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Herbivoria y sequia en el Monte: Factores de estrés que afectan
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ResuMEN. Ademads de estrés por sequia, las plantas de climas aridos suelen sufrir herbivoria por grandes
mamiferos. Esto puede repercutir en su fitness, por lo que a menudo despliegan respuestas o defensas para
contrarrestar este efecto, desarrollando mecanismos de tolerancia y resistencia. En este trabajo investigamos
cémo la sequia y la herbivoria afectan el crecimiento de plantulas de Atriplex lampa, una especie forrajera del
Monte Patagdnico. En invernadero evaluamos si el estrés por herbivoria simulada afecta la presencia de pulgones
en esta especie; a campo estudiamos si la herbivoria por grandes mamiferos afecta la granivoria por insectos.
Encontramos que la sequia no afect6 el crecimiento de la especie, sugiriendo que A. lampa posee mecanismos
de tolerancia y adaptacion a este tipo de estrés, mientras que la herbivoria redujo su crecimiento. Ademas,
hallamos que un aumento en el estrés sufrido por las plantulas y —en menor grado— por sus parentales (origen
de la semilla) se relaciona con una menor presencia de pulgones en las plantulas cultivadas en invernadero.
Sin embargo, a campo observamos que a mayor carga ganadera, mayor granivoria por insectos. Los resultados
del experimento en invernadero sugieren que A. lampa desarrolla algun tipo de defensa o que el estrés por la
sequia y la herbivoria simulada disminuyen la atraccién por pulgones. Los resultados a campo sugieren que
esta especie no genera defensas o que estas se encuentran principalmente en tallos y hojas, y no en frutos.
Nuestros resultados evidencian que A. lampa ha desarrollado estrategias de tolerancia a la sequia, pero es
vulnerable a la herbivoria. Estos factores de estrés podrian estar ejerciendo presiones de selecciéon sobre A.
lampa que afectan procesos evolutivos y ecoldgicos, y, en consecuencia, a sus servicios ecosistémicos como
especie forrajera clave en la region del Monte.

[Palabras claves: ambientes aridos, herbivoria, sequia, Atriplex, carga ganadera, pequefios herbivoros,
arbustos]

AssTrACT. Herbivory and drought in Monte Desert: Stress factors affecting growth and insect attack on
leaves and seeds of a native species. Plants in arid environments are exposed to drought stress but also may
suffer herbivory by large mammals. Since this may affect plant fitness, plants may display different responses
and/or defences, developing tolerance and resistance mechanisms. In this work, we experimentally investigated
how drought and herbivory affect seedling growth of a forage species, Atriplex lampa, from Patagonian Monte
Desert. In addition, we evaluated in a greenhouse whether simulated herbivory stress affects the presence
of aphids, and in the field whether herbivory by large mammals affects insect granivory in this species. We
found that drought did not affect the species growth, suggesting toleration or adaptation to drought condition,
while herbivory reduced its growth. In addition, we found that a higher level of stress on seedlings and, to
minor extent, on parent (seed origin) is related to a lower presence of aphids on the seedlings growth in the
greenhouses. However, at field conditions, we observed that the higher the stocking rate, the higher the insect
granivory. The results from the greenhouse experiment suggest that this species develops some kind of defences
or a decrease in aphid attraction caused by drought stress and the simulated herbivory. In contrast, field results
imply that this species does not develop any defences or that they are mainly found in stems and leaves, but
not in fruits. Our results show that A. lampa has developed drought tolerance strategies but is vulnerable to
herbivory. These stress factors could be exerting selection pressures on A. lampa that affect evolutionary and
ecological processes and, consequently, its ecosystem services as a key forage species in the Monte Region.

[Keywords: drylands; grazing pressure; drought; Atriplex; livestock density; shrubland; small herbivores]
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INTRODUCCION

Los factores de estrés pueden ejercer
presiones de seleccién y modelar la evolucion,
el funcionamiento y la estabilidad de los
ecosistemas (McCluney et al. 2011). Distintos
factores de estrés afectan el desarrollo,
el crecimiento y la reproducciéon de las
plantas, afectando su ajuste ecoldgico y su
supervivencia (Bacelaretal. 2012; Osakabeetal.
2014; Dickman et al. 2019). En los ecosistemas
aridos, la sequia impone el principal factor de
estrés abiotico (Rotondi et al. 2003; Lambers
et al. 2008; Micco and Arrone 2012). Ademas,
la vegetacion puede estar sometida a estrés
bidtico por herbivoria, generado por distintos
organismos como mamiferos y artrépodos,
que pueden afectarla de diferentes maneras
(Oduor et al. 2010; Aguirrebengoa et al. 2018).
En respuesta a estos factores de estrés, las
plantas pueden desarrollar diversas respuestas
o estrategias asociadas a rasgos defensivos
(e.g., espinas). Estos rasgos se transmiten
entre generaciones, lo que permite que las
especies se adapten y perduren en el tiempo
(Mertens et al. 2021). Conocer la respuesta
simultanea de la vegetacién a dos de los
principales factores de estrés (e.g., herbivoriay
sequia) e investigar si dichos rasgos se pueden
transmitir entre generaciones es importante
para comprender la ecologia y los procesos
evolutivos de la vegetacion de zonas aridas,
donde, en general, estos factores se estudian
de forma independiente (Ruppert et al. 2015;
Verwijmeren et al. 2021).

