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ABSTRACT

Agricultural intensification based on single-crop farming causes a severe loss of diversity at the
farm scale, including nectariferous resources, needed for the survival and establishment of pest
natural enemies of crops. Intercropping systems are an alternative to monoculture, considering
ecologic principles such as conservation biological control, which promotes environment
complexity using associated crops and beneficial intercrops (e.g.: legumes). In this study we used
Vicia faba L., a species that features extra floral nectaries with high potential to be used in
association with non nectariferous crops like wheat and oat for the regulation of aphid pests by
natural enemies. Extra floral nectar can play an important role on pest regulation by attracting
natural enemies and an early resource for sustenance when these arrive to a crop. The objective
of the current study was to characterize extra floral nectar release under controlled abiotic
conditions (breeding chambers), under two different temperatures, “high” (20°C) and “low” (10°C)
temperature, and two different light intensities, “high” (2300 Ix) and “low” (1000 Ix). We also
evaluated the nectar induction on plants subjected to an infestation of the aphid Acyrtosiphon
pisum and the presence of its parasitoid Aphidius ervi, also to mechanical damage to the leafs to
simulate a leaf-chewing herbivore. The results show that temperature and luminosity would affect
extra floral nectary’s pigmentation, developing period length and time needed for the first extra
floral nectar (EFN) release. As well, EFN release was not induced by the aphid infestation, as
expected, the EFN consumption by parasitoid wasp females would not have a major impact on
EFN induction.



RESUMEN

La intensificacion de la agricultura en los sistemas de monocultivos ha generado una
pérdida importante de diversidad en el paisaje y con ello de los recursos nectariferos, necesarios
para la sobrevivencia y establecimiento de enemigos naturales en los cultivos. El sistema de
cultivos intercalados es una alternativa de produccién con principios ecoldgicos que se basa en
el control biolégico de conservacion, el cual incentiva a complejizar el paisaje utilizando cultivos
asociados y entre hileras benéficas como lo son las leguminosas. En este estudio se utilizé Vicia
faba, especie que provee néctar extra floral de manera temprana y tiene un alto potencial para
ser utilizada en la asociacion de cultivos no nectariferos como el trigo y la avena para la regulaciéon
de plagas de pulgones con enemigos naturales. El néctar extra floral juega un rol importante en
la mediacion de varias de las interacciones en el campo ya que es una fuente de alimento atractivo
y ampliamente disponible. El objetivo del presente estudio fue caracterizar la liberacion del néctar
bajo condiciones externas controladas de temperatura, “alta” (20°C) y “baja” (10°C); y luminosidad
“alta” (2300 Ix) y “baja” (1000 Ix); y evaluar una posible induccién del néctar en plantas sometidas
a la infestacién del pulgén Acyrtosiphon pisum y la presencia de su parasitoide Aphidius ervi,
ademas de cortes mecanicos en las hojas simulando herbivoro masticador. Los resultados
demuestran que la temperatura alta y la luminosidad alta afectarian tanto en la pigmentacién de
los nectarios EF, como en el aumente del tiempo utilizado para su formacion y para la primera
liberacién de NEF. Asi también, la liberacién del NEF no es inducido por la infestacion de éfidos,
como se esperaba, ni tampoco su consumo por las hembras de avispas parasitoides las que no

tendrian mayor incidencia en la induccion del NEF.
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1. INTRODUCCION

Debido a la intensificacion de la agricultura en sistemas de monocultivo, se ha reducido
fuertemente la diversidad de especies en el campo y con ello de los recursos nectariferos
disponibles, los que son mediadores de muchas interacciones con insectos benéficos, como la
polinizacién y la proteccion indirecta. Esta simplificacion del agroecosistema trae consigo la
perdida de enemigos naturales por falta de las fuentes de presas, hospederos alternativos, sitios
de refugio, anidacién e hibernacién entre otras, convirtiendo a los cultivos susceptibles a la
herbivoria y a las plagas resistentes por el uso indiscriminado de insecticidas sintéticos para su
control (Gurr et al., 2017).

Las plantas han desarrollado un amplio repertorio de mecanismos de defensa y adaptacion
contra la herbivoria, para atraer y mantener a otros organismos que pueden defenderlas, uno de
ellos son los nectarios extra florales, que a través del néctar producido generan una fuente
atractiva de alimento disponible en el campo en épocas donde puede existir poca oferta,
atrayendo a insectos mutualistas. Los nectarios extra florales son glandulas que secretan una
sustancia nutritiva dulce y acuosa llamada néctar extra floral (NEF), compuesta mayoritariamente
de azulcares, pero también de algunos aminoacidos. De esta manera el NEF podria tener mas
potencial para atraer a los enemigos naturales que el néctar floral ya que al ser producido por
6rganos no reproductivos puede mantenerse por mas tiempo disponible (Choh et al., 2006; Heil,
2008; Jones et al. 2017). Esta fuente de alimentos atrae variados insectos (como hormigas,
parasitoides y depredadores generalistas (Marazzi et al. 2013; Engel et al. 2001), que protegen
las hojas, brotes y flores del ataque de los herbivoros y esto resulta en una interacciéon de tipo
mutualista (Marazzi et al. 2010; Koptur, 1989). Estudios han demostrado que, en algunas
especies de plantas, existe una induccién de la produccion de néctar extrafloral después del dafio
causado en el tejido por los herbivoros, mientras que otros estudios no encontraron tal efecto
asociado a este dafio especifico (Wackers y Wunderlin 1999). Sin embargo, esta evidencia
proviene de insectos masticadores y existen escasas investigaciones del efecto en la produccion
del néctar extra floral cuantitativa y cualitativa de los insectos picadores-chupadores como los
afidos.

La disponibilidad de néctar en el campo es indispensable para el control biolégico ya que se
demostré que los enemigos naturales como parasitoides son mas efectivos en la postura de
huevos mientras mas cerca estén de la fuente de néctar (Tylianakis et al. 2004). Es por esto que
las plantas que producen néctar extrafloral se estan considerando cada vez mas como fuente de

alimento adicional para los enemigos naturales en los programas de control de plagas amigables



con el ambiente. Esta aplicacion en la proteccion de los cultivos requiere establecer cual es el
papel ecolégico del néctar extra floral, ya que pocas veces se ha aplicado este aspecto en el
manejo de plagas en el campo.

