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RESUMEN

El sorgo (Sorghum spp.), quinto cereal en importancia a nivel mundial, se destaca por
su tolerancia al estrés hidrico, lo que lo convierte en un cultivo estratégico en regiones
aridas y semiaridas. En Uruguay, su creciente incorporacién en los sistemas agricolas
se ha visto amenazada por la reciente invasion del pulgdn amarillo (Melanaphis
sorghi), una plaga emergente altamente dafiina, de rapida reproduccién
partenogenética y dificil manejo. Si bien se han promovido estrategias como la
resistencia genética, las siembras tempranas y el uso de curasemillas, el rol defensivo
de compuestos como el acido cianhidrico (HCN), derivado de la hidrdlisis de
glucésidos cianogénicos, sigue poco explorado frente a plagas picosuctoras como
Melanaphis sorghi (M. sorghi), a pesar de haberse demostrado su eficacia frente a
insectos masticadores como Spodoptera frugiperda. En este contexto, la presente
tesis evaluo, bajo condiciones controladas, la interaccidon entre el estrés hidrico y el
causado por M. sorghi en tres hibridos de sorgo: uno con alta (Hibrido 1; H1) y otro
con baja (H3) capacidad de sintesis de HCN (ambos con respuesta desconocida
frente al pulgdn), y un tercero susceptible (H2) al insecto, con capacidad cianogénica
desconocida. Se analizaron variables relacionadas con la dinamica poblacional del
pulgdén, el comportamiento fisiolégico de las plantas y la calidad forrajera. Los
resultados revelaron diferencias significativas entre hibridos. El genotipo con menor
capacidad cianogénica (H3) mostré consistentemente menor infestacion, mayor
biomasa aérea, mayor grosor del tallo e indice de SPAD, bajo estrés combinado, lo
que contradice la hipétesis de que una mayor produccién de HCN confiere mayor
resistencia. Esto sugiere la participacion de mecanismos defensivos alternativos,
posiblemente inducidos por el entorno, como la acumulacion de metabolitos
secundarios o proteinas especificas del floema. Los ensayos ex situ no mostraron
diferencias entre hibridos, lo que refuerza la idea de que estas defensas no serian
estructurales, sino quimicas y dependientes del estado fisiolégico de la planta. El
estrés combinado acentué las pérdidas en biomasa aérea, clorofila (SPAD) y grosor
del tallo, sobre todo en los hibridos H1 y H2. En todos los casos, la calidad forrajera se
vio comprometida, con aumentos en lignina (LDA) y disminucion de minerales
esenciales (FDN, FDA, cenizas). Estos resultados evidencian el caracter complejo y
multifactorial de la resistencia a M. sorghi, y subrayan la necesidad de enfoques
integrativos para el desarrollo de hibridos mas resilientes frente a escenarios de estrés
multiple.

Palabras Clave: sorgo, Melanaphis sorghi, estrés hidrico, HCN



ABSTRACT

Sorghum (Sorghum spp.), the fifth most important cereal crop worldwide, stands out for
its remarkable tolerance to water stress, making it a strategic crop in arid and semi-arid
regions. In Uruguay, its increasing integration into agricultural systems has recently
been threatened by the invasion of the yellow sugarcane aphid (Melanaphis sorghi), an
emerging and highly damaging pest characterized by rapid parthenogenetic
reproduction, wide dispersal capacity, and challenging management. Although
strategies such as genetic resistance, early sowing, and seed treatments have been
promoted, the defensive role of compounds like hydrogen cyanide (HCN), derived from
the hydrolysis of cyanogenic glucosides, remains underexplored against piercing-
sucking pests such as Melanaphis sorghi (M. sorghi), despite its proven efficacy
against chewing insects like Spodoptera frugiperda. In this context, the present thesis
evaluated, under controlled conditions, the interaction between water stress and the
stress caused by M. sorghi in three sorghum hybrids: one with high and another with
low HCN synthesis capacity (both with unknown responses to the aphid), and a third
hybrid susceptible to the insect, with unknown cyanogenic capacity. Variables related
to aphid population dynamics, plant physiological responses, and forage quality were
analyzed. The results revealed significant differences among hybrids. The genotype
with the lowest cyanogenic capacity (H3) consistently showed lower infestation, greater
above-ground biomass, thicker stem, and higher SPAD index under combined stress,
which contradicts the hypothesis that higher HCN production confers greater
resistance. This suggests the involvement of alternative defense mechanisms, possibly
environmentally induced, such as the accumulation of secondary metabolites or
phloem-specific proteins. Ex situ assays showed no significant differences among
hybrids, reinforcing the idea that such defenses are not structural (e.g., waxes or
trichomes), but chemical and dependent on the plant's physiological state. Combined
stress intensified losses in aerial biomass, chlorophyll content (SPAD), and stem
thickness, particularly in the more susceptible hybrids (H1 and H2). In all cases, forage
quality declined under stress conditions, reflected in increased lignin (ADL) content and
reduced essential minerals, as indicated by higher NDF, ADF, and lower ash content.
These findings highlight the complex, multifactorial nature of resistance to M. sorghi
and emphasize the need for integrative approaches in breeding more resilient hybrids
capable of withstanding increasingly frequent multiple stress scenarios.

Keywords: sorghum, Melanaphis sorghi, water stress, HCN



1 INTRODUCCION

El sorgo (Sorghum spp.) es el quinto cereal mas plantado en el mundo con un
area de siembra de 61.3 millones de hectareas para el periodo 2024/25 (Sorghum ID,
s.f.). En Uruguay, el area sembrada para el mismo periodo fue de 40.465 hectareas
segun la Oficina de Estadisticas Agropecuarias (DIEA, 2025). En América y Oceania
se utiliza principalmente como fuente de alimento para los animales, en cambio, en las
regiones mas pobres de Asia y Africa, donde hay mayor escasez alimentaria, mas del
70 % de la produccion de este cultivo se destina como alimento para las personas
(Food and Agriculture Organization of the United Nations, 1995).

El sorgo se caracteriza por ser capaz de resistir a condiciones de estrés hidrico
en comparacion con otros cultivos de verano. Es por tal razén que se justifica su
siembra en condiciones de secano, sin embargo, veranos muy secos pueden generar
disminuciones importantes en el rendimiento. Las deficiencias hidricas durante el
crecimiento y desarrollo del cultivo reducen el area foliar disminuyendo asi la
intercepcion y absorcion de la radiacion solar. Esto trae como consecuencia una
menor cantidad de carbohidratos sintetizados por el cultivo. El estrés hidrico, durante
la floracién, principios de antesis y llenado de granos, genera infertilidad y por lo tanto
un menor rendimiento del cultivo (Abreha et al., 2022).

Simultaneamente, el cultivo de sorgo puede ser afectado por distintas especies
de insectos plaga, entre las que se destaca el pulgén amarillo del sorgo, Melanaphis
sorghi, una plaga emergente y altamente dafina en nuestro pais, capaz de provocar
pérdidas significativas en el rendimiento del cultivo. Para un control efectivo de
Melanaphis sorghi (M. sorghi), es necesario tener en cuenta el tamafio de la poblacién
de pulgones y el estado de desarrollo del cultivo. La aplicacion de insecticidas debe
basarse en un muestreo riguroso que permita estimar el porcentaje de plantas
infestadas y, en funcién de ello, decidir si el control quimico es necesario. Un manejo
exitoso de esta plaga incluye varias estrategias complementarias: el uso de hibridos
tolerantes o resistentes, la siembra temprana o en fecha 6ptima, el uso de curasemilla
para proteger el cultivo en etapas iniciales, y un monitoreo frecuente aplicando los
umbrales establecidos para M. sorghi (Cibils-Stewart et al., 2021).

