA-TBA que tiene un pico de absorcion especifico en 532 nm. La
peroxidacion de lipidos de los afidos se evalué de acuerdo con el protocolo empleado
por Lukasik y col. (2009). EI medio de reaccion consiste en una mezcla de
homogeneizado de la muestra (1 g/ 9 ml de buffer fosfato 30 mM, KCI 120 mM, pH=
7,4), butilhidroxitolueno (BHT) 4 % (P/V) en etanol, acido tricloroacético 20 % (P/V), y
acido tiobarbiturico 0,7 % (P/V). La mezcla se incuba durante 1 hora a 100 °C. Se lee la
absorbanciaa 532 nm (& = 1,56 mM *cm ™).

Una medida complementaria a la anterior es la estimacién del potencial
antioxidante total en la muestra. Este potencial se estima haciéndolo reaccionar con un
sustrato oxidado cuya forma reducida pueda ser cuantificada y comparandola con la
capacidad de un antioxidante conocido (TROLOX, &cido Urico) para reducir el mismo
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sustrato. Los resultados se expresan como unidades equivalentes del antioxidante de
referencia. En nuestros ensayos se emplearon dos técnicas: el potencial antioxidante
reactivo total (TRAP), donde el producto de la reaccion se mide con un luminémetro
(Lissi et al., 1995) y kits comerciales de potencial antioxidante total (Randox, Antrim,
Reino Unido).

3.3.6. Experimento Piloto 2010

Se aplico un disefio factorial completo de dos factores con dos niveles cada uno:
ozono (0, 120 ppb) y tiempo (inicial, 6 hs de exposicion). El dia previo al experimento
se armaron 36 jaulas con dietas artificiales y se colocaron 25 afidos en cada una de
ellas. Al dia siguiente se verifico el estado de los insectos y se asignaron al azar a cada
uno de los cuatro tratamientos. Cada réplica consistio en 4 jaulas (100 &fidos), los
tratamientos de exposicion se aplicaron sobre las camaras y cada uno se replicd dos
veces, salvo el de 6 hs de exposicion a 123 ppb de 0zono que tuvo 3 réplicas. Una vez
finalizada la exposicion se congelaron los afidos en nitrogeno liquido y se conservaron a
-80°C. Las muestras fueron usadas para determinar la concentracion de especies
reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS, estimador de la peroxidacion de lipidos) la
concentracion de antioxidantes totales en las muestras (ver mas adelante). Se evalué el
efecto del ozono sobre la produccion de TBARS y la concentracion de antioxidantes
mediante ANOVA de un factor y el método de Tukey para comparaciones a posteriori.
El cumplimiento de los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas se logrd
transformando la variable concentracion de TBARS con raiz cuadrada y la
concentracion de antioxidantes se transformé con logaritmo decimal.

3.3.7. Experimentos 2011

La puesta a prueba de las hipétesis de este capitulo requirié de dos experimentos.
En el primer experimento se evaluo la primera y la tercera hipdtesis y en el segundo se
evaluaron las hipoétesis restantes. En ambos casos se aplicaron tres dosis contrastantes
de ozono durante las primeras seis horas de luz del dia. Cada dosis de 0zono se aplicé a
dos cdmaras independientes y se incorpord a las cdmaras dentro del analisis estadistico
como fuente de variacion aleatoria. En el primer experimento, se colocaron ocho jaulas
con 25 afidos en cada una de las camaras que posteriormente fueron agrupadas en dos
submuestras (pseudoréplicas) a partir de las cuales se obtuvieron dos determinaciones
de TBARS y TRAP por cdmara. La ventaja de emplear cuatro jaulas con 25 afidos en
lugar de una con 100 individuos es que se reduce el riesgo de perder toda la muestra
ante una falla de la dieta artificial. El éxito de las dietas artificiales para retener a los
insectos es variable dado que la composicion de la dieta es un sustituto limitado para el
contenido del floema, lo que podria favorecer que los individuos continden a la
busqueda de una fuente de alimento alternativa (Honek et al., 1998; Lombaert et al.,
2006; Sadeghi et al., 2009). A partir de este antecedente, la proporcion de afidos
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dispersados se empled como un estimador de la movilidad de los insectos para evaluar
la tercera hipotesis. Los afidos fueron recontados al cabo de la exposicion en 4 jaulas al
azar en cada camara, a partir de los individuos faltantes se calculd la proporcién de
afidos dispersados y se incorpord la mortalidad asociada al tratamiento como variable
ad hoc. Los insectos vivos de las jaulas se agruparon para obtener dos muestras por
jaula y fueron congelados inmediatamente con nitrogeno liquido y mantenidos a -70 °C
para evaluar los parametros de estrés oxidativo.

El objetivo del segundo experimento fue evaluar el efecto de la exposicidn a ozono
sobre la capacidad de los afidos para establecer nuevas poblaciones y evaluar efectos
del ozono sobre la persistencia de la simbiosis con B. aphidicola y H. defensa. Para
alcanzar el primer objetivo, se transfirieron 10 &fidos por planta una vez finalizada la
exposicion a ozono (3 plantas por tratamiento) y se realizaron recuentos 1, 5y 25 dias
posteriores. Para las PCR diagndsticas de endosimbiontes, se tomaron muestras de
insectos en tres instancias: inmediatamente después de la exposicion (0 hs post
exposicion) y el dia siguiente (24 hs post exposicion) se tomaron muestras de afidos
expuestos a ozono Y a partir de afidos de la progenie de los afidos expuestos se evalud
el efecto del ozono en la F1. Todas las muestras se conservaron a -70 °C hasta el
momento de la extraccion de ADN.

3.3.8. Deteccion de Bacterias Endosimbiontes por PCR

Las extracciones de ADN total se realizaron a partir de &afidos individuales
siguiendo un protocolo modificado a partir de Doyle & Doyle (1987). El rendimiento y
calidad de la extraccion se determind con un espectrofotémetro NanoDrop 1000
(NanoDrop Technologies, Wilmington DE, EEUU). Los cebadores empleados para la
deteccion de B. aphidicola  fueron AAGCTTGCTTTCTTGTCGGCGA/
CTTCTGCGGGTAACGTCA CAAA, cuyo producto es un fragmento de 423 bp del
gen rrs de la subunidad 16s del ribosoma. Los cebadores empleados en la deteccion de
H. defensa fueron los cebadores PABSF, especifico para esta bacteria, y el primer
16SB1, de amplio uso para el diagnéstico de endosimbiontes secundarios (Darby et al.,
2001; Douglas et al., 2006). Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador
Eppendorf Mastercycler® (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) bajo las siguientes
condiciones: 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C y 2 minutos a 72°C para B.
aphidicola y 40 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C y 30 segundos a
72°C para H. defensa. Los productos de estas amplificaciones se separaron en geles de
agarosa al 1% tefiidos con Bromuro de Etidio. En las PCR de B. aphidicola se emple6
ADN extraido de Epinotia sp. (Lepidoptera: Tortricidae), dado que esta bacteria se
asocia exclusivamente con &fidos. En el caso de las PCR de H. defensa, se empled ADN
extraido de Schizaphis graminum (Hemipera: Aphididae), que carece de endosimbiontes
secundarios (Sandstrom et al., 2001).
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3.3.9. Analisis Estadistico