Un grupo de plantas modelo para estudiar la fisiologia del néctar extrafloral es la familia de
las Leguminosas (Fabaceae), que también es buena candidata para asociarse con cultivos no
nectariferos (ademas de ser usadas para el control de malezas y como fuente de nitrégeno para
el suelo). El haba (Vicia faba L.) es un cultivo frecuentemente asociado a cultivos como cereales
(avena y trigo) que produce NEF como fuente de azlcares para los parasitoides de pulgones,
una de las plagas ampliamente registradas a nivel mundial que atiende a una amplia variedad de
especies cultivadas mas importantes desde el punto de vista econémico (Bugg et al. 1989;
Giordanengo et al. 2010). Sin embargo, no se sabe mucho de la variacién en la liberacion de NEF
por el haba segun las condiciones medioambientales. Es asi como, adn no se sabe cuando los
nectarios, una vez que se hayan formado, empiezan a liberar NEF bajo condiciones controladas
de luz y temperatura. Estas informaciones iniciaran nuestra comprension de las modalidades de
liberacién de NEF durante el crecimiento del cultivo de haba en el campo. Ayudara para
determinar a partir de cuando y durante cuanto tiempo aproximadamente, el cultivo de haba
empieza a ser atractivo para enemigos naturales y en particular para los parasitoides, en

condiciones de campo.

Por consiguiente, se requiere mucho mas conocimiento sobre los efectos de ciertas
condiciones ambientales como luz, humedad o temperatura en la produccion de NEF para
comprender su relevancia ecoldgica. Esta informacion es necesaria para que estas interacciones
puedan servir como una herramienta confiable en la agricultura. Por lo tanto, a continuacién, se

plantea la hip6tesis y objetivos del presente estudio:
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Hipotesis

H1: La produccion de néctar extra floral en Vicia faba L. es inducible por la infestacion de

Acyrtosiphon pisum.

H2: La produccién de néctar extra floral en Vicia faba L. es inducible por el consumo del mismo

néctar por su parasitoide Aphidius ervi.

H3: La liberacién de néctar extra floral se ve favorecida por alta intensidad luminica y alta

temperatura.

Objetivo general

Determinar si la liberacion de NEF en Vicia faba L. puede ser aumentada por insectos chupadores
como el pulgdn Acyrtosiphon pisum y por el consumo del mismo néctar por enemigos naturales

como su parasitoide Aphidius ervi.

Cuantificar el tiempo necesario para la liberacion de NEF en Vicia faba L. bajo condiciones

externas de luz y temperatura.

Objetivos especificos

Cuantificar el volumen de NEF liberado por las plantas de haba bajo los diferentes tratamientos:

con pulgones consumiendo, después del consumo de néctar por parasitoides.

Caracterizar la formacion de nectarios y su liberacién de NEF mediante el porcentaje de nectarios
liberando néctar y nimero de dias después de siembra (DDS) necesarios para su formacion/
pigmentacion y posterior liberacién bajo dos condiciones diferentes de temperatura y dos

diferentes intensidades luminosas.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Composicidn del Nectar extra floral

El néctar floral contiene altos niveles azucares simples, mono y disacaridos (sacarosa, fructosa
y glucosa). Las cantidades relativas de cada una estan determinadas por la invertasa nectaria
gue hidroliza la sacarosa a glucosa y fructosa (Nicolson et al. 2007). Ademas, contiene niveles
mas bajos de aminoécidos, vitaminas, minerales y lipidos (Baker y Baker 1983; Nicolson et al.
2007). Pero también lo componen proteinas relacionadas con la patogénesis y otras enzimas
protectoras, lo que hace al NEF una recompensa valiosa. Estos componentes pueden variar en
cantidad y concentracion entre las especies vegetales y segun las condiciones medioambientales
(Nicolson et al. 2007).

Variados estudios han demostrado que la composicion y la cantidad glucosa y fructosa del
néctar pueden tener un efecto importante en el comportamiento de las hormigas, asi como
también determinan qué insectos son atraidos por estos azucares (Volkl et al. 1999; Fischer et
al. 2001).

Fisiologia y morfologia de los nectarios extra florales

Un total de 3941 especies de plantas conocidas presentan nectarios extra florales, distribuidas
en 745 géneros y 108 familias de las cuales casi la mitad de todas las especies portadoras de
este tipo de nectarios pertenecen a solo tres familias de angiospermas. Entre ellas se destaca la
familia de las leguminosas (Fabaceae), con un 30% de las especies portadoras (Weber y Keeler

2013), la cual presenta una gran importancia dentro de la agricultura a nivel mundial.

Los nectarios extra florales son glandulas secretoras de néctar ubicadas en érganos
vegetativos fuera de las flores y los cuales se han observado en una gran diversidad de especies.
En estas glandulas secretoras existen numerosos tricomas secretores y no secretores agregados
en la superficie abaxial de cada estipula. Tanto el xilema como el floema estan presentes en la
estipulacién debajo del nectario extrafloral y la liberacion del liquido estd limitada por la
disponibilidad de sacarosa en el floema. En ambos tipos de nectarios florales y extra florales,
grandes células acompafiantes rodean al floema. Las células epidérmicas y parenquimatosas de
las glandulas y las células acompafiantes, desarrollan crecimientos en la pared y, por lo tanto,
son células de transferencia (Davis et al. 1988). El néctar secretado siempre se encuentra de

manera superficial en el nectario y este proviene directamente de la fotosintesis realizada por el
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nectario o los tejidos contiguos, generalmente sin almacenamiento de almidén. Por lo tanto, el

néctar siempre se produce durante el dia y en pequefias cantidades.

Estas estructuras nectariferas pueden variar en su abundancia y distribucion dentro de una
planta a lo largo de su desarrollo (Rogers et al., 2003). Algunas plantas pueden presentarlos en
los margenes de las hojas como algunas Roséaceas, sobre la vena media de las hojas como
algunas Convolvulaceas o en las estipulas como Vicia faba (Fabaceae). También en algunas
especies puede observarse un cambio inesperado en la ubicacién de la planta durante su
crecimiento, lo que atribuyen a posibles cambios en el programa de desarrollo de la hoja durante
la etapa de plantulas (Kwok y Laird, 2012). En las investigaciones de Marazzi y colaboradores
(2013) muestran que estos nectarios en las plantas del genero Senna estan presentes desde las
primeras etapas de la plantula hasta la planta adulta otorgdndole una caracteristica atractiva para

su utilizacion como fuente de néctar de larga durabilidad.

Funcion ecoldgica del NEF

Los nectarios extra florales pueden cumplir diversas funciones ecolégicas, generan una
interaccién insecto-planta a través de la atraccién por alimento de mutualistas y en consecuencia
proteccién contra los no mutualistas, este comportamiento es una defensa indirecta de atraccion
de insectos depredadores. Algunas veces actian atrayendo artropodos agresivos principalmente
hormigas, que protegen las hojas, brotes y flores de los herbivoros, pero también atrayendo a
algunos parasitoides (Marazzi, 2013; Heil, 2011; Bentley 1977; Koptur,1992; Rosumek et al. 2009;
Heil, 2015).