El estrés, ya sea abiotico o biotico, puede
desencadenar distintos tipos de respuestas
en las plantas (Atkinson 2012). Un estrés
abiotico como la sequia puede generar
respuestas que le permitan a las plantas
tolerar el estrés. Estas respuestas implican
la modificacion de procesos fisioldgicos o
bioquimicos que protegen el funcionamiento
metabdlico y permiten una mayor absorcion
o retencion del agua, como la sintesis de
metabolitos secundarios (Chiappero et al.
2019; Fernandez 2020), el cierre estomatico
y la actividad fotosintética (Liu et al. 2019;
Talbi et al. 2020). Por su parte, un estrés biotico
como la herbivoria desencadena el desarrollo
de estrategias defensivas con mecanismos
que ayudan a evitar, resistir o tolerar dicho
estrés. Dentro de los mecanismos de evasion se
encuentra el desarrollo de rasgos que reducen
la probabilidad de encuentro con el herbivoro;
por ejemplo, reduciendo su tamano (Boege and
Marquis 2005). En cambio, los mecanismos
de resistencia involucran rasgos fenolégicos,

estructurales o quimicos que perjudican
la calidad de la planta como alimento; por
ejemplo, la sintesis de metabolitos secundarios,
la presencia de espinas o el aumento en la
abundancia de tricomas (Hanley et al. 2007).
Por ultimo, los mecanismos de tolerancia
permiten la regeneracion de los tejidos
danados (compensacion) o, inclusive, un
mayor crecimiento como sobrecompensacion
del dafio (Paige 1992; Strauss and Agrawal
1999; Tiffin 2000; Quiroga et al. 2010; Fornoni
2011). Una misma especie vegetal puede
desarrollar simultdneamente diferentes tipos
de respuestas y estrategias segtin el estrés y el
tipo de interacciones que enfrente.

A su vez, diferentes tipos de herbivoros
pueden desencadenar distintas estrategias
de defensa anti-herbivoria. Por ejemplo, se
demostrd que el ganado selecciona y consume
individuos (o partes de ellos) de acuerdo con
su disponibilidad, palatabilidad y calidad
nutricional (Borrelli and Oliva 2001; Tadey
2006). Asi, el desarrollo de estrategias como
la sobrecompensacién pareceria adecuado
para enfrentar este tipo de herbivoria. Estas
estrategias son comunes en las gramineas
(Strauss and Agrawal 1999; Fortes et al. 2004).
Por otro lado, los insectos fitéfagos, como los
pulgones, se alimentan de la savia de sus
plantas hospedadoras, de donde obtienen
principalmente aminoacidos, algunos de ellos
con alto contenido de nitrégeno (Nowak and
Komor2010). Antes de establecer lainteraccion,
los pulgones son capaces de detectar senales
volatiles y superficiales de las plantas, como la
presencia de algunos metabolitos secundarios,
lo que determina la seleccién de la planta
objetivo (Pickett et al. 1992). Ante este tipo
de herbivoro, la mejor estrategia de defensa
seria generar mecanismos de resistencia, como
la sintesis de metabolitos secundarios. No
obstante, la acciéon conjunta de diversos tipos
de herbivoros en algunas especies vegetales
puede desencadenar simultdneamente
diversas respuestas, involucrando tanto
mecanismos de tolerancia como de resistencia
(Rausher 2001). Este hecho puede resultar
evolutivamente inestable (Nunez-Farfan et al.
2007). La capacidad de respuesta simultanea a
los diferentes tipos de estrés dependera no solo
dela duracién, la frecuencia y la intensidad de
cada factor (Christensen et al. 2006; Desprez-
Loustau et al. 2006; Rennenberg et al. 2006),
sino también de los costos que implique
desarrollar dichas estrategias.

Los costos de defensa pueden repercutir en
el fitness de las plantas (Huot et al. 2014). Por
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ejemplo, la sintesis de metabolitos secundarios
como alcaloides y glucosinatos para defensa
frente a los herbivoros consume cantidades
significativas de nitrégeno, lo que limita el
crecimiento de las plantas (Van Dam 2009).
Algunas reducen los costos de estas estrategias
defensivas al producir estrategias que son
tutiles frente a mas de un tipo de herbivoro.
Se observo que la defoliacién por herbivoria
induce un aumento en la densidad de tricomas
en las hojas, lo que disminuye su palatabilidad
para los mamiferos (Raufirad et al. 2016). Al
mismo tiempo, el aumento en la densidad de
tricomas dificulta el movimiento y el consumo
por insectos herbivoros en la planta (Agrawal
and Fishbein 2006; Belete 2018). Las estrategias
de tolerancia frente a la sequia pueden
implicar costos como menor turgencia, tasa
de fotosintesis o asimilacion de nutrientes (Van
Dam 2009; Khasanova et al. 2013; Huot et al.
2014; Le6n-Sanchez et al. 2020). Sin embargo,
una menor turgencia o calidad nutricional
reducen la atraccion y la probabilidad de
dafo por insectos herbivoros (Raven 1983;
Gely et al. 2020). Esto llevo a plantear que la
herbivoria y la sequia son factores de estrés
que interacttian de manera convergente sobre
un mismo caracter fenotipico (Coughenour
1985; Milchunas et al. 1987; Golluscio et al.
2011). Por ejemplo, la sintesis de oxalatos
de calcio en altas concentraciones puede
intoxicar al ganado, al mismo tiempo que
desarrolla una importante funcién fisiologica
en el mantenimiento del balance iénico
(Osmond 1963), lo cual representa una
respuesta ventajosa frente al estrés por sequia
y herbivoria. Sin embargo, no todos los rasgos
que confieren una ventaja adaptativa frente
al estrés por herbivoria otorgan ademas una
ventaja frente al estrés por sequia, y viceversa
(Cibils et al. 1998; Tadey and Farji-Brener
2007; Tadey 2020). La respuesta simultanea
a los diferentes tipos de estrés dependera
sobre todo de las estrategias y de los recursos
disponibles de las plantas.

