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RESUMEN

La soja Bt que expresa la toxina insecticida Cry1 Ac se comercializa en Argentina desde
2013 para el control de Anticarsia gemmatalis y Rachiplusia nu. Otros artrépodos no objetivo
de la tecnologia, como el complejo Spodoptera spp., las chinches fit6fagas y los enemigos
naturales estan expuestos a la toxina Bt, pudiendo experimentar efectos subletales o cambios
en su abundancia y diversidad. El objetivo de esta tesis fue determinar la fluctuacién
poblacional de plagas y de sus enemigos naturales en cultivos de soja Bt y No-Bt, y la
eficiencia de control del cultivar de soja que expresa la toxina CrylAc en diferentes estados
fenoldgicos. Durante tres ciclos agricolas (2014/2015, 2015/2016 y 2016/2017), se
muestrearon semanalmente lotes de soja Bt y No-Bt, con pafio vertical y trampas de caida
pitfall, registrandose las especies plaga y los depredadores; las larvas recolectadas en los
muestreos fueron criadas en laboratorio para determinar su posible parasitismo. Ademads, se
realizé la cria artificial de R. nu, Spodoptera cosmioides y S. eridania en condiciones
controladas para determinar la tasa de consumo de las orugas, la eficiencia de control de la
soja Bt sobre la oruga medidora, como asi también los efectos subletales producidos por la
toxina CrylAc en las dos tltimas especies. En los tres ciclos agricolas, los lotes de soja Bt
tuvieron una elevada eficiencia de control de las especies objetivo de la tecnologia. En
condiciones de laboratorio, el consumo foliar y de vainas por parte de R. nu fue menor en
soja Bt. La dindmica poblacional de chinches fitéfagas y de orugas del complejo Spodoptera
spp. fue similar en ambos cultivares, con mayores densidades poblacionales en la etapa
reproductiva. La alimentacion larval con soja Bt provocé menor duracion del periodo pupal
y consumo de area foliar en S. cosmioides. Spodoptera eridania registr6 menor duracion de
los estadios larvales, adulto, y periodo de oviposicion. La poblacion de depredadores aéreos
y epigeos registrd variaciones relacionadas a la disponibilidad de presas y la aplicacién de
insecticidas; el parasitismo aparente fue similar en ambos cultivares. La soja Bt no alter6 la
riqueza, diversidad, equidad e indice de reemplazo de especies, sugiriendo que la soja
modificada genéticamente con resistencia a insectos no afecté la diversidad de artrépodos

asociados al cultivo.
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ABSTRACT

Bt soybeans that express the insecticidal toxin CrylAc have been marketed in
Argentina since 2013 to control Anticarsia gemmatalis and Rachiplusia nu. Other arthropods
not targeted by the technology, such as the Spodoptera spp., phytophagous bugs, and natural
enemies, are exposed to the Bt toxin and may experience sublethal effects or changes in
abundance and diversity. The objective of this thesis was to determine the population
dynamics of pests and their natural enemies in Bt and non-Bt soybean crops, and to evaluate
the control efficiency of the soybean cultivar expressing the CrylAc toxin at different
phenological stages. During three agricultural cycles (2014/2015, 2015/2016 and
2016/2017), Bt and Non-Bt soybean fields were sampled weekly, with vertical cloth and
pitfall traps, recording pest species and predators; the larvae collected in the sampling were
raised in the laboratory to determine parasitism. In addition, artificial breeding of R. nu,
Spodoptera cosmioides and S. eridania was carried out under controlled conditions to
determine the consumption rate of the caterpillars, the control efficiency of Bt soybean, as
well as the sublethal effects produced by the toxin Cry1Ac in the last two species. In the three
agricultural cycles, the Bt soybean fields had a high control efficiency of the species targeted
by the technology. Under laboratory conditions, foliar and pod consumption by R. nu was
lower in Bt soybeans. The population dynamics of phytophagous bugs and Spodoptera spp.
were similar in both cultivars, with higher population densities in the reproductive stage of
the crop. In the biological cycle of S. cosmioides fed with Bt soybean leaves, a shorter
duration of the pupal period and consumption of leaf area was observed. Larval feeding with
Bt soybean caused a shorter duration of the pupal period and consumption of leaf area in S.
cosmioides. Spodoptera eridania recorded a shorter duration of the larval stages, adult and
oviposition period. The populations of aerial and epigean predators varied with prey
availability and insecticide use, but apparent parasitism was similar in both cultivars. Bt

soybean did not alter the richness, diversity, evenness, and replacement rate of species,



suggesting that genetically modified soybeans with insect resistance did not affect the

diversity of arthropods associated with the crop.
KEYWORDS
CrylAc toxin; Rachiplusia nu; Spodoptera spp.; Natural enemies; Arthropod diversity
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1. Introduccion General



1.1 El cultivo de soja, historia e importancia en Argentina

La soja (Glycine max (L.) Merr.) es una especie leguminosa de importancia econdmica
que se cultiva en todo el mundo, reconocida por sus valores nutricionales y medicinales
(Shurtleff & Aoyagi, 2021). La semilla de soja contiene aproximadamente 40% de proteina
y 20% de aceite, siendo una de las principales fuentes de proteinas tanto para la alimentacién
humana, asi como para la alimentacién de ganado y peces (Boerma & Specht, 2004; Singh,
2017). Ademéds, es un recurso renovable y sostenible que se utiliza en la produccién de
biocombustibles (Woyann et al., 2019).

Si bien el 80% de la produccidn se concentra en tres paises, el 30% de la produccion
mundial se consume en China, convirtiéndose en el mayor importador de soja del mundo
(Hart, 2017). En Sudamérica, durante la década del 70, el cultivo de la soja era solo
experimental, pero en las ultimas décadas la produccion ha tenido un incremento sostenido
tanto en Argentina, como en Brasil, Paraguay y Uruguay, ocupando nuestro pais el tercer
puesto como productor mundial, después de Estados Unidos y Brasil. En la campafia
2021/2022 se sembraron 16,2 millones de hectareas en Argentina, con una produccion de
42,2 millones de toneladas (Tejeda Rodriguez et al., 2021; Calzada, 2022). El complejo
oleaginoso, en el que se incluye la soja y sus subproductos (poroto de soja, aceite, harina y
pellets de soja y biodiésel), es el mas importante del pais, alcanzando un volumen de
exportacion de casi 12000 millones de dodlares en 2022 (INDEC, 2023). Varios factores
contribuyeron al aumento de la superficie cultivada de soja. Entre ellos se destacan: la
expansion hacia nuevas dreas de cultivo, la disponibilidad de semillas genéticamente
modificadas (GM) resistentes a herbicidas, los marcos regulatorios de bioseguridad
establecidos, la simplificacion del manejo en sistemas de siembra directa, que permitid la
siembra como cultivo de segunda cosecha después de trigo de invierno, el interés de los
agricultores por adoptar tecnologias innovadoras, y la mayor rentabilidad y menor riesgo
asociados a la practicidad y flexibilidad en el manejo del cultivo GM (Rocha & Villalobos,
2012; Trigo, 2016).
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1.2 Principales plagas del cultivo de soja

La diversidad de ambientes donde se desarrolla el cultivo de soja en Argentina propicia
la ocurrencia de problemas fitosanitarios que afectan la productividad de este cultivo,
sobresaliendo entre ellos las plagas insectiles (Massaro, 2008). Dentro de estas, podemos
destacar a las correspondientes a la familia Noctuidae, del orden Lepidoptera, citindose como
plagas clave las especies Anticarsia gemmatalis Hibner, Rachiplusia nu Gueneé,
Chrysodeixis includens Walker, y Helicoverpa gelotopoeon Dyar, que ocasionan pérdidas
indirectas al alimentarse del tejido foliar, y algunas pueden ocasionar dafios directos al
consumir estructuras reproductivas en formacién (Perotti et al., 2011; Casmuz et al., 2013).
Los dafios ocasionados por estas plagas pueden llegar a producir pérdidas del rendimiento
cercanas al 60% en caso de no ser controladas (Casmuz et al., 2016). Ademds, otras especies
de lepidépteros también pueden ocasionar dafio en el cultivo, tales como Spilosoma virginica
Fabricius (Erebidae), Crocidosema (=Epinotia) aporema Walsingham (Tortricidae) y
Spodoptera frugiperda Walker (Noctuidae) (Aragon, 2002).

Las chinches fit6fagas son otras plagas insectiles importantes del cultivo, siendo las
especies mds relevantes Piezodorus guildinii Westwood, Nezara viridula Linnaeus, Edessa
meditabunda Fabricius y Diceraeus (=Dichelops) furcatus Fabricius (Hemiptera:
Pentatomidae). Causan pérdidas directas al alimentarse a través del aparato bucal picador-
suctor, de vainas y granos en formacion ocasionando, ademads, detencion de crecimiento y
desarrollo del grano, aborto de vainas, retencién foliar, pérdida de calidad de semillas,
alteraciones en el contenido de proteinas y aceites, ademds de favorecer el ingreso de
patogenos (Perotti et al., 2011; Casmuz et al., 2013; Igarzédbal et al., 2014). En condiciones
de sequia, también pueden estar presentes arafiuelas (Acari: Tetranychidae) y trips

(Thysanoptera: Thripidae) (Aragén, 2002).

1.3 Manejo de plagas insectiles en el cultivo de soja

En Argentina, el control convencional de plagas insectiles en soja se realizaba mediante
la aplicacion de insecticidas de sintesis y origen quimico en su mayoria. A partir de finales
del siglo pasado, desde el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) y

Universidades de diversas regiones del pais se ha fomentado el Manejo Integrado de Plagas
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(MIP). Este sistema requiere la utilizacion de maltiples estrategias destinadas a disminuir la
densidad poblacional de las plagas, con el objetivo de maximizar las ganancias para el
productor y minimizar el impacto o efectos adversos en el ambiente (Kogan, 1998). El MIP
utiliza ticticas o herramientas de uso conjunto o separado, como las culturales, quimicas,
genéticas, bioldgicas, etoldgicas y legales, entre otras. En este sentido, dos son los pilares
béasicos en los cuales se apoya el MIP para tomar decisiones de control: el Muestreo o
Programa de Monitoreo del complejo de plagas del cultivo y/o sus dafios, y el uso de los
Umbrales de Daio Econémico (UDE) de cada especie plaga (Igarzabal et al., 2014). El
primero permite detectar la presencia, estado de desarrollo de la plaga y su densidad
poblacional, mientras que los UDE definen la densidad de la plaga en la cual debe aplicarse
una medida de control para evitar que ocasionen dafios econdmicos al cultivo (Kogan, 1998;
Trumper, 2009).

La deteccion de poblaciones de orugas en los cultivos puede anticiparse a través del
andlisis de poblaciones de adultos o polillas que son atraidos y capturadas en trampas de luz,
convirtiéndose en una herramienta muy {til para pronosticar los ataques a campo (sistemas
de alarma) (Sagadin & Gorla, 2002). De este modo, las densidades poblacionales de adultos
de lepidopteros permiten predecir cudndo las orugas estardn presentes en el cultivo
ocasionando dafo. Sin embargo, los datos obtenidos a través de las trampas de luz se deben
complementar con monitoreos de larvas en el cultivo, los cuales brindan informacién real de
la situacion de las plagas in situ (Bjerge et al., 2021).

Estudios de estimacién de la densidad poblacional de plagas en el lote determinaron
que, para cultivos de soja en sistema de siembra directa y plagas muy moviles (orugas y
chinches), el uso del pafio vertical permitiria capturar mayor nimero de insectos, siendo mds
confiable y preciso el conteo de los insectos plaga (Gamundi, 1997). El pafio vertical consta
de una canaleta de PVC al que se le adiciona una lona blanca, sobre la cual se “golpea” el
cultivo y se detectan los insectos que caen. De este modo se logran recolectar los individuos
y se procede al conteo para estimar la densidad poblacional de cada especie en el lote.
Ademads, se debe estimar visualmente el porcentaje de defoliacion (area foliar consumida por
las orugas) tomando foliolos de la parte media y central de la planta. Asi, para tomar

decisiones de control, se cotejan los valores de % de defoliacion y densidad de plagas con
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los UDE (Aragén & Flores, 2006). Segun Perotti y Gamundi (2007), es aceptable
defoliaciones de entre 25 a 30% en estados vegetativos, mientras que en estado reproductivo
el UDE varia de 10 a 20%. Respecto al nimero de orugas por metro lineal, la tolerancia es
variable (10 a 20 orugas) dependiendo de la especie de lepiddptero, grupo de madurez del
cultivar y estado del cultivo. Estos valores de UDE se tienen en cuenta para tomar decisiones
en el control de orugas defoliadoras en soja.

Por otro lado, la toma de decisiones para el control de chinches en el cultivo de soja se
realiza, al igual que para lepidopteros, en funcion de los UDE, utilizdndose el pafio vertical
para realizar el muestreo de niveles poblacionales en el lote (Gamundi, 1997). Los UDE,
ademds de contemplar la densidad poblacional de la plaga, tienen en cuenta la especie de
chinche, el estado fenoldgico del cultivo y el espaciamiento entre surcos (Bueno et al., 2013).
Segtin Gamundi et al. (2003), las chinches se presentan con mayor densidad en los lotes
sembrados a menores espaciamientos entre lineas, siendo mas propensos a presentar ataques
de chinches que los lotes con espaciamiento convencional (52 cm de espaciamiento entre
Surcos).

Cuando los niveles poblacionales de las plagas superan el UDE, se deben ejecutar
medidas de control que permitan disminuir su densidad poblacional. Entre estas medidas, el
control quimico con insecticidas es el mas difundido (Kahl et al., 2016). Los insecticidas mds
utilizados para el control de orugas defoliadoras en el cultivo de soja en nuestro pais, solos o
en mezclas con otros insecticidas, son los piretroides (bifentrin, lambdacialotrina,
alfacipermetrina y cipermetrina), reguladores del crecimiento (metoxifenocide, novaluron y
lufenuron) y diamidas (clorantraniliprole y flubendiamida) (Kahl et al., 2016; CASAFE,
2022). Los piretroides actuan a nivel del sistema nervioso de forma muy rapida, produciendo
cambios de permeabilidad en la membrana del axén, incremento del tiempo de apertura de
los canales y agotamiento de las reservas energéticas del insecto (Zhu et al., 2020). Por su
parte, los reguladores del crecimiento (IGR) interfieren en los mecanismos normales de
desarrollo del insecto (inhibiendo la sintesis de quitina o interfiriendo el proceso de la muda)
ocasionando su muerte antes de llegar al estado adulto, siendo més eficaces cuando se aplican
en los primeros estadios larvales (Sparks & Nauen, 2015; Gad et al., 2021). Por dltimo, las

diamidas antranilicas constituyen el grupo més moderno de los insecticidas que se utilizan
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para el control de lepiddpteros. Se comportan como agonistas de los receptores de rianodina,
estructuras de la membrana de las células musculares que actian como canales de iones
modulando la liberacién de calcio, afectando el proceso de contraccién muscular (Lahm et
al., 2005). En el insecto, producen un cese rapido de la alimentacién, regurgitacion del
alimento ya consumido, letargo y pardlisis muscular, sobreviniendo la muerte uno a tres dias
después de la exposicion (Jeanguenat, 2013).

Para el control de chinches, los insecticidas mds utilizados, son los piretroides y
neonicotinoides, solos o en mezclas (CASAFE, 2022). Los insecticidas neonicotinoides
(acetamiprid, dinotefuran, imidacloprid y tiametoxam) actian sobre el sistema nervioso
central, bloqueando de manera irreversible los receptores postsinapticos de la acetilcolina
(Taillebois et al., 2018).

Si bien el uso de insecticidas para el control de insectos fitéfagos permitid el
incremento de produccion de los cultivos y mejora en la calidad de los alimentos, también
trae consigo efectos negativos para la fauna benéfica y el ambiente (Tudi et al., 2021). Se ha
demostrado que la aplicacion de insecticidas de amplio espectro o no selectivos, como los
piretroides y neonicotinoides, disminuyen la abundancia y diversidad de depredadores y
parasitoides presentes en el agrosistema, provocando rebrotes de plagas, pudiendo, incluso,
ocasionar efectos subletales sobre sus ciclos bioldgicos y comportamiento (Michaud &
Grant, 2003; Varenhost & O'Neal, 2012; De Franca et al., 2017). Mientras que el uso de
insecticidas mds selectivos, como las diamidas, repercuten menos en los organismos no
blanco por su mayor selectividad (Sgarbi et al., 2023). Ademds, debido a las deficiencias en
la aplicacion y a escasos controles por las autoridades, estos productos estan presentes en el
aire, en el suelo, en el agua superficial y subterrdnea y en los alimentos, y son la principal
fuente de contaminacién no puntual del ambiente, siendo su presencia riesgosa para este

entorno y la salud humana (Aparicio et al., 2015).

1.4 Cultivos genéticamente modificados
En la campafia 1996-1997, se sembr6 en Argentina la primera variedad de soja
genéticamente modificada resistente al glifosato (soja RR: de las siglas de Roundoup

Ready®, marca comercial del herbicida glifosato de Monsanto), luego de que el afio anterior
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se aprobara el cultivo de organismos genéticamente modificados. De este modo, comenz? el
auge del cultivo de soja a través del uso de un paquete tecnoldgico mds eficiente que incluia
la siembra directa y el uso del herbicida glifosato para el manejo de malezas, disminuyendo
los costos de produccién (Trigo, 2016). El nuevo perfil productivo argentino pasé de la
produccién de alimentos a la produccién de commodities, y en poco menos de 5 afos, el
cultivo de soja RR alcanzé el 100% de adopcién entre los productores, incrementdndose la
productividad y superficie destinada al cultivo (Satorre & Andrade, 2021).

De este modo, la tecnologia transgénica en el cultivo de la soja ha ido avanzando a
través de los afos, permitiendo el control de otras adversidades bidticas, como por ejemplo
los insectos plaga. En el afio 2012, tras su publicacion en el Boletin Oficial de la Republica
Argentina, se aprobd para la comercializacién en nuestro pais un cultivar de soja GM con
resistencia al herbicida glifosato y que, ademads, expresaba la toxina CryAcl con accién sobre
los lepidopteros (ArgenBio, 2019; Monsanto, 2014). Se trata de la primera tecnologia en soja
que ha sido desarrollada por Monsanto, especialmente para Sudamérica, con eventos
acumulados MON 89788 x MON 87701 que, ademas de la tolerancia al herbicida glifosato
debido al gen Cp4epsps, presente en las sojas RR, incorpora la resistencia a algunas plagas
insectiles del orden Lepidoptera mediante la expresion de Cry1Ac, proveniente de la bacteria
entomopatogena Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) (Hilbeck & Schmidt, 2006; ArgenBio,
2019). De este modo, los cultivos GM resistentes a insectos, también denominados “plantas
o cultivos Bt”, son una herramienta valiosa de control de plagas para los programas de
manejo integrado ya que permiten contrarrestar el efecto negativo de insectos de una manera
mds precisa y con menor impacto nocivo sobre el ambiente (Martins-Sallens ez al., 2017;
Romeis et al., 2019).

Desde entonces, varias empresas han lanzado diferentes cultivares transgénicos Bt en
los cultivos de papa, tomate, algodén y maiz, logrando controlar eficazmente diversas plagas
de insectos, ademds de reducir la dependencia del uso de insecticidas quimicos (Salim et al.,

2020).

1.4.1 Bacillus thuringiensis y sus toxinas insecticidas
Bacillus thuringiensis (Berliner) (Bacillales: Bacillaceae) es una bacteria que se

encuentra en diversos nichos ecoldgicos, aunque el suelo es el habitat donde se localiza con
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mds frecuencia (Schnepf et al., 1998). Fue aislada por primera vez en 1901 en Japén como
el agente causal de una enfermedad en el gusano de seda, Bombix mori (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Bombycidae). Recién en 1911 adquiri6 su denominacion actual tras ser aislada
por Berliner como un patégeno de la polilla de la harina, Ephestia kuehniella Zeller
(Lepidoptera: Pyralidae), siendo este investigador el primero en sugerir su uso en el control
de poblaciones de insectos (Latham et al., 2017). En condiciones adversas, esta bacteria
produce endosporas, generando durante este proceso un cuerpo paraesporal conocido como
cristal (Fig. 1.1). Estas inclusiones cristalinas estdn compuestas por proteinas con
propiedades insecticidas que se denominan J-endotoxinas, las cuales se clasifican en
proteinas Cry (de "crystal") y Cyt (de "cytolitic") (Bravo et al., 2011). Ambas toxinas actdan
de igual modo, destruyendo las membranas de las células epiteliales del intestino del insecto.

Las d-endotoxinas se clasificaron en un principio segin su especificidad, pero a medida
que se fueron descubriendo nuevas toxinas, se tomo el criterio basado en las relaciones
filogenéticas (Hofte & Whiteley, 1989). De acuerdo a este criterio, primero se separaron en
dos familias (Cyt y Cry) y posteriormente, dentro de cada familia, se clasificaron en cuatro
categorias jerdrquicas (indicadas con un nimero, una letra mayudscula, una letra mindscula y
otro niimero), establecidas en funcién del porcentaje de identidad que comparten (Crickmore
et al., 1998). Las proteinas Cry presentan una alta especificidad sobre los insectos blanco e
inocuidad frente a vertebrados (Bravo et al., 2007).

Ademads, algunas cepas de B. thuringiensis producen toxinas insecticidas adicionales
denominadas VIP. Las toxinas VIP, a diferencia de Cry, se producen durante la fase de
crecimiento vegetativo (Bravo et al., 2011).

La investigacion con B. thuringiensis, debido entre otras razones a la especificidad de
las toxinas Cry frente a organismos plaga objetivos, ha seguido avanzando, descubriéndose
continuamente nuevas toxinas especificas para el control de insectos, principalmente
lepiddpteros, dipteros y coledpteros. Las proteinas Cry han sido las mas utilizadas para el
disefio de plantas Bt, concretamente las pertenecientes a la familia Cryl y Cry2 que son

activas mayoritariamente en lepidopteros, y Cry3 en coledpteros (Heckel, 2020).
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Figura 1.1 Imagen de Bacillus thuringiensis tomada con microscopio electrénico. a) seccién
ultra-fina de una célula en esporulaciéon bajo microscopia electrénica de transmision,
distinguiéndose el cristal bipiramidal (c) y la espora (s); b) imagen de las esporas (s) y los
cristales (c) observados con un microscopio electrénico de barrido (Extraido de: Sauka et al.,
2010 y Palma et al., 2014).

1.4.2 Modo de accion de las proteinas Cry expresadas por los cultivos Bt

El modo de accién de las toxinas Cry incluye varios pasos luego de la ingestion por las
larvas de insectos (Bravo & Soberén, 2007; Ferré & Van Rie, 2002). La proteina de la planta
transgénica, se disuelve en el intestino medio del insecto y es liberada al lumen intestinal
como proteinas atin inactivas (protoxinas) (Bravo et al., 2011). Las protoxinas se clasifican
en funcidn de su tamafio, denomindndose proteina Cry1 las de 130-140 kDa, proteinas Cry2A
las de 70-75 kDa y proteinas Cry3A las de 88-91 kDa. Para pasar a su forma activa, necesitan
ser cortadas por las enzimas presentes en el intestino medio de los insectos. De este modo,
las propias proteasas digestivas del insecto escinden la protoxina y, tras la activacion, la
proteina atraviesa la membrana peritréfica y puede unirse de forma especifica a receptores
que se encuentran en la membrana de las células epiteliales del aparato digestivo del insecto,
siendo esta unién la que determina la especificidad de la accién de las proteinas Cry (Heckel,
2020). Algunos de los posibles receptores de membrana identificados son glicoproteinas tipo
cadherina, aminopeptidasas N (APN) o fosfatasas alcalinas (ALP) (Bravo et al., 2011). La
union de la toxina a los receptores origina la formacién de un poro (10-20 A), que ocasiona
la salida de solutos de las células, lo que provoca hinchazoén y lisis osmética (Vachon et al.,
2012). El insecto no puede reparar el dafio y se produce un cese rapido de la alimentacion

durante la primera hora luego de ingerir la toxina, reduce su movilidad llegando a la parélisis
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aproximadamente a las 6 horas, dependiendo de la cantidad de toxina ingerida. Finalmente,
muere por inaniciébn o septicemia generalizada producida por las bacterias que estdn
presentes en el intestino de la larva (Escherichia coli Escherich y Enterobacter ssp.
(Enterobacterales: Enterobacteriaceae), las cuales penetran en el hemocele a través del
epitelio alterado por la toxina Bt y se multiplican (Gonzdles-Cabrera & Ferré, 2008) (Fig.
1.2.). En este sentido, Broderick et al. (2006) afirman que, a nivel microscépico, las
microvellosidades intestinales desaparecen, los nucleos de las células epiteliales migran
hacia la membrana apical y su reticulo endoplasmdtico y mitocondrias se desintegran
gradualmente. Las células afectadas se vacuolizan e hinchan, terminando el proceso con la

lisis celular y muerte del tejido (Baines et al., 1997).
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Figura 1.2 Mecanismo de accién de las proteinas Cry en el aparato digestivo de una larva de
lepidéptero (Adaptado de Jurat-Fuetes et al., 2021).

1.5 Soja genéticamente modificada con resistencia a insectos

Los primeros esfuerzos para obtener cultivares de soja Bt demostraron ser alternativas
prometedoras para controlar las orugas defoliadoras en soja. El primer informe de la
introgresion y expresion satisfactoria de un gen Cry en soja se publicé en 1994 (Parrott et al.,

1994). Unos afios después, Stewart et al. (1996), produjeron una planta de soja transgénica
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Bt que expresaba CrylAc y describieron los procedimientos de cultivo, transformacién de
tejidos y las caracteristicas moleculares y bidticas de la soja Bt producida. Sin embargo,
recién en el afio 2000 se comprobd, en condiciones de campo, la resistencia de la soja Bt
hacia algunos lepiddpteros plagas del cultivo, brindando un nivel de control adecuado
(Walker et al., 2000). Los pasos siguientes fueron el desarrollo de los cultivares con el evento
MON 87701, con expresion de la toxina, la evaluacién del comportamiento agrondémico y la
estabilidad de las progenies a nivel genético, y el lanzamiento al mercado mundial de los
cultivares de soja Bt en el afio 2012 (Macrae et al., 2005; Homrich et al., 2008).

En los dltimos anos el uso de la tecnologia RI + RG (Resistencia a insectos +
Resistencia a glifosato), ha crecido significativamente, pasando de 7% de la superficie de
soja sembrada con la tecnologia en la campafia 2014/15, a 20% en la campaifia 2020/21. La
adopcién de soja RI+RG en nuestro pais exhibid, 16gicamente, los niveles mas elevados en
la region noreste y noroeste, donde hay mayor incidencia de plagas lepiddpteras. Hacia el sur

del pais su adopcion disminuye significativamente (Fig. 1.3) (Tejeda Rodriguez et al., 2021).

% 0 20 40 . 60

Figura 1.3 Adopcion de variedades de soja RI + RG en la campafia 2020/21 en Argentina
(Fuente: Tejeda Rodriguez et al., 2021).
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1.5.1 Soja Bt y su performance en el control de plagas

La soja GM con resistencia a insectos comercializada en Argentina que expresa la
toxina CrylAc, fue registrada para el control de varias especies de lepidopteros, tales como
C. aporema "barrenador del brote”, R. nu “oruga medidora”, C. includens “falsa medidora”
y A. gemmatalis “oruga de las leguminosas”, todas plagas clave del cultivo. Dentro de los
lepidépteros que son plagas secundarias, controla a H. gelotopoeon “oruga bolillera”, S.
virginica “gata peluda”, Colias lesbia (Fabricius) (Pieridae) “isoca de la alfalfa”, Heliothis
virescens (Fabricius) (Noctuidae) “oruga capullera”, Elasmopalpus lignosellus (Zeller)
(Pyralidae) “barrenador menor”; Helicoverpa (=Helliothis) zea (Boddie) (Noctuidae) “isoca
de la espiga” y Helicoverpa armigera (Hiibner) (Noctuidae) “gusano cogollero” (Monsanto,
2014). Sin embargo, para que la tecnologia Bt sea sostenible, garantice la proteccién contra
las principales plagas objetivo e impida la aparicion de resistencia, la expresion de la proteina
insecticida debe ser estable en cuanto a su concentracion, en las partes apropiadas de la planta
y en el momento requerido del ciclo del cultivo (Kranthi et al., 2005; Yu et al., 2013). Las
hojas son el tejido de la planta de la cual se alimentan los lepidépteros, grupo de insectos
objetivo de esta tecnologia, y donde debe asegurarse un alto nivel de expresion de la toxina
Cry para garantizar su eficiencia. Sin embargo, algunas de las especies plaga objetivo
también se alimentan de estructuras reproductivas en formacion temprana, por lo que la
expresion de la toxina en el periodo reproductivo del cultivo también condiciona la eficiencia
de control de la soja Bt.

La expresion de proteinas insecticidas en el cultivo de soja es un proceso complejo que
puede estar influenciado por varios factores, entre ellos el tipo de cultivo, la edad y parte de
la planta donde se expresa la toxina insecticida, tipo de genes y sitios de inserciéon de genes,
y condiciones ambientales como la temperatura, salinidad del suelo, fertilizacién y estrés
hidrico (Adamczyk & Sumerford, 2001; Wan et al., 2005; Abel & Adamczyk, 2004; Chen et
al., 2005; Dong & Li, 2007; Jiang et al., 2006; Addison & Rogers, 2010; Ranjithkumar et
al., 2011). Ademas, segin Yu et al. (2013) la concentracién de CrylAc puede variar entre
los diferentes tejidos de la planta de soja y con las distintas etapas de crecimiento del cultivo,

determinando un control diferencial de plagas a lo largo del ciclo del cultivo.
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1.5.2 Soja Bt y su efecto sobre artrépodos asociados al cultivo

Ademas de las especies plaga objetivo de la soja transgénica con proteccion a insectos,
existen otros artropodos asociados al agrosistema hacia los que no va dirigido el control con
la toxina Cry, pero que pueden estar expuestos a ella, conocidos como artrépodos no blancos
(ANB). Estos, tienen funciones ecolégicas muy importantes para el agrosistema, cumpliendo
un rol relevante en el control biolégico, en la regulacién de las poblaciones de plagas de
artrépodos, en la descomposicion de organismos, en el reciclaje de materia orgénica y en la
polinizacién (Comas et al., 2014). Ademads, la denominacién de ANB también incluye
especies plaga que no son objetivo de la toxina Cry, pero que ocasionan dafio en el cultivo
de soja, como por ejemplo el complejo de chinches, de Spodoptera sp. (Spodoptera
cosmioides y Spodoptera eridania) y édcaros (Naranjo, 2021a).

La toxina insecticida que expresa el cultivo de soja Bt puede causar, sobre los ANB,
efectos directos, producidos por la ingestion de la toxina por diferentes vias segin la funcién
agroecologica que cada especie posea. De este modo, los artropodos herbivoros podrian
ingerir la toxina al alimentarse directamente de diferentes partes de la planta, siendo el modo
de alimentacién y la expresion temporal y espacial de la proteina insecticida en la planta
factores clave que determinardn tales efectos (Dutton et al., 2003; Obrist et al., 2006).
Ademas, el cultivar Bt también pueden causar efectos directos sobre ANB que son
depredadores y parasitoides cuando se alimentan de partes de las plantas como el polen y el
néctar (Obrist et al., 2006; Naranjo, 2009). O bien, afectar indirectamente a los enemigos
naturales por la baja abundancia de presas y reduccién en la calidad de las mismas (presas
mas pequefas y menos apetecibles), o mediante efectos negativos a causa de la ingestion de
presas expuestas a la toxina (O'Callaghan et al., 2005; Romeis et al., 2006; Lundgren et al.,
2009; Hilbeck et al., 2020; Garcia et al., 2010). En este sentido, varios autores comprobaron
que los depredadores y parasitoides que consumen el intestino de su huésped, donde se
encuentra la mayor parte de la proteina Bt, tienen una mayor exposicion a la toxina CrylAc
(Meissle et al., 2004, Vojtech et al., 2005). Otra exposicion indirecta a la toxina Cry ocurre
cuando los enemigos naturales se alimentan de la melaza exudada por pulgones (Wickers,
2005). Sin embargo, Raps et al. (2001), aseguran que esta via no representa un riesgo para

los enemigos naturales debido a que la toxina no ingresa al floema de las plantas, principal
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alimento de los pulgones. Ademads, la excrecion y la digestién en cada nivel tréfico provoca
un efecto de dilucién cuando las proteinas Bt se desplazan a lo largo de la cadena alimentaria
(Obrist et al., 2006), por lo que esta ruta de exposicion a las toxinas Bt resulta insignificante

para los enemigos naturales (Romeis et al., 2019).

1.5.3 Soja Bt y su impacto en la diversidad de artrépodos

El impacto mas directo de la agricultura sobre la biodiversidad se debe a la conversion
de ecosistemas naturales en tierras agricolas destinadas a cultivos GM. Este efecto se observo
en Brasil y en nuestro pais, donde la introduccién de los cultivos GM se combiné con otras
técnicas de manejo (monocultivo y siembra directa) que propiciaron la expansion cultivo de
soja a otras zonas en las cuales se sembraban otras especies de interés agricola o estaban
destinadas a pasturas naturales, modificdndose el paisaje agricola (Trigo, 2011).