Las plantas presentan también otros tipos de defensa indirecta contra los herbivoros, como
por ejemplo la produccion de compuestos organicos volatiles. Pero Heil (2007) considera que los
compuestos organicos volatiles atraen principalmente &caros depredadores y avispas
parasitoides, mientras que el NEF atrae principalmente a las hormigas, por lo que estas dos

caracteristicas podrian estar presentes en muchas interacciones entre animales y plantas.

Los nectarios extra florales pueden potenciar fuertemente la supervivencia de ciertas
especies de plantas, dando forma a la comunidad vegetal siendo muy importantes para la
construccion de comunidades de herbivoros, depredadores y parasitoides (Marazzi, 2013). A
pesar de su importancia ecoldgica, la historia evolutiva de los nectarios extra florales es compleja

y poco conocida.
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2.5

Caracter inducible y comportamiento de liberacién del néctar extra floral

Las plantas productoras de NEF pueden responder ante la presencia de algunas especies o
compuestos, después de la herida del ataque de los herbivoros, se esperaria el aumento de la
secrecion del néctar y también un cambio en su composicién, producida por la accién de la enzima
invertasa presente en la pared celular que es inducida por el acido jasmaénico (Heil, 2015; Smith
et al. 1990). Existen variados estudios de plantas que han respondido a este ataque como lo son
las plantas de poroto lima quienes aumentaron la secrecion de néctar extra floral después de la
exposicién a plantas sometidas a compuestos volatiles inducidos por Tetranychus urticae en
estudios realizados por Choh (2006). Aunque en muchos estudios hubo un aumento en la
produccion de néctar extrafloral después del dafio por los herbivoros, en muchos otros estudios
no se han encontrado tal efecto (Koptur 1989; Wackers et al. 2001). Es probable que esta cualidad
esté presente en solo algunas especies vegetales ademas de que existe evidencia de
Inducibilidad de NEF solo de insectos masticadores y hay escasos conocimientos del efecto que

producirian los insectos picadores-chupadores.

Interaccion del NEF y los afidos

Ademas de las perdidas por la alimentacion de las plantas, los pulgones causan graves
pérdidas en los cultivos al vectorizar los virus de estas. Su manejo hasta ahora ha sido
principalmente mediante pesticidas sintéticos y es por esto que el control biolégico es

indispensable en huertos de produccion ecolégica o en el manejo integrado de plagas.

Se estima que con solo aumentar la liberacion de NEF siguiendo el ataque por insectos
herbivoros o picadores como pulgones, una planta podria atraer mas enemigos naturales.

El néctar producido en el nectario extra floral puede distraer a las hormigas de las fuentes

de azucar de los homopteros (&fidos) y, por lo tanto, puede funcionar como una defensa o

interrupcion contra el mutualismo de hormigas y homépteros (Stadeler y Dixon, 2005). Como

consecuencia, las colonias de afidos abandonadas sufririan de una mayor depredacion y

parasitismo, y el dafio a la planta huésped se reduciria o eliminaria.

En un contexto de cultivos la asociacion de plantas que tienen muchos ataques por plagas
con plantas que liberan NEF y que son sensibles a otros tipos de herbivoros presenta una gran

ventaja para la proteccién de los cultivos, por la atraccién y la retencién de enemigos naturales al



2.6

procurarles todos los recursos troficos que necesitan directamente dentro o alrededor del cultivo

principal (Jamont et al. 2014).

Interaccidn de la produccién de NEF y los parasitoides

Ademas de los mecanismos de defensa directa, las plantas pueden reclutar enemigos
naturales de herbivoros, como los depredadores y parasitoides como defensa indirecta (Rose et
al. 2006). Una de las formas de atraccion es a través del alimento y humedad que proporcionan
a través de el néctar floral, el néctar extra floral, el polen y la mielecilla, aunque al comienzo de la
temporada, cuando el néctar floral liquido aln no esté disponible, el néctar extra floral (NEF) ya
esta presente en las plantas jévenes y disponible como fuente de alimento para los parasitoides.
(Rose et al. 2006). Los parasitoides adultos, consumen preferentemente alimentos ricos en

azlcares que encuentran en el entorno y podrian utilizar NEF como Unica fuente de alimento

(Rose et al. 1998).

Estos recursos nutricionales son esenciales para su supervivencia y para su mantenimiento
durante la busqueda de huéspedes en el campo y su disponibilidad puede afectar la longevidad
y fecundidad de los parasitoides y su distribucién del tiempo utilizado en la exploracion de los
huéspedes o su eficiencia en el parasitismo, ademas podrian aumentar su longitud de alcance
(Lewis et al. 1998). Algunos parasitoides pueden llegar a vivir varios meses y distribuyen sus
huevos durante la mayor parte de este periodo, por esto necesitan tener alimentos adecuados

para mantener esta blsqueda (Takasu y Lewis, 1995).

El néctar floral es facilmente detectable por su fragancia floral y por ser muy abundante
durante la temporada de flores, pero puede que no siempre sea accesible para especies con
aparatos bucales cortos como muchas especies de avispas parasitoides (Raguso 2001, 2004;
Jervis, 1998). Es por esto que los nectarios extra florales son una fuente potencial de alimento de

acceso facil y directo para estas avispas.

Hay estudios que sugieren que las avispas pueden localizar el NEF desde distancias cortas
solo por su olor, y lo encuentran casi tan rdpido como la miel, pero mucho mas rapido que la
sacarosa sin olor (Rése et al. 2006). Si los parasitoides pueden detectar el NEF por su olor,
entonces con mas NEF disponible la traza de olor sera mayor, aunque no estamos seguros que
solo necesitan el olor para encontrar al néctar; aunque mas néctar sugiere no solo mas atraccion
sino también mas retencion de los parasitoides. En la mayoria de los estudios analizados el papel

del néctar extra floral en atraer y atender a los parasitoides ha sido bien establecido.



2.7 Uso de Vicia faba en cultivos intercalados

El haba (Vicia faba), una planta anual con nectarios extra florales en la base de las hojas,
especificamente en las estipulas, produce NEF a partir de las glandulas estipulares (kdpke et al.
2010). Esta regularmente infestada por dos especies de afidos, Aphis fabae y Acyrthosiphon
pisum. Los nectarios extraflorales y A. fabae son cominmente atendidos por la hormiga, Lasius
niger, mientras que A. pisum generalmente permanece sin atencién de hormigas (Engel, 2001),

mas bien se ha observado que es atendido por las avispas parasitoides (Jones et al. 2017).