Dentro del manejo integrado, una herramienta clave podria ser el uso de
hibridos que presenten mayores niveles de acido cianhidrico (HCN), un compuesto
quimico que forma parte del sistema de defensa de la planta (Vasquez et al., 2025). El
HCN se encuentra dentro de la familia de los glucésidos cianogénicos (CG), una clase
de aleloquimicos (compuestos quimicos producidos por un organismo que afectan a
otro organismo, generalmente de otra especie) que producen mas de 2.650 especies
de plantas, incluido el sorgo. Los CG liberan HCN cuando se rompe el tejido vegetal,
actuando como mecanismo de defensa por su toxicidad en animales. Dada la
toxicidad del HCN, se sabe que los CG juegan un papel en la defensa de las plantas
contra los herbivoros, especialmente insectos masticadores (ej. Lagartas) (Krothapalli
et al., 2013). Hasta la fecha, no se ha evaluado el efecto del HCN sobre los pulgones,
aunque se sabe que el HCN se incrementa bajo condiciones de estrés hidrico. En este
contexto, el objetivo del presente trabajo fue determinar en condiciones controladas
(invernaculo) las interacciones entre el HCN en tejido foliar frente a estreses bidticos
(pulgones) y abidticos (sequia) utilizando un hibrido con baja capacidad de producir
HCN, uno con alta capacidad de producir HCN y uno susceptible al pulgén con
capacidad desconocida de produccién de HCN. Los resultados obtenidos podran
contribuir al desarrollo de estrategias de manejo integrado que consideren la seleccion
de hibridos con mayor tolerancia combinada a plagas y sequia, optimizando la
resiliencia del cultivo de sorgo frente al cambio climatico.
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2 REVISION BIBILOGRAFICA

El sorgo es un cereal de gran importancia que se utiliza con fines tanto
forrajeros como alimenticios, siendo considerado un alimento bioenergético. Se cultiva
principalmente en ambientes calidos y aridos y se caracteriza por ser una especie de
genoma diploide con 700 Mb (Krothapalli et al., 2013). En Uruguay se utiliza
frecuentemente en las rotaciones agricolas debido a su resistencia, adaptabilidad y
altos rendimientos, principalmente con destino hacia la alimentaciéon animal (Cuitifio et
al., 2022). Sin embargo, en los ultimos afos, el cultivo se ha visto amenazado por la
aparicion del pulgén amarillo del sorgo (M. sorghi), una plaga emergente en el pais,
capaz de provocar danos severos y comprometer significativamente la produccion,
especialmente bajo condiciones de estrés ambiental (Cuitifio et al., 2022).

El complejo Mss (Melanaphis sorghi y Melanaphis sacchari) fue reportado por
primera vez en Uruguay en 2021, y en un principio se desconocia la especie exacta.
Actualmente se reconoce que M. sorghi es la Unica especie del complejo que ataca al
sorgo, mientras que ambas, M. sorghi y Melanaphis sacchari ocurren comunmente en
cana de azucar (Cuitifio et al., 2021, 2022; Vasquez et al., 2025). Esta situacion no es
aislada para nuestro pais, ya que también se ha reportado en paises como Argentina,
Brasil, El Salvador, Nicaragua, Honduras y EE. UU. entre 2013 y 2021. En Argentina,
por ejemplo, en la zafra del 2021, se estimaron pérdidas de rendimiento de entre 1200
y 5000 kg/ha debido a la presencia de esta plaga (Cuitifio et al., 2022). La magnitud
del dafo depende de factores como la densidad poblacional, la duracion de la
infestacion y el estado fenolégico del cultivo durante la colonizacion de M. sorghi
(Cuitifno et al., 2022; Singh et al., 2004). Esta diversidad de contextos pone de relieve
la importancia de entender tanto a la plaga como a sus plantas hospederas.

M. sorghi o pulgdn amarillo del sorgo por su coloracion amarillenta, posee
antenas y patas con extremos oscuros, y sifones mas cortos que la cauda (Figura 1).
Al igual que otros pulgones, es un insecto fitdfago picosuctor que afecta a las plantas
directamente al alimentarse de su savia. Utiliza un estilete en su aparato bucal para
perforar los tejidos vegetales y acceder al floema, lo que reduce significativamente el
vigor de la planta. Debido a este habito alimenticio, muchas especies de pulgones
pueden introducir toxinas o patégenos a través de su saliva, lo que agrava el dafio
causado y compromete la salud general del cultivo (Rebuffo et al., 2010; Tetreault et
al., 2019). Por lo que el impacto de los pulgones puede ser tanto directo —por la
extraccion de nutrientes— como indirecto —vectores de enfermedades—; sin
embargo, en el caso de M. sorghi, su rol como vector no ha sido confirmado (Cuitifio et
al., 2021, 2022; Vasquez et al., 2025).
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Figura 1
Ejemplares de pulgones (Melanaphis sorghi,

Uno de los sintomas mas evidentes de la interaccion entre el sorgo y M. sorghi
es la abundante excrecidon de melaza, asociada a explosiones poblacionales de la
plaga (altas densidades). La melaza es una sustancia azucarada excretada por los
pulgones como mecanismo para eliminar el exceso de agua y carbohidratos derivados
de su alimentacion directa en el floema (Cuitino et al., 2021). Esta sustancia se
acumula sobre las hojas, confiriéndoles un aspecto brillante y pegajoso. Aunque
puede ser aprovechada por insectos beneficiosos como enemigos naturales,
polinizadores (abejas) y coccinélidos (mariquitas), también propicia el desarrollo de
fumaginas; hongos saprofitos que reducen la eficiencia fotosintética y afectan
funciones fisiolégicas clave como la transpiracion (Cuitifno et al., 2021; Saluso, 2022).
La atraccion de los benéficos hacia la melaza implica un desafio adicional para el
manejo del cultivo, ya que el uso de insecticidas dirigidos al control del pulgén puede
afectar negativamente a estos organismos no objetivo, comprometiendo el equilibrio
ecoldgico del agroecosistema y la sostenibilidad del control biolégico (Calvo-Agudo et
al., 2021; Wackers et al., 2008).

En términos bioldgicos M. sorghi se reproduce asexualmente (partenogénesis),
lo que permite un rapido aumento poblacional. Cada hembra es capaz de producir
multiples descendientes femeninos (clones) sin necesidad de apareamiento,
favoreciendo la formacion de colonias densas en cortos periodos de tiempo. En
condiciones naturales, puede completar entre 50 y 60 generaciones por afio (Cuitifio et
al., 2021), aunque factores como la temperatura y la calidad del alimento son claves
en su desarrollo. Especificamente, el desarrollo de M. sorghi es 6ptimo entre 25 y 30
°C, con ciclos que pueden durar menos de cinco dias. A temperaturas mas bajas,
como 15 °C, el tiempo de desarrollo se duplica (Saluso et al., 2022). Bajo condiciones
Optimas, la poblacién puede pasar de 50 a 500 individuos por hoja en solo dos
semanas (Saluso et al., 2022). Estos aumentos explosivos de las poblaciones estan
directamente relacionados con su habito alimenticio especializado y su alta produccién
de melaza que optimiza la alimentacion floémica al facilitar el equilibrio osmético
durante la ingesta de savia (Rebuffo et al., 2010; Tetreault et al., 2019). Esta alta tasa
reproductiva intensifica los dafos al cultivo cuando las condiciones ambientales son
favorables.