La region del Monte Patagonico ha sufrido
sobrepastoreo no regulado durante casi
un siglo y presenta serios problemas de
desertificacion (Tadey 2006; Gaitan et al. 2018).
La baja cobertura de especies herbaceas en la
region (Cabrera 1966; Tadey 2006) hace que los
arbustos nativos se conviertan en la principal
fuente de alimento del ganado. Dentro de las
especies mas consumidas se encuentra Atriplex
lampa (Moq.) D. Dietr, un arbusto haléfito
con metabolismo C4, de amplia distribucion
en el desierto del Monte. Ademas, pequefios
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insectos, como los bruquiénidos (Coledptera)
consumen mucho sus frutos y semillas (Cibils
et al. 1998). En A. subspicata, otra especie del
mismo género, se observo que la herbivoria
por pequeiios insectos disminuye la tasa
fotosintética y, por lo tanto, su crecimiento
(Nabity et al. 2006). A su vez, los individuos
de una especie herbacea que sufrieron
mayor consumo de sus semillas por insectos
granivoros presentaron una descendencia con
mayor resistencia a ungulados (Aguirrebengoa
et al. 2018). Si bien se sabe que, en general,
ambos tipos de herbivoros pueden afectar el
crecimiento de las plantas, atin se desconoce
si la interaccion de los dos tipos de herbivoria
(mamiferos e insectos) sufrida en la generacion
parental se relaciona con la respuesta a
la herbivoria por insectos fitéfagos en la
descendencia de especies arbustivas. Tampoco
se conoce si la sequia puede afectar de forma
simultanea la respuesta a distintos tipos de
herbivoros. Este trabajo aportara conocimiento
sobre como los distintos herbivoros ejercen
fuerzas de seleccién que pueden impactar
en las interacciones planta-herbivoro de su
descendencia, condicionadas por la sequia.

Elegimos comoespeciemodeloaA. lampapara
estudiarla experimentalmente en condiciones
de invernadero y a campo a lo largo de un
gradiente de carga ganadera en el Monte
Patagénico. En la condicién de invernadero
las plantas sufrieron dafo por pulgones, lo que
nos permiti6 evaluar las siguientes hipdtesis:
1) la herbivoria por ganado y la sequia son
factores de estrés que afectan el crecimiento
de A. lampa. Bajo condiciones controladas
en invernadero, realizamos un experimento
sembrando semillas de A. lampa (descendencia)
provenientes de plantas con distintos grados de
pastoreo (origen). A las mismas les aplicamos
tratamientos simulando sequia y herbivoria
por grandes mamiferos. Esperamos que la
tasa de crecimiento de plantulas de A. lampa
sometidas a algtin factor de estrés sea menor
que la de las plantulas del tratamiento control
(sin herbivoria, ni sequia); 2) el estrés que
sufren las plantas (herbivoria y sequia) puede
afectar su interaccién con otros organismos,
como los pequenos herbivoros. La herbivoria
generada por grandes mamiferos puede
desencadenar el desarrollo de defensas que
permitan disminuir la herbivoria por insectos,
tanto en la generacion parental como en su
descendencia. Alternativamente, el estrés por
sequia, al reducir la turgencia y la asimilacion
de nutrientes en las plantas, posiblemente
disminuye la atraccion de insectos fitéfagos.
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Esperamos que plantas sometidas a mayores
niveles de estrés presenten menor herbivoria
por insectos fitéfagos y menor granivoria.
En el invernadero, esperamos que plantas
bajo tratamientos de sequia o herbivoria
tengan menor presencia de pulgones, y
a campo, que a medida que aumenta la
carga ganadera disminuya la proporcion de
semillas consumidas por granivoros, y 3) si
los mecanismos de defensa inducidos en la
generacion parental se pueden transmitir
a su descendencia, el origen de la semilla
signara la propension al dafio por pequefios
herbivoros en la progenie. En el invernadero,
esperamos que las plantulas obtenidas a
partir de semillas provenientes de campos
altamente pastoreados sean menos atacadas
por pulgones que aquellas provenientes de
campos poco pastoreados o sin pastoreo.
El estudio simultdaneo de la respuesta de
las plantas al estrés por herbivoria y sequia
permitira comprender mejor el impacto
del cambio en el uso de la tierra sobre el
funcionamiento de los ecosistemas aridos
(Choat et al. 2012; Anderegg et al. 2013), asi
como dar soporte a decisiones de practicas
de manejo, restauracion y estrategias de
conservacion de estos ambientes.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio

El area de estudio se encuentra localizada
entre Arroyito (39°5" S - 68°35" O) y Villa El
Chocon (39°17” S - 68°55” O), en la provincia
de Neuquén, al noroeste de la Patagonia
argentina. La region pertenece a la provincia

fitogeografica del Monte. La vegetacion
tiene una fisonomia de estepa arbustiva,
dominada por el género Larrea asociado
a otros arbustos xerofilos como A. lampa,
Monttea aphylla y Prosopis alpataco (Cabrera
1966). Las gramineas son escasas y representan
solo 6% de la cobertura vegetal (Tadey 2006).
La temperatura media anual es 15 °C, con
una minima absoluta de -12.8 °C durante
el invierno y una maxima absoluta de 42.3
°C en verano (Autoridad Interjurisdiccional
de las Cuencas de los rios Limay, Neuquén
y Negro, Estaciéon Meteoroldgica de El
Chocon). La precipitacién media anual es
180 mm, con lluvias distribuidas a lo largo
del afio (Paruelo et al. 1998; Roig-Jufient et al.
2001). La produccion ganadera es el sustento
econdmico principal de los pobladores locales
de bajos recursos que no aplican un manejo
ganadero adecuado (Guevara et al. 2009).
Para realizar este estudio seleccionamos 12
campos que difieren en sus cargas ganaderas,
pero que comparten similar tipo de ambiente,
clima, fisonomia vegetal y caracteristicas
edaficas. Los campos estan situados casi
consecutivamente a lo largo de la rutanacional
237. La distancia maxima entre ellos es de ~42
km y su area varia entre 4000 y 25000 ha. En
los campos, el ganado pastorea libremente a
lo largo de todo el afio y esta representado
por una mezcla de vacunos, equinos, caprinos
y ovinos (Tadey 2006). La carga ganadera de
cada campo esta expresada en unidades
ganaderas (UG) por hectarea, ponderadas por
los afios de pastoreo al que fueron sometidos
los campos, variando entre 0 y 1.63 UG/ha
x anos de pastoreo (datos otorgados por los
duefios de los campos) (Tabla 1). La historia

Table 1. Livestock composition in each rangeland. Grazing history was estimated as the number of years that the
rangeland was subjected to grazing at the moment of the study; stocking rate for each rangeland is expressed as animal
units/ha’ x years; stocking rate. Animal units were transformed to their equivalent on cattle units (see Materials and
Methods). Livestock level corresponds to the grazing intensity in each rangeland.