Los cultivos intercalados pueden ser asociaciones de diversas caracteristicas
independiente si es un cultivo anual o perenne, es asi como los cereales pueden asociarse con
leguminosas v los cultivos de raiz asociarse con cereales (Liebman, 1998). La asociacion de
cereales con leguminosas es bastante utilizada por las mdltiples interacciones positivas que
genera, como la fijacidbn N2 atmosférico, mejora las caracteristicas del suelo, ayuda al control de
malezas y en la reduccion de plagas entre otras (Duchene et al., 2017). Para este caso la
asociacién de cultivos con plantas que liberan NEF que son sensibles a otros tipos de herbivoros
presenta una gran ventaja para el control bioldgico de los cultivos, por la atraccién y la retencion
de enemigos naturales al entregarle los recursos troficos que necesitan dentro o alrededor del

cultivo principal (Jamont et al. 2014).

Asi también Vicia faba, es utilizada en el presente experimento ya que produce nectarios
en sus estipulas mucho antes de la aparicion de las flores (Kwok y Laird, 2012). Esta provisién
temprana de néctar podria atraer enemigos naturales muy temprano en la temporada de
crecimiento y potencialmente impedir el crecimiento temprano de la poblacion de plagas de afidos

de la temporada.

2.8 Influencia de latemperatura e intensidad luminica en la liberacion del NEF

Para que el néctar sea liberado de manera eficaz necesita condiciones externas optimas, las
cuales dependerdn de la especie y del lugar donde se desarrolle. Las caracteristicas
fisicoguimicas del néctar como el volumen y la concentracion son reguladas por factores tanto
bioticos como abidticos. Los factores abidticos son impredecibles y de dificil control, el estrés
hidrico, la humedad relativa, que se presenta en forma de un perfil relativo constante; la
temperatura ambiente e intensidad luminosa, reabsorcion selectiva de solutos o agua (Heil, 2011;
Corbet et al., 1979; Nicolson, 1995), nutrientes disponibles en el suelo, entre otros. Todos estos

podrian influenciar el perfil de liberacidn, por ejemplo, podria alterar el volumen de liberacion de



NEF y la concentracién, sin embargo, para efectos de este experimento seran intensidad

luminosa y temperatura aquellos que se analizaran a continuacion.

La temperatura afectaria directa o indirectamente la tasa de secrecién de néctar ya que esta
afecta la capacidad fotosintética de la planta, es decir la liberacién aumentaria con la temperatura,
aunque también disminuiria a temperaturas demasiado altas (Nicolson et al. 2007). En algunos
estudios se plante6 que debido a que las plantas mediterraneas se adaptan a mayores
temperaturas, su liberacién 6ptima de néctar se dara a temperaturas mas altas que la de las
plantas templadas p. ej. para Thymus capitatus la temperatura optima es a los 32.5 ° C (Petanidou
y Smets 1996). Aunque realmente el rango 6ptimo de liberacibn se conoce en muy pocas
especies y Vicia faba no es una de ellas.

Del mismo modo la intensidad luminosa podria favorecer o interferir en la adecuada
liberacién de NEF dependiendo de su adaptacion en cuanto a la informacién existente, las plantas
mediterraneas se adaptan generalmente a altas intensidades de luz y su secrecion de néctar no
esta limitada por la radiacién solar en condiciones mediterraneas normales, pero bajo condiciones

de luz desfavorables, la secrecion de néctar puede disminuir fuertemente (Nicolson et al.2007).

Por estos motivos para confiar en el potencial de atraccion del cultivo de habas en los
parasitoides en cuanto a su consumo de NEF, necesitamos conocer la magnitud del impacto de
las condiciones ambientales como la temperatura y la intensidad de luz percibida por la planta
sobre la produccién del NEF. Estos ademas son factores que varian a menudo en el campo y a
lo largo de la temporada del cultivo con las que podremos simular condiciones normales de luz y
condiciones bajo follaje en el campo y en distinta época del afio. Dada toda la informacién es
necesario caracterizar de manera certera la liberacion del néctar extra floral en vicia faba para

gue sea una pieza (til en el control biologico de plagas.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Muestreo de plantas de habas

3.11

3.1.2

Ubicacion del estudio

Este estudio se desarroll6 en las camaras de crianza del Instituto de Ciencias Biolégicas,
perteneciente a la Universidad de Talca. Las mediciones se realizaron en el laboratorio de
Interacciones Insecto-Planta perteneciente al Instituto de Ciencias Bioldgicas. Todas las

instalaciones se encuentran ubicadas en la Universidad de Talca, campus Talca.

Material vegetal

Se utilizaron plantas de haba Vicia faba L. var. ‘Aguadulce’ (de precocidad media). Se
cultivaron a partir de semillas en suelo de jardin y arena (1:1) en macetas de 8 cm de diametro.
Para la siembra, las semillas sufrieron un choque térmico con agua caliente durante 1 minuto
antes de ser colocadas en agua fria durante 24 horas el dia anterior a la siembra para aumentar
la velocidad de germinacion. Justo después de sembradas, fueron colocadas en camaras de
crianza (cAmara Pitec) que dieron lugar a los experimentos. Para todos los experimentos; el
fotoperiodo fue de 16 horas dia/8 horas noche. El riego se realizé dia por medio a capacidad de
campo, se dejo escurrir por 5 min y se eliminé el excedente de agua de las bandejas para evitar
los cambios de la humedad relativa dentro de las camaras. Las plantas se utilizaron para el
experimento tan pronto como aparecieron 2 o 3 pares de nectarios extra florales para analizar los
factores bidticos. Asi también para los factores abiéticos se anoté el tiempo de apariciéon de cada
par de nectarios de hasta 3 pares por planta, y el tiempo de primera liberacién de néctar extrafloral
por cada nectario. A partir de los estudios de Heil (2011) una vez medido su volumen el néctar
fue almacenado para medir la concentracién de los azlcares que seran analizados en otro

experimento.
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3.1.3 Insectos

Tanto la colonia de avispas parasitoides A. ervicomo la de pulgones A. pisum se mantuvo en
el laboratorio de control bioldgico de la Universidad de Talca, Talca, Chile. Anterior a la postura
dentro de los sistemas A. pisum fue alimentada de plantas de haba y A. ervi con agua, miel y NEF
de haba.

3.2 Cuantificacién de la produccion de NEF liberado

Para todos los experimentos se utilizé el mismo método de extraccién y cuantificacion: el NEF
se recolecté directamente del nectario extrafloral utilizando una micropipeta de volumen 2 pul. Se
tomo una fotografia idéntica a cada punta de la micropipeta para obtener el volumen exacto

extraido a través de la formula obtenida de una regresion linear (Figura 3.1y 3.2).

Figura 3.1 Imagen de la extraccion del néctar. Volumen obtenido denominado | y largo total
denominado L.

