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The “Bug-Network” - Experimental part
Preguntas de Investigacion

1. ¢Cual es el impacto de los insectos herbivoros (I), moluscos (M), y patégenos
fungicos (F) en las comunidades de plantas? ;Existe interaccion entre estos
grupos?

2. ;Cuando se registra el mayor efecto de los tres grupos (I, M, F) en las
comunidades de plantas (productividad, composicién, diversidad y
funcionamiento?

Objetivos de BugNet

Las redes globales de investigacion permiten testear de manera rigurosa patrones y
mecanismos generales (ej. NutNet, Drought-Net). El objetivo de BugNet es investigar los
consumidores y las comunidades de plantas consumidas mediante experimentos de
exclusion de |, M y F en diferentes partes del mundo.

BugNet busca implementar un estudio global requiriendo minima inversion de tiempo y
recursos por cada invesigador. Se trata de un estudio experimental para cuantificar las
comunidades de plantas y las respuestas de los ecosistemas a los |, My F en un amplio
espectro de ecosistemas dominados por herbaceas, tales como pastizales desde los
desiertos hasta la tundra, pero incluyendo también montes y arbustales mediterraneos.

Protocolo

1.1. Seleccion del sitio

El sitio debe ser relativamente homogéneo y estar dominado por vegetacion herbacea o
arbustiva. Disturbios naturales tales como fuego o ramoneo por vertebrados (ej. liebres)
no necesitan ser excluidos del sitio, aunque un registro del régimen de disturbio, e
idealmente una cuantificaciéon del ramoneo, son requeridos. Se prefieren sitios que no
sean pastoreados por Ganado. Sitios expuestos a Ganado pueden ser incluidos siempre
y cuando sean cercados. En este caso, el sitio deberia ser segado cada cierto tiempo
para asi evitar el establecimiento de especies lefiosas. Pastoreo leve (es decir, de baja
carga animal) no necesita ser controlado. Durante el experimento, el sitio deberia ser
manejado igual que las areas circundantes. Por ejemplo, si las pasturas son segadas un
par de veces al afo, el sitio experimental también deberia hacerlo. En ese caso, debe
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asegurarse de planificar las mediciones en el peak de produccion de biomasa
(usualmente, antes del segado).

1.2. Estableciendo el Experimento

El experimento tendra un disefio de bloques aleatorios con 3 bloques, 8 tratamientos,
y 3 réplicas por tratamiento (N = 24 parcelas experimentales, Fig. 1). Cada parcela
experimental tendra una superficie de 5 x 5 m, y estara separada de la siguiente parcela
experimental del mismo bloque, por 1 m de distancia. La parcela experimental de 25 m?
sera subdividida en 4 subparcelas de 2.5 x 2.5 m (A, B, C, D), con una de ellas dedicadas
al muestreo focal, una a estudios adicionales, y dos para investigacion futura de la red
(ej. exclusion de oomycetes, tratamiento de calor, tratamiento de sequia...). La posicion
de los tratamientos en los 3 bloques debe ser asignada aleatoriamente. Las subparcelas
destinadas a los diferentes usos también deben ser asignadas aleatoriamente. La
subparcela destinada al muestreo focal sera subdividida en 4 cuadrantes de Tm x Tm (i,
ii, iii, iv); el cuadrante ubicado mas cercanamente al centro de la parcela sera destinado a
la evaluacién de composicion de especies (cover, i). Los otros 3 cuadrantes seran
destinado a muestreos destructivos tales como biomasa vegetal, o dafio por herbivoros
y patdgenos (solo en el afio 3, ver Fig. 1). Para cuantificar el impacto de los diferentes
grupos de consumidores (I, M, F), éstos sera excluidos o reducidos mediante biocidas.
Los tratamientos involucraran la remocion de grupos individuales, €] insectos, moluscos,
y hongos, en todas las combinaciones posibles (exclusién de un grupo, dos grupos,
todos los grupos o ningun grupo -control-), resultando en un total de 8 tratamientos
(Fig. 1).
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Fig. 1: A) En 8 parcelas grandes (5 x 5 m) se estableceran 8
tratamientos de exclusién de consumidores. Insectos (1), moluscos (M),
y hongos (F) seran excluidos usando biocidas, ya sea individual o
grupalmente. Se incluird un control (ningln grupo sera excluido). B) Los
8 tratamientos ser replicaran en 3 bloques. C) Cada parcela
experimental serd subdividida en 4 subparcelas (2.5x2.5m, A, B, C, D),
una se usara para el muestreo focal de largo plazo, otra para proyectos
especificos, y las 2 restantes para futuros estudios de la red. La
subparcela destinada al muestreo focal serd dividida en cuatro
cuadrantes de 1m x 1m (i, ii, iii, iv), destinando el cuadrante ubicado
hacia el centro de la parcela para la evaluacidon de composicién de
especies (cover, i). Los 3 cuadrantes restantes seran destinados a las
cosechas de biomasa (rectangulos anaranjados) y en el afio 3 ala
evaluacion de dafio por herbivoros y patdgenos. Estos tres cuadrantes
rotaran cada afo.
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1.3. Aplicacion de los Tratamientos