Asimismo, M. sorghi presenta caracteristicas que lo hacen particularmente
dafiino, como su capacidad para invernar en plantas voluntarias —por ejemplo, sorgo
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de Alepo (Sorghum halepense) altamente difundido en nuestro pais—, su elevada
capacidad de dispersiéon por medio del viento, junto con una notable adaptabilidad
térmica. M. sorghi, completdé su ciclo a temperaturas entre 5 y 35 °C, pero no
sobrevivio los 40 °C. A § °C, la fertilidad fue nula y el desarrollo se vio gravemente
afectado. En contraste, a 35 °C, sobrevivid, pero la tasa de fertilidad fue la mas baja
registrada. Estas variaciones térmicas condicionan su capacidad reproductiva segun la
region, y son especialmente relevante en contextos como el uruguayo, ya que los
inviernos son relativamente benignos para la especie (Pefia-Martinez et al., 2024).

Otro factor que complica el manejo de M. sorghi es que las infestaciones
generalmente comienzan en hojas inferiores —lo que dificulta un control quimico
efectivo—y progresan hacia la panoja (Saluso et al., 2022). Su comportamiento
preferencial en el envés de las hojas facilita la extraccion continua de savia, lo que
provoca cambios visibles en el follaje del sorgo a medida que la poblacién incrementa.
Especificamente la coloracion foliar puede pasar de verde a tonos amarillos, purpuras
y marrones, indicando infestaciones severas. Este dafo, caracteristico de otros
pulgones, se ve intensificado en M. sorghi por su alta tasa reproductiva (Vasquez et
al., 2025).

Una comprensién integral de los mecanismos defensivos del sorgo es tan
importante como el estudio del comportamiento de M. sorghi, dada la capacidad del
cultivo para responder a la herbivoria mediante multiples estrategias fisicas, quimicas
y bioquimicas. Entre las defensas estructurales, los tricomas, las ceras epicuticulares y
la deposicion de calosa, actian como barreras contra la alimentacién de otras
especies de pulgones que atacan al sorgo como Sipha flava y Schizaphis graminum,
dificultando su establecimiento y desarrollo. Estas defensas se complementan con
respuestas inducidas, como la producciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS),
fitohormonas: acido jasmoénico (JA), acido salicilico (SA) y etileno (ETH), y compuestos
secundarios especializados (Zhu-Salzman et al., 2004).

Particularmente relevantes en sorgo son los glucdsidos cianogénicos (CG),
como la dhurrina, que al romperse los tejidos libera cianuro de hidrogeno (HCN), un
compuesto téxico para insectos herbivoros, especialmente para lagartas masticadoras
como Spodoptera frugiperda (Alonso Amelot et al., 2006). Esta defensa quimica se
activa mediante enzimas especificas, como dhurrinasa1 (dhr1) y dhr2, y su expresién
varia segun el o6rgano y el estado de desarrollo de la planta. Estudios recientes
identificaron una mutacién puntual en el gen dhr2 que impide la activacion de esta
defensa quimica. Las plantas mutantes, aunque acumulaban dhurrina, no liberaban
HCN vy resultaron significativamente mas susceptibles al ataque de S. frugiperda, lo
que confirma que el HCN —y no su precursor— es el responsable directo del efecto
anti herbivoro. Este hallazgo representa el primer caso documentado de una mutacion
especifica que inactiva la funcién de dhr2. No obstante, aun no se ha evaluado el
impacto del HCN sobre pulgones como M. sorghi, lo cual constituye una linea de
investigacion relevante (Krothapalli et al., 2013).

Finalmente, el sorgo es un cultivo esencial en regiones aridas y semiaridas del
mundo, donde la sequia representa una de las principales limitantes productivas. Este
tipo de estrés afecta la germinacion, el vigor de las plantulas y la sintesis de almidon,
ademas de reducir la eficiencia fotosintética y alterar el metabolismo general del
cultivo (Abreha et al., 2022). También compromete el desarrollo reproductivo,
afectando la iniciacion floral y la formacién de la panicula, lo que disminuye el numero
y peso de los granos y deteriora la calidad nutricional del grano. Entre los rasgos
fisiologicos asociados a la tolerancia a la sequia en sorgo se destacan el contenido de
clorofila, el sistema radicular profundo, y especialmente el caracter stay green, que
permite mantener activa la fotosintesis durante el llenado del grano (Abreha et al.,
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2022). La respuesta fisioldgica incluye también reduccion en altura y area foliar, y
disminucion del contenido de clorofila A, lo que compromete el funcionamiento de los
cloroplastos (Zhang et al., 2019).

En relacién con los compuestos cianogénicos (HCN) en sorgo y su vinculo con
el estrés hidrico, Rosati et al. (2019) evaluaron el efecto de la limitacion prolongada de
agua sobre la acumulacién de dhurrina y nitrato en una linea mutante (acdc1) con baja
capacidad cianogénica, en comparacion con plantas de tipo silvestres y lineas
hermanas. Las plantas fueron cultivadas bajo distintos niveles de riego (100 %, 30 % y
15 % de capacidad de campo), y se midieron parametros de crecimiento junto con la
concentracién de dhurrina, nitrato y nitrogeno total en diferentes érganos. Los
resultados mostraron que la sequia anuld la disminucion ontogénica de dhurrina en
acdc1, alcanzando niveles comparables a los del tipo silvestre, y se observd una
mayor acumulacion de nitrato en raices, lo que sugiere una reasignacion del nitrégeno
disponible ante la reducida capacidad de sintesis cianogénica. Si bien no se
registraron diferencias significativas en crecimiento entre los genotipos, estos
hallazgos evidencian que tanto la edad de la planta como la disponibilidad de agua
influyen en la acumulacién de dhurrina, y que una baja dhurrina podria implicar riesgos
por acumulaciéon de nitrato en tejidos destinados a forraje. Esta interaccién entre
estrés abidtico y defensa quimica resalta la importancia de entender las respuestas
fisiolégicas y bioquimicas del sorgo, fundamentales para su adaptacion en escenarios
de cambio climatico y su mejora en sistemas agricolas sostenibles.

En este contexto, resulta fundamental comprender cémo interactuan el estrés
biético generado por M. sorghiy el estrés abiotico por déficit hidrico, especialmente en
un cultivo como el sorgo, que depende de su capacidad de defensa para sostener el
rendimiento bajo condiciones adversas. Dado el rol potencialmente clave de los
glucésidos cianogénicos, como la dhurrina y su producto téxico (HCN), en la defensa
contra S. frugiperda, este trabajo propone evaluar, en condiciones controladas de
invernaculo, las interacciones entre sequia e infestacién por pulgones en 3 hibridos de
sorgo: uno con alta y otro con baja capacidad de sintesis de HCN (ambos con
comportamiento desconocido frente al pulgén), y un tercero susceptible al pulgén con
capacidad de sintesis de HCN desconocida. El objetivo es analizar su impacto
conjunto sobre la fisiologia y la digestibilidad de la planta, el dafio visible y la dinamica
poblacional de M. sorghi, a través de la comparacién de respuestas fisioldgicas,
defensivas y de vigor vegetal en distintos escenarios experimentales.
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3 OBJETIVOS GENERALES

Evaluar en condiciones de invernaculo la interaccion entre el estrés por sequia

y el causado por M. sorghi en tres hibridos de sorgo: uno con alta y otro con baja
capacidad de sintesis de HCN (ambos con comportamiento desconocido frente al
pulgdén), y un tercero susceptible al pulgén con capacidad de sintesis de HCN
desconocida, analizando su efecto en el desarrollo vegetal y en la plaga.

3.1

1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar el porcentaje de planta cubiero por M. sorghi en los tres hibridos de
sorgo bajo condiciones controladas, en presencia y ausencia de estrés hidrico.

Evaluar el efecto del estrés combinado (sequia + infestaciéon por pulgones)
sobre parametros fisioldgicos (biomasa y grosor del tallo) y visuales de dafio
(SPAD) en los tres hibridos.

Determinar si la capacidad de sintesis de HCN esta asociada a una menor
susceptibilidad a M. sorghi en condiciones de sequia.