Tabla 1. Composicion de especies de ganado en cada campo. La historia de pastoreo esta expresada como cantidad de
afos que el campo estuvo pastoreado por ganado hasta el momento del estudio; la carga ganadera para cada campo
esta expresada en unidades ganaderas ha™ x afos; el nivel de carga ganadera corresponde a la intensidad de carga
ganadera. Las unidades ganaderas fueron transformadas a su equivalente en vacas (ver Materiales y Métodos).

Campo Especies ganaderas presentes

Historia de pastoreo

Carga ganadera  Nivel de carga

(afios) (UG/ha x afio)
1 Ninguna 0 0 Nula
2 Ninguna 0 0 Nula
3 Ganado vacuno y caballos 30 0.06 Baja
4 Ganado vacuno y caballos 30 0.075 Baja
5 Ganado vacuno, caballos, cabras y ovejas 30 0.11 Media
6 Ganado vacuno y caballos 30 0.117 Media
7 Ganado vacuno y caballos 10 0.132 Media
8 Ganado vacuno, caballos y ovejas 10 0.212 Media
9 Ganado vacuno, caballos y cabras 10 0.631 Alta
10 Ganado vacuno y caballos 10 0.696 Alta
11 Ganado vacuno, caballos y cabras 30 0.924 Alta
12 Ganado vacuno, caballos y ovejas 30 1.632 Alta
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de pastoreo es la cantidad de afios aproximada
con presencia de ganado de cada campo. A
su vez, las unidades ganaderas se expresan
como su equivalente en vacas por hectarea,
calculado segtin la metodologia propuesta
por Vallentine (2000), donde: 1 caballo=1.25
vacas, 1 cabra=0.17 vacas y las ovejas=0.3
vacas. El ramoneo dentro de los campos y
lejos de los puestos o de las costas del rio y
lago es bastante uniforme, es decir, sin un
gradiente de intensidad de ramoneo. Si bien
las cargas ganaderas de los campos estudiados
son bajas en comparacion con otros sitios, en
esta region una carga de 1.63 UG/ha x afios de
pastoreo representa una alta presion ganadera
con serias consecuencias sobre la vegetacion
(Tadey 2006; Guevara et al. 2009).

Especie focal

Atriplex lampa es un arbusto que pertenece
a la familia Quenopodidceas, llamado
comunmente zampa o cachiyuyo. Es una
especie dioica con una amplia distribucién en
el Monte. Tiene flores pequenas polinizadas
por el viento y frutos consumidos por
pequenos insectos granivoros (Cabrera 1966;
Mantovan and Candia 1995; Tadey et al. 2009).
A. lampa posee hojas perennes con un alto valor
proteico, por lo cual constituye un recurso
forrajero importante en las zonas aridas, sobre
todo en periodos de sequia (Cibils et al. 1998).
Ademas del ganado, la consumen pequefios
herbivoros; sobre todo, representantes de las
familias Bruchidae (Coledptera), Psocidae
(Psocoptera), Anyphaenidae (Araneae),
Psyllidae (Hemiptera), Miridae (Hemiptera) y
Chrysomelidae (Coledptera) (Martinez 2018).
A su vez, se reportaron dafnos por pulgones
en tallos y brotes nuevos; estos insectos
utilizan sus estiletes para establecer un sitio
de alimentacion en el floema (Puig et al. 2006),
lo que podria repercutir en el crecimiento de la
plantay en el consumo de nitrégeno necesario
para la sintesis de metabolitos secundarios
defensivos.

Disetio experimental y medicion de variables

Recolectamos al azar frutos maduros de al
menos 10 plantas de A. lampa en cada uno de
los 12 campos, tratando de abarcar la mayor
superficie dentro de cada uno. Ademas,
en cada planta muestreada registramos su
altura, el didmetro de la copa y el porcentaje
de ramoneo producido por el ganado,
estimado como el nimero de ramas dafiadas
sobre el nimero total de ramas. Los frutos
recolectados fueron guardados en bolsas de
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papel, separadas por individuo, y luego, en el
laboratorio, cuantificamos las semillas viables,
los frutos vanos y aquellos consumidos por
pequefios herbivoros. Los frutos con semillas
viables son aquellos sin dafio que resistieron
una ligera presion manual. Los frutos vanos
son aquellos de menor tamaro y sin presencia
de semillas, y los frutos dafnados por insectos
muestran una pequeno orificio de entrada con
restos de heces adentro (Busso and Bonvissuto
2009; Romera et al. 2013; Dagata et al. 2021).
En total analizamos 6397 frutos provenientes
de 110 plantas de 12 campos muestreados,
~60 frutos por planta y 10 plantas por campo.
No incluimos en el analisis de datos al campo
con mayor carga ganadera debido a que no
encontramos individuos de A. lampa con frutos.
Sembramos las semillas viables para obtener
la descendencia y realizar el experimento de
simulacion de ramoneo por grandes herbivoros
y sequia, bajo condiciones controladas de
invernadero. Una vez que obtuvimos al
menos 60 plantulas por campo (6 por planta
madre), las trasplantamos a macetas de 20 cm?
con suelo fértil comercial. Asignamos a cada
plantula uno de los siguientes tratamientos:
1) control, sin tratamiento de herbivoria y
riego a demanda (C); 2) bajo ramoneo (BR);
3) alto ramoneo (AR); 4) sequia (S); 5) bajo
ramoneo y sequia (BR+S), y 6) alto ramoneo y
sequia (AR+S) (Figura 1). Los tratamientos de
ramoneo consistieron en cortes mecanicos con
tijeras, eliminando 20 y 80% del tejido foliar
en tratamientos de BR y AR, respectivamente.
Estos tratamientos simularon el daho que
suelen sufrir por el ganado, y los porcentajes
de ramoneo reflejaron los valores promedio
obtenidos a campo con nivel de carga
ganadera baja y alta, respectivamente (Tadey
2006). Repetimos este procedimiento tres
veces, brindandole a las plantulas entre 3
y 4 meses de recuperacion entre cortes. Las
semillas fueron sembradas en octubre de
2018, y el primer tratamiento fue realizado
en enero de 2019, repitiéndose en el mes de
abril y julio del mismo afio. Para lograr una
diferencia en el régimen de riego (tratamientos
de sequia), regamos a demanda las plantas de
los tratamientos C, BR y AR, y una vez por
cada tres veces regados dichos tratamientos,
regamos los tratamientos S, BR+S y AR+S
(Fernandez 2020). El riego en las plantas sin
sequia consistio en una frecuencia de tres veces
por semana en verano y una vez por semana
en invierno. Asimismo, los tratamientos de
bajo ramoneo y sequia (BR+S) y alto ramoneo
y sequia (AR+S) recibieron tanto la herbivoria
simulada (cortes mecanicos con tijeras) como
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los regimenes de sequia. Por tltimo, todas las
plantulas y tratamientos estaban expuestas ala
presencia de pulgones (Figura 1). Registramos
la altura, el diametro, el nimero de ramas
y la presencia/ausencia de pulgones (i.e.,
herbivoria por insectos) en todas las plantulas,
antes de aplicar el primer tratamiento, y luego
del segundo corte aplicado. Con estos datos
estimamos la tasa de crecimiento calculada
como la diferencia de volumen por unidad
de tiempo:

Tasa de crecimiento = [(altura2 x diametro2)
- (altural x diametro1)] / tiempo (dias)

Estimamos la proporcion de pulgones por
madre como el nimero de plantulas con
pulgones/total de plantulas provenientes de
una misma madre.

Anualisis estadisticos

Para evaluar el efecto de la herbivoria
simulada, la sequia y la presencia de
pulgones (herbivoria) sobre el crecimiento
de A. lampa (variable respuesta) realizamos
un ANOVA de dos factores, tratamiento y
pulgones. El factor ‘tratamiento’, con 6 niveles
(control, sequia, bajo ramoneo, alto ramoneo,
sequiat+bajo ramoneo y sequia+alto ramoneo),
y el otro factor (“pulgones’), con dos niveles
(presencia/ausencia). Dado que el factor
pulgones esta afectado por el tratamiento,
anidamos el efecto de los pulgones dentro
de los tratamientos. Cumplimos los
supuestos de normalidad y heterogeneidad
de varianza, transformando el crecimiento
a su logaritmo natural. Luego, evaluamos si
el nivel de estrés (variable explicatoria) se
asocia a un menor crecimiento en A. lampa
(variable respuesta) mediante una regresion
lineal simple. Para esto, transformamos los
tratamientos (variable categdrica) a niveles
de estrés (variable categoérica ordinal),

otorgando los siguientes valores: 1 al control,
2 a sequia, 3 a bajo ramoneo, 4 alto ramoneo,
5 a bajo ramoneo+sequia y 6 al tratamiento
de sequia+alto ramoneo. El tratamiento de
sequia suponia un menor estrés debido a que
estas plantas estan adaptadas a climas aridos
y tienen una historia evolutiva con presencia
de herbivoros mucho mas reciente. Ademas,
para evaluar el efecto de los tratamientos (i.e.,
la herbivoria de ganado simulada y la sequia)
sobre la presencia de pulgones, realizamos
un ANOVA de un factor, considerando
como factor al tratamiento, con seis niveles
(control, sequia, bajo ramoneo, alto ramoneo,
sequiatbajo ramoneo y sequia+alto ramoneo)
y como variable respuesta a la proporcion de
plantulas con pulgones por planta madre (i.e.,
n° plantulas con pulgones/n° total de plantulas
por planta madre), para cada tratamiento. A
su vez, evaluamos la diferencia de promedio
de granivoria (variable respuesta) entre los
niveles de carga ganadera (nulo, baja, media
y alta) mediante un ANOVA de un factor.
El dafio de granivoros fue estimado como
la proporcion de semillas comidas/frutos
colectados, por planta madre. Transformamos
la variable respuesta utilizando la funcién arco
seno de la raiz cuadrada para cumplir con los
supuestos de normalidad. Cuando el efecto de
algtin factor era significativo, realizamos una
prueba a posteriori de Tukey. Por tltimo, para
analizar si el nivel de carga de origen de las
plantas madre y de las semillas usadas para
obtener las plantulas de invernadero afectaba
la presencia de pulgones y la granivoria a
campo de A. lampa (variables respuesta),
realizamos un ANOVA de un factor usando
el nivel de carga como factor con 4 niveles
(nula, baja, media y alta). Para realizar esta
comparacion se seleccionaron solo las plantas
madre cuya descendencia tenia pulgones en el
invernadero y de las que ademas se contaba
con el dato de semillas consumidas a campo.

Figure 1. Schematic representation of the
experimental design under greenhouse conditions.

The treatments consisted of two levels of drought

SIN | BAJO (&,\ ALTO | (with and without drought) and three levels of
RAMONEO RAMONEO \~/""RAMONEO | clipping (control with no clipping, low and high
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clipping) and their combinations (with drought and
low clipping, and drought and high clipping). All
treatments were exposed to herbivory by aphids.

Figura 1. Esquematizacion del disefio experimental
bajo condiciones controladas en el invernadero.

SEQUIA

Los tratamientos simulados consistieron en
dos niveles de sequia (con y sin sequia) y tres
niveles de ramoneo (sin ramoneo, bajo y alto)

EO+ |y sus combinaciones (sequia mas bajo ramoneo

y sequia mas alto ramoneo simultaneamente).

Todos los tratamientos estuvieron expuestos a la
herbivoria por pulgones.
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Luego usamos los promedios obtenidos de
cada variable respuesta para cada nivel de
carga y realizamos una regresion lineal entre
dichos promedios y el nivel de carga (nula,
baja, media y alta, transformado a una variable
numeérica, 1:4) por separado.