3.3 Impacto de los factores bidticos

El experimento se ubic6 en la camara con fotoperiodo 16 horas dia/8 horas noche, con
un régimen de temperatura de 21°C, con un perfil de humedad relativa con variacién constante,
aumentando levemente por la noche (medida por un datalogger Kestrel D2), y una intensidad de
luz de 3200Ix (bombilla E, 250W). Se utilizaran 20 plantas por tratamiento (n=20 plantas) que
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hayan llegado de 2-4 nectarios extra florales. Se aplicaron 3 tratamientos y un tratamiento control,
de las cuales se cuantificé la liberacion de néctar al segundo, cuarto, sexto y octavo dia después
de la aparicién y cada dia a la misma hora. La liberacidon de néctar extrafloral para los factores
bidticos se midi6é en las siguientes 4 situaciones: i) Control, sin presencia de insectos; ii) Con
presencia de pulgones, se introduciran en el sistema 30 ejemplares de Acyrtosiphon pisum por
planta en todos los estados posibles. iii) Con parasitoides, se introdujeron 5 hembras de Aphidius
ervi por planta, de edades y experiencias aleatorias de crianza, después de 24 horas se realizaron
las mediciones; iv) Cortes mecanicos: se realiz la rotura manual de la mitad de la hoja sobre las
2 hojas més grandes para simular el efecto de un herbivoro cortador como un gusano o larva a
modo de control positivo. Segun los estudios de Koptur y Wackers (1989, 2001) estos insectos
inducirian la produccion de NEF. Para los tratamientos con insectos se introdujo cada planta en
un sistema cerrado respirable de polipropileno, en tubo tapado con tul para el paso del aire
(incluyendo el control para que no existan diferencias en la humedad relativa entre los
tratamientos). Se separé las réplicas con pulgones de las con parasitoides para que no existan

volétiles generando alteraciones en la reaccion de las plantas.

Figura 3.2 Plantas de haba dentro de su “sistema” cerrado con 2 o mas pares de nectarios
visibles en proceso de medicién dentro de su sistema.
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3.4

3.5

3.5.1

Impacto de los factores abio6ticos

A continuacion de la primera observacion de liberacion de néctar se observé la variacion
de la produccién cada dia durante diez dias en cada nectario y cada observacion se realiz6 a la
misma hora que el dia anterior. La liberacion de néctar extrafloral para los factores abioticos fue
medido en las siguientes situaciones; i) Temperatura, las plantas fueron colocadas en una camara
PiTec con dos temperaturas diferentes en tiempos separados, a temperatura “alta” sometida a
20°C y a temperatura “baja” sometida a 10°C; ii) Intensidad luminica, las plantas fueron colocadas
en una camara (PiTec) con dos intensidades luminosas distintas en tiempos distintos, a intensidad
“alta” de 2300 Ix. y a intensidad “baja” de 1000 Ix. bajo 20°C y bajo el mismo perfil de humedad
(el 70% durante el dia y el 95% durante la noche, comprobado con el datalogger Kestrel D2). Se
realiz6 con el objetivo de evaluar que los factores abiéticos luz y temperatura no solo influencien
el crecimiento del haba, sino que puedan mejorar o perjudicar a la emisién de NEF.

Disefio del experimento y analisis estadistico
Cuantificacion del volumen

Se realiz6 una escala volumétrica para extraer una “proporcion” de 30 fotos de
micropipeta rellena de cada volumen cada 0,1 pL entre 0,1y 1,5 uL y asi a través de una regresion
lineal obtener la formula que nos dara el volumen exacto de NEF recolectado en cada muestra
del experimento. Para esta regresion se utilizé la proporcién I/L (ver figura 3.1) en el programa
RStudio (R Cran Project, version 3.5.3, funcion Im del package Ime4) donde fue aceptada la

distribuciéon normal de los residuos y se obtuvo la siguiente ecuacion:

volume (uL) = -0.437137 + 2.631679 * proporcién

Figura 3.3. Férmula obtenida de la regresion, para calcular el volumen de néctar fotografiado a
partir de la micropipeta rellena.
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3.5.2

Andlisis estadistico

Las pruebas estadisticas usadas para determinar diferencias entre tratamientos fueron las
siguientes: Verificacion los supuestos de normalidad con el test de Shapiro-Will y

homocedasticidad con el test de Levene de la variable volumen de NEF liberado por planta.

Para el ensayo de los factores bioticos, la diferencia entre los tratamientos se analizo a través
del test no parameétrico de Kruskal-Wallis y posteriormente se realiz6 el test no paramétrico de
Wilcoxon para andlisis de los pares. En el caso del experimento de plantas con avispas
parasitoides la liberacién fue analizada ademas como una variable binaria con el test de chi
cuadrado. Todos ellos en donde la unidad experimental correspondié a 20 plantas con 3
repeticiones, donde fueron analizados por lo menos tres pares de nectarios por planta. Los datos
recopilados fueron procesados y analizados en el programa STATGRAPHICS 18 X-64.

Para el ensayo de factores abidticos se utilizé el programa RStudio (R Cran Project, version
3.5.3). Se utiliz6 el test no paramétrico prueba de los rangos de Wilcoxon, comparando el nimero
de nectarios liberando NEF y los dias después de siembra (DDS) necesarios para la
aparicién/coloracion de los nectarios EF, en donde la unidad experimental correspondié a 20

plantas con 2 repeticiones, donde fueron analizados tres pares de nectarios por planta.
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4. RESULTADOS

4.1 Impacto de los factores bidticos

Al comenzar con el ensayo las plantas tenian en promedio 15 dias después de siembra
(DDS) y 0,2 m de altura. El volumen minimo, que visualmente sé aprecia como un nectario
hamedo, pero imposible de extraer con una micropipeta, fue estandarizado para efectos de
analisis a 0,05 pL.

4.1.1 Influencia de lainfestacion de afidos sobre la liberacién de NEF

Se extrajo el volumen de cada nectario para calcular el volumen liberado por planta a los
cuales se analizaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad para los datos obtenidos
en cada dia de la toma de muestra y para cada experimento, en ambos casos los supuestos
fueron rechazados (Levene, p>0,05). Se observé que las varianzas de los grupos son fuertemente
heterogéneas y no se puede modelar adecuadamente la normalidad de los datos.

El volumen mas alto observado en un nectario fue 2,9 uL y el mas bajo fue el
estandarizado en 0,05 pL. Para este experimento el 28% de las plantas infestadas por &fidos
nunca liberaron néctar, mientras que el 9% de las plantas a las que se le realizé corte mecanico
en las hojas tampoco lo hizo y solo el 5% de las plantas tratamiento control tampoco liberé néctar

durante el experimento.