Evaluar el efecto del estrés hidrico y la infestacién por M. sorghi sobre la
digestibilidad del forraje en hibridos de sorgo utilizados.

Determinar si las defensas fisicas de cada hibrido estan relacionadas a las
defensas de estos contra M. sorghi.
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4 HIPOTESIS

El porcentaje de planta cubierto por M. sorghi sera menor en los hibridos con
alta capacidad cianogénica, especialmente bajo condiciones de estrés hidrico,
en comparacion con los hibridos de baja defensa o susceptibles.

El estrés combinado (sequia + infestacion) provocara una mayor reduccion en
biomasa/grosor del tallo y menores valores SPAD en los hibridos susceptibles.
Los hibridos con mayor capacidad de sintesis de HCN presentaran menor dafio
por pulgones en condiciones de sequia, en comparacion con aquellos de baja
capacidad cianogénica.

La combinacion de estrés hidrico e infestacion por M. sorghi reducira la
digestibilidad del forraje, particularmente en los hibridos con menor capacidad
cianogeénica.

Las defensas fisicas de los hibridos juegan un papel secundario en la defensa
frente M. sorghi.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 INSTITUCIONES INVOLUCRADAS

Las dos instituciones involucradas son Facultad de Agronomia de la
Universidad de la Republica y el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias
(INIA). El trabajo se llevo a cabo en la Estacion experimental "Dr. Alberto Boerger”
(INIA La Estanzuela), en el Departamento de Colonia, kilbmetro 11 de la ruta 50, a 180
kilbmetros de la capital de Montevideo y a 25 kildbmetros de la ciudad de Colonia del
Sacramento, Uruguay (coordenadas GPS: 34° 20°23.72" S — 57° 41° 39.48" O).

5.2 ENSAYO EN INVERNACULO

5.2.1 FASE 1: ACONDICIONAMIENTO

Se realizé un ensayo manipulativo en el invernaculo de INIA LE, desde el 26 de
febrero hasta el 26 de abril de 2024, con una duracion total de 61 dias. El disefio
experimental fue completamente factorial, con tres factores: presencia/ausencia del
pulgdn (M. sorghi), presencia/ausencia de estrés hidrico y tipo de hibrido (tres niveles),
lo que resulté en un total de 12 tratamientos. Cada tratamiento se replicd diez veces,
alcanzando un total de 120 unidades experimentales (macetas) (véase Tabla 1).

Se utilizaron tres hibridos de sorgo: (1) “Fumigator” (#52), caracterizado por su
alta concentracion de HCN; (2) un hibrido altamente susceptible al ataque de M. sorghi
(#48); y (3) “Prussic Acid Free” caracterizado por su baja concentracion de HCN (#54).
Las plantas se establecieron en macetas individuales (diametro de la base 9 cm,
diametro superior 12 cm y altura 12 cm) utilizando una mezcla sustrato previamente
esterilizada en autoclave modelo Systec DB-200 (Systec GmbH, Alemania). La mezcla
estaba compuesta por un 57 % de tierra cernida proveniente de cantera del INIA
Estanzuela, un 29 % de sustrato agricola comercial (Bioterra, Uruguay) y un 14 % de
vermiculita expandida (Agrinobre, Brasil). Para la preparacion del sustrato, se
emplearon cuatro baldes de 10 litros de tierra cernida, dos baldes de 10 litros de
sustrato agricola y medio balde de 10 litros de vermiculita expandida. La mezcla fue
homogeneizada manualmente utilizando pala y luego distribuida en bolsas resistentes
al calor, cada una con una capacidad de 25 litros (equivalente a 2,5 baldes de 10
litros). La esterilizacion se llevé a cabo en una autoclave Systec DB-200 (industria
alemana), con capacidad para tres bolsas por ciclo. El proceso fue programado
manualmente, con una duracion de dos horas a 121 °C y una presion de 1 bar; las
bolsas fueron retiradas uUnicamente cuando la presion interna alcanzé cero y la
temperatura fue inferior a 70 °C, permitiendo su enfriamiento antes del uso (véase
Tabla A1 por composicion quimica).

Posteriormente, las 120 macetas fueron llenadas individualmente con 550
gramos de tierra esterilizada. Cada maceta fue pesada utilizando una balanza digital
de precision (OHAUS PIONEERTM, Industria mexicana) para asegurar uniformidad en
el contenido del sustrato. A continuacioén, las macetas fueron etiquetadas de acuerdo
con el tratamiento correspondiente a cada hibrido. Las macetas del hibrido uno fue
marcadas con cinta azul y numeradas del 1 al 40; las del hibrido dos con cinta verde,
del 41 al 80; y las del hibrido tres con cinta amarilla, del 81 al 120. Este procedimiento
permitié una clara identificacion de cada unidad experimental dentro del disefo
factorial previamente mencionado (Figura 2).

Para determinar la capacidad de campo (CC) del sustrato utilizado, se empled
una balanza electronica de precision (HX 3000). Se pesaron 50 gramos de la mezcla
de tierra estéril y se colocaron en un embudo de filtracion con algodén en la parte
inferior para evitar el paso de la tierra. El embudo se posicioné sobre una probeta de
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100 ml, repitiendo el procedimiento en tres ocasiones. Luego, se afiadieron 50 ml de
agua, vertiéndolos lentamente hasta alcanzar el volumen total. Transcurrida una hora
de escurrimiento, se midio el volumen de agua retenido por diferencia, lo cual permitio
establecer la CC del sustrato. Basados en este método, se determiné que la
capacidad de campo por maceta que resulté en 265 ml, lo cual se consideré como el
80 % del contenido hidrico sin estrés. Inicialmente, se aplicaron 160 ml de agua a
cada maceta antes de la siembra, completando posteriormente con 105 ml después de
la colocacién de las semillas. La siembra se realizé a una densidad de dos semillas
por maceta, con una profundidad de 2 cm y una separacion de 3 cm entre ellas. Las
macetas se colocaron en el compartimento 2 del invernaculo de INIA Estanzuela,
cuyas dimensiones son de 7,4 m de largo, 3,05 m de ancho y 5 m de altura,
ubicandolas sobre una mesada de hierro de 6,4 m de largo por 1,07 m de ancho. El
arreglo experimental siguié un disefio de parcelas divididas (“split plot design”) para la
disposicién de las macetas las cuales se organizaron en grupos segun un factor inicial,
que es el hibrido. Todas las unidades experimentales se regaron tres veces por
semana (lunes, miércoles y viernes), ajustando el volumen de agua (segun peso)
segun la capacidad de campo previamente establecida (80 %). A los 10 dias
posteriores a la siembra, se procedié al raleo, dejando una planta por maceta. Desde
el dia de siembra (28/02/2024) hasta la aplicaciéon de los tratamientos de estrés
(24/03/2024), todas las plantas se mantuvieron en condiciones de riego uniforme, sin
induccién de déficit hidrico. Como parte del manejo nutricional, se aplico fertilizante
(una vez) con féormula balanceada NPK (Nutrigold® 18-18-18) diluido en el agua de
riego, distribuido ad libitum de forma homogénea en todas las macetas.