Para controlar a los insectos (), usaremos Lambda-Cyhalotrhin (e.g. Karate Zeon,
Syngenta), un insectivida no sistémico y de amplio espectro que se usa frecuentemente
en estudios de exclusién de insectos y que tiene muy escasos efectos no deseados. Para
controlar los hongos foliares usaremos una combinacién de azoxystrobin y
difenoconazol (el azoxystrobin inhibe la respiracion mitocondrial fingica, el
Difenoconazol interrumpe la sintesis de ergosterol, un componente de la membrana
celular fungica, €j. una mezcla de Score Profi y Ortiva, Syngenta). Ambos pesticidas
seran aplicados (rociados) al inicio de la estacion de crecimiento y luego cada 4-6
semanas hasta el final de la estacion de crecimiento. Para el control de moluscos
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usaremos molusquicida en pellet, basado en fosfato de hierro (egj. Limax Ferro, Maag, o
cualquier otro producto basado en fosfato de hierro (gj. Sluggo), a veces tamién llamdo
fosfato de fierro (FePOy); éste sera aplicado al mismo momento que los demas
pesticidas. El nUmero de aplicaciones sera mayor en regiones con una estacion de
crecimiento larga. Esto se recomienda ya que los consumidores estaran activos mas
tiempo y nos queremos asegurar de que los tratamientos sean efectivos y logren reducir
la abundancia. No obstante, se recomienda chequear las regulaciones locales del sitio
de estudio y asegurarse de no aplicar mas pesticida del que la normativa permite. Podria
suceder que en algunos paises algunos biocidas no estén permitidos. Si este es el caso,
por favor contactenos para discutir alternativas. Los biocidas pueden no eliminar
completamente la infestacidn, pero reduciran significativamente el ataque de enemigos
sobre plantas y constituyen la Unica aproximacién experimental para evaluar la
importancia de los herbivoros invertebrados (M, 1) y patégenos (F) en comunidades
naturales. Revise detenidamente el protocolo detallado sobre aplicacién de pesticida.

La dosis recomendada en el protocolo es para vegetacion de baja estatura (< 50 cm). Si
el experimento se realiza en un sitio mas productive, la dosis deberia incrementarse.
Asegurese de reportar esto en su planilla de datos.

1.4. Mediciones por sitio — datos de Linea Base (previos a la aplicacion de
los tratamientos)

Para caracterizar los diferentes sitios que conformaran este estudio global, varias
mediciones de suelo deberian ser realizadas antes de la aplicacién de los
tratamientos. Esto permitira evaluar la relacién entre el impacto de diferentes variables
(latitud, altitud, fertilidad del suelo), e informar sobre la dependencia de las
interacciones bidticas con relacion al contexto.

Muestras de suelo

Se colectaran tarugos de suelo con el fin de evaluar diferentes caracteristicas. En cada
una de las 24 parcelas, colecte dos tarugos (taladro de suelo 2.5 x 10 cm) y homogenice
en suelo en una Unica muestra por sitio (es decir, mezcle las 48 muestras). Por favor
tamice el suelo usando un tamiz de 2 mm de malla. Los suelos deberian ser secados al
aire y enviados a los coordinadores de Proyecto (ver Soil Processing, Labelling and
Mailing protocol para mas detalles y para acceder a formularios de envio de muestras).
Alli, C organico total, N total y stock de P, asi como también el pH, seran medidos en la
muestra recibida.

Almacenamiento de Largo Plazo en el suelo (no obligatorio)
Ademas, nos gustaria obtener informacion de la comunidad microbiana a escala de
cada parcela. La comunidad microbiana del suelo probablemente cambiara en respuesta


http://bug-net.org/detailed-protocol-preparation-and-application-of-pesticides/
https://www.bug-net.org/soil-and-plant-biomass-processing-labeling-and-sending-protocol/
https://www.bug-net.org/soil-and-plant-biomass-processing-labeling-and-sending-protocol/

https://www.bug-net.org/experimental-study/#11-selection-of-sites

a los tratamientos. Para poder analizar este cambio en cierto momento, es necesario
contar con informacién de las condiciones previas al tratamiento. Nosotros por lo tanto
te animamos a que almacenes una muestra de suelo por parcela antes de la aplicacion
de los tratamientos, en un freezer. Sin embargo, esta actividad no es obligatoria y tu
puedes participar de esta red si no quieres realizar esta actividad.