Efecto de la infestacion de afidos y cortes mecanicos
sobre la produccién de NEF

0,8
0,7

0,6

0,5
04 u control
0,3 afidos
02 ]' I cortes
0,1
0
2d 4d

-0,1

Volumen promedio por planta (uL)

D=
L=

Dias de medicién

Figura 4.1 Volumen promedio liberado por planta (puL) bajo los tratamientos control, afidos y
cortes para las cuatro fechas de toma de muestra, las barras de error muestran el error estandar.
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41.2

Para el primer dia de muestreo, el tratamiento control presento la mayor cantidad de
nectarios liberando con 39%, mientras que el mayor volumen liberado promedio por planta lo
obtuvo el tratamiento de cortes con 0,45 pL, asi también los volimenes mas bajos y menor
cantidad de nectarios liberando los obtuvo el tratamiento de afidos con 24% y 0,2 uL
respectivamente (Cuadro 4.1). Para los siguientes tres dias de muestreo el tratamiento cortes
presento el mayor porcentaje de nectarios liberando y el mayor volumen liberado para cada dia.

De este modo, existen diferencias estadisticamente significativas en las medianas de las

Volumen promedio por planta

observaciones entre los 3 tratamientos en las cuatro fechas de muestreo.
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Figura 4.2. Grafico de medias y barras de error para la variable volumen promedio por planta
para los tratamientos control, cortes y afidos en el primer, segundo, tercer y cuarto dia de
medicion. Medias descritas por la misma letra en cada fecha no difieren segun prueba de Kruskal-

Wallis.
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4.1.3 Analisis para los pares (2x2)

Para las comparaciones de volumen liberado por planta entre los pares de los 3
tratamientos a través de la prueba de Wilcoxon, existen diferencias significativas entre los
tratamientos cortes-afidos para cada dia de la medicion, asi también existen diferencias
significativas entre los tratamientos control-afidos para los Ultimos tres dias de medicion, mas no
para el primero. Mientras que, para el par control-cortes no existen diferencias significativas para

ningun dia de muestra excepto para el sexto dia (Cuadro 4.1).

Cuadro 4.1. Efecto de los tratamientos control, afidos y cortes sobre el volumen promedio por
planta y la interaccion entre los pares para cada dia de medicion segun el test de Wilcoxon.

Volumen promedio por planta

(HL)
Tratamiento /Dia de medicion 2d 4d 6d 8d
Control 0,44 ab 0,27 a 0,21 c 0,28 a
Afidos 0,18 b 0,15 b 0,03 b 0,03 b
Cortes 0,60 a 0,41 a 0,39 a 0,18 a
Valor p 0,0347054 0,0254035 <0,05 <0,05

Interaccion de los pares

Control - Afidos = * * *
Control - Cortes - - * -
Cortes - Afidos * * * *

4.1.4

* indica una diferencia significativa.

Influencia del consumo previo de NEF por avispas parasitoides

Para impedir que la presencia de compuestos organicos volatiles emitidos por las plantas
infestadas por afidos alterara los resultados del tratamiento con avispas parasitas (Kopke y
Nemecek, 2010) fueron separados en tiempo y lugar. Es por esto que este tratamiento tiene su
propio control con el cual fueron comparados. En este caso los resultados obtenidos no muestran
diferencias estadisticamente significativas entre control y tratamiento para el volumen liberado
por planta en cada dia de muestra (Cuadro 4.2). Para comparar los resultados anteriormente
obtenidos la liberaciébn como una variable cualitativa a través del test de chi cuadrado quien lanzo
diferencias significativas para el segundo y cuarto dia de medicidn, es decir existe relacién entre
la presencia de avispas parasitas y la liberacion de NEF para la mitad de los dias muestreados

en este experimento.
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Figura 4.3. Efecto de la presencia de avispas parasitas sobre el porcentaje de nectarios liberando
y no liberando para 2,4,6 y 8 dias posterior a la postura de las avispas.

Cuadro 4.2 Efecto del tratamiento de parasitoides y control sobre el porcentaje de nectarios
liberando (valor p para test chi cuadrado) y volumen promedio por planta (valor p para test
Kruskal-Wallis) para cada dia de medicion.

Nectarios liberando

(%)
Tratamiento /Dia de medicion 2d 4d 6d 8d

Control 52,9a 57,8 a 22,5a 49,0 a

Parasitoides 39,8 a 42,4 a 19,5a 17,8 a

Valor p 0,0517 0,0221 >0,05 <0,05

Volumen promedio por planta

(HL)

Control 0,43 a 0,57 a 0,08 a 0,33 a

Afidos 0,58 a 0,14 a 0,07 a 0,24 a

Valor p >0,05 0,0798954 >0,05 0,0615482
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4.2 Impacto de los factores abiéticos

421

Se evalué comparando la fecha de formacién/coloracion del nectario, la primera fecha de
liberacién de NEF y el volumen liberado de NEF durante 10 dias (volumen de néctar por nectario
recolectado todos los dias). Para este experimento solo se consideraron los tres primeros niveles

de nectarios.

Influencia de la temperatura

El efecto de dos tratamientos de temperatura, de 10 ° C y 20 ° C (a 2300 Ix de
luminosidad), fue bastante claro en este experimento. En general, 95% de las plantas presentaron
nectarios visibles alrededor de los 20 ° C, frente a 65% de plantas a 10 ° C. El 45% de las plantas
cultivadas a 10 ° C no presentaron nectarios visibles en las estipulas y nunca liberaron néctar

durante el experimento (ni después de un mes).

Figura 4.4. Respuesta general de las plantas de haba bajo dos tratamientos de temperatura: A,
gota de néctar visible a 20 ° C, las plantas presentan tanto nectarios visibles como néctar liberado
regularmente; B, plantas con entrenudos cortos y sin nectarios estipulares.
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4.2.2

4.2.3

Tiempo de formacion de los nectarios

Como se esperaba, el tiempo necesario para que aparecieran los primeros nectarios fue
significativamente mas largo a 10 ° C que a 20 ° C. Esto se explica faciimente por el hecho de
que, a 10 ° C, la tasa de crecimiento de las habas es mas lenta que cercano a los 20 ° C. Sin
embargo, cuando el experimento dur6 mas de 20 dias, y las plantas de habas alcanzaron un
estado fisiolégico al menos equivalente al que se puede ver a 20°C con un par o mas de nectarios,
solo un 35% de plantas alcanzaron 2 niveles de nectarios visibles, y un 5% alcanzaron 3 niveles.

Absolutamente ninguna planta ha liberado néctar a 10 ° C.

Comparacion del efecto de la temperatura en la aparicion de los nectarios EF
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Figura 4.5. Tiempo medio (posterior a la siembra) necesario para que los primeros tres pares de
nectarios EF sean visibles bajo dos temperaturas diferentes (solo una observacion representada
para el tercer par a 10 ° C). Las barras de error representan la desviacion estandar. (1) p = 1.079e-
11 Wilcox.test (2) p = 2.763e-08 Wilcox.test.