El dia 25 de marzo de 2024, se seleccionaron aleatoriamente 24 macetas
(ocho por cada hibrido) para realizar la cosecha destinada al analisis de HCN,
determinacion de estadio fenoldgico, peso de materia seca (MS), y cuantificacion de
biomasa foliar y radicular para tener una linea de base previa a la implementacién de
los estreses. El procedimiento comenzd con la evaluacion del estadio de desarrollo de
cada planta (estadio de desarrollo entre V2 y V3), utilizando las escalas fenoldgicas
propuestas por Ritchie y Hanway (1986). Luego, se midi6é el indice SPAD en la ultima
hoja completamente expandida, realizando tres lecturas por planta con un medidor
SPAD 502 Plus (Konica Minolta, Osaka, Japén), promediando los valores obtenidos.
Posteriormente, se retiré cuidadosamente el sustrato de cada maceta para conservar
las raices intactas. Se midié el diametro del tallo en su parte mas ancha utilizando un
calibre de precision, y luego se separé el sistema radicular del resto de la planta
mediante un corte en la base del tallo. Tanto el tallo como las raices fueron pesados
por separado, colocados en sobres de papel manila, y conservados inmediatamente
en nitrégeno liquido. Esta técnica detiene los procesos metabdlicos de los tejidos
vegetales, permitiendo preservar su estado fisiolégico al momento de la cosecha para
posteriores analisis. Finalmente, todas las muestras fueron almacenadas en bolsas
herméticas tipo Ziploc® y trasladadas a un congelador a -80 °C, donde permaneceran
hasta completar la cosecha total del experimento. Esta conservacion es necesaria
para garantizar la integridad de las muestras antes del analisis quimico.

5.2.2 FASE 2: IMPLEMENTACION ESTRES

Las restantes 96 macetas fueron enjauladas (Figura 2) y sometidas a los dos
distintos estreses (Tabla 1). Para asegurar la estabilidad de las jaulas, se colocaron
100 gramos de arena en la base de cada maceta, y se utilizé un clip para apretar las
jaulas para evitar la entrada o salida de insectos. Para el estrés bidtico se infestaron
cinco pulgones en los tratamientos asignados para recibir este insecto. Ademas, se
aplicaron dos condiciones de estrés hidrico: un tratamiento con un 20 % de contenido
de agua en el sustrato, y otro con un 80 % de contenido de agua, las cuales se
asignaron de acuerdo con el disefio experimental (Tabla 1). El tratamiento hidrico fue
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controlado mediante el pesaje regular (lunes, miércoles y viernes) de cada maceta con
una balanza digital de precision OHAUS PIONEER™ (OHAUS Corporation, México),
ajustando el riego segun el peso correspondiente al contenido hidrico deseado. Este
proceso de riego se mantuvo de manera constante a lo largo del ensayo, hasta el
momento de la cosecha, garantizando que cada maceta recibiera el tratamiento de
humedad adecuado a lo largo del periodo experimental.

Figura 2
Unidades experimentales al inicio de la fase de estrés

Nota. Todas las unidades experimentales fueron enjauladas, para evitar la entrada o
fuga de pulgones.

5.3 ESTABLECIMIENTO DE FASES HIiDRICAS DEL EXPERIMENTO

5.3.1 FASE 1: ACONDICIONAMIENTO:

Durante los primeros ~20 dias, todas las plantas de los tres hibridos (H1, H2 y
H3) recibieron riego para mantenerlas al 80 % de la capacidad de campo (CC), lo cual
se refleja en un patron de riego relativamente uniforme y estable en todos los
tratamientos indicando que la fase de acondicionamiento fue correctamente
implementada y homogénea entre tratamientos (Figura 4A). Ademas, durante la fase
de acondicionamiento, no se observaron diferencias sustanciales entre la cantidad de
agua total agregada en los tratamientos, lo que confirma la uniformidad inicial del riego
(Figura 4B).

5.3.2 FASE 2: IMPLEMENTACION DEL ESTRES

A partir del dia 20, se introdujeron los tratamientos de estrés biotico (M. sorghi)
y abidtico (hidrico). Aqui se observa una clara diferenciacion en la cantidad de agua
agregada entre los tratamientos al 20 % y al 80 % de CC. Donde, las plantas bajo 20
% de CC recibieron considerablemente menos agua a lo largo del tiempo, confirmando
que el régimen de sequia fue correctamente establecido (Figura 4A). Ademas, en la
fase de implementacion del estrés, la cantidad de agua total agregada disminuy6
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drasticamente en las unidades al 20 % de CC en comparacion con aquellas al 80 %,
como era esperado (Figura 4B). Esta reduccion fue consistente entre los hibridos,

indicando un control efectivo del factor hidrico en el experimento.

Figura 3
Promedio de agua agregada por fase
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Nota. A) a lo largo del tiempo y B) total por hibrido y tratamiento. Hibrido 1 (Fumigator,
alto HCN), Hibrido 2 (susceptible al pulgén), Hibrido 3 (Prussic Acid Free (PAF), bajo

HCN).
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Tabla 1
Tratamientos aplicados segtin combinacién de hibrido, con y sin estrés bidtico y
abidtico

Hibrido Caracteristicas  Tratamiento Unidades  Estrés Estrés

exp. biético! abiético
(OA)) 2

Hibrido 1:  Alta 1 8 Con 20
Fumigator concentracién de 2 8 80
HCN (# 52) 3 8 Sin 20

4 8 80

Hibrido 2 Muy susceptible 5 8 Con 20
al ataque de 6 8 80

Melanaphis 7 8 Sin 20

sorghi (# 48) 8 8 80

Hibrido 3: Baja 9 8 Con 20
Prussic concentracién de 10 8 80
Acid Free  acido cianhidrico 11 8 Sin 20
(PAF) (# 54) 12 8 80

Nota. ! Se considera estrés biético cuando existe infestacion (con) de M. sorghi.

2 Se considera estrés abibtico cuando se somete al hibrido a un estrés hidrico del
20%. Se cosecharon destructivamente 8 plantas de cada hibrido antes de aplicar
la fase de estés, con el fin de obtener una linea de base (pre-estrés).

5.4 ENSAYO EX SITU

Para la caracterizacion ex situ (hoja extirpada), se utilizé material vegetal del
campo experimental (parcelas de entomologia), donde se recolectaron muestras de la
ultima hoja desarrollada de cada hibrido (48, 52 y 54). El procedimiento consistié en
preparar agua agar en microondas. El proceso implicé colocar en una jarra de plastico
apta para microondas de 500 cc, agua desionizada, a la que se anadieron 7,5 gramos
de agar bacteriolégico N° 1. La mezcla se calentd en el microondas hasta alcanzar el
punto de ebullicidn, revolviendo varias veces para asegurar su correcta disolucion.
Luego, el agua de agar caliente se verti6 en los 38 vasos, permitiendo que se
solidificara antes de proceder con las evaluaciones (Figura 3). El ensayo ex situ tiene
como finalidad principal evaluar si las defensas ante el pulgén se deben a propiedades
fisicas de la planta, por ejemplo ceras, silicio, ect. . Esta metodologia permite aislar
variables ambientales y respuesta quimica de la planta al estar el material extirpado.
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Figura 4
Vaso de plastico con bandeja porta vasos

Con la perforadora, se cortd el material traido del campo experimental,
colocandolo dentro de los vasos correspondientes, con la superficie plana de la hoja
orientada hacia abajo y la parte que contiene la nervadura hacia arriba (Figura 1), se
utilizaron fragmentos tanto del apice como de la base de cada hoja extirpada.
Posteriormente, se procedio a la infestacién utilizando un pincel, colocando un pulgén
adulto aptero por vaso, ubicandolo sobre la hoja. Finalmente, se taparon los vasos con
una tapa provista de agujeros cubiertos con voile para permitir la respiracion. Los
vasos se mantuvieron durante 5 dias bajo luz artificial en condiciones controladas de
laboratorio. Transcurrido ese periodo, finalizd la evaluacién mediante el conteo de
pulgones.