Estos cambios en el sistema de produccion agricola pueden afectar directamente la
abundancia y diversidad de herbivoros, insectos de suelo y enemigos naturales. Sin embargo,
varios son los trabajos que aseguran que los cultivos Bt (maiz, algodén, soja) no alteran la
diversidad y abundancia de enemigos naturales (Curis, 2014; Yu et al., 2014; Marques et al.,
2017; Kaur et al., 2021). Es mds, varios autores consideran que las poblaciones de insectos
benéficos podrian incrementarse significativamente en los cultivos Bt debido a la
disminucién de la aplicacién de insecticidas no selectivos y, de este modo, mejoraria el
control natural en condiciones de campo (Lu et al.; 2012; Wu & Guo, 2005; Yu et al., 2011).
Sin embargo, de acuerdo con la literatura cientifica, los cultivos que expresan la proteina
insecticida Bt podrian causar efectos subletales en la comunidad de insectos benéficos a
través de la alimentacion con alimentos suboptimos debido a 1a muerte y escasez del huésped
(Groot & Dicke, 2002).

Algunos estudios coinciden en que la alta adopcion de cultivos Bt por los agricultores
se debe a una serie de ventajas de los cultivares transgénicos, como por ejemplo la expresion
constante y a altas dosis de la proteina insecticida durante todo el ciclo del cultivo, reduccién
en el uso de insecticidas, selectividad de control de organismos blanco debido a su modo de
accion especifico, menor esfuerzo en el monitoreo de las plagas objetivo e incrementos en el
rendimiento de los cultivos (Shelton et al., 2002; Hilbeck & Schmidt, 2006; Lu et al., 2012;
Nicolia et al., 2014; Zhang et al., 2016; Kumar et al., 2020). De este modo, ademds de
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implicar una disminucién en los costos del cultivo que se traduce en un mayor beneficio
econdmico para los productores, el control de insectos no estd condicionado por la calidad
de la aplicacién o los factores ambientales, ni por caracteristicas propias del producto
formulado (estabilidad y residualidad del principio activo una vez aplicado, por ejemplo)
(Brookes & Barfoot, 2018; Xiao & Wu, 2019).

Sin embargo, independientemente de la adopcién mundial de cultivos GM con
resistencia a insectos, sigue siendo una tecnologia controvertida que divide a la sociedad y a
la comunidad cientifica (Peterson et al., 2017), con incertidumbres que se basan
principalmente en el impacto a largo plazo de los cultivos Bt sobre diferentes aspectos, tales
como: la disminucién de la susceptibilidad o desarrollo de resistencia de las plagas objetivo
a los cultivos que expresan la toxina Bt (Catarino et al., 2015); el comportamiento del
complejo de chinches (no susceptibles a la toxina Bt) ante el nuevo escenario con menores
aplicaciones de insecticidas en soja GM con resistencia a insectos (Wolfenbarger et al.,
2008); el incremento poblacional de insectos fit6fagos no susceptibles a la toxina expresada
por los cultivos Bt que, sumado a la diminucion de la competencia interespecifica, podria
favorecer la aparicion de plagas secundarias en la soja Bt que requeririan aplicacién de
insecticidas (Sharma & Ortiz, 2000; Gross & Rosenheim, 2011; Catarino et al., 2015); la
disminucion de poblaciones de enemigos naturales (depredadores y parasitoides) no
atribuible a la accidn de las toxinas insecticidas, sino a la disminucién de la cantidad o calidad
de los insectos plagas presa de los organismos benéficos del sistema (Sharma et al., 2007,
Romeis et al., 2013; Bortolotto et al., 2014; De Jests et al., 2014; Catarino et al., 2015); y
las posibles modificaciones en la abundancia y diversidad de los artrépodos asociados al
cultivo de soja Bt, entre otros. Como respuesta a estos interrogantes es necesario disponer de
informacién local sobre la incorporacién de esta tecnologia recientemente introducida al

mercado.

De lo expuesto anteriormente, se desprenden las siguientes hip6tesis de investigacion:
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HIPOTESIS

- La eficiencia de control de la soja Bt sobre especies plagas blanco de la tecnologia
varia segun los estados fenoldgicos del cultivo (Vegetativo vs. Reproductivo).

- La soja que expresa la toxina insecticida CrylAc altera el consumo (foliar y de
estructuras reproductivas) y la fluctuacién poblacional de las especies plagas objetivo de la
tecnologia.

- El control de especies de lepidopteros objetivo de la tecnologia Bt provoca el
incremento poblacional de especies de lepiddpteros no blanco que son plagas secundarias del
cultivo de soja.

- El ciclo bioldgico y reproductivo y el dafio ocasionado por las nuevas especies de
lepiddpteros plagas no objetivo de la tecnologia Bt es similar en ambos tipos de cultivares de
soja (Bt y No-Bt).

- La disminucién de los controles quimicos para lepiddpteros en la soja GM con
resistencia a insectos provoca un aumento en la poblacion del complejo de chinches en la
etapa reproductiva del cultivo.

- La ausencia de presas y huéspedes en el cultivo de soja GM con resistencia a insectos
disminuye la poblacién de enemigos naturales (depredadores y parasitoides) de lepiddpteros.

- El manejo de las plagas en cultivos con la tecnologia de la soja GM con resistencia a
insectos causa modificaciones en las comunidades de especies de insectos en el nuevo

agrosistema.

En base a estas hipotesis, se plantean los siguientes objetivos:
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OBJETIVO GENERAL
Determinar la fluctuacién poblacional de plagas y de sus enemigos naturales, la
eficiencia de control de las plagas objetivo de la soja GM con resistencia a insectos (Bt) en
diferentes estados fenoldgicos del cultivo y los efectos de la toxina CrylAc sobre el ciclo

biolégico y reproductivo de las especies de lepiddpteros no objetivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la eficiencia de control de lepiddpteros plaga objetivo de la tecnologia en
diferentes estados fenoldgicos de la soja GM con resistencia a insectos (Bt), y su efecto sobre
la dindmica poblacional y el consumo.

Determinar el efecto del manejo de la soja GM con resistencia a insectos (Bt) sobre la
dindmica poblacional de las chinches, insectos plaga del orden Hemiptera no objetivo de la
tecnologia.

Evaluar el efecto de la soja GM con resistencia a insectos (Bt) sobre la fluctuacion
poblacional, el ciclo bioldgico y reproductivo, y la capacidad herbivora de lepidopteros no
blanco de la tecnologia.

Determinar el impacto de la soja GM con resistencia a insectos (Bt) sobre la poblacion
de parasitoides naturales de larvas y depredadores.

Analizar el efecto de la soja GM con resistencia a insectos (Bt) sobre la abundancia y

diversidad de artrépodos asociados al cultivo.
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2. Capitulo 1

Eficiencia de control de la soja Bt e influencia en la
dinamica poblacional de plagas clave del cultivo

28



2.1 INTRODUCCION

El complejo de orugas defoliadoras (orden: Lepidoptera) y el complejo de chinches
(orden: Hemiptera; suborden: Heteroptera) son plagas claves del cultivo de soja en la zona
pampeana de Argentina, ocasionando dafios al alimentarse de hojas y vainas en formacion
(Sosa & Gamundi, 2007; Perotti et al., 2011).

Las orugas se alimentan del tejido foliar, ocasionando pérdidas importantes de 4rea
fotosintética que repercuten en una menor intercepcion de luz, menor capacidad fotosintética
y acortamiento del periodo de llenado de granos, causando disminucién del rendimiento
(Board et al., 1994; Perotti & Gamundi, 2009). La magnitud del dafio depende de la etapa de
crecimiento del cultivo, la intensidad de defoliacion, la capacidad del cultivar para tolerar o
compensar la defoliacion y los factores ambientales (Thrasch, 2018). Si bien la soja puede
soportar una cantidad relativamente importante de defoliacion durante la etapa vegetativa, la
pérdida excesiva de follaje durante la etapa de formacién de vainas (R3-R4 segin la escala de
Fehr et al. (1971)) reduce significativamente el rendimiento al disminuir el nimero de vainas
por planta (Owen et al., 2013). Defoliaciones en estados reproductivos més avanzados (Rs.¢)
ocasionan disminucién del peso y ndmero de granos por vaina, ademds de la reduccion del
nimero de vainas por planta (Board et al., 1994; Thrasch, 2018). De igual modo,
defoliaciones intensas durante el llenado de grano causan pérdidas de calidad que se traducen
en menor contenido de proteina y aceite del grano de soja, y disminucién del poder
germinativo de las semillas cosechadas (Carrera et al., 2022).

Las especies de lepidopteros de mayor importancia por su frecuencia de apariciéon y
abundancia registradas en la provincia de Santa Fe, son Rachiplusia nu (Gueneé) “oruga
medidora” y Anticarsia gemmatalis Hiibner “oruga de las leguminosas” (Aragén, 2002;

Séanchez et al., 2005; Igarzébal et al., 2014).

2.1.1 Rachiplusia nu “oruga medidora”

Rachiplusia nu (Lepidoptera: Noctuidae; subfamilia: Plusiinae), es una especie
ampliamente distribuida en América del Sur (Artigas, 1972; Pastrana, 2004). Es frecuente de
encontrarla atacando el cultivo de soja y es la especie defoliadora mds importante en girasol
(Navarro et al., 2009). Sin embargo, es muy polifaga y puede alimentarse de otros cultivos

como maiz, trigo, alfalfa, tabaco, cartamo, algodon y lino, cultivos horticolas como pimiento,
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poroto, tomate, lechuga, entre otros (Pastrana, 2004; Navarro et al., 2009; Perotti &
Gamundi, 2009; Barrionuevo et al., 2012).

Es una especie con desarrollo holometdbolo. Los adultos son polillas de hébito
nocturno y muy prolificas, cuyas hembras colocan entre 300 y 1600 huevos, de forma aislada,
en el envés de las hojas de los estratos medio y superior de la planta (Sanchez & Pereyra,
1995; Aragén et al., 1997; Barrionuevo, 2011; Valverde et al., 2017; Saluso, 2019). Los
huevos son subesféricos (forma de cipula) y de color blanco-amarillento brillante cuando
estdn recién puestos, torndndose mds pélidos a medida que avanza el desarrollo embrionario
(Fichetti, 2003; Navarro et al., 2009) (Fig. 2.1.a.). La larva es de color verde o verde
amarillento, y de tipo eruciforme y presenta entre cuatro y seis estadios segun el tipo de
alimento y de la temperatura. El térax consta de tres segmentos, cada uno con un par de patas
tordcicas, también denominadas patas verdaderas. Ademds, presenta tres pares de patas falsas
o espuripedios ubicados en el 5°, 6° y 10° segmento abdominal, determinando un movimiento
caracteristico de la especie: camina arqueando el cuerpo al juntar a cada paso los tres pares
de patas toracicas con los tres pares abdominales y avanza como si estuviera midiendo su
marcha, de ahi su nombre vulgar de “oruga medidora” (Fig. 2.1.b.) (Margheritis & Rizzo,
1965; Sanchez & Pereyra, 1995; Barrionuevo, 2011; Barrionuevo et al., 2012; Da Luz et al.,
2014). Luego del ultimo estadio larval, comienza el periodo de prepupa en el que la larva
deja de alimentarse, pierde intensidad en su coloracion, su cuerpo se acorta longitudinalmente
y comienza a construir un capullo con hilos sedosos, plegando y arrollando la ldmina de las
hojas de la planta hospedante (Angulo & Weigert, 1974). La pupa es obtecta, con tegumento
liso, de color castafio oscuro en la parte dorsal y castafio claro a rojizo en la ventral,
oscureciéndose gradualmente a medida que se acerca la emergencia del adulto (da Luz et al.,
2014).

El estado larval de R. nu es defoliador: las larvas neonatas se alimentan sélo de la
epidermis y parénquima del lado de la hoja en que se encuentran, dejando restos de la ldmina
foliar con un tipico aspecto de “enrejado”, mientras que las de mayor desarrollo, con
mandibulas mds fuertes, consumen dvidamente la totalidad de la ldmina foliar, siempre

respetando las nervaduras principales (hoja tipo encaje) (Fig. 2.1.c.). Igarzabal et al. (2014),
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observaron que R. nu también puede dafiar chauchas, principalmente cuando las poblaciones

son altas.

0

Lus

R

cenicienta
grisacea

Figura 2.1 Huevo (a) y larva (b) de Rachiplusia nu. Defoliacidn tipo “encaje” ocasionado
por el estado larval de la oruga medidora (c). Adulto en posicién de descanso (techo a dos
aguas) (d) y banda cenicienta grisiceas mds notoria en machos (e) (Fuente: AAPRESID
(2023) y Agrobaseapp (2024)).

El adulto es una mariposa que posee 30 a 35 mm de expansién alar, y 13 a 18 mm de
largo del cuerpo. En posicion de descanso las alas se disponen en forma de techo a dos aguas
y el dorso del térax presenta un mechon prominente de escamas erizadas (Fig. 2.1.d).
Presenta dimorfismo sexual, identificable mediante la observacion, en el par de alas anterior,
de una banda de color ceniciento grisicea mds ancha y notoria en el macho (Fig. 2.1.e)
(Navarro et al., 2009). En la zona nicleo de la region pampeana puede tener hasta 5
generaciones anuales, ocurriendo los picos poblacionales desde fines de diciembre y

principios de enero hasta mediados de febrero inclusive (Aragon, 2002).

2.1.2 Anticarsia gemmatalis “oruga de las leguminosas o saltarina”
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) es una de las plagas principales del
cultivo de soja; se encuentra en todo el hemisferio occidental, ocasionando dafios en cultivos

de Estados Unidos, Brasil, Paraguay, Uruguay y Argentina (Bortolotto et al., 2015a;
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Formentini et al., 2015; Perotti et al., 2020; Huseth et al., 2021). Se trata de una especie
polifaga, aunque se la ha reportado como plaga principal de leguminosas, causando dafios
indirectos en cultivos al alimentarse de las hojas y dafios directos cuando consume vainas en
formacion, requiriendo su control para evitar pérdidas considerables de rendimiento (Ford et
al., 1975). Ademds, algodén, mani, trigo, girasol, arroz y algunas malezas son hospederos
secundarios de esta especie (Panizzi et al., 2004).

La hembra adulta coloca sus huevos de manera aislada en vainas, tallos, peciolos y
envés de las hojas, y cuando los niveles poblacionales son altos, la oviposicién ocurre en
ambas caras de la hoja, preferentemente en el tercio medio superior de la planta (Greene et
al., 1973; Corréa-Ferreira & Panizzi, 1978). Los huevos son esféricos, levemente achatados,
de coloracién blanquecina recién puestos y luego se tornan color verde perlado hasta dos dias
antes de la eclosion de la oruga, cuando se vuelven rosados (Watson, 1916; Urretabizcaya et
al., 2010).

Al eclosionar los huevos nacen larvas que, durante el primer y segundo estadio, dafian
levemente el parénquima foliar, dejando intactas las nervaduras; después del segundo estadio
se alimentan de toda la hoja (Watson, 1916; Perotti & Gamundi, 2007). Pueden confundirse
con larvas de oruga medidora ya que, hasta el tercer estadio tienen tres pares de patas falsas
y dos pares de patas verdaderas poco desarrollados o vestigiales, por lo que se desplazan
“midiendo” la superficie. A partir del cuarto estadio desarrollan los ultimos dos pares de
espuripedios, extendiéndose el ultimo par hacia atras en forma de “V”, una caracteristica
diferencial de la especie. Ademds, en estado de reposo las orugas se encuentran totalmente
extendidas, pero al tocarlas presentan un comportamiento convulsivo, retorciéndose y
contorsiondndose de un lado a otro, cayendo de la planta. Este movimiento es un
comportamiento tipico de A. gemmatalis (Urretabizcaya et al., 2010).

Las larvas alcanzan un tamafio de hasta 4 cm, y presentan una coloracién que varia
desde verde a castafio oscuro o negro, predominando las primeras (Fig. 2.2). Varios autores
afirman que los cambios en la coloracién dependen de la planta hospedera de la cual se
alimentan y de la densidad poblacional (al incrementarse la densidad, predominan las formas

oscuras) (Anazonwu & Johnson, 1986; Fescemyer & Hammond, 1986).

32



Figura 2.2 Larvas de Anticarsia gemmatalis, formas clara y oscura.

Anticarsia gemmatalis presenta seis estadios larvales desarrollados durante 15 a 22
dias; al finalizar el dltimo estadio la oruga deja de alimentarse, su coloracion se torna rosada
y se convierte en prepupa, empupa en el suelo, a una profundidad de hasta 2 cm (Fig. 2.3)
(Lee & Johnson, 1990; Aragén, 2002; Moscardi et al., 2012). El ciclo bioldgico desde huevo
a estado adulto es de aproximadamente 40 dias, con temperaturas medias Optimas de 25 a
27°C (Silva, 1981; Magrini et al., 1996; Milano et al., 2010; Moscardi et al., 2012).

En nuestro pais presenta dos a tres generaciones anuales, incrementdndose a cinco
generaciones en las regiones sojeras del norte (Navarro et al., 2009; Urretabizcaya et al.,
2010). La mayor densidad poblacional de A. gemmatalis ocurre en los estados reproductivos

R4y Rs5 (Aragén & Flores, 20006).
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Huevos
2-3 dias Adulto

- L1 3 dias
: L2 2 dias

* L3 2 dias
L4 2 dias

L5 2,7 dias

Pre-pupa 2 dias

Figura 2.3 Ciclo biolégico de Anticarsia gemmatalis (Fuente: adaptado de Moscardi et al.,
2012).

Por otro lado, el complejo de chinches fitéfagas que ocasionan dafio en la etapa
reproductiva del cultivo de soja estd conformado por Piezodorus guildinii Westwood, Nezara
viridula Linnaeus, Edessa meditabunda Fabricius y Diceraeus furcatus Fabricius, siendo
todas pertenecientes a la familia Pentatomidae (Orden: Hemiptera).

Los pentatoémidos son insectos de metamorfosis incompleta (paurometabolos), poseen
aparato bucal picador suctor y transcurren su estado juvenil con cinco estadios ninfales, en
los cuales tienen el mismo habito alimentario que los adultos (excepto el primero), aunque
estd comprobado que en el cuarto y quinto estadio ninfal son los mas perjudiciales (Trumper

& Edelstein, 2008).
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El dafio ocurre cuando los adultos y las ninfas insertan sus estiletes en los tejidos de las
plantas para alimentarse, inyectando enzimas digestivas que licuan las partes sélidas y
semisolidas de las células para permitir su ingestion (Todd, 1981). Los principales efectos
del dafio ocasionado por las picaduras de chinches al cultivo de soja son la detencién del
crecimiento y desarrollo del grano, aborto de vainas jévenes y/o produccién de frutos vanos,
granos manchados y arrugados, retencidn foliar, disminucién del rendimiento y calidad de la
semilla (alteracion en el contenido de proteinas y aceite de las semillas, disminucién del
poder germinativo y viabilidad de las semillas) (Panizzi & Slansky, 1985; Luna & Iannone,
2013; Igarzabal et al., 2014).

En la region pampeana las chinches aparecen durante los periodos de fructificacion y
llenado de las semillas (estados de desarrollo R3-Re), desde los meses de febrero hasta abril,

con menores niveles poblacionales en sistemas de siembra directa que en convencional

(Massaro, 1992; Sanchez et al., 2005).

2.1.3 Piezodorus guildinii “Chinche de la alfalfa”

Es la especie con mayor abundancia en cultivos de soja de Argentina, por su menor
mortalidad ninfal y la adaptacion a altas temperaturas (menor tiempo generacional), con
respecto a las otras especies de chinches (Massoni & Frana, 2006; Igarzédbal et al., 2014). Las
hembras colocan los huevos cilindricos, en forma de barril, de color negruzco con dos bandas
blanquecinas, sobre las vainas y en la parte inferior de la planta, aunque también se pueden
encontrar posturas en tallos, ramas y hojas (Panizzi & Smith, 1977; Massaro, 2004; Igarzabal
etal.,2014) (Fig. 2.4). Luego de la eclosion sobrevienen cinco estadios ninfales: los primeros
estadios juveniles tienen forma oval y su coloracion es negra en la mitad superior del cuerpo
y roja en la inferior, y a medida que avanzan los estadios ninfales la coloracién se torna verde-
amarillento (Massaro, 2004) (Fig. 2.4). Varios autores afirman que P. guildinii es la especie
mas invasiva y que mayor perjuicio ocasiona debido a su capacidad para establecerse al final
del periodo vegetativo e inicio de floracion del cultivo y a la accién nociva de las enzimas
salivales que inyecta esta chinche al alimentarse de los granos en formacién (Cividanes &

Parra, 1994; Corréa-Ferreira & De Azevedo, 2002; Depieri & Panizzi, 2011).
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5° Estadio
6 dias

4° Estadio
3,9 dias

Adulto

Huevos
2° Estadio 4,2 dias
" 4,1 dias

1° Estadio
3 dias

Figura 2.4 Ciclo bioldgico de Piezodorus guildinii (Fuente: adaptado de Panizzi et al., 2012).

2.1.4 Nezara viridula “Chinche verde”
La hembra adulta deposita los huevos, de color verde amarillento, en la cara abaxial de

las hojas, en numero variable de hasta 105 huevos. Después de 5 a 11 dias (dependiendo de
la temperatura), emergen las ninfas que, ni bien eclosionan, tienen habito gregario y color
rojizo (Massaro, 2004; Hirose et al., 2006); en el segundo y el tercer estadio ninfal son de

coloracién negra con manchas blancas, amarillentas y rojizas distribuidas en el cuerpo, luego
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toman color verdoso, conservando las manchas caracteristicas (Rojas & Morales-Ramos,

2014) (Fig. 2.5).

5° Estadio
13 dias

4° Estadio

& mm

3° Estadio
3,9 dias

2° Estadio Huevos
4.6 dias 5,7 dias

1° Estadio
3,4 dias

Figura 2.5 Ciclo biolégico de Nezara viridula (Fuente: adaptado de Panizzi et al., 2012).

Nezara viridula presenta de 3 a 4 generaciones anuales, siendo el tiempo de desarrollo
de huevo a adulto de 35 dias durante el verano (Panizzi et al., 2000). Los adultos de la tltima
generacion transcurren la época invernal en diapausa reproductiva, resguardados bajo la

corteza de los arboles.
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2.1.5 Edessa meditabunda “Alquiche chico”
Los huevos son colocados en el envés de las hojas y vainas de las plantas hospederas

(en grupos de 14 huevos), tienen forma de esfera levemente aplastada y son de color verde
esmeralda claro (Fig. 2.6.a.) (La Porta, 2012). Las ninfas son de forma ligeramente oval,
aplanadas dorsoventralmente; recién eclosionadas son de color blanquecino casi
transparente, cambiando la coloracién a medida que se desarrolla, pasando de amarillo
dorado hasta llegar a un tono verdoso (Fig. 2.6.b. y c.) (Massaro, 2004). Los estadios
juveniles prefieren alimentarse de tallos y hojas en lugar de vainas, mientras que los adultos

se alimentan preferentemente sobre tallos por su falta de partes de la boca que le dificulta

alimentarse de semillas, por lo que se las considera menos dafiina que las otras especies de

chinches (Panizzi et al., 2000; Silva et al., 2012; Smaniotto & Panizzi, 2015).

Figura 2.6 Hembra adulta oviponiendo (a), ninfas recién eclocionadas (b) y quinto estadio
ninfal (¢) de Edessa meditabunda o “alquiche chico”.

2.1.6 Diceraeus furcatus “Chinche de los cuernitos”

La hembra ovipone en el envés de las hojas y sobre las estructuras reproductivas; los
huevos son de color verde claro, de forma ovoide y estdn dispuestos en dos o tres hileras al
igual que los otros pentatomidos (Fig. 2.7.a.) (La Porta, 2012). Las ninfas son de color marrén
o castafio con el abdomen verde, con pequefias manchas rojas o rosadas, circulares o
alargadas, que se distribuyen de forma homogénea en toda la superficie dorsal del abdomen,
sobre un fondo blancuzco; presentan cinco estadios ninfales (Fig. 2.7.b.) (Igarzédbal et al.,
2014). A medida que avanzan los estadios ninfales, las manchas van disminuyendo su tamafio
y la distribucién es irregular, apareciendo los esbozos alares hacia el quinto estadio (Fig.

2.7.c.) (Panizzi et al., 2000).
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Los adultos son de color verde amarronado en el dorso y verdes ventralmente, la cabeza
termina en dos proyecciones puntiagudas y el pronoto tiene margenes anteriores dentados y
expansiones alares espinosas de la misma coloracidn que la cabeza y el pronoto (Fig. 2.7.d.)
(Panizzi et al., 2000).

T e S
gk L Lo

Figura 2.7 Desoves (a), estados ninfales (b y ¢) y adulto (d) de Diceraeus furcatus o “chinche
de los cuernitos” (Fuente: SummitAgro, 2022).

La dindmica poblacional de chinches puede ser influenciada por factores, como el
fotoperiodo, temperatura invernal, precipitaciones, sistema de siembra, enemigos naturales,
entre otros (Igarzdbal et al., 2014). Sin embargo, las chinches comienzan a colonizar los
cultivos de soja al final del estado vegetativo e inicio de la floracién (Ri-R>), incrementdndose
su densidad al inicio de formacién de vaina (R3) para alcanzar el valor mdximo durante el
llenado de granos (Rs.6) (Corréa-Ferreira & Panizzi, 1999; Koch & Pahs, 2014). Por lo tanto,
el periodo que va desde inicio del desarrollo de vaina hasta el inicio de llenado de los granos,
es el mds critico para el ataque de chinches fitéfagas en el cultivo de soja. La adopcion de
nuevas tecnologias, como la incorporacién de cultivos genéticamente modificados, la
siembra directa o la reduccién del espacio entre surcos, modificaron la dindmica poblacional
de las chinches (Sanchez et al., 2005). En coincidencia, los Umbrales de Dafio Econémico
(UDE) han variado a lo largo de los afios en funcién de los cultivares, la especie de chinche
y el sistema de siembra. Segtin lannone (2007), los UDE para realizar un control quimico en
estado fenolégico Rz son 0,4, 0,7, 1,1 y 1,5 chinches por metro lineal para P. guildinii, N.
viridula, E. meditabunda y D. furcatus, respectivamente, para distanciamientos entresurcos
de 52 cm.

La aprobacién para su comercializacion del cultivo de soja con tecnologia Bt puede

determinar modificaciones en el agrosistema, con posibles efectos sobre los insectos
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integrantes de la comunidad. La eficiencia en el control de plagas objetivos de soja Bt fue
comprobada en varias especies (en bioensayos de laboratorio y en condiciones de campo):
Helicoverpa zea (Boddie), Anticarsia gemmatalis Hiibner, Chrysodeixis includens (Walker),
Crocidocema aporema (Walsingham), Rachiplusia nu (Guenée) y Spilosoma virginica (F.)
(Macrae et al., 2005; Miklos et al., 2007; Bel et al., 2017; Horikoshi et al., 2021Db).

En Argentina, los primeros cultivos autorizados con la tecnologia Bt fueron maiz y
algodoén, en la campafia agricola 1996-1997, aprobandose la soja genéticamente modificada
(GM) con resistencia a insectos 16 afios después. Con la incorporacion de esta tecnologia en
el cultivo, es importante evaluar a campo y en laboratorio la eficiencia de control sobre las
especies objetivo. El complejo de chinches no es objetivo de control de esta tecnologia, y es
esperable que su poblacién se incremente en cultivares de soja Bt debido al menor nimero
de tratamientos insecticidas para lepidopteros, que indirectamente tendrian efecto
favoreciendo poblaciones tempranas de chinches (Soria et al., 2010). Los hemipteros tienen
resistencia natural a la toxina Cry debido a las caracteristicas fisioldgicas del intestino de los
pentatomidos (pH 4cido y ausencia de receptores) (Chougule & Bonning, 2012; Schiinemann
et al., 2014). Probablemente, las chinches incorporan la toxina Cry desde las células del
tegumento de la vaina o del endosperma de las semillas, ya que la proteina Bt no se encuentra
en los haces vasculares (Raps et al., 2001; Torres et al., 2006). La presencia de la toxina Bt
se ha detectado en el aparato digestivo e incluso en las heces de las chinches (Brandt et al.,
2004; Souza Almirén & Irigoyen Judrez, 2019). Si bien las chinches fit6fagas no son
organismos blanco de la soja Bt, la constante exposicion a la toxina Cry1Ac, su deteccién en
el sistema digestivo y el menor nimero de aplicaciones de insecticidas, podrian ocasionar

modificaciones en su biologia y dindmica poblacional.

Este capitulo plantea como objetivos determinar el consumo y la eficiencia de control
de lepidopteros plaga objetivo de la tecnologia Bt alimentados con hojas y estructuras
reproductivas de soja GM con resistencia de insectos, y evaluar el efecto de la soja Bt sobre

la dindmica poblacional de estos lepiddpteros y de las chinches.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Evaluacion del consumo de hojas, estructuras reproductivas y eficiencia de
control en condiciones de laboratorio

2.2.1.1 Cria de insectos
Las larvas de R. nu, fueron recolectadas en lotes comerciales de soja RR (cultivar RA

549, con tolerancia al herbicida glifosato mediante el evento MON89788), sin aplicacion de
insecticidas, y se criaron bajo condiciones controladas de temperatura (24 + 2 °C), humedad
relativa (60 %) y fotoperiodo (14:10 h de luz:oscuridad), en cajas de PVC transparente de 26
cm de largo, 17 cm de ancho y 7 cm de alto, provistas con tapa de muselina para la cria
masiva (Fig. 2.8.a). Para su alimentacion se utilizé dieta artificial que incluia germen de trigo,
sémola y levadura nutricional (adaptada de Poitout & Bues, 1974), hasta que llegaron al
estado de pupa. Los adultos emergidos se colocaron en jaulas de oviposicion de 50 cm de
largo, 40 cm de ancho y 40 cm de alto, con sus paredes cubiertas de malla metdlica y la
superior con tapa de vidrio, y provistas de papel en todos sus lados a modo de sustrato de
oviposicién (Fig. 2.8.b), los que fueron alimentados con una dieta elaborada con agua
destilada, azicar, miel, metilparaben y dcido ascérbico (Curis et al., 2017), la cual fue
ofrecida en un algodén embebido y renovada diariamente. Las posturas se recolectaron a
diario y se colocaron en cajas de Petri de 9 cm de didmetro con dieta artificial, para
proporcionar humedad y alimento a las larvas neonatas, las que, a los tres dias de su
nacimiento, se trasladaron a cajas de PVC utilizadas para la cria masiva, procedimiento que
continud hasta la segunda generacién donde se logré una produccion suficiente de larvas para

ejecutar los bioensayos.

Figura 2.8 Jaulas utilizadas para cria masiva del estado larval (a) y adulto de Rachiplusia
nu.
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2.2.1.2 Material vegetal

Las hojas utilizadas como alimento para las larvas de R. nu se obtuvieron de los
cultivares de soja RA 5715 IPRO (Bt) y RA 549 (No-Bt) sembrados a partir del mes de
noviembre, y cada 15 dias, en parcelas de 3x2 m en el Campo Experimental Juan Donnet de
la Facultad de Ciencias Agrarias (UNL), con el fin de asegurar disponibilidad de hojas y
vainas necesarias para la realizacién de los bioensayos. Cada parcela se mantuvo libre de

malezas a través de eliminacién manual, no se aplicaron fitosanitarios.

2.2.1.3 Determinacion del consumo de hojas y vainas y de la eficiencia de control
en condiciones de laboratorio

Para evaluar el consumo y la eficiencia de control de la soja Bt sobre R. nu alimentadas
con hojas, larvas del tercer estadio (L.3) se colocaron en cajas de Petri de 9 cm de didmetro
con papel absorbente en el piso para evitar el exceso de humedad. Se suministraron foliolos
de soja Bt, y de soja No-Bt (tratamiento control) (Fig. 2.9.a.), hasta que las larvas empuparon.

Para estandarizar la edad de los foliolos, solo se utilizaron aquellos que estaban
expandidas totalmente del tercio superior de la planta en estado vegetativo previo a la
floracion (alrededor de estados Ve, segun la escala fenologica de Fehr et al. (1977)),
coincidiendo con el nivel méximo de expresion de CrylAc en el cultivar Bt (Yu et al., 2013).
A cada foliolo los que se colocé un algodén embebido en agua en el peciolo para evitar la
deshidratacion y mantener la turgencia de las hojas. Diariamente, se renovaron los foliolos,
y para cuantificar el consumo de area foliar (cm?) de R. nu (Fig. 2.9.b.), éstos se escanearon
antes de ofrecerlos para el consumo y cuando se retiré el remanente, con una impresora
multifuncién HP Deskjet F4280. Luego, las imédgenes se analizaron mediante el software
Imagel] ® (Abramoff et al., 2004) para obtener por diferencia la superficie foliar consumida
por las larvas (Fig. 2.9.c.). El recambio del papel absorbente y la limpieza de los desperdicios
y heces, se realizé diariamente hasta que los individuos empuparon. El disefio experimental

del ensayo fue completamente al azar, y se realizaron 48 repeticiones.
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Figura 2.9. Determinacién de la eficiencia de control y consumo de Rachiplusia nu
alimentadas con hojas de Soja Bt. Hoja de soja + larva conformando la unidad experimental
(a); tejido foliar remanente no consumido (b); medicidn del drea foliar con el software Imagel
® (¢).