Liberacién de NEF

En el 70% de las plantas de haba que germinaron durante el experimento (porcentaje
total de germinacién), absolutamente ninguna liberé6 NEF durante los 10 dias del estudio a 10 °
C. Mientras que el 95% de las plantas cultivadas a 20 ° C germinaron durante el experimento, y

solo 3 nectarios sobre 112 observados nunca liberaron néctar en los 10 dias del experimento.
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Figura 4.6. Proporcién de nectarios liberando y no liberando NEF (1 y O respectivamente) a
20°C para todos los niveles de nectarios y para el nivel 1,2 y 3 en los 10 dias del experimento.

Estos resultados muestran que, alrededor de los 20 ° C, los nectarios son principalmente
productivos los primeros dias después de su formacién, durante el crecimiento de la hoja.
Después de tres dias, la proporcion de nectarios que liberan NEF disminuy6 progresivamente.
Para todos los niveles nectarios, no se registré liberacion de NEF después de 10 dias después

de la formacion.

Las plantas sometidas a 10°C nunca liberaron néctar, por lo que lo que los resultados
obtenidos a 20°C no fueron comparados.
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4.3 Influencia de laintensidad de luz

43.1

Formacion y pigmentacion de los nectarios

Alrededor de los 20 ° C, 95 y 70% de las plantas germinaron respectivamente para
intensidades de luz de 2300 y 1000 lux. Bajo una intensidad de 2300 lux, los nectarios de ambos
lados de todos los niveles de las hojas de todas las plantas germinadas eran visibles, de modo
que se podia determinar sistematicamente una fecha de aparicién. Mientras que, las plantas
sometidas 1000 lux, el 56% de los nectarios eran invisibles, de ellos el 55% liberaron NEF en
algin momento durante el experimento y el 45% nunca liberaron NEF y, por lo tanto, se
consideraron ausentes. Todos los nectarios ausentes eran del primer nivel de nectarios formados:
habia al menos un nectario visible, lo que explica por qué consideramos un nivel de nectarios
presente. En el Gnico caso la planta de habas tenia ambos nectarios del mismo par invisible, pero

ambos liberaron NEF en algun punto durante la experiencia.

Dado que no se pudieron determinar las fechas de aparicion de los nectarios invisibles
pero liberadores de NEF, estos nectarios no se consideraron en el andlisis de la fecha de
formacion del nectario ni la primera fecha de lanzamiento de NEF. Sin embargo, se tuvieron en

cuenta en la comparacion de los volimenes de lanzamiento de NEF.

4.3.2 Fechadeformacién de los nectarios
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Figura 4.7. Tiempo después de la siembra para la aparicion del primer par de nectarios
segundo de las plantas de haba bajo dos intensidades de luz. Los puntos negros son las
observaciones y las barras de error representan el error estandar (p <0,05).
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La diferencia en el nimero de dias para que los nectarios sean visibles fue significativa
entre ambas intensidades de luz para los tres primeros niveles de nectarios de las plantas de
habas. Para el primer par de nectarios, se necesitaron en promedio 11.5 dias y 13.4 dias
respectivamente bajo 2300Ix y 1000Ix para poder ver la coloracion.

Cuadro 4.3 Numero medio de dias necesarios para que los tres primeros niveles de nectarios
extraflorales de las plantas de habas sean visibles bajo dos intensidades de luz.

NIVEL DE NECTARIO 1000 LX 2300 LX
1] 13.39286 11.50000
2 | 14.36364 12.73684
3| 16.58824 15.11111

4.3.3 Primera liberacién de néctar

Todos los niveles incluidos, el tiempo que necesita el nectario para liberar NEF por
primera vez es significativamente diferente entre ambas intensidades de luz, siendo mas largo de
casi un dia, en promedio, a una intensidad mas baja. Sin embargo, las observaciones son muy
variables. Para tratar de reducir esta variabilidad, la primera version de NEF se representd de
acuerdo con el nivel del nectario de la planta: nuevamente, los datos son variables dentro de los

niveles del nectario.
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Figura 4.8. Tiempo necesario para la primera liberacion de NEF después de su formacion
(pigmentacion) bajo dos intensidades de luz (p <0,05). Los puntos negros son las observaciones
y las barras de error representan el error estandar.

4.3.4 Experimento cruzado

Se realiz6 un experimento adicional con 20 plantas bajo baja intensidad de luz (1000Ix) y
baja temperatura (10 ° C), lo que resulté en una baja tasa de germinaciéon (20%) y sin aparicion

de nectarios en 14 dias, después de lo cual se detuvo el experimento.
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4 DISCUSION

Sin duda los factores que regulan la liberacion del néctar son muy diversos y variados, es por
esto que intentar explicar la alta variabilidad de los volimenes dentro y entre plantas es muy
complejo. La liberacion de NEF se rige seglin el modelo de defensa 6ptima, al secretarse
principalmente en los érganos mas valiosos, es decir, los 6rganos que seran una importante
contribucién a la sobrevivencia de la planta y de altos costos de produccién como hojas jovenes,

frutos inmaduros, etc., y que ademas son mas susceptibles a la herbivoria (Jones et al. 2017).

En base a la observacién, el nectario se mantendria activo durante todo el periodo de
crecimiento de la hoja adyacente y cesaria su actividad en cuanto haya completado su
maduracioén, asi es como los nectarios mas antiguos se inactivan mientras los mas jévenes se
activan a medida que van apareciendo los siguientes niveles de hojas, y son frecuentemente los
pares de nectarios mas jovenes los que mas néctar liberan (Heil, 2015). Esto implica que las
plantas de habas pueden ser atractivas mientras se formen nectarios y la planta se desarrolle,
pero su atractivo por NEF deberia cesar una vez que la planta haya crecido por completo. Es asi
como la liberacién de NEF podria variar con la edad de la planta y con la edad de la hoja individual
y evidentemente por las condiciones de temperatura e intensidad de luz favorables para la planta
y su liberacion; esto explicaria gran parte de la dinamica de los resultados (volimenes

observados).