5.5 ANALISIS LABORATORIO

Se realizaron analisis de cenizas, fibra detergente acida (FDA), fibra detergente
neutra (FDN), lignina detergente acida (LDA) y nitrégeno (N) en el laboratorio de
nutricion de INIA LE, y se determind el HCN en el Laboratorio Ecotech
(https://ecotech.com.uy/).Todos los analisis fueron realizados en la parte aérea del
sorgo (de cada tratamiento) y los mismos son esenciales para comprender su
composicion nutricional y su potencial forrajero. A continuacién, se describen
brevemente cada uno de los analisis mencionados: Cenizas mide el contenido mineral
total de la planta, lo que proporciona informacién sobre la cantidad de nutrientes
esenciales y no esenciales presentes en el sorgo. FDA es indicador y evalua la
cantidad de fibra que es menos digestible para los rumiantes, lo que puede afectar la
eficiencia de conversién alimenticia. FDN incluye una medida de la fibora mas
estructural de la planta, que también es importante para la digestibilidad y la salud
digestiva en los rumiantes. La lignina (LDA) es un componente de la pared celular de
las plantas que limita la digestibilidad. La proteina cruda implica la determinacion del
nitrégeno que es crucial para evaluar el valor proteico del forraje, ya que el nitrégeno
es uno de los componentes fundamentales de las proteinas. Y por ultimo el HCN es
importante porque el sorgo puede acumular compuestos cianogeénicos que son téxicos
en altas concentraciones. Evaluar el HCN ayuda a asegurar que el forraje sea seguro
para el consumo animal. Estos analisis permiten obtener un perfil nutricional detallado
del sorgo, lo que es fundamental para su uso en la alimentacion animal y para la
formulacion de dietas balanceadas.

La determinacion de cenizas se realizd siguiendo el método UNIT-ISO
5984:2002 (International Organization for Standardization, 2022). Los analisis de fibra
detergente acida (FDA) y fibra detergente neutra (FDN) y lignina detergente acida
(LDA) se efectuaron utilizando el método de extracciéon secuencial mediante ANKOM
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Technology, conforme a los métodos internos ME-LE-na-08 v07, ME-LE-na-02 y ME-
LE-na-09, respectivamente basados en Goering y Van Soest (1970). La proteina cruda
fue determinada, primero mediante la medicion de N total por el método de
combustién Dumas, y luego multiplicando por el factor 6,25, siguiendo el método
interno ME-LE-su-35, utilizando un Analizador Elemental LECO Truspec CNS (Leco
Corporation, 2022).

En el suelo utilizado para los ensayos se evalud el contenido de potasio (K),
fésforo disponible (P-Bray 1), pH y nitrégeno total (Tabla A1, ver Anexo). El K se evalud
extrayendo las formas intercambiables con acetato de amonio bufferado a pH 7 vy
midiendo el extracto mediante espectrometria de emision atdmica en un ICP-OES
PerkinElmer Optima 7300 DV, de acuerdo con Jackson (1964). El fésforo disponible
(P-Bray 1) se determind mediante extraccidn con solucion Bray | (relacion
suelo:extractante 1:10) y la mediciéon de la absorbancia del complejo molibdofosfato
reducido a 882 nm, segun Bray y Kurtz (1945). El pH del suelo se midié en una
suspension suelo:agua (1:2,5) con agitacion, siguiendo el protocolo de Beretta et al.
(2014). Finalmente, el nitrégeno total se analizd mediante combustion a 900 °C y
deteccién del nitrégeno molecular (N;) por conductividad térmica, utilizando un
Analizador Elemental LECO Truspec CNS.

5.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se analizaron mediante el analisis de la varianza
(ANOVA). Especificamente, las variables medidas en las plantas al final de la fase de
acondicionamiento (pre-estrés), como biomasa aérea y radicular, grosor del tallo,
relacion tallo/raiz, SPAD y contenido de HCN se realizaron mediante ANOVA de un
factor: hibrido. Posteriormente, se analizaron los efectos de los factores hibrido x
sequia x pulgoén, sobre las variables respuestas: biomasa aérea y radicular, grosor del
tallo, relacién tallo/raiz, SPAD, cenizas, fibra detergente acida y fibra detergente
neutra, lignina detergente acida, y nitrégeno mediante un modelo lineal generalizado
(GLM). Cuando las variables no cumplian el supuesto de homogeneidad de varianzas
bajo un modelo lineal clasico (modelo normal con varianza constante), se optdé por un
GLM con distribucion Gamma y funcién de enlace logaritmica, adecuado para datos
con asimetria positiva y varianza proporcional al cuadrado de la media. Para el ex situ
(conteo de pulgones), se realizdé un GLM, pero en este caso con distribucién Poisson.
Ademas, cuando los factores o sus interacciones fueron significativas, se realizaron
comparaciones a posteriori utilizando la prueba de Tukey. Las comparaciones
multiples entre niveles de factores se realizaron a partir de las medias estimadas
marginales (EMMeans), calculadas con el paquete emmeans, y se aplicaron letras
superindice para indicar diferencias estadisticas significativas (a = 0,05). Para estos
analisis se utilizé el programa RStudio version 1.4.1106.
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6 RESULTADOS

6.1 RESULTADOS PRE- ESTRES (FASE 1)

Los hibridos de sorgo mostraron diferencias fisiolégicas y bioquimicas antes
del estrés. Estas diferencias iniciales establecen una base clave para interpretar su
respuesta diferencial frente al estrés combinado de sequia y pulgdn. Especificamente
se observaron diferencias significativas entre hibridos en varios parametros (Figura 5).
El H3 presenté mayor biomasa aérea y grosor de tallo (p < 0.0001), mientras que H2
tuvo la mayor relacién tallo/raiz. El indice SPAD fue mas alto en H2 comparado con
H1 (p = 0.0062). En cuanto a HCN, H1 y H2 mostraron concentraciones
significativamente mas altas que H3 (p < 0.0001), confirmando la mayor capacidad
cianogénica del H1 y revelando el contenido de HCN del H2.

o

Figura 3
Variables medidas en plantas al final de la fase de acondicionamiento (pre-estrés)
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Nota. Hibrido 1 (Fumigator, alto HCN), Hibrido 2 (susceptible al pulgén), Hibrido 3
(Prussic Acid Free (PAF), bajo HCN). Valores de p (ANOVA) indicados sobre cada
variable; diferencias significativas determinadas por prueba post hoc (por Tukey);
valores significativos en negrita.

6.2 RESULTADOS POST- ESTRES (FASE 2)

Tras la implementacion de los tratamientos de estrés, se observaron efectos
significativos del hibrido, el estrés hidrico y la infestacién por M. sorghi, asi como sus
interacciones (Figura 6). La cobertura de pulgones fue significativamente menor en el
H3 (baja capacidad cianogénica), especialmente bajo condiciones de sequia (P/20 %),
en comparacion con H1 y H2, lo que rechaza la hipétesis inicial de que una mayor
capacidad de sintesis de HCN se asocia a menor susceptibilidad al insecto. En cuanto
a la biomasa y el grosor del tallo, el estrés combinado (sequia + pulgones) provoco
reducciones mas marcadas en los hibridos susceptibles (H1 y H2), lo cual concuerda
con la hipotesis de que esta combinacion intensifica el impacto negativo sobre
variables de crecimiento. Asimismo, el indice SPAD fue significativamente menor bajo
estrés combinado, especialmente en H2, lo que indica un deterioro del estado
fisiolégico. Aunque algunos pulgones escapistas llegaron a contaminar plantas del
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tratamiento testigo (SP), estos casos fueron minoritarios y no impidieron la
interpretacion de los resultados ni afectaron las diferencias observadas entre hibridos.
La consistencia del patron general sugiere que los efectos detectados reflejan
mecanismos de defensa inherentes, mas alla de la presencia aleatoria de individuos
en plantas no infestados.