Para evaluar el consumo y la eficiencia de control de la soja Bt sobre R. nu estado
reproductivo del cultivo, se recolectaron vainas de soja Bt en estado fenoldgico R4 y se
colocaron de forma individual en cajas de Petri de 9 cm de didmetro. Se afiadi6 una larva de
R. nu (L3) provenientes de la cdmara de cria (Fig. 2.10.a.). No se utilizaron larvas del primer
y segundo estado larval (L1 y L2) ya que, durante la manipulacién, se podria generar dafio y
muerte a los individuos. Diariamente, se realiz6 el recambio del material vegetal (vaina) y la

limpieza de la caja de Petri, hasta que las larvas empuparon. En el tratamiento control, las

43



larvas recibieron vainas de soja No-Bt como alimento. El disefio del ensayo fue
completamente aleatorizado y se realizaron 12 repeticiones por cada tratamiento.

Para determinar el consumo de estructuras reproductivas (g) de R. nu se realizo el
pesaje de vainas pre y post consumo (Fig. 2.10.b.), utilizando una balanza de precisiéon de
0,0001 g. de sensibilidad OHAUS-PIONNER (Fig. 2.10.c.). El peso de las vainas fue
ajustado segun el coeficiente de pérdida de humedad. Para ello, independientemente del
ensayo de consumo de vainas, se pesaron 10 vainas de cada cultivar y se colocaron en las
mismas condiciones que la unidad experimental (sin la larva), registrando el peso al inicio y
al final de cada reposicion de alimento, y se calcul6 el % de pérdida de humedad. El valor

hallado de consumo de vainas realizado por las larvas de R. nu fue corregido segtin este

coeficiente de pérdida de humedad.

Figura 2.10 Determinacién de la eficiencia de control y consumo de Rachiplusia nu
alimentadas con estructuras reproductivas de Soja Bt. Vainas de soja + larva conformando la
unidad experimental (a); Vaina remanente no consumida (b); Pesaje de vainas con balanza
de precision (c).

La mortalidad (eficiencia de control) de las larvas alimentadas tanto con hojas como
con estructuras reproductivas se evalud utilizando la férmula de Schneider-Orelli (Costa et

al., 1974), considerando larvas muertas a aquellas que no alcanzaron el estado de pupa:

% de Eficiencia = (m

)xlOO

Donde:

b = Porcentaje de individuos muertos en grupo tratado

44



k = Porcentaje de individuos muertos en grupo testigo

2.2.2 Dinamica poblacional de especies objetivo de la tecnologia Bt
2.2.2.1 Cultivares y ubicacion de lotes

Durante los ciclos agricolas 2014/2015, 2015/2016 y 2016/2017 se realizaron
muestreos semanales de las poblaciones de insectos, desde la siembra hasta la madurez
fisiolégica del cultivo. Para ello, se selecciond un lote sembrado con el cultivar de soja GM
(RA 5715 TPRO) que expresa los eventos apilados MON89788 x MONS8770, los cuales
proporcionan tolerancia al herbicida glifosato y proteccidn a insectos mediante la expresion
de la toxina CrylAc, respectivamente, y un lote de soja RR (RA 549), con tolerancia al
herbicida glifosato a través del evento MON89788. El método de siembra en los tres afios
evaluados fue el de siembra directa (sin remocién del suelo).

Los lotes comerciales de soja, con una superficie de 10 ha cada uno, estuvieron
ubicados en las proximidades la localidades de Franck (31°35'00”S 60°56'00"0O) y Santa
Maria Norte (31°31'00"S 61°08'00"0O) (Departamento Las Colonias, Provincia de Santa Fe).
El suelo es de clase Argiudol tipico, serie Esperanza, de alta capacidad productiva, siendo
una de las principales zonas de produccion agricola del mundo y, fundamentalmente, de la
produccion de soja en la Argentina (De Petre et al., 1977). El clima de la region es
subhiimedo-himedo con precipitaciones anuales que varian entre 920 a 1.689 mm y régimen
mesotérmico con una temperatura media anual de 19 °C.

El manejo fitosanitario fue el realizado por el productor, considerando la poblacién de
las especies plaga y la fenologia del cultivo. Para el manejo de malezas, en el barbecho se
aplico glifosato (SL, 66 %, 2 1 ha™') + flumioxazin (SC, 48 %, 0,150 1 ha'!) + s-metolaclor
(EC, 96 %, 1,2 1 ha'!), mientras que en postemergencia se aplicé glifosato (SL, 66 %, 2 1 ha’
1) + cletodim (EC, 24 %, 0,4 1 ha'!), repitiéndose el mismo esquema de aplicacién los tres
ciclos agricolas. Para el control de plagas insectiles, los insecticidas utilizados fueron
bifentrin + imidacloprid en el ciclo agricola 2014/2015 (SC, 3 % + 10 %, 0,6 1 ha™) (piretroide
+ neonicotinoide) y tiametoxam + lambdacialotrina en el ciclo agricola 2015/2016 (ZC, 14,1
% + 10,6 %, 0,2 1 ha™") (neonicotinoide + piretroide) en ambos cultivares, para el control de

chinches; mientras que, en el ciclo 2016/2017, se aplico clorantraliliprole + abamectina en el
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cultivar No-Bt para el control de lepidopteros (SC, 4,5 % + 1,8 %, 0,150 1 ha!) (diamida +

avermectina).

2.2.2.2 Muestreo de artropodos

Con una frecuencia semanal, se recorrieron los lotes de soja Bt y No-Bt durante los tres
ciclos agricolas (2014/2015, 2015/2016 y 2016/2017). Para el muestreo de orugas y chinches
se utilizé el pafio vertical (Drees & Rice, 1985; Gamundi, 1995). El pafio cuenta con una
lamina de 1 m de ancho que se encuentra unida a un tubo colector de PVC (Fig. 2.11). Se
tomaron siete puntos de muestreo, distanciados al azar, por cada lote de soja y por fecha de
muestreo. Las plantas de soja se golpearon sobre la ldmina vertical (desde el extremo superior
de las plantas hacia abajo) y los artrépodos que caian al tubo recolector se registraron en una
planilla, primero los insectos voladores o de rdpida movilidad (chinches adultas y ninfas) y
después las orugas, las cuales se clasificaron por tamafio (menor o mayor a 1,5 cm de

longitud).

Figura 2.11 Pafio vertical utilizado para el muestreo de orugas y chinches.

Para determinar la dindmica poblacional de las orugas objetivo de la tecnologia Bt, se
tomo el promedio de los individuos de cada especie registrados en cada fecha de muestreo.

Para analizar la fluctuacién poblacional de chinches, se incluyeron el total de ninfas y adultos
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de las cuatro especies registradas (N. viridula, P. guildinii, E. meditabunda y D. furcatus).

Los lotes se muestrearon cada 7 dias.

2.2.3 Analisis estadistico

Para el analisis del consumo foliar y de vainas de R. nu se realiz6 la comparacién de
medias con la prueba T para muestras independientes (a=0,01). La dindmica poblacional de
orugas objetivo de la tecnologia Bt y de las chinches se analiz6 mediante la prueba de
Wilcoxon (Mann-Whitney) (a=0,05). Se utiliz6 el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo
et al., 2014).

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 Determinacion en laboratorio de la eficiencia de control y consumo de
estructuras vegetativas y reproductivas

Las larvas de R. nu del tercer estadio (L3) que fueron alimentadas con hojas de soja Bt
tuvieron una mortalidad del 20 %, es decir, el 80 % de las larvas llegaron al estado de pupa.
La baja susceptibilidad de las larvas a la toxina Cryl Ac puede deberse al estadio larval de
las orugas utilizadas en el ensayo (L3). Varios autores mencionan que los estadios larvales
mas avanzados de varias especies de lepidopteros son menos susceptibles a la toxina Cry que
estadios iniciales (Nwanze et al., 1975; McGaughey, 1978; Ali & Young, 1996). Liao et al.
(2002), al determinar el efecto de la edad de las larvas de Helicoverpa punctigera
(Wallengren) (Lepidoptera: Noctuidae) sobre la susceptibilidad a toxinas Bt, observaron que
las dosis de toxina Cry necesarias para causar efecto letal en L3 y L4 (tercer y cuarto estadio
larval, respectivamente) eran 1,8 y 2,35 veces mayores que en L2 (segundo estadio). De
acuerdo a lo anteriormente mencionado, ésta podria ser la causa de la baja eficiencia de
control registrada en R. nu cuando se aliment6 de hojas de soja Bt a partir de L3. Sin embargo,
estudios de resistencia realizados en Brasil recientemente, determinaron una disminucion de
la susceptibilidad a la proteina Cry1Ac expresada por la soja Bt en poblaciones de R. nu al
determinar una CLso de la toxina de 74,6 ug/ml (Horikoshi et al., 2021a). Evaluaciones
realizadas antes del lanzamiento comercial de la soja MON 87701 x MON 89788
determinaron que la CLso de CrylAc fue de 0,70 pug/ml de dieta artificial para R. nu (Yano

et al., 2012). Los resultados de esta tesis muestran una reduccion en la susceptibilidad de la
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oruga medidora a la toxina CrylAc en la soja transgénica, lo que podria indicar un quiebre
de la resistencia de R. nu en el pais.

Por otra parte, cuando se determind la eficiencia de control de soja Bt en larvas de R.
nu alimentadas con estructuras reproductivas, la mortalidad fue del 100 %. En este caso, la
muerte se produjo en estado larval, antes de que los individuos lleguen al estado de pupa. La
mortalidad no sélo podria estar relacionada a la toxina Cr1Ac, sino también a caracteristicas
nutricionales y morfolégicas de las plantas transgénicas, que repercutirian en la
supervivencia larval (Levin, 1973; Bernays & Chapman, 1994; Schoonhoven et al., 1998;
Moles & Westoby, 2000; Faria et al., 2007; Berman et al., 2010).

El consumo de R. nu de hojas y de vainas fue significativamente menor en el
tratamiento de soja Bt, con respecto al tratamiento control (No-Bt) (T=-2,86 y p=0,0055; T=
-6,01 y p=0,0001, respectivamente) (Tabla 2.1).

Tabla 2.1 Efecto de la Soja Bt en el consumo foliar (cm?) y de estructuras reproductivas (g)

(Media + EE) de Rachiplusia nu (desde L3 hasta pupacion).

Hojas Estructuras reproductivas

Tratamiento |n | Consumo (cm?) | Tratamiento n | Consumo (g)

Bt 36|154,56 £341a |Bt 1210,38+0,02 a
No-Bt 451167,61+3,13b |No-Bt 1211,28£0,15b

*Medias con letras iguales en la misma columna no tienen diferencia significativa entre si
(Test: Prueba T, 0<0,01).

Estudios realizados por otros investigadores obtuvieron un consumo foliar de hoja de
soja de 100-110 cm? en R. nu (Gamundi & Buhmann, 1983; Barrionuevo et al., 2012), con
variaciones relacionados al contenido de agua de la hoja y al estado fenolégico del cultivo
(Bozinovic et al., 1988; Pereyra, 1998). En esta tesis, al trabajarse con condiciones
controladas de T° y H®, es posible que el ciclo bioldgico de R. nu pueda haberse alargado, o
incluso generarse un estadio larval extra, y por esa razén el consumo foliar obtenido es
mayor, tal cual fue observado por Pereyra (1998) en oruga medidora alimentada con hojas

de soja. Ademads, el valor nutricional de las plantas hospedantes tiene efectos directos en la
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ecologia, el comportamiento y la fisiologia de los insectos herbivoros, y estd determinado
por multiples caracteristicas tales como la cantidad y calidad de nutrientes, la dureza de las
hojas, el contenido de agua y de metabolitos secundarios (Bernays & Chapman, 1994;
Schoonhoven et al., 1998). Y, si bien hay diferencias en la calidad nutricional entre especies
hospedantes, también ocurre variacién entre plantas de una misma especie, como resultado
de diferencias fenotipicas y de condiciones ambientales (por ejemplo, nutrientes del suelo,
luz y niveles de agua), o dentro de una misma planta (por ejemplo, hojas jovenes versus hojas
maduras) (Behmer, 2009). Ademas, las caracteristicas de alimento, como la palatabilidad y
el contenido hidrico, se relacionan a un mayor consumo, conversién y performance en el
ciclo biologico de los insectos defoliadores (Bozinovic et al., 1988). Estudios previos de
Bortolotto et al. (2015b) también reportaron una reduccién en el consumo de hojas de maiz
en lepiddpteros causada por proteinas Cry, coincidiendo con los resultados obtenidos con la
oruga medidora en esta tesis. En este sentido, Zurbriigg et al. (2010) aseguran que, la soja
que expresa la toxina CrylAc y es resistente al glifosato, produce mayores niveles de
carbohidratos y menores niveles de proteinas que el cultivar no transgénico, con posible
influencia en la preferencia y cantidad de alimento ingerido por insectos herbivoros.

El consumo de materia fresca de vainas fue 3,4 veces mayor en la soja No-Bt que en la
Bt (Tabla 2.1). Este consumo equivaldria a 59 cm? en soja No-Bt y 18 cm? de soja Bt teniendo
en cuenta la relacion entre peso fresco y drea foliar establecidos por Garces Fiallos y Forcelini
(2011). Las diferencias podrian estar relacionadas con la calidad nutritiva de los 6rganos de
la planta que se ofrecen como alimento a las larvas. Las hojas son mds atractivas que las
vainas debido a su mayor contenido de agua, mientras que las vainas son mds duras y
presentan pilosidades, lo que las hace menos deseables para R. nu (Scriber, 1977). Segun
War et al. (2012), las plantas poseen mecanismos de defensa ante el ataque de los herbivoros,
como la proteccién mecdnica en la superficie de las plantas dada por la presencia de pelos,
tricomas, espinas y hojas mds gruesas. Este tipo de estructuras incrementan la resistencia de
las plantas al dafio de los insectos ya que proporcionan una barrera efectiva que dificulta el
movimiento y el contacto de las larvas neonatas o de insectos de reducido tamafio, con la
superficie de la planta (Schoonhoven et al., 1998). La soja es uno de los cultivos en el que se

ha demostrado una relacién entre los tricomas de la vaina y la resistencia a insectos
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defoliadores (Khan et al., 1986). Ademads, las plantas también producen sustancias
inhibitorias del crecimiento y compuestos quimicos secundarios que presentan cierto grado
de toxicidad (terpenoides, alcaloides, antocianinas, fenoles y quinonas), y que pueden
ocasionar la muerte o retrasar el desarrollo de los herbivoros (Felton, 1996). En este sentido,
se ha comprobado que el proceso de domesticacion de las plantas cultivadas, y
particularmente el de transgénesis, causarian alteraciones en el contenido de agua, nutrientes
o metabolitos secundarios de las vainas de soja transgénica Bt con respecto a su isolinea no
transgénica (Berman et al., 2010), lo cual repercutiria en el consumo de los organismos

herbivoros, tal cual se observé en esta tesis con R. nu.

2.3.2 Dinamica poblacional a campo plagas clave del cultivo de soja

2.3.2.1 Orugas

Los niveles poblacionales fueron bajos tanto para A. gemmatalis como para R. nu en
los tres ciclos agricolas evaluados, alcanzando A. gemmatalis, solo en el primer ciclo
agricola, un pico de 7,7 larvas mayores a 1,5 cm por m lineal de surco en el cultivar No-Bt
durante el estado fenoldgico Rz (Fig. 2.12.b.). En el resto de los ciclos agricolas, las
poblaciones de orugas no superaron 4 larvas por m en el cultivar No-Bt, estando por debajo
de los UDE (10 orugas > 1,5 cm por metro lineal en cultivares de grupo de madurez V)
(Perotti & Gamundi, 2007). Massaro et al. (1992) observaron en la provincia de Santa Fe
picos de 14 larvas menores a 1,5 cm y 12 larvas mayores a 1,5 cm para R. nu, mientras que
para A. gemmatalis, se registraron 11,3 orugas mayores a 1,5 cm por m lineal de surco
(Sénchez et al., 2005).

En las tres campaiias agricolas evaluadas, la soja Bt fue eficiente en el control de las
especies objetivo. Segun Sagadin (2004), en la zona central de Argentina, los picos
poblacionales de R. nu se registran desde mediados de diciembre hasta mediados de enero,
mientras que A. gemmatalis alcanza su pico en marzo. En esta tesis, se observé un retraso en
el pico poblacional de R. nu y un adelanto en el de A. gemmatalis en el cultivar No-Bt, con
respecto a las observaciones realizadas por la autora mencionada. Ambas especies
coexistieron simultineamente, causando dafos durante el periodo mds critico para la
defoliacién en el cultivo de soja (R2-R5) (Aragén, 2002; Sanchez et al., 2005; Perotti &
Gamundi, 2009; Igarzabal et al., 2014).
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a) Rachiplusia nu (Ciclo 2014/2015)
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b) Anticarsia gemmatalis (Ciclo 2014/2015)
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Figura 2.12 Dindmica poblacional de Rachiplusia nu (a) y Anticarsia gemmatalis (b) en
cultivos de soja Bt y No-Bt durante el ciclo agricola 2014/2015. Los signos (+ y *) indican
diferencias significativas en el nimero promedio de larvas de tamafio menor (<) y mayor (>)
a 1,5 cm, respectivamente, entre los tratamientos (Test: Prueba de Wilcoxon, a< 0,05). Las
flechas indican el tratamiento insecticida.
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Durante el ciclo agricola 2014/2015, se dieron los 2 picos poblacionales de R. nu en la
soja No-Bt con mayor ndmero de larvas grandes (>1,5 cm), diferencidndose
significativamente del cultivar Bt (W= 35 y p= 0,0210), mientras que las larvas pequeiias
(<1,5 cm), tuvieron 3 picos poblacionales en el cultivar No-BT, siendo significativamente
diferente al cultivar Bt (W= 35y p=0,021; W= 28 y p= 0,0006) (Fig. 2.12.a.). Por otro lado,
para A. gemmatalis, se registré sélo un pico poblacional para cada tamaio larval en la soja
No-Bt (W= 28 y p=0,0006 para larvas >1,5 cm; W= 31,5 y p=0,0047 para larvas <1,5 cm),
diferencidndose significativamente del cultivar Bt (Fig. 2.12.b.).

En el ciclo agricola 2015/2016, la poblacién de orugas >1,5 cm de R. nu'y A gemmatalis
fue mayor en el cultivar No-Bt durante R3 y R4, respectivamente (W= 35 y p=0,021), con
diferencias significativas respecto al cultivar Bt (Fig. 2.13.a. y b.). En tanto, para larvas de
A. gemmatalis menores a 1,5 cm hubo diferencias significativas en Rs y R (W= 35y

p=0,021), registrando niveles superiores el cultivar No-Bt (Fig. 2.13.b.).
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b) Anticarsia gemmatalis (Ciclo 2015/2016)
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Figura 2.13 Dindmica poblacional de Rachiplusia nu (a) y Anticarsia gemmatalis (b) en
cultivos de soja Bt y No-Bt durante el ciclo agricola 2015/2016. Los signos (+ y *) indican
diferencias significativas en el nimero de larvas de tamafio menor (<) y mayor (>) a 1,5 cm,
respectivamente, entre los tratamientos (Test: Prueba de Wilcoxon, a< 0,05). Las flechas
indican el tratamiento insecticida.

En el tercer ciclo agricola (2016/2017), no se registraron diferencias significativas en
la poblacién de larvas de R. nu entre ambos cultivares, siendo igualmente la poblacién muy
baja (Fig. 2.14.a.). La oruga de las leguminosas presentd mayor nivel poblacional en el
cultivar No-Bt, para ambos tamaiios larvales registrados, en R> (W= 28 y p=0,0006 en orugas
>1,5 cm; W= 35 y p= 0,021 en orugas <1,5 cm), diferencidndose significativamente del
cultivar Bt (Fig. 2.14.b.).

Durante los ciclos agricolas 2015/2016 y 2016/2017, en el cultivar Bt se registraron
larvas pequefias L1 y L2 de R. nu y A. gemmatalis (Fig. 2.13 y Fig. 2.14). Luego, en la fecha
de muestreo inmediatamente posterior, no se encontraban larvas en este cultivar,
observéandose s6lo un raspado en las hojas, indicando que el consumo realizado fue suficiente

para el control de las larvas, tal cual lo mencionaron Bernardi et al. (2012).
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Los lotes fueron aplicados con bifentrin + imidacloprid (en ambos cultivares, y en

estado R3) y con tiametoxam + lambdacialotrina (en ambos cultivares, y en Rs) para control

de chinches, durante el primer y segundo ciclo agricola evaluados, respectivamente. En el

tercer ciclo agricola s6lo se aplicé clorantraniliprole + abamectina el lote de soja No-Bt, en

estado R3 para el control de orugas defoliadoras (A. gemmatalis). En las tres campafias

agricolas, hubo una disminucién de los niveles poblacionales de R. nu y A. gemmatalis,

inmediatamente después de las aplicaciones de insecticidas (Fig. 2.12, 2.13 y 2.14).
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b) Anticarsia gemmatalis (Ciclo 2016/2017)
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Figura 2.14. Dindmica poblacional de Rachiplusia nu (a) y Anticarsia gemmatalis (b) en
cultivos de soja Bt y No-Bt durante el ciclo agricola 2016/2017. Los signos (+ y *) indican
diferencias significativas en el nimero de larvas de tamafo menor (<) y mayor (>) a 1,5 cm,
espectivamente, entre los tratamientos (Test: Prueba de Wilcoxon, a< 0,05). Las flechas
indican el tratamiento insecticida.

2.3.1.2 Complejo de chinches

La fluctuacién poblacional del complejo de chinches fue similar entre los cultivares de
soja Bt y No-Bt durante los tres ciclos agricolas evaluados (sin diferencias significativas),
con un incremento de la poblacién hacia el final del ciclo del cultivo (Re-R7). Solo hubo
mayor nivel poblacional en una fecha de muestreo, con diferencia significativa, en el cultivar
No-Bt durante el ciclo 2015/2016, en estado fenoldgico Re (W= 36,5 y p=0,0466) (Fig.
2.15.b).

En el ciclo 2014/2015, las chinches fit6fagas tuvieron baja densidad durante todo el
ciclo del cultivo, sin diferencias significativas entre la soja Bt y No-Bt. En estado R3
(22/1/2015) se aplico Bifentrin + Imidacloprid en ambos cultivares, con un promedio de 0,29
y 0,86 chinches por metro lineal en el lote de soja Bt y No-Bt, respectivamente. Luego de la

aplicacion de insecticidas, los niveles poblacionales de chinches descendieron y se
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mantuvieron relativamente bajos hasta fines de febrero y principios de marzo (afio 2015),
momento donde ambos cultivos ya pasaron el periodo critico (R¢ y R7) (Fig. 2.15.a.).

En la segunda campaiia agricola (2015/2016), la poblacién de chinches presenté dos
picos poblacionales en el cultivar convencional (No-Bt), alcanzando un pico de 4,29 chinches
por metro lineal en estado R, diferencidndose significativamente del cultivar Bt (W=136,5y
p=0,0466) (Fig. 2.15.b.). Si tenemos en cuenta el UDE establecidos por Iannone (2007) para
control quimico, los valores registrados son mayores a los recomendados para E.
meditabunda, especie més abundante en ambos cultivares durante esta campana (UDE= 1,1
chinches promedio por metro lineal). Los dos lotes recibieron una sola aplicacién en todo el
ciclo (el 5 de febrero de 2016) de tiametoxam + lambdacialotrina en ambos cultivares (Bt y
No-Bt), mezcla de neonicotinoides y piretroides recomendada para el control de chinches y
orugas (CASAFE, 2019). Aunque el control fue eficiente, 18 dias después de la aplicacién
se incrementd la poblaciéon en ambos cultivares, con mayor densidad poblacional, con
diferencias significativas en el cultivar No-Bt (Fig. 2.15.b.). Si bien la mezcla insecticida
aplicada es recomendada por su alta residualidad (CASAFE, 2019), el incremento
poblacional durante Re¢ y R7 podria estar relacionado a reinfestaciones dadas por migraciones
de chinches de lotes aledafios de soja o alfalfa, o a nacimientos posteriores a la aplicacién de
insecticidas. Las chinches son polifagas y, en paisajes complejos, pueden alimentarse de un
amplio rango de hospederos cultivados y silvestres, favoreciendo su dispersion entre cultivos
y habitats diferentes (Panizzi, 1997; Massoni & Frana, 2005; Tillman et al., 2009; Zerbino et
al., 2012; Venugopal et al., 2014; Miguel et al., 2018).

En la ultima campana (2016/2017), los niveles poblacionales del complejo de chinches
no difirieron significativamente entre los dos tipos de cultivares (Fig. 2.15.c.). Se registraron
poblaciones de 0,71 y 1,86 chinches promedio por metro lineal en soja Bt (R2) y No-Bt (R3)
respectivamente, a principios de febrero, mientras que el cultivar No-Bt alcanz6 una
poblacion de 4,43 chinches promedio por metro lineal en Rs6. En la misma fecha hubo un
incremento progresivo de la poblacion de chinches en el cultivo de soja Bt, registrando 2,57
y 3,57 chinches por metro (Fig. 2.15.c). E1 9 de febrero de 2017, en el cultivar No-Bt, se
aplicé clorantraniliprole + abamectina para el control de A. gemmatalis. Esta mezcla

insecticida no esta registrada para el control de hemipteros fit6fagos (CASAFE, 2019), por
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lo que las chinches alcanzaron altos niveles poblacionales en el cultivar No-Bt, y en el Bt

(sin aplicacion) (Fig. 2.15.¢).
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Figura 2.15 Dindmica poblacional del complejo de chinches en cultivos de soja Bt y No-Bt
en los ciclos agricolas 2014/2015 (a), 2015/2016 (b) y 2016/2017 (c). El signo (*) indica
diferencias significativas en el nimero promedio de chinches (ninfas + adultos) entre los
tratamientos (Test: Prueba de Wilcoxon, o< 0,05). Las flechas indican el tratamiento
insecticida.

Aunque las chinches no son blanco de la tecnologia Bt, igualmente pueden ingerir la
proteina CrylAc expresada por las plantas al alimentarse. En estudios realizados con
diferentes especies de hemipteros, como afidos y chicharritas, no se detect6 proteina Cry o
solo una pequefia cantidad de proteina Cry después de que se alimentaron con
plantas Bt (Burgio et al., 2011; Yu et al., 2011; Zhao et al., 2013). No obstante, se ha hallado
proteina CrylAc en el aparato digestivo de algunas chinches, tales como Lygus hesperus
Knight (Hemiptera: Miridae), Dolycoris baccarum (L.) (Hemiptera: Pentatomidae) y P.
guildinii (Hemiptera: Pentatomidae) (Brandt et al., 2004; Yu et al., 2014; Souza Almirén &
Irigoyen Judrez, 2019). Ademds, los mismos autores también detectaron presencia de
proteina Cry1Ac en las heces, confirmando, de esta forma, que las chinches ingieren la toxina

Bt cuando se alimentan de las vainas (Raps et al., 2001; Torres et al., 2006).
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Sin embargo, a pesar de la confirmacion de la ingestién y excrecion de la toxina Cry,
para que ésta pueda ejercer su accion insecticida, la proteina debe solubilizarse en un medio
alcalino para romper las células epiteliales y llegar a la hemolinfa, proceso que no ocurre en
los hemipteros porque su pH intestinal es 4,5 a 5. Ademas, luego de la solubilizacién, la
proteina debe ser activada por proteasas y, posteriormente, reconocida por receptores
especificos en las microvellosidades del intestino medio del insecto (Bravo et al., 2007). En
este sentido, Abbate Tadic (2022) no detect6 restos de CrylAc en hemolinfa ni en tejidos
corporales de P. guildinii, atribuyéndolo a la falta del proceso de activacién debido a las
caracteristicas del intestino de la chinche, o a la ausencia de los receptores especificos.
Ademas, segun reportes de otros investigadores, la alimentacion de las chinches con vainas
de soja Bt tampoco causé modificaciones a nivel de ciclo bioldgico y reproductivo (Silva et
al., 2014; Sousa Almirén & Irigoyen Judrez, 2019). Por lo que, hasta el momento, la falta de
susceptibilidad sitio-especifica justificaria el comportamiento similar de las chinches
observado a campo durante las tres campafias agricolas en ambos cultivares (Bt y No-Bt).
Igualmente, el posible incremento de la poblacion de chinches en el cultivo Bt en relacion al
cultivar No-Bt, debido al uso de insecticidas en periodo vegetativo para el control de orugas,
no ocurrié en las tres campafias agricolas porque los picos poblacionales de orugas
defoliadoras se dieron en etapas reproductivas del cultivo, en forma simultdnea con las
chinches.

La principal amenaza para la durabilidad de la soja Bt es el desarrollo de resistencia
por parte de las especies objetivo, hecho que ya fue confirmado en cultivos de algodén y
maiz (Tabashnik ef al., 2009). Recientemente, se detectaron ataques importantes de R. nu en
lotes comerciales de soja Bt en los estados del sur de Brasil durante el ciclo agricola
2020/2021, confirmindose una alteracion genética en susceptibilidad a la toxina CrylAc
expresada por estos cultivares (Horikoshi et al., 2021a; Nardon et al., 2021). En Argentina,
Vera et al. (2022) obtuvieron una supervivencia mayor al 93% en larvas alimentadas con
hojas de soja Bt en ensayos de laboratorio a partir de poblaciones de R. nu recolectadas en
lotes de soja de la region del NOA, alertando sobre un cambio en la susceptibilidad a Cry1Ac.
Segin estos antecedentes, la aparicion de resistencia se dio en regiones con alta presion de

plagas y elevado uso de la tecnologia Bt en soja (como el sur de Brasil y el NOA). En la
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regién centro de Santa Fe, segin datos brindados por cooperativas y agronomias, el area
sembrada con soja Bt no super6 el 5 % del total destinada al cultivo de soja durante los afios
donde se realizaron los ensayos de campo, por lo cual es esperable el buen control observado
a campo durante las campafias agricolas evaluadas en esta tesis. [gualmente, es necesaria la
implementacién de medidas de manejo que aseguren la sostenibilidad de la tecnologia Bt, de
modo que el control de las especies objetivo se sostenga en el tiempo. La implementacion de
refugios y la incorporaciéon de nuevos eventos apilados en los cultivares Bt son las
herramientas mds importantes disponibles en la actualidad para evitar y/o retrasar la aparicién

de resistencia en las especies objetivo de la soja GM con resistencia a insectos.
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3. Capitulo 2

Efecto de la soja transgénica Bt sobre lepidopteros no
blanco de la tecnologia
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3.1 INTRODUCCION
La incorporacién al mercado de cultivares de soja genéticamente modificada (GM) con

actividad insecticida sobre lepiddpteros (soja Bt), produjo una modificacién del habitat que
favoreci6 especies plagas sobre las cuales la tecnologia Bt no ejerce control como por
ejemplo Spodoptera cosmioides (Walker) y Spodoptera eridania (Stoll) (Lepidoptera:
Noctuidae), ambas con tolerancia a la proteina insecticida CrylAc (Bernardi et al., 2014;
Borttolotto et al., 2014; Perotti et al., 2016). Estas especies tienen una tolerancia 27 veces
mayor a la proteina CrylAc que otros lepidopteros como Anticarsia gemmatalis Hiibner
(Erebidae) y Rachiplusia nu Guenée (Noctuidae) (Zhao et al., 2011; Sosa-Gémez et al.,
2012).

Si bien ambas especies son abundantes en los campos cultivados de Centroamérica y
Brasil, en los dltimos afios se ha registrado, de manera cada vez mas frecuente, larvas de S.
cosmioides y S. eridania en la zona sojera de Argentina, incluso en cultivares de soja Bt
(Massoni et al., 2014; Lutz et al., 2015; Kahl et al., 2016; Bueno et al., 2018; Lutz et al.,
2019; Justus et al., 2022). Varios autores coinciden que la principal razon de este incremento
poblacional es la tolerancia a la toxina CrylAc y la reducciéon de las aplicaciones de
insecticidas para el control de larvas de lepiddpteros a causa de la incorporacion de los
cultivares de soja Bt, ademds de la disponibilidad de nicho ecoldgico a causa del
desplazamiento de las orugas objetivo por la tecnologia Bt y la polifagia caracteristica que

presenta el género Spodoptera (Bueno et al., 2018; Justus et al., 2022).

3.1.1 Spodoptera cosmioides “oruga del yuyo colorado” y S. eridania “oruga
militar del sur”

3.1.1.1 Distribucion geografica y plantas hospedantes
El género Spodoptera incluye especies plaga de gran importancia econdémica en varios

cultivos (Bueno et al., 2012). Spodoptera cosmioides “oruga del yuyo colorado”y S. eridania
“oruga militar del sur” son las especies que se encuentran ocasionando dafio en nuestro pais.
Se caracterizan por su comportamiento polifago, y estidn presentes tanto en malezas como en
varios cultivos agricolas como soja, algodén, maiz, frutales y ornamentales (Pastrana, 2004;
Santos et al., 2005; Santos et al., 2010; Parra et al., 2022). Sin embargo, da Silva et al. (2016)
determinaron que la soja y el algodon son las plantas hospederas més adecuadas para el

desarrollo larvario y la oviposicién de S. eridania 'y S. cosmioides. En nuestro pais, se registra
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mayor frecuencia poblacional de S. comioides en cultivos de soja y algodén en el NEA y
NOA de Argentina debido a que manifiesta una mayor adaptabilidad a temperaturas mas
calidas (Casmuz et al., 2019; Parra et al., 2022). Mientras que S. eridania, con un umbral de
temperatura menor (no logra completar su desarrollo por encima de 34 °C), es mds comun
de observarla atacando cultivos en regiones templadas como el drea pampeana (Parra et al.,

2022).