Bajo las condiciones dispuestas en este experimento no hemos encontrado evidencias
suficientes para decir que la liberaciéon de NEF en las plantas de Vicia faba serian inducidas por
la infestacion de afidos ni por la presencia de parasitoides, pero esto no significa que si pudiesen
serlo otras especies del genero Vicia. Los resultados obtenidos para los factores biéticos como la
disminucién del volumen de néctar liberado en las plantas infestadas por afidos podria ser
explicada por una disminucién importante del flujo de fotoasimilados circulantes por una alta
infestacion comparada con el tamafio y estadio fisioldgico de las plantas en experimento. Mientras
que, si bien los cortes mecanicos podrian ser considerado un ataque mas agresivo, este fue
suficiente para inducir la liberacién del néctar sin disminuir la capacidad de la planta para
fotosintetizar y traslocar adecuadamente los recursos, considerando que el dafio mecéanico
significo la perdida de la mitad de dos de las hojas mas grandes. Entonces la capacidad de la
planta para producir y liberar néctar EF adecuadamente se llevara a cabo dependiendo de la
magnitud del ataque por los herbivoros. Cabe destacar que el ataque de los herbivoros
masticadores y la induccién del mismo estd ampliamente estudiado y fue este el motivo de incluir
los cortes mecanicos, simulando a un insecto masticador como tratamiento a modo de control

positivo.
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La capacidad de las plantas para reaccionar ante la herbivoria mediante el NEF es una
caracteristica de resistencia, sin embargo, estos rasgos podrian en alguna medida haber sido
eliminados o minimizados a través de la seleccion genética sistematica a la que han sido
sometidas las especies cultivadas con fines comerciales enfocados principalmente en aumentar
la produccion de frutos. De esta forma podria esperarse que una mayor produccién de NEF
significaria una menor produccion reproductiva, aunque esta descrito que el costo metabdlico de
NEF es muy bajo y no hay evidencia de una disminucién de la produccién ante un aumento de la
liberacion de NEF. Aunque se ha encontrado que las plantas cultivadas tienden a liberar un menor

volumen de NEF respecto a sus parientes silvestres (Jones et al. 2017).

Los resultados obtenidos para los factores abioticos fueron los esperados, asumiendo que
todos los procesos metabdlicos de las plantas, incluida la formacion y liberacion de néctar,
dependen de la temperatura y la intensidad luminica, al estar directamente relacionados con la
fotosintesis. Cabe destacar que para este experimento debié haberse analizado no solo los tres
primeros nectarios si no también los nectarios més jovenes lo cual fue un error por lo mencionado
anteriormente acerca la durabilidad y actividad de los nectarios. Este es un estudio preliminar del
efecto de la temperatura y luminosidad bajo condiciones controladas sobre la liberacion de NEF,
donde los resultados sugieren que la temperatura durante el desarrollo temprano de la planta
puede tener un fuerte efecto en la formacion y coloracion de los nectarios y en la liberacion actual
de néctar por parte de la planta, mas no futura. Esto quiere decir que el néctar liberado
corresponde a los fotoasimilados recientes o inmediatos, ya que en la mayoria de los casos el
néctar no fluye ni se pierde ya que este se reabsorbe si ho es consumido por alguna especie
nectarifaga (Cruden et al., 1983). Los resultados obtenidos para la luminosidad son similares a
los de temperatura, aunque las plantas a 10° C nunca liberaron néctar, contrario a las plantas
sometidas a luminosidad “baja” que, si lo hicieron en menor medida que luminosidad “alta”. A
estas condiciones de laboratorio se debe aplicar un termoperiodo variable para poder describir

de mejor manera los perfiles de liberacion de NEF del haba a condiciones de campo reales.

De esta forma, podriamos considerar elaborar una herramienta para la estimacién de la fecha
después de siembra de la primera version de NEF y en consecuencia, de la fecha en que el cultivo
de habas comienza a ser atractivo para enemigos naturales en condiciones de campo, asi
podremos enfrentar la incidencia de plagas como los pulgones y la abundancia de enemigos
naturales como los parasitoides con esta fecha, y ver cdmo la disponibilidad de NEF cambia su
fecha de llegada, reduce el tiempo de respuesta defensiva y su capacidad de regulacién de las

poblaciones de plagas, en comparacién con un cultivo sin néctar.
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Un factor limitante importante que debe ser considerado en una futura repeticion del
experimento es la forma de obtencion y medicién del volumen, este podria realizarse por ejemplo
mediante microcapilares, primero para extraer completamente el néctar presente en el nectario,
que en algunas ocasiones no se pudo con la micropipeta y segundo para obtener directamente
la cantidad de volumen y no a través de una férmula que, si bien es bastante precisa para
volimenes altos, es también en parte imprecisa para volimenes tan pequefios como los liberados
por las plantas en los nectarios extra florales. En la ecuacién obtenida en este experimento, para
los valores mas pequefios de la “proporcion” lanzé volumenes de valores negativos que fueron
reemplazados por 0,05 pL y que fue estandarizado como volumen minimo observado. Como este
factor pudo haber alterado en alguna medida los resultados, la liberacion del néctar se evalué
adema&s como una variable cualitativa donde la relacibn entre porcentaje de nectarios

liberando/volumen promedio por planta fueron similares (anexos).

No cabe duda que el aumento de los recursos nectariferos a los agroecosistemas a través
del manejo del habitat mejora la regulacion de las plagas a través del apoyo no solo a los
parasitoides sino también a diversos enemigos naturales e incluso a polinizadores, es asi como
la implementacion de cultivos asociados con Vicia faba podria impactar no solo en el manejo de
plagas si no generar efectos méas amplios en los sistemas agricolas, por esto para conocer el rol
que cumple el néctar extra floral es necesario que sea observado a nivel de comunidad. Existe
un enorme potencial del uso del haba como cultivo nectarifero para aprovechar las interacciones
mediadas por néctar extra floral en una gran cantidad de cultivos para reducir o eliminar el uso
de pesticidas perjudiciales para los humanos y el medio ambiente para que sea integrada en

diferentes tipos de programas de control bioldgico.
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5 CONCLUSION

Basados en las condiciones establecidas en el presente estudio se concluye que:

La liberacion del néctar extra floral en las plantas de Vicia faba L. no es inducida por
la infestacion del afido A. pisum.

La liberacion del néctar extra floral en las plantas de Vicia faba L. no es inducida por
el consumo del mismo por las avispas parasitoides A. ervi.

La temperatura baja e intensidad luminosa baja, aumenta el tiempo necesario para
la formacién de los nectarios extra florales y para la primera liberacion de néctar extra
floral. Ademés, ambas disminuyen el volumen de néctar liberado por planta, asi como

también la capacidad de generar y pigmentar los nectarios.
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Figura 7.1. Histograma de frecuencias con distribucion normal de la escala volumétrica para la
obtencién de volumenes procesados en el programa R Cran Project funcion Im.
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Figura 7.2. Graficos de probabilidad normal de los volimenes promedio por planta para cada
dia de medicion. P>0,05 para test de Levene.
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Figura 7.3. Histograma de frecuencias para los volimenes por planta para cada dia de
medicién, con distribucién asimétrica con tendencia a la derecha.

Figura 7.4. Porcentaje de plantas liberando néctar EF para cada fecha de medicion.
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Figura 7.5. Efecto de dos intensidades de luz sobre el volumen medio recolectado por nectario

para cada dia de muestra. Las barras muestran el error estandar.
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