La composicion quimica-digestibilidad- del forraje mostré diferencias segun
tratamiento (Tabla 2). La FDA (p = 0.009) y CEN (p = 0.006) respondieron al régimen
hidrico, con valores mas bajos, bajo sequia (Figura 7). La FDN disminuyé
significativamente con la presencia del pulgén (p = 0.002; Figura 7). Mientras que LDA
mostro efectos significativos tanto del hibrido como del factor pulgdn (p = 0.0007 y p =
0.008, respectivamente), siendo mas baja en el H3, seguido por el H2, y luego el H1, y
mas alta en condiciones de estrés bidtico independientemente del hibrido (Figura 7).
Aunque el nitrégeno (N) no mostré diferencias significativas, se observaron valores
levemente mayores en tratamientos sin estrés.

Figura 4
Variables medidas en plantas al final de la fase de estrés
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Nota. Hibrido 1 (Fumigator, alta alto HCN), Hibrido 2 (48, susceptible al pulgon),
Hibrido 3 (48, Prussic Acid Free (PAF), baja bajo HCN). Valores de P (ANOVA)
indicados sobre cada variable: ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05; valores significativos
en negrita. Diferencias significativas determinadas por prueba post hoc (por Tukey);
Hibrido (H), Pulgon (P), Sequia (S).
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Tabla 2
Determinaciones: N, FDA, FDN, LDA y CEN en biomasa aérea (n = 5)
Tratamiento N (%) FDA (%)  FND (%) LDA (%) CEN (%)
H1 SP20% 2.7 £ 29.4+ 57.5+28 3.6+ 15.8 +
0.4° 0.78 0.32bc 0.9°
P20% 3.4+ 29.2 + 53.3+1.92 4.8+ 1.2% 16.0 £
0.1¢ 1.52 1.2°
SP80% 2.6 + 31.6 £ 60.5+ 2.7° 3.4+ 18.0 £
0.4° 1.2° 0.5%b¢ 0.57
P80% 3.7+ 28.9+ 53.1+1.92 4.0+0.5 16.7 £
0.1¢ 0.9° 1.22
H2 SP20% 3.4+ 28.3 57.7+6.1° 2.9+0.1% 15.9 £
0.5° 1.3% 1.0°
P20% 3.1+ 28.5 51.8+24% 38+0.3° 16.3 £
0.2¢ 1.0° 0.1°
SP80% 2.6+ 31.6 £ 59.2+25° 3.1+0.1% 174
0.4° 1.4° 0.4°
P80% 3.1+ 31.2+ 56.7+0.77 3.9+0.2° 17.7 £
0.3 1.3° 0.57
H3 SP20% 2.7 29.5 64.7+1.9° 2.7+0.1° 17.0 £
0.2¢ 0.78 0.7°
P20% 2.7 28.9 55.9+1.72 25+0.2° 17.0 £
0.3 0.8° 1.2b
SP80% 2.6+ 31.6 £ 65.0+3.4° 3.0+%0.1° 18.3 £
0.3 0.8 1.22
P80% 24+ 30.8 £ 63.7+1.17 29+0.12 18.6 £
0.3 0.7° 0.6°
Diferencias significativas por variable e interacciones (post hoc, Tukey)
Hibrido (H) 0.065 0.774 0.031 0.0007 0.143
Pulgén (P) 0.120 0.162 0.002 0.008 0.854
Sequia (S) 0.249 0.009 0.446 0.215 0.006
HxP 0.076 0.756 0.842 0.064 0.893
HxS 0.511 0.312 0.548 0.158 0.982
PxS 0.396 0.465 0.222 0.635 0.855
HxPxS 0.543 0.632 0.0331 0.429 0.706

Nota. Diferencias significativas determinadas por prueba post hoc (por Tukey) para
cada determinacion; valores significativos en negrita.
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Figura 5
Determinaciones: FDA, CEN, LDA y FDN
A B C
40 25— 4 b
80% . = SP
9 | b P
ag | 20% 29 ]
< 20 = gl
S 5
w -
104 14
[ — : 0-
20%  80% 20%  80% SP P
D E
5- . H1 80
b 0 H2 b
= B O H3 60 |
s == o
X 34 @ X
< =z 40+
a o fa)
- IR
- 20
0- T T 0-
H1 H2 H3 SP P

Nota. Diferencias significativas determinadas por prueba post hoc (por Tukey) para
cada determinacion, en FDA, CEN, LDA y FDN.

6.3 ENSAYO EX SITU

No se observaron diferencias significativas en el nimero total de pulgones
entre hibridos ni entre posiciones en la planta (apice vs. base) (p > 0.05). La
distribucion fue relativamente homogénea, con una ligera tendencia a mayor
acumulacion en la base en H3, aunque no significativa. La capacidad de producir HCN
por parte de los hibridos podria verse reducida o anulada en condiciones ex situ, lo
cual limitaria su efecto defensivo contra M. sorghi. En consecuencia, los hibridos en ex
situ no se diferenciaron significativamente en este ensayo.
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Figura 6
Ensayo Ex situ
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Nota. Hibrido 1 (Fumigator, alta alto HCN), Hibrido 2 (susceptible al pulgén), Hibrido 3
(Prussic Acid Free (PAF), bajo HCN). Diferencias significativas determinadas por
prueba post hoc (por Tukey); ns = no significativa.
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7 DISCUSION

El presente estudio evaluo la respuesta de tres hibridos de sorgo (H1, H2 y H3)
frente al estrés combinado de sequia y la infestacion por M. sorghi. Se observaron
diferencias significativas entre hibridos en parametros fisioldgicos, nivel de infestacion
y calidad del forraje. El disefio experimental permiti6 una clara delimitaciéon de las
fases hidricas, lo que aseguré un control efectivo del estrés abidtico y facilitd la
interpretacion precisa de las respuestas observadas.

7.1 DEFENSA CIANOGENICA Y COMPORTAMIENTO FISIOLOGICO BAJO
ESTRES COMBINADO

Bajo condiciones in situ (planta viva), se detectaron diferencias significativas en
la cobertura de M. sorghi entre hibridos. El hibrido H3, con baja capacidad
cianogénica, presentd la menor infestacion, especialmente bajo sequia. Este resultado
contradice la hipotesis de que una mayor concentracién de HCN confiere resistencia al
pulgén, y sugiere la participacibn de mecanismos defensivos alternativos,
probablemente inducidos por el estrés ambiental. En contraste, en los ensayos ex situ
(tejido extirpado), no se observaron diferencias entre hibridos, lo que indica una
escasa participacion de defensas fisicas (ceras, tricomas) en la resistencia de los
hibridos evaluados. Esto refuerza la hipotesis de que la defensa de H3 es
predominantemente quimica y dependiente del contexto fisioldgico de la planta viva.

Este contraste entre los ensayos in situ y ex situ resalta el papel determinante
de las defensas quimicas inducidas en condiciones naturales, frente a la aparente
irrelevancia de mecanismos fisicos en este contexto. Si bien la literatura ha
documentado la efectividad del HCN contra insectos masticadores, como larvas de
lepidopteros (Krothapalli et al., 2013), los resultados del presente estudio sugieren que
este compuesto no solo es ineficaz frente a plagas picosuctoras como los pulgones,
sino que incluso podria estar asociado a una mayor susceptibilidad. Esta observacion
subraya la importancia de considerar el tipo de herbivoro y su modo de alimentacion al
evaluar la eficacia de los mecanismos de defensa en sorgo.