El primer experimento se analiz6 con un disefio anidado de dos factores. La
exposicion a ozono se incorpord como un factor fijo con tres niveles y las camaras de
ozono como un factor aleatorio con seis niveles. El segundo experimento se analiz6 con
un disefio anidado de tres factores: exposicion a ozono (factor fijo, tres niveles),
camaras de ozono (factor aleatorio, seis niveles) y tiempo pasada la exposicion como
factor fijo de con tres niveles (0, 1, 30 dias). Se evalud la normalidad de los residuos de
todas las variables con el test de Shapiro-Wilks y Q-Q plot, y la homogeneidad de
varianzas se evalud con el test de Levene. El efecto de las camaras de ozono no fue
significativo por lo que se quitd este factor del modelo. Las medias de los factores que
resultaron significativos en el ANOVA se compararon con el test de Tukey. Todos los
andlisis estadisticos se realizaron en InfoStat (Infostat, 2008).

3.3.Resultados

3.3.1. Experimento Piloto 2010

El tratamiento con ozono provocO un incremento de la peroxidacion de lipidos
(TBARS) en los insectos, sin embargo no fue el Gnico tratamiento donde se registré un
incremento dado que el nivel de TBARS en los afidos expuestos a aire filtrado fue
superior que en las condiciones iniciales (Fozono x tiempo, 1,5 = 12,57, p=0,016, Figura 3.2).
A pesar de que la concentracion de TBARS fue méaxima en el tratamiento de ozono y
significativamente mayor que en las camaras con aire filtrado, el nivel de dafio en este
tratamiento fue estadisticamente superior al de las condiciones iniciales. Por otro lado,
no se registraron diferencias significativas en el nivel de antioxidantes de los insectos al
comparar el tratamiento con ozono con las condiciones iniciales (F;4=2,10, p=0,221,
Figura 3.2). El efecto del ozono sobre la concentracion de antioxidantes no pudo
analizarse en el tratamiento de aire filtrado debido a que algunas determinaciones
resultaron ineficaces, lo que llevo a la pérdida de replicacién en dicho tratamiento. A
partir de estos resultados se revisaron las condiciones ambientales del dia de la
exposicion, se considerd a la radiacion solar como un posible factor de estrés adicional
y los experimentos posteriores se realizaron durante las primeras 6 horas de luz del dia.
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Figura 3.2. Parametros de estrés oxidativos en afidos previamente a la
exposicion y al cabo de la exposicion a ozono. a) Concentracion de
antioxidantes. b) Peroxidacion de lipidos (TBARS)

3.3.2. Experimento 2011

La exposicién directa al ozono afecté la movilidad de los insectos. La proporcion
de afidos que escaparon de las dietas artificiales fue mayor en el control (F;, 5= 4,15,
p=0,0278; DMS Tukey 25 4, «:005 = 0,069, Figura 3.3), mientras que ambos tratamientos
con ozono redujeron la movilidad de los insectos.
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Figura 3.3.  Efecto directo del ozono sobre la movilidad de los afidos

El ozono también aumentd la mortalidad de los afidos en ambas dosis de ozono
comparadas con el control (F,, 25= 10,01, p=0,0006; DMS Tukey »s g1, :0,05 = 0,111, DMS
Tukey 25 41, «0,1 = 0,097, Figura 3.4). Sin embargo, las poblaciones establecidas a partir
de los sobrevivientes de cada tratamiento crecieron de forma similar (Dia 1 F, ;= 1,23,
p=0,3492; Dia 5 F,, 7= 0,51, p=0,6202; Dia 30 F, = 0,79, p=0,4888, Figura 3.5). La
proporcion de individuos alados en el recuento final tampoco difirié entre tratamientos
(F2, 7= 0,04, p=0,9592, Cuadro 3.3).
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Figura 3.4.  Efectos directos del ozono sobre la mortalidad de los afidos
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Figura 3.5. Crecimiento de las poblaciones de afidos establecidas a partir de
individuos expuestos a 0zono (MediatDesvio Estandar)
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Cuadro 3.3. Proporcion de afidos alados en cada poblacion al finalizar el
experimento (Media + Desvio Estandar)

Ozono (ppb) )

Afidos alados
0 0,23+0,008
50 0,2340,015
135 0,20+0,012

La peroxidacion de lipidos (TBARS) fue mayor en el tratamiento de 166 ppb que
en el tratamiento de 45 ppb, aunque no fue diferente del control (F,g= 9,58, p= 0,0075,
DMS Tukey g o1, a:005 = 1,7337, Figura 3.6.a)). Ademas, el nivel de antioxidantes fue
marginalmente mayor en el control que en el tratamiento de 45 ppb aunque no fue
diferente del tratamiento de 166 ppb (F2s= 4,10, p= 0,0595, DMS Tukey s o, 0,1 =
31,61, Figura 3.6.b)). La simbiosis de los afidos con B. aphidicola y H. defensa fue
persistente en todos los tratamientos. La deteccién de estas bacterias por PCR fue
positiva en ambos casos (Figura 3.7).
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Figura 3.6. Parametros de estrés oxidativo en afidos expuestos a 0zono. a)
Potencial Antioxidante Reactivo Total (TRAP), b) Peroxidacion de lipidos
(TBARS)
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Figura 3.7. Deteccion de a) Buchnera aphidicola y b) Hamiltonella defensa por
PCR, en afidos expuestos a 0zono y en su progenie. 0y 24 hs corresponden al
tiempo pasado luego de la exposicion a ozono y F1 corresponde a la progenie. 0,
50y 135 ppb corresponde a la dosis de 0zono empleada. L es el marcador de
peso molecular y C+ correponde al control positivo.
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3.4. Discusion

La concentracion de antioxidantes en los insectos fue marginalmente modificada
por la exposicion a ozono y el nivel de dafio oxidativo mostré un patron irregular
(Figura 3.6.). Comparados con los resultados del experimento piloto, los niveles de
peroxidacion de lipidos registrados en todos los tratamientos corresponden al rango
registrado en la condicidn previa a la exposicion, sugiriendo que la interaccion del
ozono con las condiciones ambientales presentes en el experimento piloto fue
importante para producir las diferencias que se observaron en dicha situacion. Los
resultados actuales rechazan parcialmente la hipdtesis de que los episodios de estrés
agudo por ozono reduzcan el nivel interno de antioxidantes en los afidos, porque el
contenido de antioxidantes solo se redujo en el tratamiento de 50 ppb de o0zono. Sin
embargo, la consideracién conjunta de este resultado con las diferencias en la
peroxidacion de lipidos podria estar reflejando cierta dindmica en la acumulacion de
dafio y antioxidantes. En términos generales, el nivel de peroxidacion de lipidos
detectado en estos experimentos (incluyendo los controles) fue mayor a lo reportado
para &fidos en la bibliografia, donde valores de TBARS raramente alcanzan a 1
nmol/mg de proteina (Lukasik et al., 2009, 2012). Estas diferencias podrian deberse a
que las condiciones experimentales empleadas. Mientras que los trabajos de Lukasik y
col. (2009, 2012) se realizaron en cadmaras de cria bajo condiciones reguladas y
probablemente de baja irradiancia, los experimentos presentados en este capitulo se
realizaron en condiciones de campo, mas irregulares y con variacion en la radicion
diaria.