3.1.1.2 Aspectos morfoldgicos, biologia y comportamiento reproductivo

Spodoptera cosmioides “oruga del yuyo colorado”

Las hembras oviponen en grupos de 200 a 500 huevos de color blanco o beige cubiertos
por escamas que le brindan proteccion. Los huevos son colocados en el envés de las hojas
del estrato medio de la planta, cerca de la nervadura central, torndndose color castafio claro
antes de la eclosion (Santos et al., 2010) (Fig. 3.1.a.). Tiene entre seis y ocho estadios larvales
dependiendo de las condiciones ambientales y la calidad y cantidad de alimento (Bavaresco
et al., 2002; Zenker et al., 2007; Esperk et al., 2007). Las larvas poseen una coloracién
marrdén oscura, con tres lineas longitudinales anaranjadas (una dorsal y dos laterales) y puntos
blancos (Araugjo, 2009) (Fig. 3.1.b.); ademads, tienen un abultamiento entre el térax y el
abdomen que luego de los primeros estadios desaparece. Las larvas de ultimo estadio
presentan una longitud que varia entre 40 y 50 mm, son robustas, de cabeza pequefia en
relacion al cuerpo y de movimientos lentos (Navarro et al., 2009). En el dorso presentan
manchas negras de forma triangular o de semicirculo, siendo muy nitidas en el dltimo
segmento abdominal. Son de aspecto aterciopelado y realizan movimientos lentos, dejdndose
caer y enroscandose al ser perturbadas (Santos et al., 2010). Empupan en el suelo, entre 5 a
10 cm de profundidad, dentro de una celda desprovista de capullo de seda; su tamafio varia
de 20 a 23 mm de longitud, son glabras, lustrosas, inicialmente de color verde y luego se
tornan de coloracion castafia rojiza (Zenker et al., 2007).

El adulto es una polilla de habito nocturno y con una envergadura alar de 40 mm. Las
alas superiores son de color castafio, pero con manchas de color pardo oscuro y de forma
irregular, mientras que las inferiores son blancas, con reflejos violdceos en ambas caras

(Urretabizcaya et al., 2010).
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Figura 3.1. Spodoptera cosmioides. Detalle de la masa de huevos recubierta con escamas
(a), larva de tltimo estadio (b), dimorfismo sexual de estado adulto: hembra (c¢) y macho (d)
(Adaptado de Aratjo, 2009).

Spodoptera cosmioides presenta dimorfismo sexual en el primer par de alas: el macho
tiene una banda terminal violdcea paralela al margen externo, y un color pardo amarillento
brillante en el espacio medio (Fig. 3.1.d.), mientras que la hembra presenta un aspecto
reticulado claro y una mancha en forma de “4” cerca del borde superior (Fig. 3.1.c.) (Zenker
etal.,2007).

El ciclo desde huevo a adulto es variable segtin el tipo de alimentacion y la temperatura,
siendo de 39,8 a 46,7 dias (Esperk et al., 2007; Igarzadbal et al., 2014).

Spodoptera eridania “oruga militar del sur”

La hembra adulta de la oruga militar del sur coloca los huevos en masa, y los cubre con
los pelos y escamas para brindarle proteccién. Estos son aplanados y de color verdoso, a
diferencia de los de otras especies del género (Moscardi et al., 2012; Teodoro et al., 2013)
(Fig. 3.2.a.). La capacidad de oviposicién es de 800 huevos por hembra, dependiendo de la
planta hospedera en la cual se desarrolla (Santos et al., 2005). Las larvas son de coloracién
castafia a ceniza oscura, con tres lineas longitudinales sobre el dorso, las cuales generalmente
son amarillas o anaranjadas. Ademds, exhiben un ensanchamiento del dltimo segmento
toracico y primero abdominal (“giba”), rasgo fisico que comparte con S. cosmiodes (Fig.

3.2.b.). Sin embargo, ambas especies se diferencian en la banda sub-espiracular que recorre
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el abdomen y térax: en S. cosmiodes es continua, mientras que en S. eridania se interrumpe
y continda en forma de linea suave en el térax (Fig. 3.2.c.) (Igarzdbal et al., 2014; Lutz et al.,

2019).

Figura 3.2. Spodoptera eridania. Detalle de la masa de huevos, de coloracién verdosa
caracteristica y recubiertos con escamas (a); Larva de dltimo estadio larval (b); Banda sub-
espiracular discontinua, rasgo propio de la especie (c). Dimorfismo sexual de estado adulto:
hembra (d) y macho (e) (Adaptado de Lutz et al., 2019).

Las orugas normalmente pasan por seis estadios, aunque pueden alcanzar un séptimo estadio
segun el tipo la alimentacién (Santos et al., 2005); en el Gltimo estadio pueden medir hasta
40 mm (Igarzébal et al., 2014). Las pupas son marrones, muy parecidas a las de S.
cosmioides; se desarrollan en el suelo, miden de 16 a 18 mm de largo y de 5 a 6 mm de ancho.
Los adultos son polillas de 33 a 38 mm de expansion alar, siendo la hembra de tamafio mas
grande. Las alas anteriores son de una coloracion crema o grisdcea, con una mancha maés
oscura en el centro, y las posteriores son hialinas o translicidas (Santos et al., 2005). En el
macho se puede notar una diferencia en las alas anteriores, las cuales presentan una mancha
negra rectangular que se inicia en la parte central y se extiende hasta el margen externo (Fig.

3.2.e), mientras que en la hembra sélo se observa una mancha central (Fig. 3.2.d) (Sandoval-

65



Suncién & Castillo Carrillo, 2023. Luego de la oviposicidn, la hembra desprende escamas de

su abdomen para cubrir sus huevos con la finalidad de protegerlos de los enemigos naturales.

3.1.1.3 Dafio ocasionado al cultivo de soja

Ambas especies son defoliadoras, aunque S. cosmioides es mds voraz que S. eridania
y consume aproximadamente el doble del drea foliar en comparacién con otras especies de
lepidépteros de importancia del cultivo de soja (Bueno et al., 2011; Moscardi et al., 2012).
Ademais, poseen un elevado potencial herbivoro ya que, ambas especies, no solo consumen
estructuras vegetativas, sino también flores y vainas, ocasionando dafio directo y pérdidas
considerables de rendimiento (Hoffmann-Campo et al., 2000; Molinari, 2010; Bueno et al.,
2011; Montezano et al., 2014a; Favetti et al., 2015; Silva et al., 2019; Justus ef al., 2022)
(Fig. 3.3.a.y b.).

Es comun encontrar estas especies agregadas en los bordes de los cultivos, proximas a

lotes de alfalfa y/o bordes de terrazas enmalezadas (Igarzabal et al., 2014), donde “caen” en

gran ndmero en los muestreos con paiio vertical (Fig. 3.3.c.).

Figura 3.3. Defoliaciéon (a) y dafio de vainas (b) ocasionado por orugas del género
Spodoptera en soja. Recuento de orugas del género Spodoptera con el pafio vertical (c).

La adopcion de la soja Bt por parte de los productores es mayor en la region sojera del
NEA y NOA (70 %), debido a la alta presion de plagas. Segun datos actuales de los semilleros
y de técnicos zonales (2023/2024), la adopcidén de este cultivar en la provincia de Santa Fe
ronda alrededor del 30 % de la superficie destinada a este cultivo, siendo cada vez mds comun
encontrar en los muestreos niveles elevados de S. cosmioides 'y S. eridana, tanto en cultivares

convencionales (No-Bt) como en los Bt.
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La exposicion a insecticidas (o a un factor de estrés) puede disminuir la “aptitud
bioldgica” de los insectos (capacidad de un organismo para competir con éxito y contribuir
con sus genes a las generaciones posteriores), influyendo, de forma positiva o negativa, sobre
la densidad poblacional y el potencial de la especie para convertirse en plaga y causar dafio
en los cultivos (Lowry & Sears, 1986; Morse & Zareh, 1991; Elzen, 2001; Solomon et al.,
2001). Y, aunque existen antecedentes de los efectos que ocasiona la proteina CrylAc en
especies de lepidopteros plaga (De Sousa Ramalho et al., 2011; Bortolotto et al., 2014;
Bortolotto et al., 2015), hay poca informacién acerca del impacto que tiene la soja Bt sobre
la dindmica poblacional, la capacidad herbivora (consumo), el ciclo bioldgico y la
reproduccion sobre S. cosmioides 'y S. eridania en nuestra region. El objetivo de este capitulo
es evaluar el efecto de la soja GM con resistencia a insectos (Bt) sobre el ciclo biolégico y
parametros reproductivos, y la capacidad herbivora de lepidopteros no objetivo de la

tecnologia.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Dinamica poblacional a campo del complejo Spodoptera, especies no

objetivo de la tecnologia Bt

3.2.1.1 Cultivares y ubicacion de lotes

Los lotes (ubicacién) y cultivares de soja convencional y Bt (variedades y manejo
fitosanitario) sobre los cuales se realizo el monitoreo semanal de larvas de S. cosmioides 'y S.
eridania, durante los ciclos agricolas 2014/2015, 2015/2016 y 2016/2017, son los mismos

que se describieron en la seccion 2.2.2.1 de esta tesis (capitulo 2).

3.2.1.2 Muestreo de orugas no objetivo de la soja Bt

Semanalmente se recorrieron los lotes de soja Bt y No-Bt durante los tres ciclos
agricolas evaluados. Para el muestreo de orugas no objetivo de la tecnologia Bt se utiliz6 el
pafio vertical, tal cual se describid en la seccién 2.2.2.2 de esta tesis (capitulo 2). Se tomaron
siete puntos de muestreo, distanciados al azar, por cada lote de soja y por fecha de muestreo.
Se registraron las especies del complejo Spodoptera segun el tamafio larval (menores y

mayores a 1,5 cm de longitud).
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Para determinar la fluctuacion poblacional de las orugas no objetivo de la tecnologia
Bt, se tomé el promedio de los individuos del complejo Spodoptera registrados en cada fecha
de muestreo. Debido a que los muestreos a campo fueron realizados en ciclos agricolas
previos a la identificacion de S. eridania en la zona central de la provincia de Santa Fe (Lutz

et al., 2019), se incluyen dentro del complejo Spodoptera a S. cosmioides 'y S. eridania.

3.2.2 Determinacion del consumo y los efectos subletales de la soja Bt sobre el
ciclo biologico y reproductivo de Spodoptera cosmioides y S. eridania

El trabajo fue realizado en la cdmara de cria del Departamento de Produccién Vegetal
de la Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional del Litoral, ubicada en la ciudad
de Esperanza, Provincia de Santa Fe, Argentina.

3.2.2.1 Cria de insectos y Material vegetal

Las larvas de S. cosmioides y S. eridania se recolectaron de lotes comerciales de soja
RR (cultivar RA 549, con tolerancia al herbicida glifosato mediante el evento MON89788)
antes de la aplicacion de insecticidas y se trasladaron a la cdmara de cria de la catedra de
Zoologia agricola (FCA-UNL), donde se alimentaron y mantuvieron en condiciones
controladas. La cria se realiz6é de acuerdo a la metodologia mencionada en la seccion 2.2.1.1
de esta tesis (capitulo 2), hasta lograr una produccién suficiente de larvas para ejecutar los
bioensayos.

Las hojas utilizadas como alimento para las larvas de ambas especies de Spodoptera se
obtuvieron de los cultivares de soja RA 5715 IPRO (Bt) y RA 549 (No-Bt) sembrados a partir
del mes de noviembre, y cada 15 dias, en parcelas de 3x2 m en el Campo Experimental
Donnet de la Facultad de Ciencias Agrarias (UNL), con el fin de asegurar disponibilidad de
hojas y vainas necesarias para la realizacion de los respectivos bioensayos. Cada parcela se

mantuvo libre de malezas a través de eliminacidon manual, no se aplicaron fitosanitarios.

3.2.2.2 Bioensayo 1: Determinacion del consumo de hojas de soja Bt en
Spodoptera cosmioides y S. eridania

Larvas del segundo estadio (L2) de S. cosmioides y S. eridania se colocaron
individualmente en cajas de Petri de 9 cm de didmetro cubiertas con papel absorbente en el
piso para evitar el exceso de humedad y se le suministraron, segun el tratamiento, hojas de

soja Bty No-Bt (Fig. 3.4.a.). Las hojas se extrajeron de plantas de soja en estado vegetativo
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previo a la antesis, cuando el nivel de expresion de CrylAc es mds alto (Yu et al., 2013).
Para estandarizar la edad de las hojas, solo se utilizaron aquellas que estaban expandidas
totalmente del tercio superior de la planta, a las que se coloc un algodén embebido en agua
en el peciolo para evitar la deshidratacion. A diario, el alimento fue renovado por hojas
frescas y se realiz6 el recambio del papel absorbente y la limpieza de los desperdicios y heces,
hasta que los individuos empuparon. El disefio experimental del ensayo fue completamente
al azar, y se realizaron 30 repeticiones por especie y tratamiento (Fig. 3.4.b.).

Para cuantificar el consumo de drea foliar (cm?) de S cosmioides y S. eridania, cada dia
se escanearon las hojas ofrecidas como alimento (Fig. 3.4.c.) y el remante diario no
consumido (Fig. 3.4.d.), con una impresora multifuncién HP Deskjet F4280. Luego, las
imagenes se analizaron mediante el software Image] ® para obtener la superficie foliar

consumida por las larvas (Abramoff et al., 2004).
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Figura 3.4. Consumo foliar de Spodoptera cosmioides y S. eridania. Hoja de soja + larva de
Spodoptera conformando la unidad experimental (a); serie de repeticiones realizadas (b);
hojas ofrecidas como alimento larval (c); y tejido foliar remanente no consumido analizadas
con el software ImageJ ® (d).
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3.2.2.3 Bioensayo 2: Determinacion del consumo de estructuras reproductivas de
soja Bt en Spodoptera eridania

Este ensayo se realizé con S. eridania dada su mayor capacidad de dafiar vainas en
formacion que S. cosmioides (Justus et al., 2022), y debido a que no se logré criar de manera
exitosa suficiente cantidad de larvas de la ultima especie en el momento del inicio del
experimento. Se recolectaron vainas de soja Bt en estado fenoldgico R4 (Fehr et al., 1971),
las cuales se colocaron de forma individual en cajas de Petri de 9 cm de didmetro y se les
afadié una larva de S. eridania (L3) provenientes de la cdmara de cria (Fig. 3.5.a.).
Diariamente, y hasta que las larvas empuparon, se realizé el recambio de la vaina y la
limpieza. A cada vaina se le coloco un algodon embebido en agua en el peciolo para evitar
la deshidratacion.

Para determinar el consumo de estructuras reproductivas de S. eridania se realizé el
pesaje de vainas antes de ofrecérselas a las larvas, y el remanente no consumido (Fig. 3.5.b.),
utilizando para ello una balanza OHAUS-PIONNER de precision de 0,0001 g. de
sensibilidad. En el tratamiento control, las larvas recibieron vainas de soja No-Bt como
alimento. El disefio experimental del ensayo fue completamente al azar, y se realizaron 20

repeticiones por tratamiento.
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Figura 3.5. Consumo de estructuras reproductivas de soja en Spodoptera eridania. Vaina de
soja + larva conformando la unidad experimental (a), y larva y remanente de vaina no
consumida (b).
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3.2.2.4 Bioensayo 3: Efecto de la soja Bt sobre el ciclo biolégico y reproductivo
de Spodoptera cosmioides y S. eridania

La evaluacion de los efectos subletales de la toxina CrylAc sobre el ciclo biolégico y
reproductivo de S. cosmioides y S. eridania se realiz6 con los individuos provenientes del
Bioensayo 1. Una vez que las larvas empuparon, se realizé la determinacién del sexo
mediante la observacién de la porcion terminal de la pupa (Butt & Cantu, 1962; Zenker et
al., 2007), utilizando una lupa estereoscopica Lancet 30x (Fig. 3.6.a.), y el pesaje de las
mismas con balanza de precision OHAUS — PIONNER de 0,0001 g. de sensibilidad. Se
colocé una pareja de pupas por recipiente de oviposicion, provisto de un trozo de tela de
muselina para permitir la circulaciéon de aire e impedir que los adultos escapen cuando
eclosionaran, y de papel en su interior a modo de sustrato de oviposicion (Fig. 3.6.b.).
Diariamente, se suministré dieta liquida para adultos de lepidopteros (la misma que se utilizé
en la cria masiva) a través de un algodén embebido. Se formaron 11 y 10 parejas de S.
cosmioides para los tratamientos de soja Bt y No-Bt, respectivamente, y 13 y 10 parejas de
S. eridania, para esos mismos tratamientos, respectivamente, las cuales se utilizaron para
realizar los estudios del ciclo reproductivo (debido a que no todas las larvas que iniciaron el
bioensayo 1 lograron llegar al mismo tiempo al estado de pupa, el nimero de parejas es
desigual entre especies y tratamiento) (Fig. 3.6.c.). Las posturas de huevos realizadas por
cada hembra se recolectaron a diario (Fig. 3.6.d.), y luego de contabilizados, fueron
colocados en una caja de Petri con dieta artificial para alimentacion de las larvas neonatas
(Fig. 3.6.e.). A los 2 dias de nacidas, las larvas fueron contabilizadas. El disefio experimental

fue completamente al azar.
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Figura 3.6. Efecto de la soja Bt sobre ciclo de Spodoptera cosmioides y S. eridania. (a)
Determinacién sexual en estado pupal; (b) pareja de pupas y (c) adultos conformando la
unidad experimental; (d) postura de huevo y (e) larvas neonatas recién eclosionadas.

Para la determinacion de los efectos subletales producidos por la alimentacion con soja
Bt sobre el ciclo biolégico y reproductivo de S. cosmioides y S. eridania, se registraron los
siguientes parametros: la duracion de los estados larval, pupal, adulto y duracién total del
ciclo (dias), el peso de pupa (g), la fecundidad (N° de huevos por hembra), fertilidad (% de
huevos eclosionados) y la duracion de los periodos de preoviposicion (dias desde emergencia
de hembra adulta hasta la primera oviposicion), oviposicién (dias desde la primera a dltima
oviposicion) y postoviposicion (dias desde la dltima oviposicion hasta la muerte). Los huevos
que no eclosionaron dentro de los 5 dias posteriores a la oviposicidn, se consideraron no
viables.

3.2.3 Analisis estadistico

La dindmica poblacional de orugas no objetivo de la tecnologia Bt se analiz6 mediante
la prueba de Wilcoxon (Mann-Whitney) (a= 0,05). Para el andlisis del consumo foliar y de

vainas se realiz6 la comparacién de medias con la prueba T para muestras independientes

(a= 0,05).
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Los datos del efecto de la soja Bt sobre el ciclo biolégico y reproductivo de S. cosmioides
y S. eridania se sometieron al test de Shapiro-Wilks para corroborar su normalidad y las
medias se compararon con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis (a= 0,05). Mientras que,
para el andlisis del peso de pupa, la comparacion de medias se hizo mediante el test de Tukey

(0=0,05). Se utiliz6 el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2014).

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Fluctuacion poblacional del complejo Spodoptera, especies no objetivo de la
tecnologia Bt

En los tres ciclos agricolas evaluados la poblacion de lepidopteros defoliadores no
objetivo de soja GM con resistencia a insectos fue baja en ambos cultivares (Bt y No-Bt). La
densidad poblacional del complejo Spodoptera tuvo un comportamiento similar durante los
tres ciclos agricolas (2014/2015; 2015/2016 y 2016/2017) hasta el estado reproductivo
avanzado del cultivo (Rs y Re) en ambos cultivares. A partir de este, la poblacion de
Spodoptera < a 1, 5 cm se incrementa en el cultivar Bt en el primer y segundo aiio evaluado,
diferencidndose significativamente del cultivar No-Bt s6lo en el ciclo agricola 2015/2016
(W=70y p=0,021) (Fig. 3.7. a. y b.). Durante el ciclo 2016/2017, solamente el cultivar No-
Bt recibi6 aplicacion de insecticidas (clorantraniliprole + abamenctina). Los mayores niveles
poblacionales de Spodoptera ocurrieron en estados reproductivos de la soja Bt, aunque sin
diferencias significativas con el cultivar No-Bt. A diferencia de las campaiias anteriores, este
pico poblacional fue de larvas > a 1,5 cm, debido a que no se aplicaron insecticidas en el
cultivar Bt (Fig. 3.7.c.). Resultados similares fueron mencionados en el centro de la provincia
de Santa Fe para el complejo Spodoptera en cultivares de soja Bt durante la campaia
2013/2014, donde los picos poblacionales se registraron en estados reproductivos (Ri-Re) del
cultivo (Massoni et al., 2014).

Los picos poblacionales de Spodoptera en la soja Bt, que histéricamente se
consideraban plagas secundarias del cultivo, pueden estar asociados, entre otras cosas, a la
alta eficacia en el control de las especies objetivo y, por ende, a la menor competencia

interespecifica con estos lepidopteros, a la reduccién del uso de insecticidas en estos
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cultivares Bt y a la elevada disponibilidad de alimento (hojas y vainas) durante todo el ciclo
del cultivo (Justus et al., 2022).

En la region de estudio, Massoni et al. (2014), registraron niveles poblacionales en soja
Bty No-Bt de S. cosmioides (1,3 y 2 orugas promedio por metro lineal) y S. frugiperda (0,3
y 1,1 orugas promedio por metro lineal) durante el periodo reproductivo del cultivo, sin
repercusion en el rendimiento. Mientras que en el NOA, regién de nuestro pais con mayor
presion de lepidopteros defoliadores, estudios realizados con diferentes niveles de infestacion
de larvas del tercer estadio (L3) de S. cosmioides (0, 5, 10 y 20 larvas por jaula de 0,26 m?),
determinaron una defoliacién significativa (cercana al 30%) cuando el nivel de infestacién
fue de 20 larvas, niveles significativos de dafio en vainas con niveles de infestacion de 10 y
20 larvas (10,2% y 25,1%, respectivamente), y pérdidas significativas en el rendimiento con
estos niveles de infestacion (10,1% y 30,1%) (Casmuz et al., 2022). Durante los tres ciclos
agricolas evaluados en esta tesis, las densidades poblacionales de larvas del complejo
Spodoptera 'y de las especies objetivo de la tecnologia Bt no alcanzaron los UDE, por lo que

los dafios por defoliacion que se observaron en los cultivares fueron menores al 5%.
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© Complejo Spodoptera (Ciclo 2016/2017)
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Figura 3.7 Dindmica poblacional del complejo Spodoptera en cultivos de soja Bt y No-Bt.
Ciclos agricolas 2014/2015 (a), 2015/2016 (b) y 2016/2017 (c). * indica diferencias
significativas en el nimero de larvas de Spodoptera de tamaino mayor (>) a 1,5 cm entre los
tratamientos (Prueba de Wilcoxon, a< 0,05).

3.3.2. Efecto de la soja Bt sobre el consumo foliar de Spodoptera cosmioides y S.
eridania

El consumo total de drea foliar de S. cosmioides fue mayor cuando las larvas se
alimentaron con soja No-Bt (T= -2,77 y p= 0,0081), mientras que en S. eridania, no se
hallaron diferencias significativas cuando las larvas fueron alimentadas con hojas de soja Bt
y No-Bt (T=0,05y p=0,9585) (Tabla 3.1). Spodoptera cosmioides es una especie muy voraz,
llegando a consumir casi el doble de area foliar que S. eridania. En este sentido, Bueno et al.
(2011) detectaron consumos foliares maximos de soja durante el periodo larval de 185,4 cm?
en S. cosmioides y 107,2 cm? en S. eridania, observindose el mismo patrén de consumo en

los resultados de este trabajo.

76



Tabla 3.1. Consumo de drea foliar (cm?) (Media + EE) de Spodoptera cosmioides y S.

eridania alimentadas con hojas de soja Bt y No-Bt en condiciones de laboratorio.

Spodoptera cosmioides

Tratamiento | n Consumo (cm?) *
Bt 26 343,11 £ 19,79 a
No-Bt 23 398,93+ 21,04 b
Spodoptera eridania
Tratamiento | n Consumo (cm?) *
Bt 29 149,70 £ 4,45 a
No-Bt 26 150,00 £3,75 a

*Medias con letras iguales en la misma columna no tienen diferencias significativas entre si
(Test: Prueba T, a< 0,05)

Existen antecedentes de disminucién del consumo foliar de lepidépteros causado por
las proteinas Cry en el cultivo de maiz (Bortolotto et al., 2015). Otros autores (da Silva et al.
2016) no obtuvieron diferencias en el consumo foliar de soja Bt y No-Bt para S. cosmioides,
resultados similares a los obtenidos en este trabajo para S. eridania.

La cantidad y calidad de los alimentos consumidos por un individuo influye
directamente en la preferencia por la planta hospedera y afecta sus caracteristicas bioldgicas,
fisiologicas y de comportamiento (da Silva et al., 2016). Segun Zurbriigg et al. (2010), la
soja MON 8701 x MON 89788 (que expresa la toxina CrylAc y es resistente a glifosato),
produce niveles mds altos de carbohidratos y niveles mds bajos de proteinas que el cultivar
no transgénico, con posible influencia en la preferencia y cantidad de alimento ingerido por
los insectos herbivoros, tal cual sucedid con S. cosmioides en esta tesis. El menor consumo
significativo de hojas de soja Bt por parte de S. cosmioides en comparacion con S. eridania,
que no mostrd diferencias significativas con el consumo de hojas de soja No-Bt, podria estar
relacionado con la susceptibilidad diferencial de ambas especies a la toxina CrylAc. En este
sentido, dos Santos et al. (2009) encontraron una mayor toxicidad de CrylAc en S.
cosmioides en comparacién con S. eridania (2,8 y 21 pg/ml, respectivamente) durante los

ensayos de dosificacion con proteinas Cry purificadas. Asi, la mayor toxicidad de la toxina
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CrylAc en S. cosmioides podria ser el factor que explica el menor consumo foliar de hojas

de soja Bt por esta especie.

3.3.3 Efecto de la soja Bt sobre el consumo de estructuras reproductivas en
Spodoptera eridania

El consumo de estructuras reproductivas en larvas de S. eridania fue similar en ambos
tratamientos (Bt y No-Bt) (T=0,41 y p= 0,6880) (Tabla 3.2). La supervivencia de las larvas
al alimentarse de vainas de soja fue de un 15% con el cultivar Bt y del 70% con el cultivar
No-Bt. Mortalidades de hasta un 100% fueron registradas en larvas de S. eridania
alimentadas con vainas (R3) de soja Bt (Justus et al., 2022). Si bien esta especie es tolerante
a la toxina CrylAc (Bernardi ef al., 2014), la menor sobrevivencia de larvas observada en el
tratamiento Bt podria estar relacionada a la mala calidad nutricional de las estructuras
reproductivas ofrecidas como alimento. Respecto a esto, varios autores coinciden en que la
calidad nutricional de los cultivos transgénicos puede variar con respecto a la de su isolinea
no transgénica, debido a cambios que ocurren durante la modificacién genética y que
alterarian el contenido de nutrientes, lo que podria repercutir en la supervivencia de las larvas
(Faria et al., 2007; Berman et al., 2010).

Las larvas de S. eridania llegaron a consumir, durante el ultimo estadio larval, una
vaina en R4 entera por dia. Sin embargo, en ensayos previos, larvas de los primeros estadios
(L1-L2) no pudieron alimentarse normalmente de las vainas y no sobrevivieron (datos no
mostrados). Esto podria estar relacionado a que las larvas neonatas poseen mandibulas
rudimentarias, lo cual limitaria la capacidad para ingerir alimentos de mayor dureza, como
lo son las vainas de soja (Lincoln et al., 1993; Perkins et al., 2010). Asimismo, el mayor
grosor cuticular y la presencia de tricomas en las estructuras reproductivas pueden interferir
con la alimentacién de las larvas jovenes (Reavey & Gaston, 1991; Vendramim & Guzzo,
2009).

Si bien, de acuerdo a los resultados obtenidos en este ensayo, el consumo de las larvas
sobrevivientes fue de hasta una vaina por dia, Justus ef al. (2022) sostienen que los dafios
producidos por larvas de S. eridania en etapas reproductivas tempranas, no llegarian a
ocasionar pérdidas significativas en el rendimiento debido a la compensacion ejercida por el

cultivo.
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Tabla 3.2. Consumo de vainas (g) (Media £ EE) de Spodoptera eridania alimentadas con

vainas de soja Bt y No-Bt (desde L3 hasta que empuparon), en condiciones de laboratorio.

Spodoptera eridania

Tratamiento | Consumo de vainas (g)*
Vainas Bt 2,25+ 0,29 a
Vainas No-Bt 2,12+0,13 a

*Medias con letras iguales no tienen diferencia significativa entre si (Test: Prueba T, a<
0,05).

3.3.3 Efectos subletales de la soja Bt sobre lepidépteros no objetivo de la
tecnologia Bt

3.3.3.1 Efecto de la soja Bt sobre el ciclo biolégico de Spodoptera cosmioides y S.
eridania
La alimentaciéon de larvas de S. cosmioides con hojas de soja Bt no afectd

significativamente la duracion del estado larval comparado con el testigo (soja No-Bt),
registrandose una duracién de 20,46 y 19,48 dias, respectivamente (H=0,64 y p=0,4160)
(Tabla 3.3). Resultados similares fueron obtenidos por Bernardi et al. (2014) y da Silva et al.
(2016), quienes observaron una duracién similar cuando se aliment6 con soja Bt y No-Bt
durante el ultimo estadio larval. En cambio, en S. eridania las diferencias fueron
significativas (H=7,43 y p=0,0062), con una duracién de 28,13 dias cuando se alimentaron
con hojas de soja Bt, y de 31,69 dias con soja No-Bt, coincidiendo con Bortolotto et al. (2014)
y Rabelo ez al. (2020), quienes registraron un periodo larval menor en dos dias en S. eridania
cuando se aliment6 de hojas de soja Bt.

La duracién del estado pupal de S. cosmioides fue un 31% significativamente menor
cuando la larva se aliment6 con hojas de soja Bt (H=14,72 y p=0,0001). En S. eridania, si
bien la duracion de este periodo fue 8,13% mayor cuando el alimento fue soja No-Bt, las
diferencias no fueron significativas entre los tratamientos (H=3,77 y p=0,0434 (Tabla 3.3).
La duracién del periodo pupal en ambas especies coincide con los valores reportados por

otros autores (Bernardi et al., 2014; da Silva et al., 2016; Machado et al., 2020).
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Con respecto a la duracién del estado adulto, no se hallaron diferencias significativas
entre tratamientos en el caso de S. cosmioides (H= 0,04 y p=0,8485; mientras que los adultos
de S. eridania vivieron un 30% menos cuando el alimento fueron hojas de soja Bt, con
diferencias significativas respecto al cultivar No-Bt (H= 11,70 y p= 0.0005) (Tabla 3.3). De
este modo, el tiempo en que S. eridania permanece en estado adulto estaria desfasado
temporalmente en aquellos individuos que se alimentaron de la soja que expresa la proteina
CrylAc, con respecto a los individuos que consumieron soja No-Bt. Por consiguiente, en
condiciones de campo, disminuiria el tiempo de posibles encuentros y copulas entre los
adultos de ambas poblaciones (Bt y No-Bt), poniendo en riesgo la eficacia de la estrategia de

refugio (Jakka et al., 2014; Murua et al., 2019).

Tabla 3.3. Duracién media (dias) de los estados larval, pupal, adulto, total del ciclo y peso
de las pupas (g) (Media = EE) de Spodoptera cosmioides y S. eridania, alimentadas con hojas

de soja Bt y No-Bt en condiciones de laboratorio.

Spodoptera cosmioides
Ciclo total
Tratamiento | n | Larva (dias) | Pupa (dias) | Adulto (dias) (dfas) Peso Pupas (g)
ias
20,46 + 0,66
Bt 26 a 10,65+0,70a | 13,19 +096a | 44,31 +1,79a | 0,33+0,02a
19,48 £0,42
No-Bt 23 a 13,96 +0,82b | 13,26 +1,07a | 46,70+ 1,61a| 0,36+0,02a
Spodoptera eridania
Ciclo total
Tratamiento | n | Larva (dias) | Pupa (dias) | Adulto (dias) (dfas) Peso Pupas (g)
ias
28,13 +£0,56
Bt 29 a 11,93 +£0,24a | 990+049a [49,97+0,88a| 0,18 +0,005a
31,69 £ 1,01
No-Bt 26 b 129+046a | 12,87+0,63b|57,45+1,45b| 0,17 £0,006 a

*Medias con letras iguales en la misma columna no tienen diferencia significativa entre si
(Test: Kruskal Wallis, a< 0,05). Peso de pupa (Test: Tukey, o< 0,05).
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La duracion total del ciclo de S. cosmioides fue de 44,31 dias y 46,70 dias, alimentadas
con soja Bt y No-Bt, respectivamente, sin diferencias significativas entre los tratamientos
(H= 0,48 y p= 0,4881 (Tabla 3.3). En el caso de S. eridania, la duracion total del ciclo (de
huevo a adulto) fue significativamente mayor cuando el alimento larval fue soja No-Bt que
cuando se aliment6 de soja Bt (H= 13,89 y p=0,0002), siendo estos resultados semejantes a
los hallados por Ramirez de Lopez y Gémez Lépez (2010), quienes evaluaron la duracién
del ciclo utilizando dieta artificial sin toxina Cry 1Ac (51,72 dias).