Segun Tetreault et al. (2019), la linea resistente RTx2783 mostré que un solo
locus dominante confiere resistencia a esta linea, que se relaciona con una mayor
expresion génica en de genes de resistencia clasica, lo que implica una percepcion
atenuada del dano. En cambio, lineas susceptibles como BCK6B0 activan intensamente
rutas de defensa asociadas a ROS y jasmonatos. Aunque este estudio no evalud
expresion génica, es plausible que H3 posea mecanismos similares, como la
acumulacion de calosa, proteinas del floema o inhibidores de proteasas (Tetreault et
al., 2019). Asimismo, la modificacién de componentes estructurales y metabolitos
secundarios podria estar influyendo tanto en la resistencia (antixenosis) como en la
calidad forrajera. En este sentido, Rosati et al. (2019) demostraron que, bajo sequia, la
acumulacion de dhurrina aumenta en los tejidos aéreos mientras disminuye en las
raices, afectando también la asignacion de nitrogeno. Este ajuste metabdlico podria
explicar la mayor susceptibilidad de H1 y H2, que mostraron una mayor reduccién en
SPAD vy grosor del tallo, asi como una menor capacidad para mantener el equilibrio
fisiolégico bajo estrés.

En nuestro estudio el estrés combinado redujo significativamente la biomasa
aérea, el indice SPAD y el grosor del tallo, unicamente en H1 y H2 (hibridos
susceptibles). Esta respuesta coincide con lo reportado por Thompson et al. (2021),
donde una menor precipitacion se asocido con reduccion de biomasa y mayor
incidencia de M. sorghi. La disminucion de SPAD sugiere pérdida de clorofila y dafio al
aparato fotosintético, probablemente por estrés oxidativo. El estrés combinado
intensificd las pérdidas en biomasa y parametros fotosintéticos en los hibridos
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susceptibles, coincidiendo con Sharma et al. (2013) y Hayes et al. (2019), quienes
también documentaron senescencia prematura y pérdida de productividad en hibridos
susceptibles bajo estrés bidtico-abidtico. En linea con esto, Bo et al. (2024)
demostraron que el déficit hidrico eleva la produccién de malondialdehido y perdxido
de hidrégeno, afectando la eficiencia fotosintética.

El hibrido H3 mostr6 una mayor estabilidad fisioldgica, lo que sugiere
mecanismos de tolerancia como eficiencia en uso de agua o sistemas antioxidantes,
coincidiendo con lo observado por Pefia-Martinez et al. (2024), Tetreault et al. (2019),
y Zhang et al. (2019) en lineas resistentes. La resistencia fisiolégica podria estar
ligada a una menor activacion de rutas de defensa oxidativa y a una mayor estabilidad
funcional bajo estrés.

7.2 CALIDAD FORRAJERAY DIGESTIBILIDAD

Tanto la fibra detergente neutro (FDN), la fibra detergente acido (FDA) como la
lignina en detergente acido (LDA) son compuestos estructurales de la pared celular de
las plantas. En el presente estudio, se observo que el porcentaje de FDN y LDA fue
afectado por el estrés bidtico provocado por Melanaphis sorghi (pulgdn amarillo del
sorgo), registrandose una disminucién en el porcentaje de FDN y un aumento en el de
LDA. En cambio, el porcentaje de FDA y la concentracién de cenizas (CEN) mostraron
una disminucion asociada al estrés hidrico, lo cual sugiere que la sequia afecta
negativamente tanto a los componentes estructurales como a los minerales. Este
comportamiento puede explicarse debido a que, bajo condiciones de estrés, el sorgo
redirige su energia hacia funciones de supervivencia, reduciendo la inversion en
estructura vegetal; adicionalmente, la menor disponibilidad de agua afecta la movilidad
de los minerales, que dependen del medio acuoso para su transporte. Asimismo, se
identificaron diferencias en el porcentaje de LDA entre hibridos, siendo el hibrido H3 el
que presentd menores niveles, mientras que H1 y H2 no mostraron diferencias
significativas entre si. Este resultado respalda la informacién previa que clasifica a H3
como un hibrido de baja lignina, lo que podria implicar una menor resistencia
estructural. En general, los tres hibridos evaluados mostraron una pérdida de calidad
forrajera ante la aplicacion de estrés bidtico y condiciones de sequia, evidenciada
tanto en el aumento de lignina (que reduce la digestibilidad) como en la disminucién de
minerales.

7.3 LIMITACIONES DEL ESTUDIO Y PERSPECTIVAS

Entre las principales limitaciones se encuentra la falta de analisis moleculares
que permitan identificar genes especificos asociados a la resistencia observada.
Asimismo, los ensayos ex situ, aunque Utiles para controlar variables, podrian no
reflejar fielmente las condiciones del campo. Es necesario evaluar los hibridos en
distintos ambientes y etapas fenolégicas para validar la estabilidad de la resistencia.
Futuras investigaciones deberian integrar analisis transcriptdmicos y metabolémicos,
asi como pruebas en condiciones comerciales, para profundizar en los mecanismos de
defensa y su impacto sobre la productividad y calidad forrajera.

Una limitacion metodolégica que debe considerarse en futuros estudios es la
ausencia de lineas isogénicas que permitan aislar con mayor precision el efecto de
rasgos especificos, como la produccion de compuestos cianogénicos o la tolerancia
fisiolégica a la sequia. El uso de pares isogénicos, que difieren solo en uno o pocos
genes de interés, facilitaria la identificacion causal de mecanismos de resistencia y
adaptacion en el sorgo, reduciendo la confusion derivada de la alta variabilidad
genetica entre hibridos. Esta aproximacion permitiria validar experimentalmente
hipétesis surgidas en estudios de campo, como la posible relacién entre cianogénesis
y resistencia al pulgén, o entre la arquitectura foliar y la eficiencia del uso del agua.
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Aunque algunos pulgones escapistas llegaron a contaminar plantas del
tratamiento testigo (SP), estos casos fueron minoritarios y no impidieron la
interpretacion de los resultados ni afectaron las diferencias observadas entre hibridos.
No obstante, este tipo de contaminacion puntual resalta la importancia de reforzar los
controles sanitarios en experimentos con plagas vivas para asegurar condiciones mas
estrictas de contraste entre tratamientos. Incorporar este enfoque en futuros
experimentos ayudaria a descomponer la complejidad del estrés combinado y a
avanzar hacia un mejor disefio de hibridos resilientes.



31

8 CONCLUSIONES

En conjunto, los resultados de este estudio respaldan que la resistencia a M.
sorghi no depende exclusivamente de la cianogénesis, sino de una integracion
multifactorial entre arquitectura foliar, metabolismo defensivo y plasticidad fisiologica.
Los hibridos susceptibles presentan un deterioro significativo en su desempefio frente
a estreses combinados, evidenciado por una serie de indicadores fisioldgicos y
morfolégicos negativos. Entre estos, se observa una marcada reduccion en la biomasa
acumulada, lo cual refleja una menor capacidad de crecimiento y desarrollo bajo
condiciones adversas. Asimismo, el indice SPAD disminuye, indicando una reduccion
en la concentracion de clorofila y, por ende, una menor eficiencia fotosintética.
Paralelamente, el grosor del tallo se reduce, lo que puede comprometer la estructura y
resistencia mecanica de la planta. Finalmente, se registra un aumento en los niveles
de lignina, un compuesto relacionado con la respuesta al estrés, que, aunque puede
fortalecer ciertas defensas estructurales, también puede limitar la flexibilidad y el
crecimiento. En conjunto, estos cambios sugieren que la susceptibilidad de estos
hibridos ante estreses multiples implica un impacto negativo considerable en su vigor y
rendimiento, lo que limita su potencial productivo y su adaptacion a condiciones
ambientales adversas. Hibridos como H3, aunque presentan menor infestacion y
mayor estabilidad fisioldgica, podrian requerir estrategias de manejo para compensar
su menor calidad nutricional, como cortes oportunos o suplementacion.
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10 ANEXO
Tabla A1
Andlisis quimicos del suelo utilizado en los ensayos
Analisis quimico K (meq/100g) pH N (%) P Bray | (ug P/g)
Suelo 1.95+0.03 7.5+0.03 0.61£0.01 165 + 5.57