ResuLTADOS

Crecimiento de las plantulas en el invernadero

Encontramos diferencias en el crecimiento
de las plantulas en los distintos tratamientos
de herbivoria, sequia y sus combinaciones
(F,,4,=20.38; P<0.001) (Figura 2). La tasa de
crecimiento de las plantulas fue independiente
de la presencia de pulgones (F, ,, =0.76; P=0.58)
(Figura 2). La tasa de crecimiento disminuy¢
a medida que aumenta el nivel de estrés
(R*=0.93; R=-0.97; P<0.001) (Figura 2). Resulta
interesante que el crecimiento de las plantulas
en el tratamiento control sin la presencia de
pulgones es muy similar al tratamiento de

0.8
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sequia sin la presencia de pulgones (Figura

2).

Presencia de pulgones en invernadero

La presencia de pulgones varid
significativamente entre los diferentes niveles
de estrés aplicados (F, ,,,=3.34; P<0.01) (Figura
3). Se observo mayor presencia de pulgones en
las plantulas del tratamiento control, seguido
por los tratamientos de herbivoria simulada,
que tuvieron una proporcién intermedia de
presencia de pulgones. Los tratamientos
de sequia y sequiatramoneo, presentaron
las menores proporciones de presencia de
pulgones (Figura 3).

Consumo de semillas por insectos (granivoria)

En el campo encontramos que la proporcion
de semillas consumidas por pequefios
herbivoros fue significativamente diferente
entre los niveles de carga ganadera (F, ,=7.15;
P<0.001). Observamos una mayor proporcion

& ausencia de pulgones
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Figure 2. Difference in the mean growth rate of A. lampa among treatments (control, C; drought, S; low browsing, BR;
high browsing, AR; drought with low browsing, BR+S; drought with high browsing, AR+S). Growth was transformed
to the natural logarithm. The bars denote the 95% confidence interval. The line corresponds to the significant regression
(R*=0.93, n=6, p=0.002, ***) between the natural logarithm of the growth rate of A. lampa in the absence of aphids
(dependent variable) and the stress level, as independent variable, transforming the applied treatments to a numerical
variable, from 1 ascribed to the control treatment to 6 (AR+S treatment).

BR+S AR+S

Figura 2. Diferencias de medias de la tasa de crecimiento de A. lampa entre tratamientos (control, C; sequia, S;
bajo ramoneo, BR; alto ramoneo, AR; bajo ramoneo por sequia, BR+S; alto ramoneo por sequia, AR+S). La tasa de
crecimiento fue transformada a su logaritmo natural. Las barras denotan los intervalos de confianza con un 95% de
confidencialidad. La linea, corresponde a la regresion significativa (R?=0.933, n=6, p=0.002, ***) entre logaritmo natural de
la tasa de crecimiento de A. lampa en ausencia de pulgones (variable dependiente) y el nivel de estrés, transformando
los tratamientos aplicados a una variable numérica que va desde el ntimero 1 (tratamiento control) al 6 (tratamiento
AR+S), como variable independiente.
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026 =
w024 ® Mean Figure 3. Proportion of seedlings
E T %mg:g:g%E with aphids across the stress
g 022 level conformed by the applied

o0 0.20 treatments (C= control, BR=1low
g_' clipping, 20% AR=high clipping,
g 018 . 80%, S=drought, BR+S= low

S 016 = clipping and drought, AR+S=

ot ab T high clipping and drought). Bars
g 0 denote 2 SE and letters denote
2 g12 l significant differences.

& 240 . Figura 3. Proporcién de
=~ b b presenciade pulgonesen funcién

..g 0.08 T T del nivel de estrés aplicado (C=
2 006 J_ control, BR= plantas sometidas

e - b a un ramoneo del 20%, AR=
o 004 T . plantas con un 80% de ramoneo,
e S= sequia, BR+S= bajo ramoneo
E" e J_ » J_ y sequia simultdneamente,

g, 000 T AR+S= alto ramoneo y sequia

002 simultaneamente). Las barras
c BR AR s BR+S AR4S denotan 2 veces el error estandar
y las letras las diferencias

Tratamiento significativas.

de semillas consumidas por pequefios
herbivoros en los campos con niveles de
carga ganadera alta, respecto de los campos
con carga ganadera nula e intermedia, que
no difirieron significativamente entre si
(Figura 4). En particular, los campos con
carga ganadera intermedia presentan los
menores porcentajes de semillas consumidas
por pequefios herbivoros.
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Herbivoria por niveles de carga

Al comparar la herbivoria por insectos,
granivoria en la generacion parental a
campo y los pulgones en su descendencia,
no encontramos diferencias significativas
entre los niveles de carga ganadera, aunque
si se observa una tendencia (Wilks, Fo 5174
P=0.11) (Figura 5). Nuevamente, encontramos
un efecto del nivel de carga ganadera para

Y¥=0.0508+0.034%«; 0.95 Conf. Int.

f
.

“

=2

Arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcién
de semillas consumidas por pequefios herviboros

nula baja

medis alts

Nivel de carga ganadera

Figure 4. Proportion of consumed seeds by insect herbivores under natural conditions along the stocking levels.
Rangelands were grouped according to their stocking rate as null, low (< 0.1 UG ha x year), medium (0.1-0.3 UG ha™
x year) and high (> 0.3 UG ha! x year). Bars denote 95% confidence interval. The blue line shows the linear tendency

of seed consumption along the stocking levels.

Figura 4. Proporcién de semillas consumidas por pequefios herbivoros a campo segtin el nivel de carga ganadera. Los
campos se agruparon acorde a su carga ganadera como nula, baja (< 0.1 UG ha™ x afio), media (0.1-0.3 UG ha" x ano) y
alta (> 0.3 UG ha x afio). Las barras denotan un intervalo de confianza del 95%. La linea azul representa la tendencia
lineal del consumo de semillas con el nivel de carga ganadera.
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Semillas consumidas
Lineal (Semillas consumidas)

media alta

baja
Nivel de carga ganadera

Figure 5. Mean proportion of consumed seeds in the rangelands (white bars) and mean proportion of seedlings with
aphids in the experiment under greenhouse conditions (black bars) grouped by the stocking level (x-axis, null=nula,
low=baja, intermediate=media and high=alta) suffered by the maternal plants from which seeds were obtained. The
upper limit of the bars represents the mean and their dispersion denote the standard error. The dotted lines show the
linear tendency between the mean proportion of consumed seeds (blue) and the proportion of aphids (red) with stocking
level, transformed to a numerical variable.