Si bien en este trabajo se utilizaron hojas de soja, que constituyen el hospedero natural
de las larvas de Spodoptera, pueden existir variaciones de los pardmetros dentro de la misma
especie, especialmente debido a las condiciones en que transcurre el experimento
(temperatura, humedad y fotoperiodo) (Parra et al., 1977; Bavaresco et al., 2002; Busato et
al., 2005; Santos et al., 2005; Farahani et al., 2011). Ademads, es importante considerar la
variacion entre diferentes poblaciones que podria afectar los pardmetros de desarrollo de la
especie en estudio. En este sentido, Murta et al. (2008) observaron alteraciones en los
pardmetros bioldgicos y reproductivos entre cohortes de S. frugiperda de diferentes
ubicaciones y plantas hospederas en Argentina.

Cuando se analiz6 el peso de pupas, no se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos en las dos especies estudiadas (F= 0,95 y p= 0,3359 para S. cosmioides; F=
3,77 y p= 0,0577 para S. eridania) (Tabla 3.3). Da Silva et al. (2016) registraron una
disminucién del peso pupal de S. cosmioides cuando se alimenté de hojas de soja Bt, con
valores inferiores a los obtenidos en este trabajo (0,23 y 0,26 gramos cuando se alimentan de
soja Bt y No-Bt, respectivamente), mientras que Ardujo (2009) y Muchut (2012) obtuvieron
pesos de pupas mayores cuando larvas de esta especie fueron alimentadas con hojas de
algodon Bt (0,64 y 0,45 g, respectivamente). Varios autores determinaron que el peso de
pupas de los lepiddpteros es un indicador indirecto de su aptitud fisica, y puede disminuir a
causa de multiples factores como la temperatura, la planta hospedera de la cual se alimentan,
el canibalismo, la accién de virus entomopatdgenos y exposicion a concentraciones
subletales de insecticidas 6 toxinas de cultivos Bt (Miller, 1977; Joyner & Gould, 1985;
Mpyers et al., 2000; Wang et al., 2009; Liu et al., 2010; Campos et al., 2019). En este sentido,

Storer et al. (2001) informaron una reduccion en el peso de las pupas de Helicoverpa
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zea (Boodie) en respuesta a la alimentacién con maiz Bt. Sin embargo, en este trabajo, la
accion de la proteina Bt no afect6 el peso de las pupas de ambas especies de Spodoptera. Es
decir, el consumo de tejido foliar durante el periodo larval fue el suficiente como para no
repercutir negativamente en la masa pupal, incluso en S. cosmioides que presentd su

capacidad de herbivoria disminuida cuando se aliment6 de hojas de soja Bt.

3.3.3.2 Efecto de la soja Bt sobre parametros reproductivos de Spodoptera
cosmioides y S. eridania
La alimentacién larval con hojas de soja Bt no afect6 la fecundidad de ambas especies

de Spodoptera ((Tabla 3.4). Resultados similares obtuvieron Muchut (2012) y da Silva et al.
(2016), quienes no encontraron diferencias significativas en la fecundidad de S. cosmioides
cuando se alimentaron de hojas de algodon Bt y de soja Bt durante el periodo larval,
respectivamente. Por otro lado, Specht y Roque-Specht (2019) concluyeron que la
fecundidad se ve influenciada por el nimero de cépulas: las hembras de S. cosmioides que
se aparearon una o mas veces colocaron 4,6 veces mas huevos que las hembras que no se
aparearon. Estos autores mencionan que, en esta especie, la fecundidad es muy variable, con
aproximadamente 5000 huevos por hembra, siendo mayor que la registrada en otras especies
del género Spodoptera (Busato et al., 2006; Sorour et al., 2011; Montezano et al., 2013;
Montezano et al., 2014b).

Con respecto a S. eridania, 1a fecundidad fue menor a la obtenida por Montezano e al.
(2013) cuando el alimento fue dieta artificial (1398 huevos), y a los registrados por Ramirez
de Lépez y Gomez Lépez (2010) y Favetti et al. (2015) cuando emplearon diferentes
cultivares de soja convencional. Sin embargo, otros autores mencionan una fecundidad
similar a la obtenida en esta tesis en S. eridania alimentada con hojas de soja Bt y No-Bt
durante el periodo larval (Santos et al., 2005; Silva, 2013).

Si bien en este trabajo no hay diferencias significativas en la fecundidad de ambas
especies de Spodoptera alimentadas con hojas de soja Bt y No-Bt durante el periodo larval,
la alimentacion durante el estado adulto juega un rol importante en la reproduccion, donde la
ingesta de carbohidratos y aminodcidos puede influir en la cantidad de posturas y huevos
(Bueno et al., 2012; Burton, 1969). Para ambas especies, se utiliz la dieta para adultos

propuesta por Curis et al. (2017), a base de miel natural y rica en compuestos organicos, que
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favorecen la fecundidad, una mayor puesta y eclosion de huevos, y la longevidad de los

adultos.

Tabla 3.4. Fecundidad (N° de huevos colocados por hembrs) y Fertilidad (% de huevos
eclosionados) (Media + EE) de Spodoptera cosmioides y S. eridania alimentadas con hojas

de soja Bt y No-Bt en condiciones de laboratorio.

Spodoptera cosmioides

Huevos eclosionados
(%) *

Tratamiento ([n |N° Huevos *

Bt 11 |3291,82 £630,16 a |50,44 + 3,66 a
No-Bt 10 [3049,0 + 586,78 a 52,08 £3,38 a

Spodoptera eridania

Huevos eclosionados

(%) *

Tratamiento (n |[N° Huevos *

Bt 14 (841,79 £ 104,53 a 70,75 £4,37 a
No-Bt 10 830,70 + 112,81 a 60,85 + 3,86 a

*Medias con letras iguales en la misma columna no tienen diferencias significativas entre si
(Test: Kruskal Wallis, 0< 0,05).

La fertilidad en ambas especies de Spodoptera no se vio afectada significativamente
por la accion de la proteina insecticida CrylAc ingeridas por las larvas (Tabla 3.4). En este
sentido, ambos cultivares de soja ofrecidos como alimento durante el estado juvenil han
permitido que el proceso reproductivo de S. cosmioides 'y S. eridania se desarrolle de manera
normal. En otras especies de lepidopteros, como H. zea, tampoco se encontraron diferencias
en la fecundidad y en la fertilidad cuando se evaluaron individuos provenientes de pupas
recolectadas en cultivares de maiz convencional y transgénicos que expresaban las toxinas
CrylAb, CrylF, CrylF + CrylAb, CrylF + CrylAb + Vip3Aa20, CrylA.105 + Cry2Ab2 y
CrylA.105 + Cry2Ab2 + Cry1F (Bilbo et al., 2018).
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3.3.3.3 Efecto de la soja Bt sobre los periodos de preoviposicion, oviposicion y
postoviposicion de Spodoptera cosmioides y S. eridania

El periodo de preoviposicion y el de postoviposicion fueron similares en ambas
especies tanto cuando las larvas se alimentaron de hojas de soja Bt y No-Bt (Tabla 3.5), sin
diferencias significativas (H=1,32 y p=0,2395; H=0,85 y p=0,34 para S. cosmioides; H=0,51
y p=0,446; H=2,25 y p=0,1238 para S. eridania, respectivamente). La oviposicién de S.
cosmioides fue similar en ambos tratamientos (H=0,48 y p=0,4815), sin embargo, el periodo
de oviposicion fue significativamente mds corto en las hembras adultas de S. eridania
emergidas de larvas alimentadas con hojas de soja Bt (H=4,62 y p=0,0293) (Tabla 3.5). No
hay informacion disponible acerca de la duracion del periodo de oviposicion de S. eridania
alimentada con cultivares Bt; sin embargo, algunos autores registraron periodos de
oviposicion muy variables que van desde los 4,2 dias (Santos et al., 2005), a los 6,75 dias
(Gomez Lopez et al., 2009), cuando se alimentaron durante el periodo larval de soja No-Bt.
Si bien el periodo de postura fue significativamente menor en S. eridania alimentadas con
hojas de soja Bt durante el periodo larval, esto no tuvo efecto sobre la fertilidad y fecundidad
de la especie.

Tabla 3.5. Periodos de preoviposicion, oviposicidn y postoviposicion (dias) (Media + DE)
de Spodoptera cosmioides y S. eridania alimentadas con hojas de soja Bt y No-Bt en
condiciones de laboratorio.

Spodoptera cosmioides

Preoviposicion | Oviposicion | Postoviposicion
(dias) (dias) (dias)
Bt 11| 4,18+0,69a 9,18+0,94 a 1,09 +0,37 a
No Bt 10| 291+0,53a 8,82+0,88a 1,55+0,39 a

Tratamiento | n

Spodoptera eridania

Preoviposicion |  Oviposiciéon Postoviposicion
(dias) (dias) (dias)
Bt 13| 3,00+£0,33a 429+0,35a 321+£0,32a
No Bt 10| 3,63+0,65a 6,13+0,74 b 4,13+0,52a

Tratamiento | n

*Medias con letras iguales en la misma columna no tienen diferencia significativa entre si
(Test: Kruskal Wallis, a< 0,05).
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Los cultivos transgénicos que expresan las proteinas insecticidas Cry son una
herramienta importante para el control de plagas que, ademds de ocasionar la muerte de las
especies susceptibles, pueden ocasionar efectos subletales a través de la exposicion directa o
indirecta a la toxina Bt (Snow et al., 2005). Estos efectos pueden estar relacionados a
alteraciones en el normal desarrollo del ciclo de vida, dindmica poblacional, etapa
reproductiva, comportamiento de alimentacién o longevidad (Lee, 2000; Desneux et al.,
2007; Vinken, 2013; Guedes et al., 2017). Si bien S. cosmioides y S. eridania presentan
tolerancia a la proteina insecticida Cryl Ac (Rahman et al., 2012; Pardo-Lopez et al., 2013;
Bernardi et al., 2014), en esta tesis se comprobd que la alimentacién con hojas de soja Bt
produjo efectos subletales en ambas especies. En S. eridania ocurri6é una alteracion en los
estadios larval, adulto y ciclo total, disminuyendo considerablemente la duracién de estos
periodos y acelerdndose el ciclo de desarrollo. Mientras que en S. cosmioides se observé una
disminucién considerable del periodo pupal y del drea foliar consumida. En este sentido,
varios autores coinciden en que, cuando los insectos estdn expuestos a un factor de estrés,
como podria ser la exposicion a la proteina CrylAc, no necesariamente se pueden generar
consecuencias adversas, sino que podria ocurrir algin efecto para asegurar la aptitud (fitness)
de la poblacion expuesta (Guedes & Cutler, 2014; Cutler & Rix, 2015; Guedes et al., 2017;
Miiller, 2018; Campos et al., 2019). Este efecto pareciera haber ocasionado la soja Bt en S.
eridania, que manifesté un desarrollo mas rédpido cuando se alimenté de hojas de soja GM

con resistencia a insectos.
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4. Capitulo 3

Impacto de la soja Bt sobre la poblacion de depredadores
y parasitoides naturales de larvas de lepidopteros plaga
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4.1 INTRODUCCION

El uso de cultivos genéticamente modificados (GM) con proteccion a insectos mediante
la expresion de toxinas Bt es una herramienta fundamental para el manejo de plagas de
cultivos como maiz, soja y algoddn. Si bien estos cultivos son selectivos y tienen un rango
estrecho de especies objetivo, en la comunidad cientifica se ha planteado gran preocupacion
sobre los riesgos potenciales que podrian ocasionar sobre artrépodos no blancos (ANB), entre
ellos los depredadores 'y  parasitoides (Tabashnik &  Carriere, 2017).
La depredacién puede definirse como el consumo de un organismo vivo por otro organismo
y, en un sentido mds estricto, una interaccién en la cual un animal consume a otro animal.
Los depredadores son animales que matan y consumen su presa, en parte o totalmente, y
requieren muchas presas para completar su desarrollo (Molinari, 2005; Price et al., 2011).
Los artrépodos depredadores constituyen uno de los grupos mds importantes de enemigos
naturales de plagas agricolas (Hagen et al., 1999), y pertenecen principalmente a las clases
Insecta y Arachnida. Al necesitar més de una presa para completar su desarrollo, la mayor
parte de las especies depredadoras requieren de dietas diversas que les proporciones todos
los nutrientes necesarios, por lo que son generalistas. Los insectos depredadores mads
frecuentes de encontrar en el cultivo de soja pertenecen a los érdenes Coleoptera, Hemiptera,
Neuroptera, mientras que dentro de las arafias (Clase: Arachnida) el orden Araneae es el
predominante.

Los coccinélidos Eriopis connexa (Germar), Hippodamia convergens (Guerin),
Coleomegilla quadrifasciata var. octodecimpustulata (Mulsant) y Cycloneda sanguinea
(Linnaeus) (Coleoptera: Coccinellidae) se caracterizan por consumir variedad de presas,
principalmente afidos, aunque se los cita también como reguladores poblacionales de
cochinillas, de larvales de lepiddpteros, coledpteros, himendpteros, dipteros y tisandpteros
(Molinari, 2005; Curis, 2014). Otros coledpteros depredadores son Calosoma argentinensis
(Csiki), Galerita collaris (Dejean) y Pterostichus spp (Familia: Carabidae); son muy activos
y voraces, llegando a consumir gran cantidad de orugas y de pupas (Molinari, 2005;
Cividanes, 2021).

Por otro lado, entre los hemipteros, los géneros Nabis, Geocoris y Orius incluyen a

chinches pequefias que se alimentan de huevos y larvas de estadios iniciales de orugas
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defoliadoras, trips, d4caros, mosca blanca y cochinillas. También hay chinches predadoras de
mayor tamaio, pertenecientes a la familia Reduvidae y Pentatomidae, distinguiéndose dentro
de ésta ultima las del género Podisus (Molinari, 2005).

Otro predador comtn en el cultivo de soja es Chrysoperla externa Hagen (Neuroptera:
Chrysopidae), presente tanto en cultivos como en dreas no cultivadas; consumen
preferentemente pulgones, pero también otros artrépodos de cuerpo blando como larvas de
lepiddpteros, cochinillas, mosca blanca y trips, mientras que los adultos se alimentan del
polen y néctar de las plantas (Molinari, 2005; Meissle et al., 2014).

Las arafias constituyen un grupo entoméfago de gran potencial en el control biolégico
ya que estdn presentes durante todo el ciclo del cultivo y tienen un habito alimenticio variado:
son carnivoras obligadas y se alimentan de estados inmaduros y adultos de insectos
herbivoros, parasitoides y depredadores, arafias de menor tamafio y todo tipo de artrépodos.
Las familias mds comunes de encontrar en cultivos de soja en Argentina son Salticidae,
Araneidae, Lycosidae y Linyphiidae (Liljesthrom ez al., 2002; Argafiaras, 2009; Almada et
al., 2016). Generalmente, son de tamafo pequefio a mediano, con distintos habitos de
captura; algunas son cazadoras y persiguen a la presa, mientras que otras tejen telas en los
entresurcos para la captura de la presa (Molinari, 2005).

Los parasitoides juegan un papel destacado en el equilibrio de los ecosistemas terrestres
por su capacidad para regular poblaciones de insectos fitofagos (La Salle & Gauld, 1993). A
diferencia de los depredadores, tienen una alta especificidad con el organismo hospedero
(Molinari, 2005). Su desarrollo inicial comienza con la eclosiéon de los huevos colocados
sobre o dentro del huésped, transcurriendo los estadios larvales a expensas suya. Cuando el
parasitoide llega al final de su desarrollo larvario, da muerte a su huésped, se transforma en
pupa dentro o fuera del hospedero, y luego de la emergencia del adulto, se reinicia el ciclo
(kainobiontes). Sin embargo, algunas especies de parasitoides, anestesian o matan al
huésped, y viven y completan su ciclo a expensas de ese huésped (idiobiontes). En su vida
adulta, viven libremente y se alimentan de néctar, de residuos vegetales, de fluidos del cuerpo
del hospedero herido por la puncién del ovipositor, de las heces de la presa rica en azicares
(honeydew), e incluso pueden ser depredadores (Badii & Abreu, 2006; Igarzédbal et al., 2014).

Los parasitoides pueden clasificarse, de acuerdo al estado de desarrollo del hospedante al
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momento de oviponer, en parasitoides de huevos, de larvas, de pupas o de adultos (Avalos et
al., 2004).

Los 6rdenes Hymenoptera (avispas) y Diptera (moscas) reinen la mayor cantidad de
especies de parasitoides, tanto de lepidépteros como de chinches, siendo las avispas el grupo
mds numeroso de parasitoides de plagas. Las hembras poseen un aparato ovipositor alargado
que les permite encastrar los huevos en el huésped, atacando preferentemente huevos y larvas
pequenas de lepidopteros (Molinari, 2005). El orden Hymenoptera cuenta con la mayor
biodiversidad y abundancia de especies parasitoides, siendo la familia Ichneumonidae 1la mas
diversa del planeta. Son avispas parasitoides, y durante su desarrollo larvario se alimentan de
otros artrépodos y los matan en el proceso. Durante la oviposicion, la hembra inyecta sobre
el cuerpo del hospedero secreciones venenosas que ocasionan pardlisis temporal,
interrupcion del desarrollo, detencién de la muda e incluso pueden ocasionar la muerte del
hospedero (Ruiz-Cancino et al., 2014). Por otra parte, la familia Braconidae comprende
numerosas especies benéficas de biologia muy diversa, siendo después de Ichneumonidae,
una de las familias de mayor riqueza taxonémica del orden Hymenoptera (Coronado Blanco
& Zaldivar-Riverdn, 2014). Los adultos son relativamente pequenos. Pueden atacar todos los
estados de huéspedes, desde huevos hasta adultos (en el caso de especies que atacan huevos,
las avispas adultas emergen de la larva o prepupa del huésped). Los parasitoides de la familia
Encyrtidae atacan principalmente a Hemiptera, aunque también son parasitoides primarios o
hiperparasitoides de una gran variedad de artrépodos, entre ellos Lepidoptera, y de Arachnida
(Ferndndez & Sharkey, 2006). Los parasitoides Cotesia spp., Rhogas spp., Chelonus spp.
(Familia: Braconidae), Campoletis grioti, Casinaria plusiae (Familia: Ichneumonidae),
Brachymeria spp. (Familia: Chalcididae), y Copidosoma floridanum Ashmead (Familia:
Encyrtidae) se registraron parasitando a larvas de Rachiplusia nu, Colias lesbia, Anticarsia
gemmatalis, Spodoptera frugiperda y S. cosmioides en nuestro pais (Luna & Sanchez, 1999;
Molinari, 2005; Valverde & Virla., 2007; Valverde et al., 2012; Igarzébal et al., 2014).

Por otro lado, las moscas parasitan al huésped cuando esta en estado avanzado de su
desarrollo larval; las larvas de los taquinidos pasan por tres estadios larvales, que ocurren
dentro del huésped y son verdaderos pardsitos, consumiendo los cuerpos grasos sin producir

dafios serios a su hospedante. S6lo en el ultimo estadio larval, las larvas de las moscas
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parasitoides destruyen a su huésped (Vega, 2003; Stireman et al., 2006). Las especies de
moscas que parasitan larvas de lepiddpteros y ninfas y adultos de chinches pertenecen en su
mayoria a la familia Tachinidae. Los adultos son moscas que presentan colores oscuros, se
pueden alimentar de secreciones azucaradas de pulgones y cochinillas, néctar de flores y
jugos de vegetales. La gran mayoria de los huéspedes de los taquinidos son orugas de
Lepidépteros (Stireman et al., 2006). En Argentina, se ha registrado a Archytas incertus
(Macquart), Voria ayerzai (Blanchard) y Lespesia rufomaculata (Blanchard) como parasitos
de R. nu, C. lesbia, S. frugiperda y Heliothis spp. (Molinari, 2005).

Los cambios poblacionales de los enemigos naturales, en condiciones de campo,
dependen de la presencia u ocurrencia de la presa y/o huésped, de las condiciones ambientales
y de las précticas de manejo empleadas por el productor para controlar las plagas, entre las
que se incluyen los cultivos que expresan toxinas insecticidas (Lundgren et al., 2009). Si bien
los cultivos GM con resistencia a insectos presentan selectividad hacia los artrépodos no
blanco (ANB), entre los que se encuentran los depredadores y parasitoides, puede esperarse
un efecto sobre éstos debido a la constante exposicion a la toxina Bt (al alimentarse de polen
o partes de la planta Bt, o ingerir indirectamente la toxina a través de sus presas) (Romeis et
al., 2019). Segin la bibliografia disponible, los cultivos transgénicos son altamente
compatibles con los organismos controladores bioldgicos, e incluso, se ha registrado mayor
abundancia de enemigos naturales en condiciones de campo debido al menor uso de
insecticidas para el control de lepiddpteros en los cultivos Bt (Naranjo, 2009). Y, aunque es
esperable que en los cultivos Bt haya menor disponibilidad de presas (Marvier et al., 2007;
Naranjo, 2009; Naranjo, 2021b), la existencia de organismos plaga no objetivo de la
tecnologia aseguraria cantidad suficiente de alimento para los enemigos naturales, tal cual
fue determinado por Justiniano et al. (2014) en el cultivo de soja, al observar mayor cantidad
de coccinélidos, crisépidos y arafias predadoras en el cultivar Bt con respecto al No-Bt. Sin
embargo, puede no ocurrir lo mismo con los parasitoides, ya que su poblacién podria
disminuir debido a la falta del huésped especifico que es controlado por la tecnologia Bt,
como fue observado por Sharma et al. (2007) en algodén Bt y por Naranjo (2009) en maiz

Bt.
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El objetivo de este capitulo fue evaluar el impacto de la soja Bt sobre las poblaciones
de depredadores y parasitoides asociados al cultivo en la zona centro de la Provincia de Santa

Fe.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Fluctuacion poblacional a campo de depredadores y parasitismo en cultivo

de soja Bt

4.2.1.1 Cultivares y ubicacion de lotes

Los lotes (ubicacién) y cultivares de soja convencional y Bt (variedades y manejo
fitosanitario) sobre los cuales se realiz6 el monitoreo semanal de depredadores y parasitismo,
durante los ciclos agricolas 2014/2015, 2015/2016 y 2016/2017, son los mismos que se

describieron en la seccion 2.2.2.1 de esta tesis (capitulo 2).

4.2.1.2 Muestreo de enemigos naturales aéreos

Para el muestreo de enemigos naturales aéreos (depredadores y parasitoides) se utilizé
el pafo vertical (Drees & Rice, 1985; Gamundi, 1995). Las plantas de soja se golpearon con
fuerza sobre la lamina vertical (desde el extremo superior de las plantas hacia abajo) (Fig.
4.1.a.). Primero se contabilizaron y registraron los insectos que pueden volar (depredadores
adultos) y luego los estadios juveniles (Fig. 4.1.b.). En cada fecha de muestreo, se realizaron
7 muestreos por cultivar y las larvas de lepiddpteros se recolectaron y llevaron a cimara de
cria, donde se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura (24 + 2°C), HR (60%)
y fotoperiodo (14:10 h de luz:oscuridad). Se alimentaron con dieta artificial que incluia
germen de trigo, sémola y levadura nutricional entre sus ingredientes (adaptada de Poitout &
Bues, 1974), hasta la emergencia de las mariposas o de los adultos del parasitoide (Fig.
4.1.c.), los cuales fueron conservados en frascos con alcohol 70% para su posterior
determinacion taxonémica. Debido a que los muestreos a campo fueron realizados en ciclos
agricolas previos a la identificacion de S. eridania en la zona central de la provincia de Santa
Fe (Lutz et al., 2019), se incluyen dentro del complejo Spodoptera a S. cosmioides y S.
eridania.

El parasitismo aparente (%) total durante los tres ciclos agricolas evaluados se

determin6 mediante la siguiente férmula (Marston, 1980):
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P = Pe/ (We + Pe) *100
Donde:
P=Porcentaje de parasitismo
Pe= niimero de parasitoides emergidos

We= ndmero de larvas sanas

Aetenatit, A“ i IR

Figura 4.1 Uso del pafio vertical para muestreo de enemigos naturales aéreos (a), detalle de
los depredadores Geocoris sp. (adulto), Crisoperla sp. (ninfa) y Eriopis sp. (larva) (de arriba
abajo) (b) y parasitoides hospederos de lepidopteros plaga, Campoletis sp. y Copidosoma
floridanum (de izquierda a derecha) (c).

4.2.1.3 Muestreo de enemigos naturales terrestres

Para muestrear enemigos naturales de habitos terrestres o epigeos se utilizaron trampas
de caida tipo “pitfall” (Duelli et al., 1999), las cuales consisten en un recipiente de plastico
de 11,5 cm de alto, 8,9 cm de didmetro inferior y 11,9 cm de didmetro superior enterrado en
el suelo con la parte superior a ras de la superficie, de modo que, los artrépodos caen en el

recipiente contenedor (Fig. 4.2.a.). Cada recipiente fue rellenado con una solucién de acido
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acético (vinagre) al 6% y detergente como tensioactivo, con el fin de facilitar la conservacion
de los artrépodos hasta su recoleccién y evitar el escape (Fig. 4.2.b.). Los artrépodos
recolectados de cada trampa (adultos y estados inmaduros) se colocaron en frascos
debidamente rotulados, y se trasladaron al laboratorio de Sanidad Vegetal (FCA) donde se
conservaron en recipientes con alcohol al 70 % hasta su posterior identificacion.
Semanalmente se realizé el recambio del contenido de las trampas pitfall (Fig. 4.2.c.).
Durante los 3 afios evaluados, los lotes se muestrearon semanalmente durante todo el
ciclo del cultivo. Se dispusieron 7 trampas por cada cultivar de soja (Bt y No-Bt), distribuidos
al azar en el lote, segun las recomendaciones de técnicas para el manejo integrado de plagas

del cultivo de soja (Hoffmann-Campo et al., 2000; Gamundi & Sosa, 2007; Massaro, 2010).

Figura 4.2 Muestreo de enemigos naturales terrestres con trampas de caida tipo “pitfall”.
Detalles de las medidas de la trampa (a), contenido de la trampa para conservacion de
artrépodos (b), trampa de caida colocada en cultivo de soja (c).

La determinacion taxondmica de depredadores se realizd con cuadernillos de

identificaciéon entomoldgica (Molina, 2008; Navarro et al., 2009). Las muestras de los
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microhimendpteros parasitoides se enviaron al Dr. Juan José Martinez (UNLPam-
CONICET), mientras que las muestras de los dipteros parasitoides a la Dra. Maria Cecilia
Gramajo (Fundacion Miguel Lillo) para su identificacion, la cal fue realizada en base a
Whitfield et al. (1997), Wood & Zumbado (2010), Sandonato et al. (2010) y Shimbori &
Martinez (2016).

4.2.2 Analisis estadistico

Para determinar la homogeneidad de las proporciones de poblaciones de depredadores
totales en soja Bt y No-Bt se utiliz6 el test de Chi-Cuadrado (a= 0,05); ademads, se realizaron
los intervalos de confianza para el promedio de cada especie de depredador registrado durante
las evaluaciones en cada cultivar. La dindmica poblacional de depredadores aéreos y epigeos
se analiz6 mediante la prueba de Wilcoxon (Mann-Whitney) (a= 0,05). Los datos de
parasitismo aparente fueron sometidos a la prueba de Shapiro Wilks para verificar
normalidad, y como no se ajustaron a una distribucion normal, se realiz6 un andlisis no
paramétrico con el test de Kruskal Wallis (a= 0,05). Se utilizé el programa estadistico

InfoStat (Di Rienzo et al., 2014).

4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Dinamica poblacional de depredadores

Las proporciones de poblaciones de depredadores en soja Bt y No-Bt no se
diferenciaron en los tres ciclos agricolas evaluados (p=0,1803; p=0,2780 y p=0,7739 para los
ciclos 2014/2015, 2015/2016 y 2016/2017, respectivamente). En el andlisis del intervalo de
confianza de cada especie de depredador no se registraron diferencias significativas para soja

Bt y No-Bt en los tres afios evaluados (Tabla 4.1).
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Tabla 4.1 Promedio poblacional (Media + EE) de cada especie de depredador (aéreos y epigeos) registrados en Soja Bt y No-Bt durante tres ciclos

agricolas.

ACRICOE A 2014/2015 2015/2016 2016/2017

TRATAMIENTO Bt No-Bt Bt No-Bt Bt No-Bt
Lycosa sp. 25+052a | 2,86+0,63a | 1,83+0,63a 2+041 a ,6+0,5a | 2,33+1,21a
Aranas s/d total 4,71 £ 0,66 a 6,5+143a 7+153a 542 +1,08a 7+1,59a 3,44 +0,71 a
Eriopis connexa 0,21 +0,15a | 0,14+0,14a 0+0a 0,25+0,13a | 0,2+0,13a | 0,22+0,22a
Nabis sp. 1,86+£095a | 0,86+031a | 1,5+0,85a | 242+097a | 28+1,58a | 1,67+131a
Geocoris sp. 3,14+£0,51a | 35+0,72a | 3,75+1,18a | 1,67+0,64a | 24+0,76a | 1,44+£0,67 a
Orius sp. 0,14+0,1a | 0,07+0,07a | 0,08+0,08a | 0,25+0,25a | 0,2+0,13a | 0,22+0,15a
Chrysoperla sp. 0,71+0,32a | 0,93+0,35a | 0,92+0,36a | 0,33+0,26a | 04+0,22a | 0,78+0,43 a

Podisus sp. 0+0a 0,29 +0,16 a 0+0a 0+0a 0+0a 0+0a
S:;Z’:;‘ZZ 0+0a 0+0a | 0,83+075a | 067+04a | 02+02a | 022+0,15a
Labidura riparia | 0,86 £0,21 a 0,5+0,17 a 0,17+0,11a | 0,33+0,14a 0+0a 0,44+0,34 a
Myriapodos 543+224a | 443+£0,69a | 2,67+04a | 3,33+063a | 0,5+0,27a | 2,67+1,07a
Galerita collaris 1,57+0,68a | 0,86 +0,25a | 0,92+0,29a | 0,67+0,14 a 0+0a 0,33+0,17 a

Photinus sp. 0,07 +£0,07 a 0+0a 0+0a 0+0a 27+187a 0+0a

*Medias con letras iguales en la misma fila de cada ciclo agricola no tienen diferencias significativas entre si (a0 < 0,05).
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Los depredadores registrados durante los tres ciclos agricolas evaluados pertenecieron
a los 6rdenes Hemiptera, Coleoptera, Dermaptera (todos pertenecientes a la clase Insecta),
arafias (Clase Arachnida) y Myriapodos (Clase Chilopoda).

Para realizar un analisis objetivo de la fluctuacién poblacional de los depredadores, se
dividi6 esta categoria en depredadores aéreos (registrados con el pafio vertical) y
depredadores epigeos (capturados con trampas tipo pitfall).

La fluctuacion poblacional de los depredadores aéreos manifiesta un comportamiento
similar para ambos cultivares durante el ciclo agricola 2014/2015, observdndose una
disminucién del promedio poblacional de depredadores aéreos después de la aplicacion de
bifentrin + imidacloprid, efecto esperable ya que esta mezcla estd clasificada como nociva
(clase 4) para los enemigos naturales segtn la escala de la IOBC (Barroso et al., 2023).

Hacia el final del ciclo del cultivo, el nimero de predadores aéreos es
significativamente mayor en el cultivar No-Bt (W= 37 y p=0,0251; W= 36,5 y p=0,0262 en
los estados fenoldgicos Rs y Ry, respectivamente) (Fig. 4.3.a.). Geocoris sp., Chrysoperla sp.
y arafias fueron los depredadores aéreos més frecuentes, debido a la mayor cantidad de presas
durante este periodo (principalmente larvas de A. gemmatalis durante el estado reproductivo
del cultivo) (Tabla 1 del Anexo).

Respecto a los depredadores terrestres o epigeos, el cultivar Bt presentd, de forma
significativa, mayor promedio poblacional durante el periodo vegetativo del cultivo (W= 72
y p=0,105) (Fig. 4.3.b.), siendo los miridpodos y G. collaris el grupo y especie mas
numerosos, respectivamente (Tabla 1 del Anexo). Durante el estado reproductivo del cultivo,
el cultivar No-Bt registr6 mayor promedio de depredadores epigeos, respecto del cultivar Bt
(W= 31,5y p=0,047). Después de la aplicacién de bifentrin + imidacloprid, insecticidas no
selectivos de la fauna benéfica, el promedio de depredadores de suelo disminuyé en ambos

cultivares, sin registrarse diferencias significativas.

96



&
~

Depredadores aéreos (Ciclo 2014/2015)

=@==Depredadores totales aéreos Soja Bt Depredadores totales aéreos Soja No-Bt

Bifentrin + Imidacloprid 1 "

(=)

Promedio de individuos . m-!
<
7
7
2 <

Bt V6 V7 V8 VlO Rl RZ R3 R3 R4 RS RS R6 1:(7 1{7
NoBt|v, |v, |V |V, |R, |R, |R; |R, |R, |R; |R; |R;, |R, |R,

=3
=

Depredadores epigeos (Ciclo 2014/2015)

==@=Depredadores totales epigeos Soja Bt Depredadores totales epigeoss Soja No-Bt

Bifentrin + Imidacloprid 1

*

Promedio de individuos. trampa’!
W H~ L AN N

[\

LN SN N BN BN NS N NN

LN

Bt V6 V7 Vs V10 1{1 R2 R3 R3 R4 RS RS R6 l{7 117
NoBt|v, (v, |Vg [V, |R, |R, |[R; |R, |[R, |Rs [R; |R, [R, |R,

Figura 4.3 Fluctuacion poblacional de depredadores aéreos (a) y epigeos (b) en cultivos de
soja Bt y No-Bt durante el ciclo agricola 2014/2015. * indica diferencias significativas en el
nimero de depredadores entre cultivares por fecha de muestreo (Prueba de Wilcoxon, o<
0,05).
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La fluctuacién poblacional de depredadores aéreos manifiesta un comportamiento
similar para ambos cultivares durante el ciclo agricolas 2015/2016 (Fig. 4.4.a.), con
diferencias significativas en una sola fecha de muestreo durante el estado vegetativo
temprano del cultivar Bt (W= 35,5 y p=0,0396). En esta fecha, las arafias, coccinélidos y
chinches predadoras fueron los representantes mas frecuentes en el cultivar No-Bt (Tabla 1
del Anexo).