La informacidn presentada en este capitulo invita a reconsiderar el impacto de los
efectos directos del ozono sobre los afidos a la hora de evaluar las consecuencias de este
componente del cambio global sobre las interacciones planta-afido. Los &fidos estan
aislados de la planta en numerosas situaciones durante su ciclo de vida (Dill et al., 1990;
van Emden & Harrington, 2007). Esto remarca la importancia de conocer las
consecuencias de la exposicion directa de los afidos al ozono. Como surge de los datos
de esta tesis, el ozono tiene efectos sobre los insectos a nivel individual y a nivel
poblacional. Jackson (1995) evalud el efecto del ozono sobre la tasa de crecimiento
relativa individual de los afidos empleando una dosis de ozono de 100 ppb, comparable
a las empleadas en los experimentos de esta tesis. Dado que no encontré diferencias
entre tratamientos, y al reducido tamafio de sus muestras no evalud los efectos del
ozono a nivel poblacional, como por ejemplo, cambios en la tasa de nacimientos. Si
bien el crecimiento individual puede ilustrar sobre cambios fisiologicos, no es una
variable adecuada para hacer inferencias sobre el crecimiento de las poblaciones de
afidos en condiciones de contaminacion gaseosa (Holopainen & Kossi, 1998; Awmack
et al., 2004; Mondor et al., 2010). Es conocido que la tasa de crecimiento relativa
individual no permite estimar a los posibles efectos de los contaminantes en el “trade-
off” entre tejidos somaticos y reproductivos (Mondor et al., 2010) que pueden resultar



38

de los efectos fisioldgicos de los contaminantes. En esta tesis se demostro que el ozono
puede afectar la movilidad y la mortalidad de los afidos (Figuras 3.3y 3.4).

La dispersion de los afidos, alados y apteros, dentro de una misma planta y entre
plantas de un mismo campo ocurre frecuentemente caminando (van Emden &
Harrington, 2007). Estos desplazamientos ocurren normalmente cuando la calidad de la
planta de la que se alimentan disminuye, por lo que dispersarse puede proveer una
ventaja adaptativa cuando la calidad del recurso no es optima (Honek et al., 1998;
Lombaert et al., 2006). EI empleo de dietas artificiales favorece el desarrollo de este
comportamiento. EI ozono redujo la dispersion de los afidos (Figura 3.3). Ademas de
las implicancias de este resultado en la dispersion de los afidos en los cultivos, este
resultado sugiere que el ozono podria tener implicancias en las relaciones troficas. Dado
que los afidos incrementan sus desplazamientos en presencia de enemigos naturales
(Dill et al., 1990), surge la pregunta sobre el potencial incremento de la tasa de
parasitoidismo en los ambientes contaminados por ozono.

La exposicion a ozono incremento la mortalidad de los afidos aunque el efecto del
tratamiento a 45 ppb fue mayor que del tratamiento a 166 ppb (Figura 3.4). Esta
diferencia podria asociarse a que la dispersion de los afidos en el tratamiento de 166 ppb
fue ligeramente mayor a la del tratamiento de 45 ppb aunque esta diferencia no fue
significativa estadisticamente. A diferencia otros trabajos (Holmstrup et al., 2011,
Sousa et al., 2012) que evaluaron la toxicidad del ozono sobre los insectos, las dosis de
ozono empleadas en estos experimentos fueron mucho menores (la dosis maxima en
estos experimentos fue de 166 ppb mientras que en los trabajos de Holmstrup et al. y
Sousa et al. se emplearon 50 ppm). La deteccion de efectos letales con dosis
comparables a las registradas durante los picos de contaminacion reales destaca la
relevancia que pueden tener estos efectos en condiciones naturales.

A pesar de estas diferencias en la dispersion y mortalidad de los afidos, el
crecimiento posterior de las poblaciones de afidos y la proporcion de individuos alados
no fueron afectados por la exposicion previa a ozono (Figura 3.5). A partir de estos
resultados, la hipdtesis de que el éxito en la colonizacion de nuevas plantas dependa del
potencial antioxidante de los insectos fue rechazada. Los niveles de antioxidantes se
mantuvieron estables entre tratamientos y las poblaciones de afidos crecieron de forma
similar (Figura 3.5). De todos modos, cabe destacar que el procedimiento experimental
puedo haber favorecido este resultado porque los afidos fueron transferidos
manualmente a las plantas destino para que todas las poblaciones se iniciaran con un
mismo numero de fundadores.

Las dos bacterias endosimbiontes caracterizadas en la poblacion persistieron en
todas las condiciones de ozono, rechazando la tercera hipdtesis del capitulo. La
persistencia de B. aphidicola en todos los tratamientos es congruente con el crecimiento
poblacional similar de todas las poblaciones, dado que si los afidos perdieran a B.
aphidicola se esperaria una menor tasa de crecimiento poblacional. No sabemos si H.
defensa tuvo algun rol protectivo respecto a B. aphidicola, porque nuestro disefio
experimental no contemplaba la manipulacion de este endosimbionte. Sin embargo,
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considerando que los niveles de estrés oxidativo fueron bajos comparados con el
experimento piloto, la posibilidad de que no se haya alcanzado un nivel de estrés
oxidativo suficiente para poner en riesgo la persistencia de estas asociaciones persiste.

La reduccion de la dispersién, sumada al incremento de la mortalidad por la
exposicién directa a ozono, podria conducir a una menor propagacion de
enfermedades en cultivos. A partir de los resultados del presente capitulo, estos
efectos podrian asociarse parcialmente a la acumulacion de dafio oxidativo y se
descarta la influencia de los endosimbiontes.
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Capitulo 4

EFECTOS INDIRECTOS DEL OZONO SOBRE LOS AFIDOS
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4.1. Introduccion

Una parte importante de los mecanismos de tolerancia al estrés abiotico en las
plantas depende de su capacidad para incrementar la concentracion de antioxidantes en
sus tejidos para controlar la propagacion del dafio provocado por la acumulacion de
especies reactivas de oxigeno generadas por el estrés (Sharma & Davis, 1997;
Kangasjarvi et al., 2005). Los sistemas antioxidantes de las plantas incluyen enzimas,
tales como superoxido dismutasa, ascorbato peroxidasa, glutation peroxidasa y catalasa,
asi como también antioxidantes de bajo peso molecular como ascorbato, glutation, o-
tocoferol, carotenoides, flavonoides y prolina (Gill & Tuteja, 2010). Un complejo
balance entre oxidantes y antioxidantes permite que los ROS puedan cumplir sus
funciones biologicas de sefializacion al mismo tiempo que la planta pueda evitar los
efectos potencialmente toxicos de estas moléculas.