Figura 5. Diferencia de medias de la proporcién de semillas consumidas a campo (barras blancas) y de la proporcion
plantulas con pulgones en el invernadero (barras negras), entre los niveles de carga ganadera de donde provinieron
las plantas y las semillas. El extremo superior de cada barra corresponde a la media. Los desvios de cada barra
corresponden al error estandar. Las lineas punteadas muestran las tendencias lineales entre el promedio de proporcion
de semillas consumidas (azul) y la proporcién de pulgones (rojo) con el nivel de carga ganadera, transformado a

variable numérica.

las semillas consumidas a campo (F,,,=3.43;
P<0.05), pero no para la presencia de pulgones
(F,4,=0.12; P>0.05). La asociacion entre la
proporcién de semillas consumidas por
pequenos insectos y el nivel de carga ganadera
fue no significativa, aunque positiva (R=0.41,
R=0.64, n=4, P=0.36). En cambio, la asociacion
entre la proporcién de pulgones y el nivel
de carga fue no significativa, pero negativa
(R*0.59; R=-0.77; n=4; P=0.23). Adema3s,
observamos que dentro del tratamiento
control, la progenie proveniente de plantas
sin herbivoria tuvo parcialmente una mayor
proporcion de pulgones que las plantulas
provenientes de campos con herbivoria
(Figura 5, nivel de carga nula versus el resto
de los tratamientos; 0.10+0.05 vs. 0.08+0.02,
mediatES).

Discusion

Eneste trabajo evaluamos, experimentalmente
y a campo, el efecto del estrés por herbivoria'y
sequia sobre la tasa de crecimiento de A. lampa,
una especie tipica del desierto del Monte.

Ademas, evaluamos si la herbivoria por
grandes mamiferos y la herbivoria simulada
afectaban al dafio de insectos herbivoros
(granivoros y pulgones). Encontramos que la
herbivoria y la combinacién de ambos factores
de estrés (herbivoria y sequia) reducen la tasa
de crecimiento de A. lampa. Sin embargo, la
tasa de crecimiento en el tratamiento de sequia
no difiri6 significativamente del tratamiento
control, representando ambos las mayores
tasas de crecimiento. Estos resultados sugieren
que A. lampa tolera el estrés por sequia, pero
no el estrés por herbivoria o la combinacion
de ambos factores de estrés cuando acttian
de manera simultdanea. Ademads, como
esperabamos, vimos que el estrés en las
plantas con herbivoria simulada disminuyd
la presencia de pulgones, posiblemente por
una menor atraccion (i.e., menor calidad del
recurso) o una mayor defensa (i.e., produccion
de metabolitos secundarios) (Newton and
Goodin 1989). No obstante, el hecho de que
la proporcién de pulgones tiende a disminuir
con el nivel de carga ganadera —que en
este caso representa el estrés sufrido por
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las plantas madre (Figura 5)— sugiere una
trasmision generacional de defensas. A
campo, observamos que a mayor nivel de
carga ganadera hay un mayor consumo de
semillas por pequenos herbivoros, lo que
sugiere que plantas mas dafiadas son mas
vulnerables a otros herbivoros. Por lo tanto,
nuestra hipétesis de que los mecanismos de
defensas inducidos en la generacion parental
pueden transmitirse a su descendencia
esta parcialmente sustentada, aunque la
defensa anti-herbivoria parece no estar en
el fruto. El Monte Patagonico es un sistema
fragil y sensible a la degradacion, donde
modificaciones pequefias en el nivel de carga
ganadera producen cambios severos en la
estructura de la comunidad vegetal y en las
interacciones que se establecen con otros
organismos, como la herbivoria por insectos
(Tadey 2006, 2015, 2016).

Tanto el estrés por sequia como el estrés por
herbivoria pueden reducir el crecimiento de
las plantas (Golluscio et al. 2011). Sin embargo,
nuestros resultados muestran que A. lampa
es capaz de tolerar el estrés por sequia, ya
que su crecimiento no se vio afectado por
este tratamiento. Esto sugiere que A. lampa,
al igual que otras especies del Monte, ha
estado sometida a la sequia un tiempo
lo suficientemente largo para adaptarse
a este tipo de estrés (Villagra et al. 2011;
Peguero-Pina et al. 2020). Dos caracteristicas
morfo-fisioldgicas de A. lampa que podrian
contribuir frente a la tolerancia de la sequia
son su capacidad de reducir el area foliar y
su mecanismo fotosintético C4 (Kadereit et
al. 2010; Villagra et al. 2011). Ademas, esta
especie, al ser haldfita, tiene sales de oxalato
que le permiten absorber mayor cantidad de
agua (Cibils et al. 1998; Martinez et al. 2003).
En contraposicion, el estrés por herbivoria
implicéd una disminucion significativa en el
crecimiento de esta especie, probablemente
debido a que la presién de la herbivoria por
grandes mamiferos es reciente en su historia
evolutiva. Los registros de megafauna para
el bioma del Monte describen grandes
herbivoros con una dieta generalista basada
principalmente en pastos y gramineas
asociados a cuerpos de agua, lo que sugiere
una baja asociacion de grandes herbivoros
con la vegetacion arbustiva xérica, como A.
lampa (Flores et al. 2012; Fernandez et al. 2016;
Villavicencio et al. 2016; Mehl et al. 2019). Las
estrategias que le confieren a A. lampa una
tolerancia al estrés por sequia no parecen
otorgarle ninguna ventaja frente al estrés por

herbivoria. Esto parece indicar que la presion
de seleccion que ejercen los factores abioticos
(sequia) y bidticos (herbivoros) no interacttian
de manera convergente y que operan sobre
distintos rasgos fenotipicos.