Ademads, después de la aplicacion de tiametoxam + lambdacialotrina en ambos
cultivares, se observa una disminucién temporal de la densidad poblacional de depredadores
aéreos, para luego ascender nuevamente, aunque sin diferencias significativas entre los
cultivares. Esta mezcla insecticida fue clasificada como moderadamente toxica (clase 3)
seglin la escala de efectos de insecticidas sobre enemigos naturales propuesta por la
Organizacion Internacional para el Control Bioldgico e Integrado (IOBC) (Pasini et al.,
2021). Ademas, varios trabajos confirmaron elevadas tasas de mortalidad y reducciones de
las poblaciones de depredadores hasta 24 dias después de la aplicacion de esta mezcla
insecticida (Roubos et al., 2014; Gaber et al., 2015; Pasini et al., 2021).

Los depredadores epigeos siguieron un patrén de fluctuacidon poblacional similar en
ambos cultivares durante el ciclo agricola 2015/2016, sin diferencias significativas en las

fechas de muestreo evaluadas (Fig. 4.4.b.).
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Figura 4.4 Fluctuacion poblacional de depredadores aéreos (a) y epigeos (b) en cultivos de
soja Bt y No-Bt durante el ciclo agricola 2015/2016. * indica diferencias significativas en el
nimero de depredadores entre cultivares por fecha de muestreo (Prueba de Wilcoxon, o<
0,05).
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Durante el ultimo ciclo agricola evaluado (2016/2017), no se registraron diferencias
significativas en la fluctuacién poblacional de depredadores aéreos entre ambos cultivares
(Fig. 4.5.a.). Después de la aplicacion de la mezcla de insecticidas en el cultivar No-Bt
(clorantraniliprole + abamectina), el promedio de depredadores aéreos disminuyd, al igual
que en el cultivar Bt que no fue tratado con insecticidas en este ciclo agricola. La mezcla
insecticida que se aplicada en la soja No-Bt fue clasificada como levemente dafiina (clase 1)
para los enemigos naturales segtin la escala de la IOBC (Kaya & Kececi, 2021), reflejandose
esto en la rdpida recuperacion de los niveles poblacionales de depredadores de ese afio (Fig.
4.5.a.).

Para los depredadores epigeos, no se registraron diferencias significativas en la
fluctuacion poblacional, excepto en una fecha de muestreo al final del ciclo del cultivo No-
Bt (W0 34 y p=0,0181) (Fig. 4.5.b.). En esta fecha de muestreo (8/3/2017), se observa mayor
numero de miridpodos, Labidura riparia y G. collaris en el cultivar No-Bt, con respecto al

Bt (Tabla 1 del Anexo).
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Depredadores epigeos (Ciclo 2016/2017)
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Figura 4.5 Fluctuacién poblacional de depredadores aéreos (a) y epigeos (b) en cultivos de
soja Bt y No-Bt durante el ciclo agricola 2016/2017. * indica diferencias significativas en el
nimero de depredadores entre cultivares por fecha de muestreo (Prueba de Wilcoxon, o<
0,05).

Geocoris sp. (Familia: Geocoridae) y Nabis sp. (Familia: Nabidae) fueron los
hemipteros depredadores que mayor densidad poblacional presentaron en ambos cultivares
durante los tres ciclos agricolas evaluados. Para ambas especies, después de las aplicaciones
de insecticidas, la densidad poblacional disminuyd. Sin embargo, y debido a la disponibilidad
de presas (larvas de lepidopteros, ver capitulos 2 y 3 de esta tesis), estos valores se
incrementaron posteriormente (Tabla 1 del Anexo). La respuesta numérica (incremento de
depredadores) en funcién de la abundancia respectiva de sus presas, también ha sido
reportada en otros trabajos (Madeira et al., 2022; Pons et al., 2005). Por otro lado, en el
cultivar Bt que no recibi6 aplicaciones de insecticidas (ciclo 2016/2017), las poblaciones de
Geocoris sp. y Nabis sp. se mantuvieron en valores altos durante todo el ciclo del cultivo,
comparado con los niveles registrados en ambos cultivares durante los ciclos 2014/2015 y
2015/2016, y en el cultivar No-Bt durante 2016/2017 que recibieron aplicaciones (Tabla 1
del Anexo).
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Con respecto a los demds hemipteros depredadores, Orius sp. (Familia: Anthocoridae)
y Podisus sp. (Familia Pentatomidae), tuvieron una ocurrencia esporddica, tanto en la soja Bt
como en la soja convencional durante las tres campainas agricolas evaluadas (Tabla 1 del
Anexo).

Dentro de los coledpteros, G. collaris, depredador epigeo muy activo en estado larval
y adulto, estuvo presente durante los ciclos agricolas 2014/2015 y 2015/2016, con mayor
densidad poblacional en el cultivar de soja Bt (Tabla 1 del Anexo). Mientras que Photinus
sp. (Familia: Lampyridae), predador en estado juvenil y adulto de babosas, lombrices y
caracoles (Lloyd, 2005; Lewis et al., 2020), s6lo se registré en el dltimo afo evaluado
(2016/2017). Los adultos del género Photinus son mds activos durante las noches himedas
de épocas lluviosas (Viviani, 2001), y en este ciclo agricola, los lotes de soja Bt y No-Bt
estuvieron alrededor de 20 dias sobresaturados debido a abundantes precipitaciones ocurridas
de manera puntual sobre el area rural donde se encontraba el lote de estudio. De este modo,
las condiciones climaticas particulares de este ciclo agricola explicarian la presencia del
género Photinus en los lotes de soja debido a la mayor oferta de presas, y también la ausencia
de G. collaris, predador de habito terrestre exclusivo (Tabla 1 del Anexo).

Cycloneda sanguinea L. (Familia: Coccinelidae) y Eriopis connexa Germar (Familia:
Coccinelidae), carnivoros muy voraces tanto en estado larval como adulto, fueron los
coledpteros depredadores de hébitat aéreo que se registraron durante los tres ciclos agricolas,
aunque en menor densidad poblacional (Tabla 1 del Anexo). El grupo de los coccinélidos
incluye a varias especies predadoras, preferentemente de hemipteros del suborden
Sternorrhyncha (afidos, mosca blanca, cochinillas, psilidos, entre otros) (Hodek & Hongk,
2009). Y, aunque en el cultivo de soja es poco habitual la presencia de estas especies plaga,
los coccinélidos podrian alimentarse de huevos de lepiddpteros y chinches, dcaros, trips vy,
de forma eventual, de otros insectos pequefios de cuerpo blando como larvas de lepiddpteros
o incluso hormigas. Ademads, también disponen de fuentes alternativas de alimentacién como
polen, savia y néctar (Lundgren, 2009).

Chrysoperla sp. (Familia: Crysopidae), es un género de depredadores generalistas de
amplia distribucién cuyo estado larval y adulto se caracteriza por su alta voracidad, tasa

reproductiva, movilidad y capacidad de busqueda. Tiene gran importancia en los sistemas
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agricolas ya que se alimenta de huevos, larvas neonatas, dcaros, pulgones, trips y otros
artropodos pequeios durante el estado juvenil y adulto (Carvalho & Sousa, 2002). En los
ciclos agricolas 2014/2015 y 2015/2016, la dindmica poblacional fue similar en ambos
cultivares (Bt y No-Bt), con un descenso de nimero de individuos luego de la aplicacion de
insecticidas (Tabla 1 del Anexo). En el ciclo agricola 2016/2017, C. externa estuvo presente
en el cultivar Bt durante todo el ciclo del cultivo; sin embargo, en el cultivar No-Bt los niveles
poblacionales disminuyeron después de la aplicacion de insecticidas (Tabla 1 del Anexo).
Segun investigaciones realizadas por Medina et al. (2003), las crisopas presentan cierto grado
de tolerancia a algunos insecticidas, especialmente durante las etapas de larva y pupa. Sin
embargo, exposiciones de Chrysoperla sp. a insecticidas neonicotinoides y piretroides,
principios activos aplicados en los cultivares de soja evaluados, determinaron elevada tasa
de mortalidad en los individuos expuestos (Ail-Catzim et al., 2015; Maia et al., 2016).

El resto de los depredadores registrados durante los tres ciclos agricolas en ambos
cultivares de soja fueron Labidura riparia Pallas (Clase: Insecta; Orden: Dermaptera;
Familia Labiduridae) y los quilépodos (Clase: Chilopoda), ambos de hébitos terrestre, y las
arafias (Clase: Arachnida), de hébitos aéreos y terrestres. Labidura riparia, también conocida
como “tijereta”, es cosmopolita, de habito nocturno y depredador voraz, tanto en los estadios
juveniles como en el adulto, insectos que viven en el suelo y en la superficie, incluyendo
huevos, larvas y pulgones, llegando a consumir hasta casi 3 larvas de lepidépteros al dia
(Tian et al., 2021). La dindmica poblacional de esta especie fue similar para ambos cultivares
de soja (Bt y No-Bt) durante los 3 ciclos agricolas evaluados. Sin embargo, durante el ciclo
2016/2017 no se registraron individuos desde mediados de enero hasta finales de marzo
debido a las precipitaciones en exceso que anegaron los lotes (Mishra & Dash, 1980) (Tabla
1 del Anexo).

Por otro lado, los quilépodos, denominados vulgarmente “ciempiés”, cumplen una
funciéon importante en la comunidad bidtica del suelo ya que se comportan como
depredadores generalistas. Tienen garras venenosas que les permite atrapar y envenenar a sus
presas, para luego succionarles su contenido predigerido (Bonato et al., 2021). Durante los
tres ciclos agricolas relevados, los quilépodos fueron uno de los grupos de depredadores que

presenté mayor abundancia total (Ver Capitulo 4 de esta tesis). La dindmica poblacional a
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través de las fechas muestreadas durante el ciclo del cultivo de soja fue similar en cultivo Bt
y No-Bt, excepto en el ciclo 2014/2015 donde se observé un pico poblacional promedio de
4,43 individuos por cada trampa de caida monitoreada (22/1/2015) en el cultivar Bt (Tabla 1
del Anexo). En esta fecha, si bien la cantidad de larvas en el cultivar Bt no fue elevada, la
presencia de pupas de lepiddpteros (del complejo Spodoptera) u otros insectos de suelo como
presas explicaria su abundancia.

Las araias, tanto las recolectadas a través de pafio vertical como con trampa de caida,
fueron uno de los grupos de depredadores que mayor abundancia registraron (Ver Capitulo
4 de esta tesis). Del total de arafias recolectadas, s6lo se logré realizar la determinacién del
género Lycosa sp. (Familia: Lycosidae). Con respecto a la dindmica poblacional, se observé
una reduccién considerable de arafias inmediatamente después de la aplicaciéon de
insecticidas de los ciclos 2014/2015 (imidacloprid + bifentrin) y 2016/2017
(clorantraniliprole + abamectina). Este hecho es esperable ya que, tanto bifentrin como
abamectina tienen accion sobre arafias (Alzoubi & Cobanoglu, 2007; Arregui & Puriccelli,
2019). En el ciclo 2015/2016, el nivel poblacional de arafias disminuy¢ a los 15 dias después
de la aplicacion de insecticidas, posiblemente debido a la disminucion de presas ocasionado
por el control quimico realizado (Tabla 1 del Anexo).

Las interacciones dentro de las redes tréficas influyen de manera directa en la dindmica
poblacional de los artrépodos: los organismos de un nivel tréfico determinado dependen del
nivel inferior que explotan y tienen que ajustar su ciclo para que coincida con el de su presa
o huésped (Rosenblatt, 2018). Esto provocaria, en los depredadores en este caso, una alta
dependencia de la presencia de presas, y repercutiria directamente en la dindmica poblacional
aflo tras ano (Bewick et al., 2016). De este modo, y tal como ocurrié6 durante los afios
evaluados, es esperable que los niveles poblacionales de depredadores se reduzcan luego de
las aplicaciones de insecticidas y la consecuente disminucidn de presas, ademds del efecto
letal y/o subletal que los insecticidas pueden ocasionar sobre ellos mismos.

4.3.2 Parasitismo en larvas de lepidopteros

En ambos cultivares de soja (Bt y No-Bt), se recolectaron 428 larvas de lepidopteros
durante los tres ciclos agricolas evaluados, las cuales fueron criadas en condiciones

controladas para determinar la ocurrencia de parasitismo. En el cultivar Bt, s6lo se tomaron
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muestras de larvas del complejo Spodoptera sp., constituido por Spodoptera cosmioides
(Walker), S. eridania (Stoll) y S. frugiperda (Smith) (36,68% del total de las larvas
recolectadas), inico genero presente debido a su reconocida tolerancia a la toxina CrylAc
expresada por este cultivar (Bernardi et al., 2014; Montezano et al., 2014a; Bortolotto et al.,
2015; Abbas, 2018; Machado et al., 2020). Mientras que, en el cultivar No-Bt, se recolectaron
larvas de Rachiplusia nu (Gueneé), Anticarsia gemmatalis Hiibner y del complejo
Spodoptera (20,3, 27,8 y 15,2% del total de las larvas recolectadas, respectivamente). Al
analizar el parasitismo, no se registraron diferencias significativas entre los cultivares de soja
Bt y No-Bt, para los ciclos agricolas 2014/2015 (H=2,89; p=0,0939), 2015/2016 (H=0,05;
p=0,8643) y 2016/2017 (H=0,08; p=0,6606), respectivamente (Tabla 4.2).

Tabla 4.2 Parasitismo aparente (%) (Media + EE) de larvas de lepiddpteros registrados en

Soja Bt y No-Bt durante tres ciclos agricolas.

Ciclo Tratamiento

agricola Bt No Bt

2014/2015 | 31,48+1292a 7,34 £3,62 a

2015/2016 6,39 +2,37 a 8,72+349 a

2016/2017 1,79+ 1,79 a 10,95+751 a

*Medias con letras iguales en la misma fila no tienen diferencias significativas entre si (Test:
Kruskal Wallis o< 0,05).

Taxon6micamente, se identificaron dos géneros de parasitoides pertenecientes al orden
Diptera (Voria sp. y Paradydima sp.), y seis géneros al orden Hymenoptera (Cotesia sp.,
Aleiodes sp., Colpotrochia sp., Campoletis sp., Casinaria sp.'y Copidosoma sp.) (Tabla 4.3).

La mayoria de los himenépteros registrados son endoparasitoides, koinobiontes (no
matan al huésped, permitiendo que continde su crecimiento y lo eliminan sélo cuando alcanza

su desarrollo) y solitarios, con excepcion de Copidosoma floridanum (poliembrionico). Los
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tachinidos, familia de dipteros, que le sigue al orden Hymenoptera en diversidad e
importancia ecoldgica como parasitoides, fueron clasificados como endoparasitoides
koinobiontes, con hébitos gregarios.

El parasitoide mds comiin y frecuente fue Campoletis sp., constituyendo el 25% del
total de parasitoides registrados (Fig. 4.4). Campoletis Forster, 1869 (Orden: Hymenoptera;
Familia: Ichneumonidae), es un género relativamente numeroso de la subfamilia
Campopleginae, que comprende 112 especies descritas (Riedel, 2017; Vas, 2019a; Vas,
2019b). Casi todas las especies atacan larvas de Noctuidae (Lepidoptera), constituyéndose
de esta manera un controlador biolégico de importancia en diversas plagas agricolas (Townes
& Townes, 1966). Campoletis sp. se encontrd parasitando larvas de Spodoptera sp. y A.
gemmatalis (Tabla 4.3). Fue el parasitoide mds abundante en el cultivar Bt (33,33%),
parasitando larvas de Spodoptera sp.; mientras que en el cultivar No-Bt represento el 20% de
los parasitoides encontrados, y sus huéspedes fueron larvas de Spodoptera sp. y A.

gemmatalis (Fig. 4.5).

Tabla 4.3 Especies y/o géneros de parasitoides determinados y huéspedes correspondientes.

Huéspedes
Orden Familia Especie
registrados
Voria sp. R. nu
Diptera Tachinidae
Paradidyma sp. Spodoptera sp.
_ Cotesia sp. Spodoptera sp.
Braconidae
Aleiodes brethesi R. nu

Colpotrochia sp. Spodoptera sp.

Spodoptera sp.;
. Campoletis sp.
Hymenoptera | Ichneumonidae A. gemmatalis

Spodoptera sp.;
Casinaria sp.
A. gemmatalis

Copidosoma

Encyrtidae floridanum R. nu
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Colpotrochia sp. (Orden: Hymenoptera; Familia: Ichneumonidae: Subfamilia:
Metopiinae) representd el 19% del total de parasitoides (Fig. 4.4). Este género posee
distribucién cosmopolita, y tiene mas de 60 especies descriptas (Martinez, 2008). Hay poca
informacion sobre la biologia de las especies de Colpotrochia; se menciona como sus
huéspedes a los representantes de la familia Noctuidae (Lepidoptera) y, usualmente, se las
asocia a ambientes umbrios (Townes & Townes, 1966; Yu & Horstmann, 1997; Porter, 1998;
Gauld, 2000). Berta et al. (2009) citaron por primera vez a Colpotrochia sp. en Argentina
parasitando larvas de S. eridania. En este trabajo, Colpotrochia sp. se encontr6 parasitando
larvas de Spodoptera sp., representando el 25% del parasitismo en soja Bt 'y 15 % del
parasitimo de soja No-Bt (Tabla 4.3 y Fig. 4.5).

. . Voria sp.
Copidosoma floridanum 6%

16%

Paradidyma sp.
6%

Casinaria sp. Aleiodes brethesi
16% 6%

Campoletis sp. [
25%

Figura 4.4 Proporcién (%) total de parasitoides registrados durante los tres ciclos agricolas
evaluados en el cultivo de soja (Bt + No-Bt).

Copidosoma floridanum (Orden: Hymenoptera; Familia: Encyrtidae; Subfamilia:
Encirtinae) y Casinaria sp. (Orden: Hymendptera; Familia: Ichneumonidae;

Subfamilia: Campopleginae) son las dos especies de parasitoides que siguen en importancia

107



(16% de parasitismo total) (Figura 4.4). En el caso de C. floridanum, parasitoide
multiembridnico exclusivo de lepidopteros de la subfamilia Plusiinae (Familia: Noctuidae),
sOlo fue registrado en el cultivar de Soja No-Bt parasitando larvas de R. nu, representando el
25% del total de parasitoides registrados (Fig. 4.5). Copidosoma floridanum produce una de
las progenies mds grandes entre las avispas poliembridnicas, con hasta 3000 crias emergidas
de cada huésped parasitado (Resh & Cardé, 2009). La hembra deposita un huevo diminuto
en un huevo del huésped. El huevo huésped eclosiona en 3 dias y C. floridanum entra en la
fase de proliferaciéon dando origen a miles de embriones durante el primer a cuarto estadio
del huésped. Algunos embriones experimentan morfogénesis durante este periodo y se
convierten en larvas soldado (Gordon & Strand, 2009), mientras que la mayoria de los
embriones inician sincrénicamente la morfogénesis al final del cuarto estadio de la larva
huésped. Se desarrollan en larvas reproductivas que consumen rapidamente la hemolinfa y
los 6rganos internos del huésped al final de su quinto estadio larval, pupan dentro del
exoesqueleto restante del huésped y, posteriormente, emergen como avispas adultas (Resh &

Cardé, 2009).

Proporcion de parasitoides en Soja Bt y No Bt
25
15
20
15
No Bt 10
S s
— 10
16,67
33,33
|
Bt 25,00
8,33
16,67
%
B Copidosoma floridanum W Casinaria sp. = Campoletis sp. = Colpotrochia sp.
Aleiodes brethesi u Cotesia sp. B Paradidyma sp. B Voria sp.

Figura 4.5 Proporciéon (%) de parasitoides registrados durante los tres ciclos agricolas
evaluados en el cultivo de soja Bt y No-Bt.
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Casinaria sp., parasito larvas de Spodoptera sp. en la soja Bt y larvas de A. gemmatalis
y Spodoptera sp. en soja No-Bt (Tabla 4.3), representando el 16,67 y 15% del parasitismo en
los cultivares Bt y No-Bt, respectivamente (Fig. 4.5).

La menor frecuencia de parasitismo total (6%) la registraron dos especies de
himendpteros (Aleiodes brethesi y Cotesia sp.) y dos especies de dipteros (Voria sp. 'y
Paradidyma sp.) (Figura 4.4). Aleiodes brethesi Shenefelt (Orden: Hymenoptera; Familia:
Braconidae) ataca a orugas grandes que se alimentan libremente sobre la vegetacion. Si bien
parasitan a varias especies de lepidopteros (Fortier, 2000; Delfin-Gonzalez & Wharton, 2002;
de Freitas et al., 2019), en este trabajo se la encontré parasitando larvas de R. nu en el cultivo
de soja No-Bt (Tabla 4.3), incidiendo en el 10% del parasitismo en este cultivar (Fig. 4.5).
Los individuos de A. brethesi momifican a la oruga huésped y pupan en su interior. La
“momia” estd formada por la cuticula seca de la oruga huésped que se endurece y arruga, y
estd tapizada en su interior con seda producida por la larva parasitoide. Aunque en este
trabajo s6lo constaté a A. brethesi parasitando larvas de oruga medidora en soja No-Bt,
Valverde et al. (2012) reportaron a Aleiodes laphygmae (Viereck) parasitando larvas de S.
eridania en Tucuman, por lo que podria ser factible encontrar este género parasitando orugas
del complejo Spodoptera en cultivares de soja Bt y No-Bt.

El género Cotesia (Orden: Hymenoptera; Familia: Braconidae; Subfamilia:
Microgastrinae) se registr6 parasitando larvas de Spodoptera sp. tanto en soja Bt como No-
Bt, representando el 8,33 y 5% del parasitismo de cada cultivar, respectivamente (Fig. 4.5).
Tiene una distribucion cosmopolita, y es ampliamente utilizado en control bioldgico
(Whitfield et al., 2018), utilizdndose con éxito en Diatraea saccharalis Fabricius
(Lepidoptera: Crambidae), Pieris rapae L. (Lepidoptera: Pieridae) y Lymantria dispar L.
(Lepidoptera: Erebidae) en Brasil (Parra, 2014; de Freitas et al., 2019).

Voria sp. (Orden: Diptera; Familia: Tachinidae; Subfamilia: Dexiinae) fue registrada
parasitando larvas de R. nu en soja No-Bt (Tabla 4.3), representando el 10% del parasitismo
total de este cultivar (Fig. 4.5). Si bien, no se logré determinar la especie, varios autores
coinciden en que la especie predominante en los sistemas agricolas pampeanos es Voria
ruralis Fallen, la cual fue observada parasitando larvas de R. nu, C. lesbia y S. eridania

(Molinari & Avalos, 1997; Avalos et al., 2004; Berta et al., 2009). Segtin Grant y Shepard
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(1985), las larvas de lepiddpteros parasitadas por V. ruralis consumen un 40% menos de drea
foliar de soja que larvas no parasitadas, de ahi la importancia de este género en la supresion
y control de herbivoros. Voria sp. es un endoparasitoide gregario; la hembra deposita de 1 a
8 huevos embrionados muy préximos a eclosionar en el cuerpo del huésped, preferentemente
sobre larvas de cuarto y quinto estadio. Cumplen los estados larvales dentro la oruga, y pupa
en el interior de la larva vacia del huésped dando lugar a varios adultos (Molinari & Avalos,
1997).

Paradidyma sp. (Orden: Diptera; Familia: Tachinidae; Subfamilia: Tachininae) fue
registrada parasitando larvas de Spodoptera sp. representando el 16,67% de parasitismo total
de este cultivar de soja Bt, (Fig. 4.5). Existe muy poca informacion acerca de la biologia y
comportamiento de este género de diptero parasitoide en nuestro pais. Gramajo et al. (2013),
registraron por primera vez la presencia de Paradidyma conica Townsend en Argentina, al
capturar adultos con trampas y redes de arrastre en ecosistemas naturales del Chaco semidrido
(Santiago del Estero). Ademas, es un género muy poco comun en estas latitudes, con mayor
frecuencia en el hemisferio norte (O’Hara & Wood, 2003). Y, debido a que solo se registraron
2 larvas de Spodoptera sp. parasitadas con Paradidyma sp., podrian llevarse a cabo estudios
mas exhaustivos en el futuro para estudiar la presencia y biologia de este potencial parasitoide

de plagas no objetivo de la soja Bt en la region.

Aun cuando los cultivos GM con resistencia a insectos presentan como principal
ventaja la disminucidn de las aplicaciones de insecticidas, tienen contradicciones importantes
en lo que respecta a la posibilidad de generar efectos no deseables sobre organismos no
objetivo (Tabashnik & Carriere, 2017). Por esto, desde el inicio de la comercializacién de
estos cultivares GM, se han realizados estudios sobre los efectos nocivos de las toxinas
insecticidas que expresan sobre los enemigos naturales. La evaluacion los efectos adversos
generalmente se realiza por etapas, siendo una de ellas desarrollada bajo condiciones
controladas (laboratorio). En este sentido, los resultados son disimiles ya que van desde la
no ocurrencia de efectos observables (Naranjo, 2009; Hilbeck et al., 2015; Resende et al.,
2016; Dang et al., 2017; Van Den Berg et al., 2017; Pellegrino et al., 2018; Tian et al., 2018),

hasta estudios donde se comprueban efectos nocivos como retraso del desarrollo, reduccién
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de masa corporal, cambios de comportamiento e incremento de la mortalidad en
depredadores y parasitoides (Magalhaes et al., 2015; Ndolo et al., 2018). Respecto a esto,
varios autores demostraron que los coccinélidos ingieren cantidades relativamente altas de
proteina Bt, mientras que las concentraciones detectadas en crisopas, chinches depredadoras
y arafias fueron menores (Yu et al., 2014; Romeis et al., 2019). Hilbeck et al. (1998)
registraron mayor mortalidad de Crysoperla carnea (Stephens) cuando la fuente de alimento
de la presa eran plantas de maiz transgénico (CrylAb), planteando por primera vez la
discusion acerca del dafo potencial que pueden ocasionar los cultivos Bt sobre los enemigos
naturales. Sharma et al. (2007) detectaron reduccién en el peso y fecundidad de los adultos,
y un periodo mds prolongado de la etapa larvaria de Campoletis chlorideae Uchnida
desarrolladas sobre orugas de Helicoverpa armigera que consumieron hojas de algodén Bt,
mientras que, otros autores detectaron reduccion del tamafio del adulto del braconido Cotesia
marginiventris cuando se desarrollo sobre larvas de S. frugiperda alimentadas con maiz Bt
(Ramirez-Romero et al., 2007).

Ademads, la proteina del cultivar Bt puede producir cambios en el comportamiento
alimentario de los enemigos naturales, tal como ocurri6 con Podisus nigrispinus (Dallas) que
prefirié alimentarse de larvas de S. frugiperda criadas sobre maiz no transgénico, las cuales
presentaban mayor tamafio comparadas a las alimentadas con maiz Bt (Vilela et al., 2014).
En este mismo sentido, se ha demostrado que los parasitoides pueden percibir a los insectos
herbivoros que se alimentan de plantas Bt como presas de mala calidad, prefiriendo a aquellos
huéspedes alimentados con plantas no transgénicas (Steinbrecher, 2004).

Los depredadores de hébito terrestre pueden estar expuestos a las toxinas Bt, a través
de los exudados de las raices o restos de descomposicion de las plantas y, dado que la toxina
Bt se adhiere a las particulas del suelo y persiste en la rizosfera, corren mayor riesgo al estar
en contacto con las toxinas (Liu et al., 2018; Miethling-Graff et al., 2010). Sin embargo, se
han detectado efectos nocivos insignificantes o nulos de las toxinas Bt en los organismos que
habitan el suelo (Escher et al., 2000; Saxena & Stotzky, 2001; Yaqoob et al., 2016).
Manachini et al. (1999) y Curis et al. (2019) no registraron diferencias significativas en los

niveles poblacionales de cardbidos en cultivos de maices Bt.
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Igualmente, aunque las evaluaciones de laboratorio determinen un bajo riesgo de los
cultivos Bt sobre los enemigos naturales, los organismos reguladores requieren estudios de
campo que permitan corroborar esta prediccion, y aqui las condiciones pueden presentar
mayor complejidad ecoldgica (Garcia-Alonso, 2010; Romeis et al. 2011). En este sentido,
varios autores reportaron poblaciones disminuidas de depredadores y parasitoides en diversos
cultivos GM con resistencia a insectos (Men et al., 2004; Daly & Buntin, 2005; Pilcher et al.,
2005; Whitehouse et al., 2005). Sin embargo, también hay trabajos y revisiones cientificas
cuantitativas que han concluido que los efectos no deseados de los cultivos Bt sobre los
organismos benéficos en condiciones de campo son minimos e insignificantes, especialmente
en comparacién con el impacto negativo que genera el control de plagas con insecticidas
sintéticos, posicionando a los cultivos Bt como una herramienta de manejo de plagas
compatible y complementaria con la conservacion de los enemigos naturales (Tian et al.,
2018; Romeis et al., 2019).

Durante los ciclos agricolas estudiados en esta tesis, la poblacién promedio de
depredadores aéreos tuvo un comportamiento similar durante todo el ciclo del cultivo,
excepto en los ciclos 2014/2015 y 2015/2016 donde se registraron mayores niveles
poblacionales durante el periodo reproductivo (Rs y R7) y vegetativo (Ve), respectivamente.
Mientras que en los depredadores epigeos, si bien las fluctuaciones poblacionales fueron
similares entre los cultivares, en el ciclo 2014/2015 se registré mayor densidad en el cultivar
Bt durante R y en el cultivar No-Bt durante R»; en el altimo afio evaluado (ciclo 2016/2017),
el cultivar No-Bt presentd significativamente mayor densidad de depredadores terrestres
hacia Re del cultivo. La disponibilidad de presas en el cultivar No-Bt y la presencia de larvas
del género Spodoptera, tolerantes a la tecnologia Bt, permitieron el desarrollo de enemigos
naturales tanto de depredadores (aéreos y epigeos) como de parasitoides especificos de estas
especies de lepidopteros. La expresion de la toxina CrylAc por el cultivo de soja no
repercutié en el parasitismo de larvas de lepidépteros, siendo los parasitoides registrados en
el cultivo Bt los especificos de lepidopteros no objetivo de la tecnologia.

Adicionalmente, el uso de insecticidas para el control de especies no blanco de la
tecnologia (chinches) también influy6 en la dindmica poblacional de los enemigos naturales

asociados al cultivo mediante la mortalidad de los mismos y de sus presas.
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5. Capitulo 4

Impacto de la soja transgénica Bt sobre la abundancia y
diversidad de artrépodos asociados al cultivo
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5.1 INTRODUCCION

Los cambios en el sistema de produccién agricola originados a través de la
incorporaciéon de nuevas tecnologias, como los cultivos genéticamente modificados (GM)
con protecciéon a insectos, pueden impactar de manera directa sobre la abundancia y
diversidad de herbivoros, insectos de suelo y enemigos naturales. Aunque la soja Bt que
expresa la proteina CrylAc es especifica para lepidépteros (Yu er al., 2011), existe
preocupacion sobre la seguridad de los cultivos Bt y el posible efecto de éstos en las
comunidades de artrépodos no objetivo que estdn expuestos a las toxinas Bt (Yu et al., 2014;
Fan et al., 2019).

Las comunidades de artrépodos constituyen una parte fundamental de los ecosistemas
naturales y son importantes para el mantenimiento de funciones ecoldgicas de los sistemas
agricolas, como la polinizacién, el control de plagas, la descomposicion de residuos
bioldgicos, el mantenimiento de la humedad y la temperatura del suelo (Hilbeck & Schmidt,
2006). De acuerdo a esto, los artrépodos se pueden ordenar en diferentes grupos funcionales,
segtn la afinidad taxonémica y el rol ecoldgico que ejercen en el ecosistema (Wilson, 1999).
La clasificacién mds comin, segun los hébitos alimentarios, contempla a los depredadores,
parasitoides, polinizadores, detritivoros y herbivoros (Frizzas et al., 2018). Los depredadores
se alimentan de insectos plaga en entornos agricolas, ayudando a reducir su nimero de
manera considerable (Meissle et al., 2005).