La modificacion del balance entre oxidantes y antioxidantes no solo actla
modificando las respuestas de las plantas al ambiente abidtico sino que ademas puede
influir en las consecuencias de la accién de los agentes de estrés bidtico, como los
generados por bacterias, hongos y artrépodos, incluyendo a los &fidos. Es decir que
puede haber situaciones conflictivas en las que el estrés abidtico promueva un
incremento en los antioxidantes para contrarrestar los ROS, mientras que el desafio de
patdgenos o insectos requiera una disminucién de los antioxidantes para lograr el
incremento local de ROS que frene su expansién (Rouhier & Jacquot, 2008). En
particular, el estrés oxidativo provocado por el ozono incrementa el nivel de ciertos
antioxidantes, que también son importantes para los afidos. Algunas de las evidencias al
respecto provienen del estudio del aumento en la produccion de ascorbato en plantas
expuestas a 0zono (Fangmeier et al., 1994; Kollist et al., 2000), asi como también de la
mayor sensibilidad al ozono que presentan los mutantes vtcl de Arabidopsis thaliana
que carecen de la enzima GDP-manosa pirofosforilasa, involucrada en la sintesis de
ascorbato (Kangasjarvi et al., 2005). La exposicion a ozono también puede incrementar
el contenido de glutation (Foyer & Noctor, 2005). Aungue el ascorbato es un
antioxidante que tiene multiples funciones en la regulacion del metabolismo de los
insectos en general, su efecto sobre los compuestos pro-oxidantes presentes en las
plantas de las que se alimentan los insectos ha recibido el mayor interés (Goggin et al.,
2010). En la interaccion planta-afido, los antioxidantes podrian disminuir el dafio en los
afidos, provocado por las defensas vegetales (Lukasik & Gotawska, 2013). Por ejemplo,
el incremento del nivel de vitamina C en plantas de papa aumento la fecundidad de los
afidos (Kerchev et al., 2012). En consecuencia, podria especularse que las plantas que
poseen altos niveles de antioxidantes inducidos por ozono resulten mas favorables a los
afidos.
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En el presente capitulo se evalia como hipdtesis que el ozono tiene un efecto
indirecto sobre el crecimiento de las poblaciones de afidos, mediado por la ingesta de
antioxidantes de origen vegetal. La primera prediccion asociada a esta hipétesis es que
la exposicidn a ozono incrementa el potencial antioxidante de las plantas de trigo. La
segunda prediccion es que el aumento en la concentracion de antioxidantes en las
plantas incrementa el éxito con el que los afidos las colonizan y su tasa de crecimiento
poblacional. La tercera prediccion es que los afidos que se alimentan de plantas
previamente expuestas a 0zono sufren menor dafio oxidativo.

4.2. Materiales y Métodos

4.2.1. Procedimientos Experimentales

Todos los experimentos se llevaron a cabo en el campo experimental de IFEVA,
Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires (34° 35°S, 58° 29°0). Se realizo
un ensayo piloto para explorar las condiciones experimentales que permitieran
incrementar el potencial antioxidante de las plantas mediante la exposicion a 0zono y
posteriormente evaluar la hipétesis de efecto indirecto del ozono sobre los afidos.

4.2.2. Criade Afidos

En los experimentos de este capitulo se emplearon afidos de la especie
Metopolophium dirhodum criados en plantas de trigo var. Cronox (Don Mario), en las
mismas condiciones detalladas en el capitulo 3 de esta tesis.

4.2.3. Exposicion a Ozono

La exposicion a ozono se realiz6 en las mismas camaras mencionadas en el
capitulo 3 de esta tesis. Durante los experimentos se monitore6 la concentracion de
ozono dentro de las camaras y en el campo experimental (Cuadro 4.1.).



45

Cuadro 4.1. Concentraciones de ozono empleadas en los tratamientos de
exposicion directa de afidos a ozono (Media * error estandar)

Experimento Ozono (ppb)

Control Ozono Ambiente
1° Experimento 0,2+0,2 211 +£23 41+17
2° Experimento 3,3+0,7 148 + 12 --
3° Experimento No detectable 127 £ 16 --

4.2.4. Determinacion de Parametros de Dafio Oxidativo

La determinacién bioquimica de la peroxidacion de lipidos y del potencial
antioxidante reactivo total se realiz6 de la misma manera que se menciono en el capitulo
3 de esta tesis.

4.2.5. Experimento Induccion de Antioxidantes en Plantas de Trigo

El objetivo de este experimento es caracterizar la dindmica temporal del dafio y
antioxidantes en plantas de trigo para identificar el momento adecuado para evaluar los
efectos indirectos del ozono sobre los afidos. En este experimento se emplearon dos
dosis contrastantes de ozono que se aplicaron durante seis horas, por tres dias
consecutivos. Dado que las plantas se cultivaron en invernaculo para luego ser
expuestas en las camaras de exposicion, las plantas fueron aclimatadas en las camaras
de exposicion con un flujo de aire filtrado durante una semana previo a la exposicién a
ozono. Las evaluaciones de los parametros de estrés oxidativo se realizaron con
muestras tomadas al inicio y al final de la aclimatacion, los tres dias de la exposicién a
ozono y los tres dias posteriores a la exposicion (Figura 4.1).
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Invernaculo Aclimatacién en camaras

Control

7 dias 3 dias 3dias

Figura4.1l. Linea de tiempo del experimento de induccion de antioxidantes en
plantas de trigo.

4.2.6. Experimentos Efectos Indirectos del Ozono sobre los Afidos

La evaluacién de los efectos indirectos del ozono sobre los afidos requirié de dos
experimentos. En ambos casos, se repitio la metodologia de exposicion descripta en la
seccion anterior y se colocd a los afidos sobre las plantas a las 0 6 72 horas finalizada la
exposicion (Figura 4.2). En el primer experimento se evalud la capacidad de los afidos
de establecerse y crecer poblacionalmente en plantas con distinta historia de estrés por
ozono. Se emplearon seis cdmaras de ozono, a tres se les aplicé un flujo de aire
enriquecido con o0zono y a tres aire filtrado. En cada camara se colocaron 8 macetas con
plantas de trigo. Inmediatamente después de finalizar el ultimo dia de exposicion, se
cosecharon plantas de dos macetas para realizar las determinaciones bioquimicas de
dafio oxidativo, dos macetas recibieron 10 afidos cada una (tratamiento 0 hs) y las
plantas restantes permanecieron en las camaras de ozono sin mas exposicién. Al cabo de
72 hs pasada la exposicion se procedié de la misma manera con las macetas restantes.
Las muestras para las determinaciones bioquimicas fueron congeladas inmediatamente
y conservadas a -70°C hasta el momento del analisis. Las macetas con &fidos fueron
cubiertas con cilindros de mylar de 60 cm de altura para evitar que los afidos pasaran de
una planta a otra. Los afidos fueron recontados al dia siguiente para estimar el éxito en
el establecimiento y cada dos dias durante los siguientes 25 dias, para estimar la tasa de
crecimiento poblacional.