Colecta tarugos de suelo (2.5 x 10 cm) de 5 puntos aleatorios por parcela y homogeiniza
las 5 muestras en una muestra por parcela. Asegurate de limpiar adecuadamente el
taladro de suelo toda vez que cambies de parcela. De la muestra de cada parcela, coloca
50g en una bolsa Ziploc rotulada a -20°C, y 5g a -80°C (si tienes acceso a ese tipo de
freezer). No olvide rotular las bolsas correctamente, ya que podrian quedar en el freezer
por algunos afios antes de que queramos analizar la comunidad microbiana.

1.5. Mediciones anuales por parcela

Estas mediciones deberian realizarse cada afio, al momento de mayor produccion
de biomasa.

Composicion de especies de la comunidad

Una vez por afio, estime el porcentaje de cobertura de cada especie de planta en cada
uno de las 24 parcelas; realice esta estimacion en la subparcela destinada al muestreo
focal, especificamente en el cuadrante ubicado hacia el centro de la parcela (Fig. 1, i,
cover). La cobertura de cada especie de planta enraizada dentro del cuadrante sera
estimada con una precision de hasta el 1% (para coberturas de hasta 20%) y con una
precision de 5% para coberturas entre 20-100%. Asigne 0.1% o 0.5% a especies muy
raras que tengan menos de 1% de cobertura. Estime también el porcentaje de cobertura
para especies leflosas que estén en el dosel, briofitas, liquenes, hojarasca (litter), suelo
desnudo, y rocas si estuviesen presentes (ver datasheet). La cobertura total tipicamente
va a exceder el 100% porque la cobertura de especies es estimada independientemente
para cada especie.

Para reducir el sesgo en el ensayo de cobertura, es importante entrenarse ubicando
piezas de papel de diferente tamafio sobre el cuadrante: ej. 10cm x 30cm = 3 %, 10cm x
10cm =1 %, 3.17cm x 3.2cm = 0.1%, 31cm x 32cm = 10 % ...

En sistemas en los cuales la composicion de especies cambia significativamente durante
el afho, o que tienen un régimen de dos cortes anuales, recomendamos que la
composicion sea evaluada dos veces, una al principio de verano y otra al final del
verano. De esta manera podremos evaluar las diferencias en fenologia y capturar la
cobertura maxima de cada especie.


https://www.bug-net.org/wp-content/uploads/2023/12/bugnet_experiment_siteID_year_exampletable.xlsx

https://www.bug-net.org/experimental-study/#11-selection-of-sites

Biomasa aérea

Para cuantificar el impacto de los consumidores en la productividad (top-down control),
corte todo el material vegetal aéreo hasta 2 cm encima del suelo, en dos bandas de
10cm x 50 cm ubicadas en el cuadrante correspondiente de la subparcela destinada al
muestreo focal (ii, iii, iv, Fig. 1). Si el cuadrante ha sido segado en el Ultimo muestreo, la
cosecha de biomasa deberia realizarse en un cuadrante diferente (ver Fig. 1).

Si ud. trabaja en sistemas de muy baja productividad, que no son segados, y en el cual
la remocién de biomasa podria ser evidente alin después de 3 afios, entonces considere
no solapar las bandas para cosecha de biomasa, en la medida de lo posible (ver ejemplo
de posiciones de bandas para cosecha de biomasa, Fig. 2).

iv| Fig.2: En sistemas muy improductivos, en los
que las plantas crecen muy lento y la remocion
de biomasa en una banda podria ser evidente
luego de 3 afios, considere no solapar las bandas
por el mayor tiempo posible.
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El muestreo deberia ser hecho en el momento de mayor produccion de biomasa (este
momento va a variar entre sitios y debera ser definido por los investigadores locales). Si
su sitio es segado dos veces al afno, la biomasa deberia ser colectada dos veces al afo,
para estimar correctamente la productividad (antes de las cortas). Colecte la biomasa
total aérea, séquela y pésela (las dos submuestras por parcela pueden ser combinadas).
Envie una submuestra de ca. 20 g de peso seco por parcela (las dos bandas pueden
combinarse) correspondiente al muestreo de biomasa, a los coordinadores del proyecto
(ver Sample Processing and Labelling Protocol) una vez al afio. Seria ideal que la
biomasa sea molida a polvo, pero si ello no es posible corte la biomasa en trozos y
envienos una submuestra bien mezclada.