Con la supuesta reduccion de la aplicacion de insecticidas de amplio espectro en los
cultivos GM con protecciéon a insectos, es esperable que la abundancia de artrépodos
benéficos sea mayor en este tipo de cultivos, sobre todo de aquellos que son generalistas
como los depredadores, que pueden alimentarse de especies no objetivo de la tecnologia
(Shelton et al., 2002; Naranjo, 2005). Los depredadores mas frecuentes en los agrosistemas
son las aranas (Clase: Araneae), e insectos dipteros, hemipteros y coledpteros (Naranjo, 2005;
Ponsard et al., 2002). Los parasitoides son artrépodos que parasitan a otros organismos, por
ejemplo, poniendo huevos encima o dentro de sus huéspedes. Al igual que los depredadores,
los parasitoides son valiosos en los agrosistemas ya que pueden parasitar plagas de insectos
econdmicamente importantes y reducir su nimero, siendo los himendpteros (orden) y los

tachinidos (familia del orden Diptera) los mas comunes (Wolfenbarger et al., 2008). Otros
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artrépodos actian como polinizadores al transferir polen desde las anteras al estigma de una
misma especie, siendo Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) la especie polinizadora més
importante a nivel mundial (Breeze et al., 2011; Shivashankara et al., 2016). Por otro lado,
los artrépodos detritivoros, intervienen en la degradaciéon de materiales orgdnicos,
contribuyendo a la descomposicion y reciclado de nutrientes, mejorando las propiedades
fisicas y quimicas del suelo; y, debido a que comparten el ambiente edafico con los cultivos,
es probable que se vean afectados por las practicas agronémicas, entre ellas las de manejo de
plagas (Bitzer et al., 2005). Y, por ultimo, se encuentran los artrépodos herbivoros que se
alimentan de material vegetal, considerdndose especies plagas cuando ocasionan dafios
directos (consumo de estructuras reproductivas) e indirectos (defoliacién, transmision de
enfermedades, etc.) que repercuten negativamente en la calidad y/o rendimiento del cultivo
(Wolfenbarger et al., 2008).

La diversidad de las comunidades de artropodos presentes en un ecosistema puede
medirse y refleja la complejidad y la estructura del sistema en cuestion, es decir, determina
la relacion existente entre los organismos y el medio ambiente, e identifica la presencia de
especies dominantes y de especies raras o menos frecuentes (Pecenko, 1982; Thomas &
Marshall, 1999). Estas tultimas, por su escasa representatividad en la comunidad, son més
sensibles a las perturbaciones ambientales. Por lo tanto, los cambios en la diversidad, ya sea
en el nimero de especies, en la distribucién de la abundancia de las especies o en la
dominancia, indican procesos que estarian empobreciendo o enriqueciendo la comunidad
(Moreno, 2000; Dutton et al., 2002).

Para medir y monitorear los efectos de las actividades humanas sobre la diversidad
local, se recomienda separar la diversidad en componentes alfa y beta (Whittaker, 1972;
Halffter, 1998). La diversidad alfa (a) es la riqueza de especies de una comunidad particular
considerada homogénea, y estd influenciada por las interacciones entre las poblaciones
(competencia interespecifica, principalmente) y los factores ambientales locales (Halffter &
Moreno, 2005); la diversidad beta () es el grado de cambio o reemplazo en la composicioén
de especies entre diferentes comunidades en un paisaje (Whittaker, 1972). Asi, el uso de

indices refleja la diversidad de un ecosistema, y resume gran cantidad de informacién en un
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solo valor, permitiendo la comparacién de forma rapida entre distintos habitats o dentro de
un mismo hébitat a través del tiempo (Moreno, 2000).

Varios son los trabajos que aseguran que los cultivos Bt (maiz, algodén, soja) no
afectan la diversidad y abundancia de enemigos naturales (Curis, 2014; Yu et al., 2014;
Marques et al., 2017; Kaur et al., 2021). Es mds, Wu y Guo (2005) y Lu et al. (2012),
consideran que las poblaciones de insectos benéficos podrian incrementarse
significativamente en los cultivos Bt debido a la disminucidn de la aplicacion de insecticidas
no selectivos y, de este modo, mejoraria el control natural en condiciones de campo (Yu et
al., 2011). Sin embargo, otros autores sostienen que los cultivos que expresan la proteina
insecticida Bt podrian causar efectos subletales en la comunidad de insectos benéficos debido
a la calidad sub6ptima de las presas y huéspedes, o a la escasez de los mismos (Groot &
Dicke, 2002; Pinheiro & de Faria, 2020). Esto podria ser una preocupacion razonable para
los parasitoides especialistas, que no pueden desarrollarse sobre huéspedes alternativos
(como si ocurre con los depredadores).

Ademads, los organismos que no son objetivo de la tecnologia transgénica, como las
especies del complejo Spodoptera o las chinches en el caso de la soja Bt, pueden modificar
los indices de abundancia (Yu et al., 2011). De acuerdo a lo mencionado anteriormente, el
objetivo de este capitulo fue evaluar el impacto de la soja Bt sobre la abundancia y diversidad

de las poblaciones de artrépodos asociados al cultivo.

5.2 MATERIALES Y METODOS

5.2.1 Cultivares y ubicacion de lotes

Los lotes (ubicacion) y cultivares de soja convencional y Bt (variedades y manejo
fitosanitario) sobre los cuales se realiz6 el monitoreo semanal de depredadores y parasitismo,
durante los ciclos agricolas 2014/2015, 2015/2016 y 2016/2017, son los mismos que se
describieron en la seccion 2.2.2.1 de esta tesis (capitulo 2).
5.2.2 Muestreo de artrépodos

Para el muestreo de artropodos aéreos (orugas defoliadoras, chinches y enemigos
naturales depredadores) se utiliz6 el paio vertical (Drees & Rice, 1985; Gamundi, 1995). Las

plantas de soja se golpearon con fuerza sobre la ldmina vertical (desde el extremo superior
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de las plantas hacia abajo), y se recolectaron los artrépodos que caian al tubo (Figura 5.1.a).
Primero se registraron los insectos que pueden volar (chinches y depredadores adultos) y
después las orugas (Figura 5.1.b. y c). Se contabilizaron y registraron los artrépodos plaga y
enemigos naturales depredadores presentes en cada sitio de muestreo (Figura 5.1.d). Las
larvas se recolectaron y llevaron a cdmara de cria, donde se mantuvieron en condiciones
controladas de temperatura (24 + 2 °C), HR (60 %) y fotoperiodo (14:10 h de luz:oscuridad).
Se alimentaron con dieta artificial, adaptada de Poitout y Bues (1974), hasta la emergencia
de las mariposas o de los adultos del parasitoide, los cuales fueron conservados en frascos
con alcohol 70 % para su posterior determinacidn taxondmica.

Para el muestreo de artrépodos de suelo se utilizaron trampas pitfall descriptas en el

capitulo anterior.

Figura 5.1 Uso del pafio vertical para muestreo de artropodos aéreos (a), detalle de chinches
(b) y orugas en el paiio; (c) planilla de campo para el registro de artrépodos muestreados.

Los artropodos recolectados de cada trampa se colocaron en frascos debidamente
rotulados, y se trasladaron al laboratorio de Sanidad Vegetal (FCA) donde se conservaron en

recipientes con alcohol al 70 % hasta su posterior identificacion.
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Durante el ciclo del cultivo y segtin recomendaciones técnicas mencionadas en los
capitulos anteriores, los lotes se muestrearon con frecuencia semanal. Por cada cultivar de
soja (Bt y No-Bt) se dispusieron 7 trampas, distribuidos al azar en el lote. El recambio del

contenido de las trampas pitfall se realizé semanalmente.

5.2.3 Estructura de la comunidad de artrépodos asociados al cultivo de soja

Los artrépodos recolectados a través de los muestreos semanales en los ciclos agricolas
2014/2015, 2015/2016 y 2016/2017 se clasificaron en grupos funcionales segtin sus habitos
alimenticios: herbivoros (orugas objetivo y no objetivo de la tecnologia Bt, complejo de
chinches, coledpteros fit6fagos, ortdpteros fit6fagos), depredadores, parasitoides vy
detritivoros. El andlisis de la estructura de las comunidades se realiz6 a nivel de familia. Sin
embargo, dentro de las familias fue posible, en algunos casos, determinar a los individuos a
nivel de género o especie.

La determinacién taxondmica de depredadores se realiz6 mediante cuadernillos de
identificaciéon entomoldgica (Molina, 2008; Navarro et al., 2009). Las muestras de
parasitoides se enviaron al Dr. Juan José Martinez (UNLPam; CONICET) y a la Dra. Maria
Cecilia Gramajo (Fundacion Miguel Lillo) para su identificacion, la cual fue realizada de
acuerdo a Whitfield ef al. (1997), Wood & Zumbado (2010), Sandonato et al. (2010) y
Shimbori & Martinez (2016).

5.2.4 Analisis de datos

5.2.4.1 Abundancia relativa y Abundancia total anual
A partir de los artrépodos muestreados con ambos métodos (pafio vertical y trampas de

caida) se confeccionaron graficos de abundancia relativa (%) segun grupo funcional y
abundancia total anual segun las especies de cada grupo funcional para los cultivos de soja
Bt y No-Bt, incluyendo los tres ciclos agricolas evaluados. Para determinar diferencias de
abundancias anuales totales entre las especies presentes en los cultivares Bt y No-Bt durante
los tres ciclos agricolas evaluados, se realizé la prueba t de Student para muestras
independientes (a=0,05). La abundancia total anual de parasitoides se analizé mediante la
prueba de Wilcoxon (Mann-Whitney) (a=0,05). Se utilizé el programa estadistico InfoStat
(D1 Rienzo et al., 2014).
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5.2.4.2 Indices de diversidad
Los indices de diversidad alfa y beta se determinaron de acuerdo al género y especie

y/o grupo de artrépodos (arafias y quilépodos) muestreados con ambos métodos (pafio
vertical y trampa pitfall) durante los tres ciclos agricolas evaluados.
Diversidad alfa

a) Riqueza especifica (S): es la forma mas sencilla de medir la

biodiversidad, ya que se basa tinicamente en el nimero de especies presentes, sin
tomar en cuenta la importancia de las mismas (Begon et al., 2006).
Riqueza especifica (S) = Niumero total de especies

obtenidas en el muestreo.

b) Diversidad de Shannon-Wiener (H): mide el grado promedio de
incertidumbre en predecir a qué especie pertenecerd un individuo escogido al azar de
una muestra S de especies y N individuos (Peet, 1974; Magurran, 1988). Asume que
los individuos son seleccionados al azar y que todas las especies estan representadas
en la muestra. Por lo tanto, serd igual a cero cuando la muestra contenga una sola
especie (menor diversidad), y serd méiximo cuando todas las especies estén
representadas por el mismo ndmero de individuos, o sea, cuando la comunidad tenga
una distribucién de abundancia perfectamente equitativa (Magurran, 1988). Se
calcula segtin la siguiente férmula:

(H) = -X pi In (pi)
Donde:

pi: es la proporcidn de individuos representados por la especie i.

c) Indice de diversidad de Simpson (D): Este indice describe la

probabilidad de que los individuos de una comunidad pertenezcan a la misma especie.
También se conoce como medida de dominancia o uniformidad, ya que estd influido
por la importancia de las especies mds dominantes (Magurran, 2021). La diversidad
de Simpson puede calcularse como:
A=) pi2
Donde:
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pi = es la abundancia proporcional de la especie i, es decir, el nimero de individuos de
la especie 1 dividido por el nimero total de individuos de la muestra.

Los valores de A varian de O a 1, entre nula y mdxima dominancia de especies en la
comunidad (Moreno, 2000). Es decir, cuanto mas se acerca el valor de este indice a la unidad,
existe una mayor posibilidad de dominancia de una especie y de una poblacién; y cuanto mas
se acerque el valor de este indice a cero mayor es la biodiversidad de un hébitat. Dado que
esta interpretacion es un poco contradictoria, el indice de diversidad de Simpson (a veces
llamado indice de dominancia), frecuentemente se calcula como 1 — D. Cuanto mayor sea el
valor de este indice, mayor serd la diversidad de especies.

d) Indice de Equidad de Pielou (J): mide la proporcién de la diversidad

observada con relacién a la méxima diversidad esperada. Los valores del indice van
de 0 a 1, donde 1 indica uniformidad completa (Magurran, 2021), y se calcula de la

siguiente manera:

JoH__H
" Hmax InS
Diversidad beta
a) Indice de reemplazo de especies de Whittaker (Bw): mide el reemplazo

de especies entre dos comunidades diferentes. Este indice ha probado ser el mds
robusto para medir el reemplazo entre comunidades (Wilson & Schmida, 1984;

Magurran, 1988). Se calcula mediante:

Spromedio
Donde:
Sc= ntmero de especies total en el conjunto de muestras
S promedio= nimero promedio de especies en las muestras.
Este indice mide el cambio o reemplazo de especies entre dos comunidades, en este
caso los cultivos de soja Bt y No-Bt. El valor de este indice varia entre 0, cuando el promedio

de especies de dos comunidades es idéntico entre si, y 1 cuando son completamente diferentes

(Moreno & Halffter, 2001).
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Los valores de los indices de diversidad alfa y beta se calcularon con el software PAST
(Hammer et al., 2001), para cada fecha de muestreo. Los indices estuvieron sujetos a andlisis
de normalidad con prueba de Shapiro-Wilks, y se utiliz6 el test no paramétrico de Kruskall
Wallis para determinar la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos. Se

utiliz6 el programa estadistico InfoStat (D1 Rienzo et al., 2014).

5.3 RESULTADOS Y DISCUSION
5.3.1 Estructura de la comunidad de artrépodos asociados al cultivo de soja

La estructura de las comunidades se analizé a nivel grupos funcionales segtin hdbitos
alimenticios, y de los 4304 artr6podos muestreados, 2170 fueron herbivoros, 1348
depredadores, 39 parasitoides y 677 detritivoros. Los herbivoros fueron el grupo mas diverso
de artrépodos (18 especies), mientras que los depredadores y parasitoides contabilizaron 13
y 6 especies, respectivamente. Se registraron sélo 3 especies de artrépodos detritivoros

(Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Clasificacion de los artrépodos asociados al cultivo de soja segiin grupo funcional

y total de individuos muestreados.

N° total de
Grupo
Orden Familia Especie individuos
funcional
muestreados
Orugas Erebidae Anticarsia gemmatalis 285
Lepidoptera
objetivo Bt Noctuidae Rachiplusia nu 150
Orugas no ) .
Lepidoptera | Noctuidae Spodoptera sp. 186
objetivo Bt
Edessa meditabunda 192
Complejo de Nezara viridula 74
Hemiptera Pentatomidae
chinches Diceraeus furcatus 60
Piezodorus guiildini 70
Coleoptera | Chrysomelidae | Megascelis sp. 378
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Diabrotica sp. 13
Coleopteros Scarabaeidae | Cyclocephala sp. 39
fitofagos Diloboderus abderus 50
Elateridae Conoderus sp. 16
Acrididae Tucuras 342
Ortopteros Anurogryllus muticus 205
Orthoptera | Gryllidae
fitéfagos Gryllus argentinus 86
Gryllotalpidae | Scapteriscus sp. 24
Lycosidae Lycosa sp. 159
Araneae
sd. sd. 408
Cycloneda sanguinea 22
Coccinellidae
Eriopis connexa 13
Coleoptera
Carabidae Galerita collaris 56
Lampyridae Photinus sp. 28
Depredadores Nabidae Nabis sp. 138
Geocoridae Geocoris sp. 192
Hemiptera
Anthocoridae | Orius sp. 11
Pentatomidae | Podisus sp. 4
Neuroptera | Chrysopidae Chrysoperla externa 49
Dermaptera | Labuduridae Labidura riparia 29
Quilopoda Ciempiés 239
Voria sp. 3
Diptera Tachinidae
Paradidyma sp. 3
Cotesia sp. 3
Braconidae
Parasitoides Aleiodes brethesi 4
Hymenoptera Colpotrochia sp. 4
Ichneumonidae | Campoletis sp. 10
Casinaria sp. 6
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Copidosoma

Encyrtidae Sfloridanum 6
Ontherus sulcator 539
Coleoptera | Scarabaeidae
Detritivoros Phanaeus milon 138
Blattodea Cucarachas 67
Otros Isopoda Armadillidiidae | Armadillidium vulgare 3
TOTAL 4304

Referencia: sd. = Sin identificar

5.3.2 Abundancia relativa de artrépodos en cultivos de soja Bt y No-Bt
Para determinar la abundancia relativa (%), los artropodos recolectados durante los 3

aflos de muestreo se agruparon en 9 grupos funcionales (Fig. 5.2.a.b. y c.).

En los tres ciclos agricolas (2014/2015, 2015/2016 y 2016/2017), los depredadores
constituyen el grupo funcional con mayor abundancia relativa tanto en el cultivo de soja Bt
(29,45%; 40% y 35,76%) como en el de soja No-Bt (31%; 29,84% y 25%) (Fig. 5.2. a. b.y
c.). Los restantes grupos funcionales tuvieron cada afio abundancias diferentes. En el ciclo
agricola 2014/2015, los grupos funcionales predominantes fueron los detritivoros en soja Bt
(28,5%), las orugas objetivo en soja No-Bt (20,6%) y los ortopteros tanto en soja Bt (18,5%)
como en soja No-Bt (17,2%) (Fig. 5.2.a). En la campafia 2015/2016, los coledpteros fitéfagos
fueron el grupo funcional mds importante en soja Bt (20,43%) y No-Bt (16,78%), seguidos
por las orugas objetivo en soja No-Bt (16,21%) y el complejo de chinches en soja No-Bt
(14,78%) (Fig. 5.2.b.). Mientras que en la campafia 2016/2017, la abundancia fue homogénea

entre los grupos funcionales (Fig. 5.2.c).
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Abundancia relativa (Ciclo 2014/2015)

3 = Orugas objetivo BT
Orugas objetivo NO BT
30 = Orugas no objetivo BT
Orugas no objetivo NO BT
< Complejo de chinches BT
é 25 Complejo de chinches NO BT
§ = Coledpteros Fitéfagos BT
E 20 Coledpteros Fitéfagos NO BT
L = Detritivoros BT
S = Detritivoros NO BT
:«,—é 15 = Ortdpteros BT
'g Ort6pteros NO BT
B = Predadores BT
< 10 = Predadores NO BT
= Parasitoides BT
s = Parasitoides NO BT
= Otros BT
I = Otros NO BT
0 — .
c) Abundancia relativa (Ciclo 2016/2017)
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® Orugas objetivo BT
35 Orugas objetivo NO BT
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c) Abundancia relativa (Ciclo 2016/2017)
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Parasitoides NO BT
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m Otros NO BT
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Figura 5.2 Abundancia relativa (%) de grupos funcionales de artrépodos en cultivos de soja
Bt y No-Bt. Ciclos agricolas 2014/2015 (a), 2015/2016 (b) y 2016/2017 (c).

A continuacién, se detalla la abundancia de las especies que integran cada grupo

funcional para los tres ciclos agricolas evaluados.

5.3.2.1 Orugas objetivo de la tecnologia Bt

Anticarsia gemmatalis y Rachiplusia nu, plagas clave del cultivo de soja en nuestro
pais, se incluyen en este grupo funcional.

En los tres anos, A. gemmatalis tuvo una mayor abundancia en los cultivos de soja No-
Bt (T=-0,14 y p=0,0022; T=-5,8 y p=0,0001; T=-4,07 y p=0,0001, para los ciclos agricolas
201472015, 2015/2016 y 2016/2017, respectivamente), comportamiento también observado
en R. nu (T=-6,24 y p= 0,0001; T=-3,76 y p= 0,0003; T=-2,08 y p= 0,0406 para los tres

ciclos agricolas, respectivamente) (Figura 5.3).
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Abundancia total anual de orugas objetivo de la tecnologia Bt

B R. nu Soja BT R. nu Soja NO BT " A. gemmatalis Soja BT A. gemmatalis Soja NO BT
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Figura 5.3 Abundancia total anual de orugas objetivo de la tecnologia Bt en cultivos de soja
Bt y No-Bt durante los ciclos agricolas evaluados. Letras distintas indican diferencias
significativas entre los tratamientos (Bt y No-Bt) para cada especie de artrépodo (R. nu y A.
gemmatalis) en cada ciclo agricola evaluado (Test: Prueba t, a< 0,05).

Ambas especies causan dafios de igual magnitud al alimentarse del tejido foliar de la
planta de soja, siendo la oruga medidora de aparicion mds temprana (Igarzabal, 2014). Si
bien A. gemmatalis es mas comun de encontrar en el norte de la provincia de Santa Fe (Sosa,
1991), desde hace algunos afios se viene observando mayor frecuencia de aparicioén en la
zona nucleo, tal cual se ocurrié durante los tres ciclos agricolas evaluados, presentando un
adelanto en el pico poblacional y llegando a niveles poblacionales elevados durante el
periodo més critico del cultivo (Perotti & Gamundi, 2009).

Los individuos de R. nu y A. gemmatalis registrados en el cultivar de soja Bt en los tres
ciclos agricolas correspondieron a larvas neonatas, las cuales no llegaron a consumir tejido
foliar en cantidad suficiente para alcanzar la concentracion letal de la toxina CrylAc

expresada por el cultivar Bt (Bel et al., 2017).
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5.3.2.2 Orugas no objetivo de la tecnologia Bt
En este grupo funcional se incluyeron las tres especies del género Spodoptera

(Spodoptera cosmioides, S.a eridania y S. frugiperda), todas con comprobada tolerancia a la
toxina CrylAc (Bernardi et al., 2014). La determinacién taxonémica de S. eridania y primer
reporte en la zona central de Santa Fe fue posterior a la realizacién de los ensayos de campo
(Lutz et al., 2019), y debido a que las tres especies se comportan de manera similar con
respecto a su hdbito alimenticio (las larvas se alimentan de las hojas durante la etapa
vegetativa de la soja, pero tienen preferencia por flores y vainas en las etapas reproductivas,
lo que puede resultar en pérdidas significativas de rendimiento), nos referiremos a estas

especies como “complejo Spodoptera”.

Abundancia total anual de orugas no objetivo de la tecnologia Bt
B Spodoptera sp. Soja BT Spodoptera sp. Soja NO BT
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Figura 5.4 Abundancia total anual de orugas no objetivo de la tecnologia Bt en cultivos de
soja Bt y No-Bt durante los ciclos agricolas evaluados. Letras distintas indican diferencias
significativas entre los tratamientos (Bt y No-Bt) para cada ciclo agricola evaluado (Test:
Prueba t, 0<0,05).

Si bien en las tres campafas agricolas estudiadas las especies no objetivo registran

mayor poblacién en el cultivar Bt, s6lo hay diferencias significativas en el ciclo agricola
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2016/2017, siendo Spodoptera sp. un 65% més abundante en el cultivar Bt (T= 1,98 y p=
0,05) (Fig. 5.4).

5.3.2.3 Complejo de chinches

El grupo funcional “complejo de chinches” incluye a las cuatro especies mas
abundantes en el cultivo de soja en Argentina: Edessa meditabunda, Nezara viridula,
Diceraeus furcatus y Piezodorus guildinii, y representan el 9,2% de la totalidad de los
artrépodos muestreados. Sobre un total de 396 chinches muestreadas durante los tres afios de
ensayos de campo, E. meditabunda represent6 el 48,48%, N. viridula el 18,68%, D. furcatus
el 15,15% y P. guildinii el 17,67% de la abundancia total de chinches. Edessa meditabunda
fue la especie mds abundante registrada en los tres afios, tanto en soja Bt como en soja No-
Bt, aunque no se registraron diferencias significativas entre los cultivares (T= -1,09 y p=
0,2757; T=-1,29 y p= 0,1994; T= -1 y p= 0,3175, para los ciclos agricolas 2014/2015,
2015/2016 y 2016/2017, respectivamente) (Fig. 5.5). Ademas, es la tnica representante del
complejo de chinches que tuvo mayor abundancia en el cultivar Bt durante todos los afios de
estudio. El resto de las especies de chinches se comportaron de manera diferente cada afio
evaluado. Piezodorus guildinii registr6 una abundancia significativamente mayor en el
cultivar No-Bt del ciclo agricola 2015/2016 (T=-2,27 y p=0,0251), mientras que los ciclos
agricolas restantes no hubo diferencias entre ambos cultivares (T= 1,5y p=0,1352; T=0,13
y p= 0,8939 para los ciclos agricolas 2014/2015 y 2016/2017, respectivamente) (Fig. 5.5).
Diceraeus furcatus 'y N. viridula no presentaron diferencias significativas en la abundancia
total anual entre los cultivares (T=-0,18 y p= 0,8557; T=-0,37 y p=0,7098; T=-0,59 y p=
0,555 en D. furcatus; T= 0,45y p=0,6515; T=-1,7 y p=0,0927; T=-0,65 y p=0,5195 en N.
viridula, para los ciclos agricolas 2014/2015, 2015/2016 y 2016/2017, respectivamente) (Fig.
5.5).

128



Abundancia total anual del complejo de chinches
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Figura 5.5 Abundancia total anual del complejo de chinches en cultivos de soja Bt y No-Bt
durante los ciclos agricolas evaluados. Letras distintas indican diferencias significativas entre
los tratamientos (Bt y No-Bt) para cada especie de artrépodo (E. meditabunda, N. viridula,
D. furcatus y P. guildinii) en cada ciclo agricola evaluado (Test: Prueba t, a< 0,05).

Las chinches fitéfagas son plagas clave del cultivo de soja durante la etapa reproductiva
y, como consecuencia de los cambios ocurridos desde hace varios afios en el sistema
productivo (siembra directa, modificaciones en el espaciamiento entre surcos, eleccion de
grupos de madurez y cultivares, etc.), la abundancia relativa de las diferentes especies de
hemipteros se ha modificado en grado diferente segin las distintas dreas geogréficas
(Gamundi & Sosa, 2007). En general, desde principios de los afios “70 y hasta 1995, la
especie predominante fue N. viridula. Segin Gamundi et al. (2007), cerca de 80% de la
poblacion de chinches del sur de Santa Fe estaba constituido por N. viridula y P. guildinii en
proporciones similares, mientras que en la region norte de Santa Fe la especie predominante
era P. guildinii. Y en la region centro de Santa Fe, la especie de mayor importancia era P.
guildinii, seguida por E. meditabunda (Frana et al., 2006). En este sentido, Liljesthrom et al.

(2014) afirman que la presencia de parasitoides especificos de los estados inmaduros y adulto
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de N. viridula (Trichopoda. giacomelli) y parasitoides o6fagos de pentatdmidos (Telenomus
podisi 'y Trissolcus urichi) podrian explicar la disminucién de la densidad poblacional de la
chinche verde y el incremento de P. guildinii en los cultivos de soja de nuestro pais, la cual
sOlo es atacada por parasitoides de huevos.

Durante el periodo reproductivo del cultivo de soja, las estructuras reproductivas se
tornan nutricionalmente adecuadas para el desarrollo de las chinches (Panizzi & Vivan,
1997), y es esperable que su poblacién se incremente durante el llenado de granos, como
ocurrié durante los tres ciclos agricolas evaluados (Capitulo 2).

La mayor abundancia de E. meditabunda registrada en ambos tipos de cultivares (Bt y
No-Bt) durante los tres ciclos agricolas evaluados en este trabajo, podria estar relacionada
con las caracteristicas del hdbito alimenticio de esta especie, que puede alimentarse de tallos
de soja y hojas, situacidén que no ocurre con las otras especies del complejo de chinches que
prefieren estructuras reproductivas (Smaniotto & Panizzi, 2015; Panizzi et al., 2022).
Ademads, el estilete mds corto que presenta E. meditabunda con respecto a las otras especies
de chinches fit6fagas, explica la dificultad para alimentarse de semillas (ésta queda fuera de

su alcance debido a que estdn protegidas por la vaina) (Panizzi, 2000).

5.3.2.4 Coleopteros fitofagos

Este grupo funcional incluye tres familias diferentes de coledpteros, todas con
comportamiento fitéfago: Chrysomelidae (Megascelis sp. y Diabrotica sp.), Scarabaeidae
(Ciclocephala sp. y Diloboderus abderus Storm) y Elateridae (Conoderus sp.). Sobre un total
de 496 individuos de coledpteros herbivoros muestreados durante los tres ciclos agricolas
evaluados, el 76,2% correspondié a Megascelis sp., siendo la especie mas abundante en todos
los ciclos agricolas, registrando diferencia significativa entre los cultivares sé6lo el primer
ciclo evaluado (T= 3,33 y p=0,0011; T=-0,37 y p=0,7104; T= 0,44 y p= 0,6618, para los
ciclos agricolas 2014/2015, 2015/2016 y 2016/2017, respectivamente) (Fig. 5.6).
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Figura 5.6 Abundancia total anual de coledpteros fitéfagos en cultivos de soja Bt y No-Bt
durante los ciclos agricolas evaluados. Letras distintas indican diferencias significativas entre
los tratamientos (Bt y No-Bt) para cada especie de coledptero fitéfago (Megascelis sp.,
Diabrotica sp., Cyclocephala sp., Diloboderus abderus y Conoderus sp.) en cada ciclo
agricola evaluado (Test: Prueba t, a< 0,05).

Este crisomélido, también conocido como “vaquita defoliadora de la soja”, presenta
una coloracion verde-azulada metalizada (Fig. 5.7.a.), y ocasiona dafio en estado adulto al
alimentarse de los foliolos, cotiledones, brotes y vainas (Saluso, 2015). Las lesiones en los
foliolos comienzan por sus bordes, son de aspecto circular y de bordes irregulares (Fig. 5.7.b.
y c.). Cuando los dafios ocurren en etapas vegetativas tempranas, como sucedié durante los
tres ciclos agricolas evaluados, produce un retraso en el crecimiento y desarrollo de la planta
de soja (Cabrera et al., 2002). Solo en el ciclo 2014/2015, la abundancia de Megascelis sp.
fue mayor en el cultivar de soja Bt. Segtin Salvadori et al. (2007), la vaquita defoliadora de
la soja tiene gran capacidad de vuelo y coloniza cabeceras y perimetros de lotes de soja, por
lo que su poblacion podria provenir de lotes cercanos implantados con gramineas (maiz o

trigo).
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b)

Figura 5.7 Adulto de Megascelis sp (a); dano tipico en foliolos en estado vegetativo
temprano de soja por Megascelis sp. (b 'y c).

Diabrotica sp., Ciclocephala sp., D. abderus y Conoderus sp. constituyen el resto de
los coledpteros fitéfagos registrados en los cultivos de soja Bt y No-Bt (Fig. 5.6).

La familia Scarabaeidae retine a varias especies que conforman la fauna del suelo,
denominandose “gusanos blancos” en su estadio larval. En los ultimos afios se ha
incrementado su densidad poblacional, beneficiados por técnicas como la siembra directa,
asociandose el aumento poblacional con el aumento de cobertura y ausencia de remocién en
el suelo. Diloboderus abderus, también conocido como “bicho torito” o “bicho candado”,
fue la segunda especie mds abundante de los coledpteros fitéfagos: sobre un total de 496
individuos de coledpteros herbivoros muestreados durante los tres ciclos agricolas evaluados,
el 10,08% correspondié a D. abderus (adultos). Al comparar la abundancia por tipo de
cultivar, ésta fue significativamente mayor en el cultivar No-Bt durante los ciclos agricolas
2014/2015 y 2016/2017 respecto del cultivar Bt (T=-3,34 y p=0,0011; T=-2,2 y p=0,0315,
respectivamente), mientras que en el ciclo agricola 2015/2016 no hubo diferencias
significativas entre los cultivares (T= -0,55 y p= 0,5839) (Fig. 5.6). Esta especie ocasiona
dafios en estado larval al alimentarse de las raices de los cultivos. Si bien el mayor dafio es
esperable que ocurra en cultivos de invierno, puede ocasionar inconvenientes en cultivos de

soja de siembra temprana (soja de primera sembrada al inicio de la primavera). Tiene una
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sola generacién anual, culminando el periodo larval en el mes de noviembre (Morey &
Alzugaray, 1982), razon por la cual no ocasiona dafio en los cultivos de soja de nuestra
region, donde predominan las siembras de segunda (Zubiaga & Vanzolini, 2019).

Cyclocephala sp. es otro género de gusanos de suelos presentes en la zona nicleo de
nuestro pais (Frana, 2002), aunque su abundancia fue menor a la de D. abderus (7,86% del
total de coledpteros fitéfagos adultos). Durante los tres ciclos agricolas, no se registraron
diferencias significativas en la abundancia de Cyclocephala sp. entre ambos tipos de
cultivares (T= -1,29 y p= 0,198; T= -0,93 y p= 0,3525; T= 1 y p= 0,3208, para los ciclos
agricolas 2014/2015, 2015/2016 y 2016/2017, respectivamente) (Fig. 5.6).

Diabrotica speciosa (Germar) y Conoderus sp. fueron los coledpteros fitéfagos que
menor abundancia registraron en ambos tipos de cultivares de soja, representando el 2,62%
y 3,22% de los coledpteros fitofagos muestreados durante los tres ciclos agricolas (Figura
5.6). Diabrotica speciosa, conocida vulgarmente como “vaquita”, es una especie polifaga
que estd documentada en la mayoria de los cultivos en América del Sur, siendo considerada
plaga de cultivos en estado larval (maiz, mani y papa) y en estado adulto (cultivos horticolas
y plantas jévenes de algunos cultivos extensivos como soja y girasol, entre otros) (Avila &
Parra, 2002; Walsh et al., 2020). En densidades poblacionales elevadas (poco comun en
nuestra regidn), provocan defoliaciones en estadios tempranos del cultivo de soja al
alimentarse de brotes tiernos. En los tres ciclos agricolas evaluados, aunque sin diferencias
significativas, fue mds abundante en el cultivar Bt (Fig. 5.6), aunque no alcanzé nivel
poblacional elevado. Curis (2014) reporto, en la zona de estudio, abundancias 2,5 veces
mayores de D. speciosa en cultivos de maiz Bt que en lotes de maiz convencional,
atribuyendo este mayor nivel poblacional a un resurgimiento de la especie debido a la menor
aplicacion de insecticidas.