En el segundo experimento se evaluo si la historia de estrés por 0zono modificaba
pardmetros de estrés oxidativo en los afidos. Se emplearon ocho camaras de ozono, a
cuatro se les aplicé un flujo de aire enriquecido con o0zono y a cuatro aire filtrado. En
cada camara se colocaron 12 macetas con plantas de trigo. Inmediatamente después de
finalizar el ultimo dia de exposicion, se cosecharon plantas de dos macetas para realizar
las determinaciones bioquimicas de dafio oxidativo, cuatro macetas recibieron 25 afidos
cada una (tratamiento 0 hs) y las plantas restantes permanecieron en las camaras de
0zono sin mas exposicion. Al cabo de 72 hs pasada la exposicion se procedié de la
misma manera con las macetas restantes. Los afidos permanecieron alimentandose de
las plantas durante 48 hs. Al cabo de este periodo se agrupo a los afidos de una misma
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combinacion ozono-tiempo en una Unica muestra, se los congelé inmediatamente y se
los conservo a -70°C hasta el momento de la realizacion de las determinaciones
bioquimicas. Al igual que en el primer experimento, las macetas con afidos fueron
recubiertas con cilindros de mylar para evitar la migracion de insectos entre las plantas.

Cosecha de plantas de trigo

Invernaculo Aclimatacién en camaras

Control

Inicio del tratamiento con &fidos 0 hs 72 hs

Figura4.2. Linea de tiempo del experimento de evaluacion de efectos indirectos
del ozono sobre los &fidos.

4.2.7. Andélisis Estadistico

4.2.7.1. Experimento induccién de antioxidantes en plantas de trigo

Los TBARS correspondientes al periodo de aclimatacion se compararon con
ANOVA de un factor, previa transformacion con logaritmo decimal para alcanzar los
supuestos de homogeneidad de varianzas y normalidad. Los datos de TBARS
correspondientes a las cosechas restantes no cumplieron los supuestos del ANOVA a
pesar de la transformacion de los datos. Por lo tanto se realizO una prueba no
paramétrica (Kruskal Wallis) para comparar las cosechas realizadas durante y pasada la
exposicion a ozono. Los valores de TRAP de todas las cosechas se compararon en un
unico ANOVA de un factor y las medias se compararon con el test de Tukey. Todos los
analisis estadisticos se realizaron en InfoStat (Infostat, 2008).

4.2.7.2. Experimentos efectos indirectos del ozono sobre los &fidos

El primer experimento se analiz6 con un disefio anidado de tres factores. La
exposicion a 0zono se incorporé como un factor fijo con dos niveles, el tiempo pasada
la exposicion se incorpord como un factor fijo de dos niveles cruzado con el factor
ozono Y las camaras de ozono como un factor aleatorio con seis niveles, anidado en la
interaccion tiempo x ozono. En el segundo experimento, dado que la cantidad de afidos
disponibles limitaba el nimero de repeticiones, no se pudo incluir el efecto de las
camaras y se analizo con un disefio factorial de dos factores: exposicion a ozono (factor
fijo, dos niveles) y tiempo pasada la exposicion (factor fijo, dos niveles). Se evalud la
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normalidad de los residuos de todas las variables con el test de Shapiro-Wilks y Q-Q
plot, y la homogeneidad de varianzas se evalué con el test de Levene. En ambos
experimentos los valores de TBARS medidos en plantas fueron transformados con
logaritmo decimal para lograr el cumplimiento de los supuestos del analisis. Las medias
de los factores que resultaron significativos en el ANOVA se compararon con el test de
Tukey. Todos los andlisis estadisticos se realizaron en InfoStat (Infostat, 2008).

4.3. Resultados

4.3.1. Experimento Induccion de Antioxidantes en Plantas de Trigo

El nivel de peroxidacion de lipidos en las plantas experimentales incrementd
durante el periodo de aclimatacion en las cAmaras de exposicion, la semana previa al
inicio del tratamiento de ozono (Fp15=32,66, p=0,0001, Figura 4.3). El nivel de
peroxidacién, alcanzado durante la aclimatacion no se modificd por la exposicion a
ozono hasta el tercer dia, cuando se registré mayor dafio en las plantas expuestas a
ozono que en las control (Hi445 =34,36, p=0,001, Figura 4.3). Ademas, finalizada la
exposicion, todas las plantas expuestas a 0zono presentaron dafos visibles, mientras que
las plantas de las camaras control no (Figura 4.4). El potencial antioxidante reactivo
total también se increment6 durante la aclimatacién y luego se redujo en todos los
tratamientos, independientemente del nivel de 0zono (Fiiempo 645= 7,82; p<0,0001;DMS
Tukey 25 g1, a:0,0s=111,69; Figura 4.5).
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Figura4.3. Peroxidacion de lipidos (TBARS) en plantas de trigo a lo largo del
tiempo. Las barras rayadas corresponden al periodo de aclimatacion de las plantas
en las camaras de exposicién. La exposicion a ozono se realizo durante los tres dias
subsiguientes, se tomaron muestras al cabo de cada jornada de exposicion y los tres
dias posteriores a la exposicion. * p<0,05; ***p<0,0001
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Control Ozono

Figura 4.4. Lesiones visibles provocadas por la exposicién a 0zono en laminas
de plantas de trigo.
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Figura4.5. Potencial antioxidante reactivo total (TRAP) en plantas de trigo
expuestas a 0zono, a lo largo del tiempo. Las barras rayadas corresponden a una
semana de aclimatacion de las plantas en las cAmaras de exposicion. La exposicion a
ozono se realiz6 durante los tres dias subsiguientes y se tomaron muestras de plantas
al cabo de cada jornada de exposicién. Finalizada la exposicion se tomaron muestras
diarias los 3 dias posteriores. Las letras representan diferencias significativas
(0:0,05).