Por otra parte, el estrés que sufren las
plantas puede afectar su interacciéon con
otros organismos, como los pequenos
insectos herbivoros. Nuestros resultados
experimentales muestran que las plantas de A.
lampa sometidas a mayor estrés (i.e., herbivoria
mas sequia) recibieron un menor dafno por
pulgones, sugiriendo que puede generar
defensas anti-herbivoria (e.g., mecanismos
de resistencia). Asi, la defoliacién simulada en
el invernadero podria haber desencadenado
la sintesis de metabolitos secundarios que
resultan téxicos para los pulgones. Ademas,
se sabe que la herbivoria puede inducir el
incremento de la densidad de tricomas en
una planta (Ning et al. 2016), lo cual podria
también dificultar la presencia de pequefios
herbivoros. Por otra parte, una menor
turgencia o calidad nutritiva generada por
el estrés sufrido puede repercutir de manera
indirecta en la presencia de pulgones a través
de una menor atraccion. Estudios futuros
deberian evaluar la sintesis de metabolitos
secundarios, el efecto de la turgencia o la
relacién de C/N. Bajo condiciones controladas,
las plantas sometidas a mayor estrés presentan
menor herbivoria independientemente del
mecanismo involucrado. Sin embargo, en
situaciones naturales donde no todos los
factores pueden ser controlados, las respuestas
a los distintos tipos de estrés podrian variar.

A campo, observamos mayores tasas de
granivoria por insectos con el aumento de
la carga ganadera. Se observd que en esta
region, el ganado disminuye la cobertura, la
abundanciaylariquezadelavegetacion (Tadey
2006). Bajo este contexto, si las poblaciones de
insectos granivoros se mantuvieran constantes
0 aumentaran con la carga ganadera, se
incrementaria la presion por herbivoria dada
por una mayor abundancia de insectos por
planta (Tadey 2016). Alternativamente, si la
poblacion de insectos disminuye con la carga
ganadera, la presion de herbivoria podria estar
dada por un aumento en el tiempo de forrajeo
por planta. Otra explicacion al aumento de
granivoria con la carga ganadera es a través
de una limitacion de recursos disponibles
en la planta producida por el ganado, que
repercute en la generacion de estructuras
de defensa en las semillas, aumentando su
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vulnerabilidad (Strauss and Agrawal 1999).
Esta tiltima explicacion se enmarca en la teoria
de asignacion optima de las defensas (McKey
1974). La misma predice que el costo de las
estrategias de defensas estara determinado por
un balance entre la tasa de consumo, la funcién
del tejido consumido y su costo ecoldgico
(McCall and Fordyce 2010). En este sentido, A.
lampa pareceria mostrar que es menos costoso
sacrificar parte de la descendencia que tejidos
vegetativos de la planta. Esto podria deberse
a que en este sistema arido es preferible
asegurarse la supervivencia del individuo,
debido a la dificultad del establecimiento de
nuevos individuos, por sobre la reproduccion
que ocurre periddicamente. Por lo tanto,
perder parte de la descendencia no condenaria
a la extincion de la especie.

La respuesta inducida por el estrés de
herbivoria en las plantas puede transmitirse
a las siguientes generaciones, otorgdndole
una ventaja adaptativa a la especie (Sobral
et al. 2021). Esta idea concuerda con
nuestros resultados de una tendencia en la
disminucion de la presencia de pulgones
con el aumento del nivel de carga ganadera
(carga ganadera medida en las plantas madre)
(Figura 5), sugiriendo que aquellas plantulas
provenientes de madres estresadas generan
una progenie mas protegida. Dichas progenies
mostraron una disminucion en la presencia
de pulgones con el aumento del estrés
(tratamientos de herbivoria mas sequia), lo que
indicaria no solo la inducciéon de mecanismos
de defensa, sino también su transmision a la
siguiente generacion. Otra evidencia parcial
es que en el tratamiento control observamos
que la progenie proveniente de plantas sin
herbivoria tuvo mayor ataque de pulgones
que las plantulas provenientes de campos
con herbivoria (Figura 5) (nivel de carga
nula versus el resto de los tratamientos).
Otros estudios demostraron que las defensas
inducidas por herbivoria en las plantas se
pueden expresar en una generacion, y que
estos cambios se pueden transmitir a las
siguientes generaciones mediante mecanismos
epigenéticos de larga duracion (Holeski et al.
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2012; Sobral et al. 2021). Los mecanismos
epigenéticos son un conjunto de procesos
moleculares que pueden regular actividades
génicas sin alterar la secuencia de ADN como,
por ejemplo, la metilacion de citosinas (Bird
2007). Estos procesos moleculares pueden
alterar la expresion génica afectando a los
fenotipos (Richards 2006). A su vez, algunos
de estos cambios en los patrones epigenéticos
a nivel individual pueden transmitirse a
la siguiente generacion, aun cuando las
condiciones de estrés desaparezcan (Richards
2006; Youngson and Whitelaw 2008; Jablonka
and Raz 2009), lo que le otorgaria una ventaja
adaptativa frente al estrés por herbivoria.
El diseno experimental aplicado permitio
mostrar que el estrés por herbivoria constituye
una amenaza significativa para una especie
forrajera con un amplio rango de distribucion
en el Monte. A su vez, aportamos una primera
aproximacion sobre qué estrategias de
defensa podrian desencadenarse y cémo es
la interaccion entre los factores de estrés mas
comunes de zonas aridas y semidridas.

En conclusion, si bien A. lampa esta adaptada
a zonas aridas, es vulnerable a distintos tipos
de herbivoria, evidenciado por su ausencia
local en campos con alta carga ganadera y su
disminucién del crecimiento bajo tratamientos
de herbivoria. Las estrategias de defensa
desencadenadas bajo estrés hidrico no
implicarian una ventaja para tolerar o resistir
el estrés por herbivoria en esta especie. Sin
embargo, la respuesta generada frente al estrés
por herbivoria, posiblemente una estrategia
de defensa quimica, podria prevenir el dafio
futuro de otros insectos herbivoros folivoros
y, a su vez transmitir esta respuesta a su
descendencia.
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