Nosotros mediremos luego varias caracterpisticas foliares (N y P foliares, contenido de
fibra, etc.), con el fin de monitorear cambios en calidad en respuesta a los tratamientos.
Podriamos querer evaluar el microbioma de la filésfera en cierto punto (el microbioma
de la superficie de las hojas). Si ud. trabaja en arbustales la biomasa de los arbustos sera
estimada mediante ecuaciones alométricas. Para cada especie de arbusto, mida la altura
y el diametro del dosel de 20 individuos de tamafio contrastante, ubicados fuera del
experimento. Cortelos, séquelos, y péselos. Si los arbustos forman grandes parches y no
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es posible aislar los individuos, simplemente colecte 20 “unidades muestrales” de
diametro y altura conocidos, y colecte la biomasa de estas unidades muestrales (ver
datasheet). Para estimar la biomasa parda y la biomasa verde de cada arusto, separe las
hojas de la biomasa lefiosa. Para algunas especies esto podria funcionar mejor una vez
que las hojas estan secas. Ahora mida la altura y el diametro de todos los arbusto en la
subparcela destinada al muestreo focal, en el mismo cuadrante donde esta midiendo
cobertura (Fig. 1, cover, i).

1.6 Mediciones unicas de rasgos

En cada sitio, varios rasgos de plantas -altura, area foliar especifica (SLA) y contenido
foliar de materia seca (LDMC) — seran medidos una Unica vez para caracterizar las
comunidades de plantas. Estos rasgos son cercanamente relacionados a dos ejes ppales
de variacion functional, el tamafio de las plantas y sus partes, y el espectro econdémico
de recursos (Wright et al. 2004, Diaz et al. 2016). Estos rasgos seran medidos de acuerdo
a protocolos de Garnier et al. 2001.

La altura, el SLA y el LDMC de todas las especies de plantas en un sitio deberan ser
medidos. Esto permitira testear si la respuesta de plantas a la exclusion de enemigos
sigue un patrén esperado segun las estrategias de defensa (ej. crecimiento defensa-
tradeoff). Para cada especie de planta presente en un sitio, 5 individuos por sitio
deberian ser aleatoriamente muestreados para mediciones de altura, SLAy LDMC. La
altura puede ser medida directamente en el sitio. Para SLA 'y LDMC, colecte los 5
individuos elegidos aleatoriamente y coloquelos en una bolsa plastica rotulada dentro
de un cooler. Si es posible, los individuos colectados deberan tener > 5 hojas sin ningin
sintoma de dafio, ya que idealmente los rasgos seran medidos en hojas no dafiadas (vea
protocolo detallado para medir SLA y LDMC). Estas mediciones pueden realizarse en
cualquier momento del experimento, antes del cuarto aino.

1.7. Campanas de muestreos especiales por parcela y mediciones
adicionales (measurement Add-ons)

En cierto momento le pediremos algunas mediciones adicionales. Por ejemplo, en el
tercer ano del experimento (tercer afio de aplicacion del tratamiento) le pediremos
medir el dafo por herbivoria y la infeccidén por patdégenos en todas las parcelas (ver
abajo). En el tecer o cuarto afio, debera medir la biomasa de raices de plantas en pie
(presentes) (ver abajo) y en cierto momento planeamos evaluar la comunidad de
invertebrados de cada parcela. Ademas, algunas mediciones accesorias han comenzado
a realizarse o se realizaran en el futuro (mollusc addon, decomposition addon). Existe
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también la posibilidad de proponer y liderar mediciones accesorias y nosotros
animamos a los participantes a que lo hagan (ver Add-on proposal). Ademas,
sostendremos varios talleres y grupos de discusion donde podremos desarrollar estas
ideas de manera conjunta. Abajo encontrara una breve descripcion de las mediciones y
un link a los protocolos detallados.

Darno por herbivoros e infeccion fungica

Al tercer afio de experimento, le pediremos medir el dafio por herbivoros (M, I) y la
infeccion por hongos (F) en cada parcela (24). Si su sistema es muy productivo y es
segado regularmente, el dafo y la infeccién deberan ser medidos en el pequefio
cuadrante dedicado a cobertura (small plot i). Si su sistema es muy improductivo, y el
remover los individuos para evaluar el dafio o infeccidén podria influir significativamente
en la vegetacién, entonces mida el dafo por herbivoros y la infeccion fingica en uno de
los otros cuadrantes destinados al muestreo destructivo (ii, iii, iv), o alternativamente
mida el dafio en el cuadrante destinado a evaluacion de cobertura sin emover los
individuos. Ud. encontrara los protocolos detallados sobre como evaluar el daiio por
herbivoria y la infeccion por patégenos aqui.

Biomasa de Raices

En el afio 3 o0 4 del experiment, se debra medir la biomasa radicular “viva”. Para hacer
esto, tome un tarugo de suelo de 5cm de diametro y 30 cm de profundidad por parcela,
y separe las raices. Seque y pese la biomasa de raiz e ingrese los datos en su planilla
anual.

Decomposition Add-on
Pronto tendremos disponible un protocolo para participar en un estudio
complementario de descomposicién usando la aproximacion de bolsitas de té.

Mollusc sampling Add-on
Pronto tendremos disponible un protocolo para participar en un estudio
complementario de moluscos.
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