4.3.2. Evaluacion del Efecto Indirecto del Ozono sobre los Afidos

El potencial antioxidante reactivo total de las plantas que se ofrecieron a los afidos
en el experimento de crecimiento poblacional tras 72 hs de finalizada la exposicion a
ozono fue marginalmente superior al de las plantas que se ofrecieron a los &fidos
inmediatamente despues de finalizada la exposicion a ozono (0 hs, Friempo 1,86= 4,73;
p=0,06; Figura 4.6a). La peroxidacion de lipidos en estas mismas plantas fue
marginalmente afectada por la interaccion entre el ozono y el tiempo. Sin embargo la
exposicion a ozono redujo la peroxidacion de lipidos en ambos momentos de muestreo
(O y 72 hs pasada la exposicion a 0zono (Friempoxozono 1,8= 4,78; p=0,06; Fozono 1,8= 8,86;
p=0,018; Figura 4.6b). La peroxidacion de lipidos en las plantas que se emplearon para
la alimentacion de los afidos durante 48 hs y posterior evaluacion de parametros de
estrés oxidativo fue menor en las plantas de 72 hs post exposicion que a las 0 hs pasada
la exposicion aunque no se registraron efectos del 0zono (Friempoxozono 1,6= 0,37; p=0,56;
Friempo 1,6= 10,24; p=0,01; Fozono 1,6= 0,01; p=0,92; Figura 4.6¢).
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Figura4.6. Parametros de estrés oxidativo en plantas expuestas a 0zono, previo
al inicio del tratamiento con afidos. a) Potencial antioxidante reactivo total
(TRAP) y b) Peroxidacion de lipidos (TBARS) en las plantas empleadas para la
evaluacion del éxito y crecimiento poblacional de los afidos. ¢) Peroxidacion de
lipidos (TBARS) en las plantas empleadas para la evaluacion del estrés oxidativo en
afidos tras 48 hs de alimentacion.

Los afidos se establecieron satisfactoriamente en todas las situaciones
experimentales (Friempoxozono 1,8= 0,05; p=0,84; Fozono 1,8= 0,05; p=0,84; Friempo 1,6= 0,05;
p=0,84; Figura 4.7a) y sus poblaciones crecieron a tasas similares en los dos
tratamientos de ozono, tanto cuando las plantas se infestaron inmediatamente luego de
la exposicion a ozono como 72 hs despues de finalizada la misma (Friempoxozono 1,8=
0,43; p=0,52; Fozno 186= 0,17; p=0,68; Friempo 18= 4,43; p=0,06; Figura 4.7b). La
peroxidacién de lipidos en los afidos que se alimentaron de plantas previamente
expuestas a ozono fue similar en todos los tratamientos (Friempoxozono 1,11= 0,06; p=0,81,;
Fozono 1,11= 0,03; p=0,87; Friempo 1,11= 0,53; p=0,48; Figura 4.8).
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Figura 4.7. Exito de la colonizacion y tasa de crecimiento poblacional de afidos
sobre plantas previamente expuestas a ozono. Los afidos fueron transferidos a las
plantas 0 6 72 hs pasada la exposicion a 0zono. a) Exito promedio de colonizacion
sobre casa maceta al cabo de 24 hs de transferidos los insectos. b) Tasa de
crecimiento poblacional calculada a partir de los recuentos periddicos del nimero de
individuos en cada maceta.
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Figura 4.8. Peroxidacion de lipidos (TBARS) en afidos que se alimentaron
durante 48 hs de plantas previamente expuestas a 0zono

4.4. Discusion

En este capitulo se abordaron los efectos indirectos del ozono sobre los afidos v el
rol de los antioxidantes en el crecimiento de las poblaciones de afidos. EIl experimento
piloto permitié establecer la importancia del periodo de aclimatacion previo a la
exposicion a ozono, ya que la peroxidacién de lipidos y el potencial antioxidante
reactivo total aumentaron durante este periodo aun sin exponer las plantas al
contaminante (Figuras 4.3 y 4.5). En los experimentos posteriores los resultados fueron
variables, y no se observo una clara relacion entre la exposicion a ozono y el valor de
dafio en las plantas medido a traves de la peroxidacion de lipidos (TBARS) (Figura 4.6).
Sin embargo, los niveles de peroxidacion de lipidos son comparables a los obtenidos en
otros trabajos donde la exposicion a ozono fue crénica y a dosis que raramente
superaban los 100 ppb de ozono (Biswas et al., 2007; Inada et al., 2012), aunque muy
superiores a los detectados por Li y colaboradores (2013) al cabo de uno y diez dias de
exposicion a 80 y 120 ppb de ozono. Cabe mencionar ademas gque en ninguno de los
trabajos mencionados se detectaron lesiones visibles provocadas por ozono, mientras
que todas las plantas expuestas a ozono en los experimentos del presente capitulo
presentaron lesiones visibles (Figura 4.4).

En el caso del potencial antioxidante reactivo total, no se registré un aumento en
las plantas expuestas a ozono en ninguno de los tres experimentos descriptos en este
capitulo (Figuras 4.4, 4.6). Este resultado contradice los antecedentes bibliograficos
(Rai et al., 2007; Inada et al., 2012; Li et al., 2013) y la primera prediccion de la
hipotesis de este capitulo. Estas diferencias podrian estar asociadas a distintos factores.
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Una posibilidad es que las plantas de trigo requieran una exposicion a 0zono cronica y
desde un momento temprano del ciclo fenolégico para lograr el ajuste la actividad de las
enzimas antioxidantes, la aclimatacion al estrés y la acumulacién de antioxidantes
(Biswas et al., 2007; Rai et al., 2007; Inada et al., 2012). No obstante, el trabajo de Li y
colaboradores (2013) demuestra que los cambios en la expresion de genes y en la
actividad enzimatica aparecen al cabo de un dia de exposicion a ozono, lo que es
compatible con el modo de exposicion aguda empleado en estos experimentos.

Cabe destacar también que la actividad enzimatica no puede ser considerada de
forma aislada para comprender los mecanismos de detoxificacion del ozono. Algunas
enzimas remueven los ROS directamente, otras los remueven oxidando moléculas como
el acido ascorbico y el glutation y otras son necesarias para el reciclado de estos
antioxidantes (Foyer & Noctor, 2011). Esta diversidad de elementos dificulta la
comprension del estado de la planta en condiciones de estrés, que necesariamente deben
interpretarse de forma integral. En este sentido, el uso de un potencial antioxidante
reactivo total podria dar una idea general del estado oxidativo de la planta, aunque
podria a la vez enmascarar diferencias en la localizacion y el funcionamiento de los
antioxidantes (Kollist et al., 2000). Méas adn, la concentracion de antioxidantes varia a
lo largo del ciclo fenoldgico de los cultivos. En el cultivo de trigo, los principales
cambios ocurren en la hoja bandera, desde antesis hasta el llenado de grano donde se
acoplan la translocacion de carbohidratos y la senescencia, cuyo efecto sobre los
antioxidantes puede enmascarar el del ozono (Fangmeier et al., 1994; Bender et al.,
1994). Los distintos cultivares también varian en su susceptibilidad al ozono. Biswas y
colaboradores (2007) demostraron que los cultivares mas recientes de trigo tienen una
mayor sensibilidad al ozono que estd asociada a la reduccion de la capacidad
antioxidante, entre otras caracteristicas fisioldgicas.

Todas las plantas expuestas a ozono presentaron lesiones visibles, por lo que
puede presumirse que las plantas afectadas deberian diferenciarse de las del
tratamiento control en cuanto a su calidad para alimentar a los afidos. En este sentido,
es conocido que el crecimiento de las plantas en condiciones de estrés puede generar
efectos benéficos para los afidos (Koricheva et al., 1998). Alternativamente, si se
considera que parte de las defensas contra insectos son los compuestos pro-oxidantes
de las plantas, podria presumirse que el estado oxidativo en las plantas expuestas a
ozono podria ser aun menos favorable para los insectos. Sin embargo el nivel de
peroxidacién de lipidos de los afidos no fue afectado por la historia de exposicién a
ozono de las plantas de las que se alimentaron (Figura 4.8). En este caso se podria
pensar que el balance oxidativo de las plantas se haya restablecido pasada la
exposicidén a ozono. Por otro lado, las poblaciones se establecieron y crecieron a tasas
similares en plantas expuestas o no a ozono (Figura 4.7). Es posible pensar que las
plantas hayan diferido en alguna caracteristica nutricionalmente relevante no medida
y que los afidos compensaran estas diferencias incrementando la ingesta en las plantas
de menor calidad (Prosser et al., 1992). Ademas de la modificaciéon en la tasa de
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ingesta, la asociacion de los afidos con endosimbiontes secundarios permitiria también
compensar las deficiencias nutricionales de la dieta (Wilkinson et al., 2007). Ambos
factores podrian considerarse de relevancia para comprender la falta de respuesta
bioldgica en los afidos que se alimentaron de plantas con diferente de historia de
estrés, que por otro lado no estuvo asociada a modificaciones en el potencial
antioxidante total como se esperaba inicialmente.



Capitulo 5

DISCUSION GENERAL
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El impacto de la contaminacion con ozono sobre el rendimiento de los cultivos
debe considerarse en el contexto de la interaccion con otros factores de estrés bidtico
y abidtico. El ozono modifica el balance oxidativo de las plantas (Sharma & Davis,
1997; Kangasjarvi et al., 2005) y con ello, podria modificar la susceptibilidad a las
plagas de insectos. Los &fidos son plagas de cultivos importantes cuyo principal
impacto esta asociado a la transmisién de enfermedades (Ng & Perry, 2004). En esta
tesis se estudiaron los efectos directos e indirectos del ozono sobre las relaciones
planta-afido-endosimbionte, con énfasis en el rol de los antioxidantes como
moduladores del crecimiento poblacional.

Hasta ahora se creia que los efectos del ozono sobre los insectos eran
principalmente indirectos, es decir mediados por las plantas (Holopainen, 2002). De
esta manera, en la mayoria de los trabajos que evaltan las consecuencias del ozono
sobre los afidos exponen plantas y afidos a 0zono de manera conjunta (Holopainen &
Kossi, 1998; Awmack et al., 2004; Menéndez et al., 2010; Mondor et al., 2010). A
diferencia de estos trabajos, en esta tesis se evaluaron los efectos directos e indirectos
de forma aislada y se plantea a los antioxidantes como una variable importante para
entender los resultados posibles de la interaccion planta-afido en un contexto de
contaminacion por ozono. Ademas, se considero la posibilidad de que estos efectos
estuvieran mediados por la interaccion con mutualistas (Figura 5.1).
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Figura5.1. Estado actual del modelo de efectos directos e indirectos del ozono

sobre los afidos propuesto en esta tesis. Sobre esta figura se representan los
principales hallazgos de esta tesis. “v” representa los mecanismos que fueron
verificados, “x” representa los mecanismos que fueron rechazados y la estrella
de cinco puntas representa los mecanismos incorporados al modelo a partir de
los resultados de esta tesis.

Aislar el efecto directo del ozono sobre los &fidos y comprender las
implicancias de este efecto en su ciclo de vida es fundamental para lograr una buena
apreciacion del potencial impacto de estos insectos en un contexto de contaminacion
por ozono. El conocimiento previo de los efectos directos del ozono sobre los afidos
estaba limitado a la comprension de las consecuencias de la exposicion sobre la tasa
de crecimiento individual de los insectos, sin considerar de forma explicita las
consecuencias sobre la fecundidad ni el crecimiento de las poblaciones (Jackson,
1995). En esta tesis, el abordaje de los efectos directos del ozono sobre los afidos
incluyo variables con impacto a distintos niveles. Ademas, se desarrolld una
metodologia de exposicion que permitié evaluar la efectividad del tratamiento de
exposicion a ozono, lo que incrementa la confiabilidad de los resultados aqui
expuestos.
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A nivel bioquimico, se evaluo el efecto del ozono sobre los afidos en términos
de estrés oxidativo. La acumulaciéon de dafio por estrés oxidativo por efecto de la
exposicion a ozono es una respuesta ampliamente descripta en los seres vivos
(Wagner et al., 2001; Cross et al., 2002). Sin embargo, esta posibilidad no habia sido
previamente explorada en afidos en el contexto de la contaminacion ambiental. Los
resultados de esta tesis aportan evidencias de la acumulacion de dafio oxidativo en
los &fidos expuestos a 0zono a la vez que abren nuevas preguntas sobre la capacidad
enddgena de los afidos para detoxificar los ROS derivados de la exposicion a 0zono.
En los experimentos de esta tesis se registr6 mortalidad de afidos asociada a la
exposicion a ozono, lo que sugiere que el nivel de exposicién a ozono superd la
capacidad de evitar el dafio oxidativo. Dado que solo tiene sentido evaluar el dafio
oxidativo en individuos vivos, el patron irregular en el nivel de peroxidacion de
lipidos detectado en esta tesis podria estar asociado al empleo de dosis
excesivamente altas para los afidos.

Sin embargo, los afidos estan presentes en los ambientes contaminados con
ozono Yy no hay referencias a la mortalidad de los afidos en los experimentos donde
los afidos son expuestos a 0zono mientras se alimentan de las plantas. Esto destaca la
importancia de considerar el contexto bidtico y abiotico de los afidos a la hora de
evaluar los efectos del ozono. Por una lado, el contexto bidtico puede ser un
controlador importante de la capacidad de detoxificacion de los ROS en los afidos,
dado que la alimentacién en diferentes plantas hospedadoras modula la actividad de
los antioxidantes (Lukasik, 2009; Lukasik et al., 2012; Lukasik & Gotawska, 2013).
Por otro lado, la diferencia en los niveles de peroxidacion de lipidos que sufrieron los
afidos en el experimento piloto del capitulo de efectos directos del ozono respecto de
los experimentos siguientes sugiere que la interaccion del ozono con las condiciones
ambientales puede llevar a resultados muy diferentes.

Los afidos estan expuestos al ozono de forma directa en momentos
agronémicamente importantes de su ciclo de vida, lo que podria reducir la eficiencia
de transmision de virus que ocasionan enfermedades en los cultivos. Aunque podria
considerarse que los morfotipos apteros estan especializados en la reproduccion, se
ha demostrado su importancia como vectores de virus entre plantas de un mismo lote
(van Emden & Harrington, 2007). Los agentes externos, como el viento y la lluvia,
hacen caer a estos individuos al suelo o transportarlos por distancias relativamente
cortas (plantas vecinas) o medianas. Mientras estos insectos caminan hasta alcanzar
una planta nueva son particularmente susceptibles a los efectos directos del ozono.
Por su parte, los morfotipos alados son principalmente responsables de la transmision
de virus en una gama mas amplia de escalas y pasan mayor tiempo asilados de las
plantas y expuestos a los efectos directos del ozono.
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El efecto directo del ozono fue un modulador importante del crecimiento
pobacional de M. dirhodum. La reduccién de la dispersién, sumada al incremento de la
mortalidad por la exposicion directa a 0zono, podria conducir a una menor propagacion
de enfermedades en cultivos. A pesar de que en el contexto del capitulo 3 la hipotesis de
que el éxito en la colonizacion de nuevas plantas dependa del potencial antioxidante de
los insectos haya sido rechazada, cabe la posibilidad que el procedimiento experimental
favoreciera este resultado. En dicho experimento, los afidos fueron transferidos
manualmente desde las dietas artificiales a las plantas de trigo. Sin embargo, si repitiera
el experimento permitiendo la dispersion natural de los afidos, el éxito de la
colonizacién de los afidos expuestos a ozono fuera menor y sus poblaciones crecieran
de modo diferente. Se ha demostrado cierta generalidad en el mecanismo de accion de
los perjuicios del ozono sobre los insectos (Cross et al., 2002; Holmstrup et al., 2011).
En consecuencia, podria esperarse que los efectos directos detectados a nivel individual
y poblacional en la presente tesis sean aplicables a otras especies de afidos.

En la aproximacion a los efectos indirectos del ozono sobre los afidos no se detectd
un efecto bioldgico sobre los afidos a pesar de que las plantas sufrieron cambios visibles
con la exposicion a ozono. Resulta llamativo que las poblaciones de afidos se
establecieran y crecieran a tasas similares en todas situaciones dado que las plantas
mostraron dafio visible provocado por el ozono. La falta de un efecto biolégico sobre
los &fidos en este experimento, ademas de conducir al rechazo de la hipotesis especifica
5 de esta tesis, sugiere que otros mecanismos de defensa tampoco fueron afectados por
el ozono. A partir de los resultados obtenidos en esta tesis, podria pensarse que si los
afidos fueran expuestos a ozono de forma simultanea, la interaccion entre los efectos
directos e indirectos podria tener un efecto nulo o negativo. Sin embargo, si la
exposicion a ozono lograra inducir la acumulacion de antioxidantes como se propuso
inicialmente (Rai et al., 2007; Inada et al., 2012; Li et al., 2013), el resultado de la
interaccion entre el efecto directo y el indirecto podria dar como resultado un
incremento en la “performance” de los afidos.

Otros trabajos mostraron que los efectos del ozono sobre los insectos estan
asociados a cambios en el valor nutricional de las plantas (Awmack et al., 2004).
Aunque el valor nutricional de las plantas no fue considerado de en esta tesis, los afidos
pueden modificar la ingesta acorde a la calidad de la planta y asi compensar posibles
déficit nutricionales (Prosser et al., 1992). Esta posibilidad es compatible con los
resultados de la presente tesis donde todas las poblaciones de afidos crecieron de forma
similar, independientemente de la historia de estrés de las plantas.

En un contexto de estrés ambiental dado por el cambio global, podriamos esperar
que en las poblaciones de afidos que estén asociadas a endosimbiontes secundarios
tengan un mayor éxito. La asociacion con endosimbiontes secundarios provee a los
afidos de proteccion contra enemigos naturales, patdgenos y estrés térmico. Sin
embargo, existen evidencias de que los mecanismos que operan detras de estos
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beneficios son indirectos. Por ejemplo, la capacidad de S. symbiotica de reducir los
efectos negativos del estrés térmico sobre los afidos estaria asociadas a un efecto
positivo de este endosimbionte sobre B. aphidicola (Montllor et al., 2002; Russell &
Moran, 2006). Es decir que la presencia del endosimbionte secundario podria resguardar
los beneficios nutricionales que Buchnera aphidicola otorga a los afidos. Aungue en el
capitulo sobre los efectos directos del ozono se descartd que los endosimbiontes
tuvieran un rol en las respuestas de los afidos en condiciones de contaminacién con
0zono, es posible que ocurrieran cambios funcionales en los simbiontes que no fueron
contemplados en el disefio del experimento. En el futuro, la funcionalidad de B.
aphidicola podria evaluarse a traves de la expresion de GroEL, una proteina de origen
bacteriano que se encuentra en la saliva de los afidos y que ha demostrado ser un buen
indicador de la funcionalidad de esta simbiosis (Douglas, 1998a). También podria
evaluarse si los endosimbiontes secundarios tienen algun rol protectivo en condiciones
de estrés por ozono, hipotesis que no pudo ponerse a prueba en el contexto del disefio
experimenta empleado en el capitulo de efectos directos del ozono. La puesta a prueba
de esta hipotesis, requeriria manipular el nivel de infeccion para evaluar los efectos
sobre los afidos en presencia y ausencia de endosimbiontes secundarios.

Conclusiones Principales y Perspectivas Futuras

La evaluacion aislada de los efectos directos e indirectos sugiere que el
comportamiento idiosincratico de las respuestas de los afidos frente al ozono podria
surgir de la interaccion entre estos dos efectos. Por un lado, el efecto directo del ozono
sobre los afidos puede reducir su capacidad de explotar a las plantas. Por otro lado, el
impacto del ozono sobre las plantas podria reducir los efectos deletéreos del ozono
sobre los insectos. El efecto directo del ozono tiene el potencial de reducir el impacto de
los brotes epidémicos porque afecta la supervivencia y la dispersién de los &fidos. En
particular, la dispersion es un factor clave en los modelos de propagacion de
enfermedades en cultivos (Burdon, 1987), por lo tanto, el estudio de la dispersion de los
afidos en el contexto de la contaminacién con ozono desde una perspectiva
comportamental y poblacional permitira mejorar nuestra apreciacion del impacto de la
contaminacion con ozono en la transmision de enfermedades en los cultivos. Ademas,
en esta tesis se identificaron preguntas importantes que incorporan a los endosimbiontes
de los &fidos al marco de estudio de los efectos de la contaminacion con ozono sobre los
afidos. La interaccion de los afidos con sus endosimbiontes involucra procesos que
fueron previamente identificados como blancos de los efectos del ozono, como la
nutricion, la interaccion con parasitoides y la tolerancia a factores de estrés abiotico
(Montllor et al., 2002; Wilkinson et al., 2007; Himanen et al., 2009). En consecuencia,
la presencia y funcionalidad de los endosimbiontes pueden proveer informacion
relevante sobre los mecanismos subyacentes a los patrones que hoy en dia, resultan
confusos.
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