Por otro lado, Conoderus sp. o también conocido como “gusano alambre”, tuvo baja
presencia en los ciclos 2014/2015 y 2015/2016, mientras que, en el dltimo ciclo agricola, en
el cual los lotes estuvieron anegados a causa de abundantes precipitaciones, no fue detectado

(Fig. 5.6).
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5.3.2.5 Ortopteros fitofagos

Dentro del grupo de ortépteros fitéfagos se incluyen 3 especies de grillos (Anurogryllus
muticus De Geer, Gryllus argentinus Sauss, y Scapteriscus sp.) y las denominadas tucuras.

El 52% de los ortdpteros fitéfagos muestreados estuvo representado por la familia
Acrididae (tucuras) (Figura 5.8). Segtin Aragén (2002), Dichroplus maculipennis Blanchard
o “tucura de alas manchadas” y Rhammatocerus pictus Bruner o “tucura pintada” son las
especies mds comunes de encontrar en la regién de estudio. De los tres ciclos agricolas
evaluados, se observd mayor abundancia de tucuras en el ciclo 2014/2015 en la soja Bt, con
diferencias significativas respecto al cultivar No-Bt (T= 2,75 y p= 0,0067). En los ciclos
agricolas 2015/2016 y 2016/2017 no hubo diferencias significativas en la abundancia de
tucuras entre los cultivares de soja (T= -0,94; p= 0,348 y T= 1,28 y p= 0,2029,
respectivamente). Las tucuras oviponen en dreas no perturbadas y desde alli atacan a los
cultivos, por lo que las infestaciones pueden provenir de lugares fuera de los lotes de estudio.
La mayoria de las tucuras son polifagas, presentan una marcada preferencia por los vegetales
de hoja fina como maiz y sorgo. Aunque, ante la falta de estas especies, atacan otros cultivos
como alfalfa o soja, donde también producen dafio, sobre todo en periodos prolongados de
sequia y en lotes bajo siembra directa (Aragon, 2002).

El resto de los ortdpteros fitéfagos (grillos), si la comparacién se realiza a nivel de
especie, tuvieron menor abundancia que tucuras tanto en los lotes de soja Bt como No-Bt en
los tres ciclos agricolas evaluados (Fig. 5.8). La especie de mayor importancia es A. muticus
(Familia: Gryllidae), también denominada “grillo subterraneo” o “grillo marrén”, la cual
representd el 31,2% del total de ortopteros fitéfagos muestreados en los tres ciclos agricolas,
aunque no hubo diferencias significativas en la abundancia total anual entre los cultivares Bt
y No-Bt (T=-1,09 y p=0,2766; T=-0,6 y p= 0,5465; T=-0,33 y p= 0,7388, para los ciclos
agricolas 2014/2015, 2015/2016 y 2016/2017, respectivamente). Las ninfas alcanzan el
estado adulto en noviembre y diciembre, que es el periodo de mayor dafio de la plaga. Su
incidencia se ha incrementado con la siembra directa, causando dafio en plantulas de soja,
maiz y sorgo, las cuales corta y transporta a galerias subterrdneas donde pone sus huevos

(Aragoén, 2002).
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Abundancia total anual de ortdpteros fit6fagos
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Figura 5.8 Abundancia total anual de ortdpteros fitéfagos en cultivos de soja Bt y No-Bt
durante los ciclos agricolas evaluados. Letras distintas indican diferencias significativas entre
los tratamientos (Bt y No-Bt) para cada especie de artrépodo detritivoro (Tucuras, Grillo
marrén, Grillo negro y Grillo topo) en cada ciclo agricola evaluado (Test: Prueba t, a< 0,05).

Gryllus argentinus (Familia Gryllidae), vulgarmente conocido como ‘“grillo negro”,
fue significativamente mas abundante en el cultivar Bt durante el ciclo 2014/2015 (T= 2,09
y p= 0,0381) y en el cultivar No-Bt durante el ciclo 2016/2017 (T= -2,21 y p= 0,0298),
mientras que en el segundo ciclo evaluado las abundancias fueron similares entre ambos
cultivares (T= -0,72 y p= 0,4717) (Fig. 5.8); esta especie representd el 13,1% de los
ortopteros registrados durante los tres ciclos agricolas. Por otro lado, Scapteriscus sp.
(Familia Gryllotalpidae), también llamados “grillo topo”, tuvieron una abundancia total de
3,65% para los afios evaluados (Figura 5.8), sin registrar diferencias significativas entre
cultivares (T=-1,43 y p=0,1531; T=-1,03 y p= 0,307; T= 0y p= >0,9999), para los ciclos
agricolas 2014/2015, 2015/2016 y 2016/2017, respectivamente). Ambas especies de grillos
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ocasionan dafio en los cultivos al alimentarse de las raices y cavar galerias, pero son mds
comunes de encontrar en parques, canchas de césped, huertas y jardines (Aragén, 2002).

5.3.2.6 Detritivoros

La familia Scarabaeidae incluye escarabajos detritivoros que se alimentan
principalmente de excrementos de mamiferos (especies copréfagas) y de animales muertos
(especies carrofieras). Dentro de ésta, Ontherus sulcator (Fabricius) represent6 el 72,45% del
total de insectos detritivoros muestreados durante los tres ciclos agricolas evaluados. Durante
el ciclo agricola 2014/2015, registré una abundancia significativamente mayor en el lote de
soja Bt (T= 2,79 y p= 0,0061), mientras que los dos ciclos agricolas siguientes no se
registraron diferencias significativas entre la abundancia de ambos cultivares (T= 0,77 y p=
0,4435; T= -0,21 y p= 0,8313, para los ciclos agricolas 2015/2016 y 2016/2017,
respectivamente) (Fig. 5.9). La mayor poblacion en el primer ciclo agricola evaluado puede
deberse a las mayores precipitaciones registradas (Tabla 2 del Anexo). En este sentido,
Damborsky et al. (2015), al estudiar la abundancia de coledpteros detritivos en diferentes
ambientes del Chaco humedo, observaron que O. sulcator prefiere ambientes de mayor
humedad como los bosques por lo que su abundancia estd directamente relacionada a las
precipitaciones, tal cual se observé durante el ciclo 2014/2015 (Fig. 5.9). Ademds, si bien el
cultivo antecesor de ambos lotes de soja fue trigo en los tres ciclos agricolas, el lote de soja
Bt en el afio 2014/2015 provenia de pasturas de alfalfa. En este sentido, varios autores
registraron mayor densidad de detritivoros en lotes provenientes de pasturas que en aquellos
procedentes de rotacion agricola (Stinner & House, 1990; Bedano et al., 2000; Gizzi et al.,
2009), atribuyendo la mayor cantidad de estos organismos al microclima y abundante
biomasa radicular de las pasturas que proporciona mayor disponibilidad de alimento y

refugios a este tipo de organismos (Wardle ef al., 1999).

136



Abundancia total anual de detritivoros
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Figura 5.9 Abundancia total anual de detritivoros en cultivos de soja Bt y No-Bt durante los
ciclos agricolas evaluados. Letras distintas indican diferencias significativas entre los
tratamientos (Bt y No-Bt) para cada especie de artrépodo detritivoro (Ontherus sulcator y
Phanaeaus milon) en cada ciclo agricola evaluado (Test: Prueba t, a< 0,05).

Por otro lado, Phanaeaus milon (Blanchard) es la otra especie de la familia
Scarabaeidae que sigue en abundancia dentro de los detritivoros registrados (18,54%). En el
ciclo 2016/2017 se observé una abundancia significativamente mayor de este escarabajo en
el lote de soja No-Bt (T= -2,29 y p= 0,0248), mientras el resto de los afios evaluados la
abundancia fue similar en ambos cultivares (T= 0,67 y p=0,5035; T=-0,37 y p=0,7106, para
los ciclos agricolas 2014/2015 y 2015/2016, respectivamente) (Fig. 5.9). En general, y segtin
la bibliografia disponible, no se registran efectos de los cultivos Bt sobre la abundancia de
escarabajos detritivoros (Campos & Herndndez., 2015a). Los mismos autores también
evaluaron aspectos del comportamiento y reproduccion, y concluyeron que la tasa de

incorporacidn de materia organica en el suelo, realizada por los escarabajos, y los pardmetros
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reproductivos fueron similares cuando se alimentaron de heces de cerdos que recibieron maiz
Bt y convencional como alimento (Campos & Hernandez, 2015b).

También se registrd la presencia de cucarachas (Orden Blattodea) durante el primer
ciclo agricola muestreado (Fig. 5.9).

La degradacién de las proteinas Cry, provenientes de los cultivos GM con resistencia
a insectos, ocurre en el suelo después de su liberacion a partir de los exudados de las raices
o la descomposicion del material vegetal, y depende de las condiciones ambientales y las
practicas de manejo aplicadas en el cultivo (Zwahlen et al., 2003). Sin embargo, no se ha
demostrado la persistencia o acumulacién a largo plazo de estas toxinas en el suelo
(Muhammad et al., 2010), y los estudios realizados no revelaron efectos perjudiciales
significativos de estas toxinas sobre la macrofauna del suelo (Weinert et al., 2010).
Igualmente, las practicas de manejo, las condiciones ambientales y el uso de fitosanitarios
para el control quimico de plagas son factores que podrian tener impacto en la abundancia y
ocurrencia de estas especies, incluso mas que los cultivos GM con resistencia a insectos que

expresan toxinas insecticidas (Griffiths & Plilippot, 2013).

5.3.2.7 Depredadores y parasitoides

A continuacidn, se detalla la abundancia de depredadores en cultivos de soja Bt y No-
Bt segtn el orden taxonémico.

Hemipteros depredadores

En los tres ciclos agricolas evaluados, Geocoris sp. (Familia Geocoridae) y Nabis sp.
(Familia Nabidae) fueron las especies mds abundantes en ambos cultivares, representando el
55,65% y 40% del total de hemipteros depredadores, respectivamente. Nabis sp. no registrd
diferencias significativas en la abundancia entre los cultivares (T= 1,64 y p= 0,1022; T= -
1,13 y p= 0,259; T= 0,16 y p= 0,8719 para los ciclos agricolas 2014/2015, 2015/2016 y
2016/2017, respectivamente); sin embargo, Geocoris sp. fue significativamente mads
abundante en el cultivar Bt en el ciclo 2015/2016 (T= 2,13 y p= 0,0351), y no presenté
diferencias en la abundancia entre cultivares en los restantes ciclos agricolas estudiados (T=
-0,45y p=0,6545; T=1,68 y p=0,0956, para 2014/2015 y 2016/2017, respectivamente) (Fig.
5.10).
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Por otro lado, Orius sp. (Familia Anthocoridae) y Podisus sp. (Familia Pentatomidae),
fueron menos abundantes tanto en la soja Bt como en la soja convencional (Fig. 5.10), sin
diferencias significativas entre cultivares para la primera especie de hemiptero depredador
(T=0,58 y p=0,5631; T=-1,01 y p=0,3147; T=0y p>0,9999) (la abundancia de Podisus sp.
no pudo analizarse estadisticamente ya que s6lo estuvo presente en el cultivar No-Bt durante

un solo ciclo agricola).

Abundancia total anual de depredadores hemipteros
B Nabis sp. BT Nabis sp. NO BT B Geocoris sp. BT Geocoris sp. NO BT
Orius sp. BT Orius sp. NO BT B Podisus sp. BT Podisus sp. NO BT
z 55
=1
2 50 -
2
E 45 a b
S 40
Z 35
Z 30 X a a
a

< a
= 25 .
Q
_E 20 a
2 10
=
2 5
< a 5 a a a a

0

2014/2015 2015/2016 2016/2017

Figura 5.10 Abundancia total anual de hemipteros depredadores en cultivos de soja Bt y No-
Bt durante los ciclos agricolas evaluados. Letras distintas indican diferencias significativas
entre los tratamientos (Bt y No-Bt) para cada especie de depredador hemiptero (Nabis sp.,
Geocoris sp., Orius sp. y Podisus sp.) en cada ciclo agricola evaluado (Test: Prueba t, o<
0,05).

Coleopteros depredadores

La abundancia total registrada, en orden creciente, fue la siguiente: Galerita collaris
Latr. (Familia: Carabidae), Photinus sp. (Familia: Lampyridae), Cycloneda sanguinea L.
(Familia: Coccinelidae) y Eriopis connexa Germar (Familia: Coccinelidae), representando el

47,05%; 23,5%; 18,48% y 10,92% de los coledpteros depredadores muestreados,
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respectivamente (Fig. 5.11). Sin embargo, no se registraron diferencias significativas en la
abundancia entre cultivares de G. collaris (T= 1,58 y p=0,1166; T=0,73 y p= 0,4679; T= -
1,76 y p= 0,0832) y E. connexa (T= 0,38 y p= 0,7047; T=-1,75 y p= 0,0832; T=0y p
>0,9999) en los ciclos agricolas 2014/2015, 2015/2016 y 2016/2017, respectivamente (Fig.
5.11).

Los coledpteros depredadores C. sanguinea y Photinus sp Photinus sp. no se

registraron en todos los cultivares en todos los afios evaluados (Fig. 5.11).

Abundancia relativa de depredadores coledpteros
B Eriopis sp. BT Eriopis sp. NO BT ® Cycloneda sp. BT Cycloneda sp. NO BT
Galerita collaris BT Galerita collaris NO BT ® Photinus sp. BT Photinus sp. NO BT
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Figura 5.11 Abundancia total anual de coledpteros depredadores en cultivos de soja Bty
No-Bt durante los ciclos agricolas evaluados. Letras distintas indican diferencias
significativas entre los tratamientos (Bt y No-Bt) para cada especie de depredador coledptero
(E. connexary G. collaris) en los ciclos agricolas correspondientes (Test: Prueba t, a< 0,05).

Arariias
El complejo de arafas compone la mitad de los depredadores registrados en soja,

constituyendo un grupo importante de controladores bioldgicos (Beltramo et al., 2006). Se
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alimentan de estados inmaduros y adultos de consumidores primarios, son generalistas, estdn
presentes en muchos cultivos y consumen multiples presas (Molinari, 2005).

El género Lycosa sp. (Familia Lycosidae), son depredadores muy voraces, con hébito
nocturno y patas largas que le permiten deambular de manera muy activa sobre la superficie
terrestre (Pearce & Zalucki, 2006), represent6 el 28% del total de arafias recolectadas, siendo
su abundancia similar en cultivos de soja Bt y No-Bt durante los tres ciclos agricolas
evaluados (Fig. 5.12) (T=-0,45 y p= 0,6562; T=-0,26 y p= 0,7933; T=-0,66 y p= 0,5103
para 2014/2015, 2015/2016 y 2016/2017, respectivamente). Para el resto de las arafias la
abundancia fue mds heterogénea segtin el afio y cultivar, aunque no se presentaron diferencias
significativas (T=-1,5y p=0,1348; T=1,13 y p=0,195; T=1,17 y p=0,2441, para los ciclos
agricolas 2014/2015, 2015/2016 y 2016/2017, respectivamente) (Figura 5.12).

Abundancia total anual de arafias
B Lycosa sp. BT Lycosa sp. NO BT B Resto arafias BT Resto araiias NO BT
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Figura 5.12 Abundancia total anual de arafias en cultivos de soja Bt y No-Bt durante los
ciclos agricolas evaluados. Letras distintas indican diferencias significativas entre los
tratamientos (Bt y No-Bt) para Lycosa sp. y el resto de araias (sin identificar) en cada ciclo
agricola evaluado (Test: Prueba t, a< 0,05).
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Varios autores estudiaron los efectos de los cultivos Bt sobre la abundancia de araiias,
sin encontrar diferencias significativas (Candolfi et al., 2004; Farin6s et al., 2008; Almada
et al., 2012). La abundancia de arafias esté relacionada con caracteristicas especificas de la
vegetacion, lo que sugiere que la disponibilidad de hébitats es importante para la colonizacién
y establecimiento de las arafnas (Rypstra & Carter, 1995). De acuerdo a esto, dreas de refugio,
sitios de reproduccién y disponibilidad de presas son factores que determinan la presencia o
la ausencia de este grupo de depredadores: cuando éstas disminuyen a causa de las
aplicaciones de insecticidas o por la finalizacién del ciclo del cultivo, las arafas migran a los
bordes o a lotes con pasturas perennes donde hay disponibilidad de presas (Abbate Tadic et
al., 2022b). Ademas, el tipo de laboreo de suelo también influye en la abundancia de los
artrépodos, siendo la siembra directa un método poco disruptivo que favorece la presencia
de presas y depredadores en los suelos, incluidas las arafias (Beltramo et al., 2006).

Resto de depredadores

Este grupo funcional comprende especies de diferente clase, orden y hdébito: las
especies de insectos predadores Chrysoperla sp. Hagen (Familia: Chrysopidae; habito aéreo),
Labidura riparia Pallas (Familia Labiduridae; habito terrestre), y a los artropodos conocidos
como ciempiés (Clase: Chilopoda; habito terrestre), siendo éstos ultimos los que presentaron
mayor abundancia total (Fig. 5.13). No hubo diferencias significativas en la abundancia total
anual de Chrysoperla sp. (T=-0,56y p=0,5753; T=1,77y p=0,0778; T=-1,46 y p=0,1477)
y L. riparia (T= 1,2 'y p= 0,2298; T=-0,83 y p=0,4088; T=-1,27 y p= 0,2082) entre ambos
cultivares y para los tres ciclos agricolas evaluados (Fig. 5.13). Mientras que, la abundancia
total anual de quilépodos fue significativamente mayor en el cultivar No-Bt en el ciclo
agricola 2016/2017 (T= -2,39 y p= 0,019) (Fig. 5.13). Bhatti et al. (2005), al evaluar la
abundancia de la fauna de suelo durante tres anos en maiz Bt, no observaron diferencias en
la cantidad de quilépodos con respecto al cultivar convencional (No-Bt). Durante el ciclo
agricola 2016/2017, los lotes estuvieron anegados, y la disposicion de las trampas pitfall
podria haber tenido efecto sobre la mayor abundancia registrada en el cultivar No-Bt. En el
resto de los ciclos agricolas, aunque sin diferencias significativas, se registraron mayor
nuimero total de quilépodos (T=0,61y p=0,5403, y T=-0,88 y p= 0,5403 para 2014/2015 y
201572016, respectivamente) (Tabla 2 del Anexo).
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Abundancia total anual del resto de depredadores
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Figura 5.12 Abundancia total anual del resto de depredadores en cultivos de soja Bt y No-
Bt durante los ciclos agricolas evaluados. Letras distintas indican diferencias significativas
entre los tratamientos (Bt y No-Bt) para Chrysoperla sp., Labidura riparia y quilépodos en
los ciclos agricolas correspondientes (Test: Prueba t, a< 0,05).

Parasitoides

Se registr6 la presencia de representantes de cuatro familias de parasitoides de
lepidépteros, incluidas en dos 6rdenes: Diptera (Familia Tachinidae) e Hymenoptera
(Familias Ichneumonidae, Braconidae y Encyrtidae).

Dentro de los dipteros parasitoides, Paradidyma sp. fue el género mds abundante
registrado parasitando sobre larvas de Spodoptera en la soja Bt durante el ciclo agricola
201472015 (Fig. 5.13). Este género fue citado para la Argentina hace algunos anos (Gramajo
et al., 2013), por lo que se conoce poco de su biologia y €sta seria la primera vez que se la
cita parasitando a estados larvales del género Spodoptera. Mientras que Voria sp. se ha

registrado en el cultivar No-Bt parasitando larvas de R. nu (Figura 5.13). La abundancia de
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ambas especies de dipteros parasitoides no analizé estadisticamente debido que no se

registraron en ambos cultivares (Bt y No-Bt) en todos los ciclos agricolas evaluados.

Abundancia total anual de dipteros parasitoides

m Voria sp. BT Voria sp. NO BT ® Paradidyma sp. BT = Paradidyma sp. NO BT
3,5

2,5

L5

0,5

Abundancia total anual (N° de individuos)

2014/2015 201572016 2016/2017

Figura 5.13 Abundancia total anual de dipteros parasitoides en cultivos de soja Bt y No-Bt
durante los ciclos agricolas evaluados.

Respecto a los parasitoides himendpteros, se registré a Colpotrochia sp. parasitando
larvas de Spodoptera sp. en ambos cultivares de soja durante el ciclo 2014/2015, sin
diferencias significativas entre ambos cultivares (W= 203,50 y p= 0,9590); mientras que en
el ciclo agricola 2015/2016 s6lo estuvo presente en el cultivar Bt (Fig. 5.14). Se identifico a
Campoletis sp. parasitando larvas de Spodoptera sp. en el cultivar Bt durante el ano
2014/2015 y larvas de Spodoptera sp. y A. gemmatalis en la soja convencional en
2015/2016), sin diferencias significativas en su abundancia entre cultivares (W= 204 y p=
0,9397; W= 134y p=0,8519 para los ciclos 2014/2015 y 2015/2016, respectivamente) (Fig.
5.14). La abundancia total anual de Casinaria sp., identificada parasitando larvas de A.

gemmatalis y Spodoptera sp. en la soja Bt y No-Bt durante el ciclo 2015/2016, no presentd
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diferencias significativas (W= 143 y p= 0,3045); también se observé Casinaria sp. en el

cultivar Bt surante 2014/2015 (Fig. 5.14).

Abundancia total anual de himendpteros parasitoides
m Colpotrochia sp. BT Colpotrochi sp. NO BT m Cotesia sp. BT
Cotesia sp. NO BT Campoletis sp. BT Campoletis sp. NO BT
B Copidosoma floridanum BT Copidosoma floridanum NO BT B Casinaria sp. BT
W Casinaria sp. NO BT ® Aleiodes brethesi BT Aleiodes brethesi NO BT
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Figura 5.14 Abundancia total anual de himendpteros parasitoides en cultivos de soja Bty
No-Bt durante los ciclos agricolas evaluados. Letras distintas indican diferencias
significativas entre los tratamientos (Bt y No-Bt) para Colpotrochia sp., Campoletis sp. 'y
Casinaria sp. en los ciclos agricolas correspondientes (Test: Wilcoxon, a< 0,05).

Abundancias mas esporadicas tuvieron Aleioides brethesi (parasitando larvas de R. nu
en soja No-Bt durante el ciclo 2016/2017) y Cotesia sp. (parasitando larvas de Spodoptera
sp. en el cultivar No-Bt durante 2014/2015 y en el cultivar Bt en el dltimo ciclo agricola
evaluado) (Figura 5.14). Copidosoma floridanum Ashmead (Familia: Encyrtidae) se observo
durante los ciclos agricolas 2014/2015 y 2016/2017 en el cultivo de soja No-Bt (Figura 5.14).
Este himenodptero es poliembriénico, cosmopolita y es un parasitoide coinobionte huevo-
larval obligado de orugas de la subfamilia Plusiinae (Familia: Noctuidae) (Grbic et al., 1997);
por lo tanto, s6lo estuvo en el cultivo de soja convencional parasitando larvas de R. nu. Es

un importante controlador biolégico de gran potencial reproductivo, ya que de una larva
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parasitada por C. floridanum pueden emerger entre 2900 a 3055 adultos del parasitoide, de
los cuales, las hembras adultas, iniciardn nuevamente el ciclo en otra larva hospedera (Ode

& Strand, 1995).

Varios son los autores que sefialan posibles efectos negativos ocasionados por los
cultivos que expresan las toxinas Bt sobre los enemigos naturales que podrian determinar una
disminucién de su abundancia (Fan et al., 2019; Kaur et al., 2021; Meissle et al., 2022). Sin
embargo, estos efectos negativos son minimos comparados con los efectos ocasionados por
los insecticidas utilizados para el control de plagas en los cultivos convencionales (Musser
& Shelton, 2003). Incluso, existe evidencia que los cultivos Bt pueden incrementar la
abundancia de algunos insectos beneficiosos y mejorar el control natural de ciertas especies
de plagas, como ha ocurrido con Chrysoperla carnea Stephens (Neuroptera: Chrysopidae)
en algodon Bt (CrylAc) (Sisterson et al., 2007; Yu et al., 2011; Marques et al., 2018).

A pesar de la reduccion del nimero de presas (Naranjo, 2005), en el cultivo de soja Bt
se encuentran disponibles huevos de especies objetivo y tolerantes a la proteina Cry, y larvas
de especies tolerantes, que son una importante fuente de alimento para los depredadores
generalistas (de Sene Pinto & de Freitas Bueno, 2019). Es mds, los depredadores también
pueden hallar presas alternativas en el cultivar Bt, como los trips y las arafiuelas (Abbate
Tadic et al., 2022b).

Ademais, el incremento de la abundancia de insectos benéficos en el cultivo transgénico
también estaria influenciado por el tipo de manejo de estos cultivares: la disminucién de la
aplicacion de insecticidas de amplio espectro para el control de lepidépteros, y la
implementacién de areas de refugio (superficie del lote donde se debe sembrar cultivar No-
Bt para impedir la generacion de resistencia de las especies objetivo de la tecnologia),
propiciarian una mayor disponibilidad de alimento para los depredadores (Abbate Tadic et
al., 2022a; Meissle et al., 2022) .

Por otro lado, varios autores manifiestan que los compuestos volatiles emitidos por los
herbivoros juegan un rol clave en la abundancia de los enemigos naturales en los cultivos
(Ibrahim et al., 2008; Hilker & Fatouros, 2015; Greenberg et al., 2022). Estos compuestos

actuarian como mecanismos de defensa directa, al disminuir la tasa de oviposicion de las
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especies herbivoras, y como mecanismos de defensa indirecta al atraer a los enemigos
naturales (De Moraes er al.,, 1998). En el cultivar Bt, al tener menor abundancia de
lepidépteros herbivoros, no habria emisién suficiente de volatiles, por lo que los enemigos
naturales no se sentirian igual de atraidos por este cultivar (Dean & De Moraes 2006; Ibrahim

et al., 2008; Curis, 2014; Liu et al., 2015; Nascimento et al., 2021).

5.3.3 Diversidad en cultivos de soja Bt y No-Bt
5.3.3.1 Diversidad alfa

Los indices de riqueza, diversidad y equidad de especies se calcularon para la
comunidad de artrépodos presentes en el cultivo de soja Bt y No-Bt durante los tres ciclos
agricolas evaluados (Tabla 5.2). No hubo diferencias significativas entre los tratamientos No-

Bt y Bt para ninguno de los indices de diversidad.

Tabla 5.2. Riqueza especifica e indices de diversidad y equidad de los artrépodos presentes

en cultivos de soja Bt y No-Bt.

) Tratamientos
Indices de biodiversidad
Soja Bt Soja No-Bt
Riqueza especifica (S) 12,33 +4,42 a 14,00 + 4,78 a
Diversidad de Simpson (1-D) 0,82 +0,08 a 0,83 +0,08 a
Diversidad de Shannon-Wiener
2,04 +£0,38 a 2,17+0,41 a
(H)

Equidad de Pielou (J) 0,84 +0,07 a 0,85+0,07 a

*Valores con letras iguales en la misma fila no tienen diferencia significativa entre si (Test:
Kruskall Wallis: a< 0,05).

El cultivar No-Bt cuenta con una especie mas que la soja Bt; sin embargo, esta
diferencia no fue significativa (H= 2,06 y p= 0,1499). Los lepiddépteros plaga susceptibles a
la toxina Cry (R. nu y A. gemmatalis) estuvieron presentes en el cultivar Bt en pequenas
cantidades y en estados larvales iniciales, corroborando la eficiencia de control en

condiciones de campo de la soja Bt sobre las plagas objetivo durante los tres ciclos agricolas.
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La menor aplicacion de insecticidas sintéticos en los cultivos Bt deberia relacionarse
con una mayor abundancia de los artrépodos. Sin embargo, no necesariamente implicaria un
incremento de la riqueza debido a que ésta ultima estd muy ligada a la especie del hospedero
y sus caracteristicas. Varios son los autores que coinciden en que la intensificacién del uso
del suelo constituye una amenaza para la biodiversidad, resultando en una pérdida de especies
(Kehoe et al., 2015; Beckmann et al., 2019). De acuerdo a esto, los campos cultivados son
ambientes muy simplificados, con un Unico recurso vegetal, por los que es esperable que la
soja Bt y No-Bt tengan la misma riqueza, pero no las mismas abundancias.

Al observar el indice de diversidad de Shannon-Wiener, ambos cultivares (Bt y No-Bt)
presentan diversidades similares (H=1,22 y p= 0,2697), situaciéon esperable debido a la
equitatividad de los ambientes. Es decir, cada individuo tiene la misma posibilidad de
pertenecer a una especie determinada y encontrarse en el cultivo Bt o en el cultivo No-Bt. El
indice de Shannon (H) toma valores entre 0,5 y 5. Valores inferiores a 2 se consideran bajos
en diversidad, mientras que valores superiores a 3 son altos en diversidad de especies 0 més
diversos. De acuerdo a los resultados obtenidos en esta tesis, ambos cultivares presentan baja
diversidad (Tabla 5.2). Otros autores obtuvieron valores de diversidad similares en el sur de
Brasil (H=2 y H=1,4 en soja Bt y No-Bt) y méds bajas en Sudafrica (H= 1,37y H=1, 12 en
soja Bt y No-Bt) (Justiniano et al., 2014; Schutte, 2020).

El indice de Simpson (1-D) también indica la diversidad de una comunidad, y
representa la probabilidad de que dos individuos, dentro de una comunidad, seleccionados al
azar pertenezcan a la misma especie. Mientras més alto sea su valor, mayor es la diversidad
de la comunidad en cuestién y menor la dominancia de una especie en particular. En este
trabajo, no se observaron diferencias significativas entre ambos cultivares (H= 1,17 y p=
0,2796) (0,82 y 0,83 para las comunidades de soja Bt y No-Bt, respectivamente) (Tabla 5.2).

El indice de equidad de Pielou (J) posee valores que pueden variar de O a 1, siendo
cercanos a 1 los que corresponden a situaciones donde todas las especies son igualmente
abundantes. El resultado de la aplicacién de este indice en cultivos de soja Bt y No-Bt es de
0,84 y 0,85, respectivamente, y no se observaron diferencias significativas entre ambos
cultivares (H= 0,39 y p= 0,5319) (Tabla 5.2). Esto significa que para ambos cultivares, la

diversidad observada es cercana a la maxima diversidad esperada (J=1). Por lo tanto, de
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acuerdo a lo observado anteriormente, la similitud de las comunidades de artropodos en el

cultivo de soja Bt y No-Bt fue alta.

5.3.3.2 Diversidad Beta

El valor del indice de Whittaker hallado en esta tesis fue 0,096, indicando que el
reemplazo de especies entre ambas comunidades (soja Bt y No-Bt) es bajo, es decir,
presentan el mismo conjunto de especies (valores cercanos a 0 indican que el promedio de
especies de dos comunidades es similar) (Moreno & Halffter, 2001).

Varios son los factores que inciden en la diversidad entre comunidades, entre ellos se
pueden mencionar al lapso entre la toma de muestras y la heterogeneidad entre los ambientes
en el cual se encuentra cada comunidad. En este caso, ambos tipos de cultivares se localizaron

en ambientes similares, y los muestreos de artropodos se realizaron con la misma frecuencia

(Halffter & Moreno, 2005).

La influencia de los cultivos Bt en la estructura de la comunidad y la diversidad de
artropodos fue ampliamente estudiada, sin registrarse efectos negativos de la toxina Cry
expresada por estos cultivares (L1 et al., 2014; Truter et al., 2014; Svobodova et al., 2016;
Resende et al., 2016; Frizzas et al., 2018; Sousa et al., 2019). Curis (2014), al analizar la
diversidad de artrépodos asociados al cultivo de maiz durante 5 afos en el centro de Santa
Fe, no observo efectos del maiz con genotipo Bt sobre la diversidad, como asi tampoco entre
las comunidades de artrépodos.

Debido a su aparicion mdés tardia en el mercado, hay menor disponibilidad de
informacion acerca de los efectos que podria ocasionar la soja GM con proteccién a insectos
sobre los artropodos asociados al cultivo. Segun los datos surgidos en esta tesis, la soja Bt no
tiene efectos sobre la riqueza y diversidad de las comunidades de artrépodos asociados al

cultivo en la zona centro de la Provincia de Santa Fe.
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6. Capitulo 5

Discusion general
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En los tres ciclos agricolas evaluados (2014/2015, 2015/2016 y 2016/2017) el cultivo
de soja Bt tuvo una alta eficiencia de control (condiciones de campo), tanto para Rachiplusia
nu como Anticarsia. gemmatalis, donde solo hubo presencia de estadios L1 de estas especies.

La oruga medidora (R. nu) fue de aparicién mds temprana que la oruga de las
leguminosas (A. gemmatalis), cuyos picos poblacionales ocurrieron durante el periodo
reproductivo del cultivo. La eficiencia de control de R. nu en condiciones de laboratorio fue
baja, con una mortalidad de sélo el 20%, hecho atribuible a la menor susceptibilidad del
estado larval L3 utilizado en el ensayo. El consumo foliar y de estructuras reproductivas de
soja Bt en R. nu fue 7,8% y 70% significativamente menor con respecto a la soja No-Bt,
respectivamente (ensayos en condiciones controladas).

Las chinches, grupo de insectos plaga no objetivo de la soja GM con resistencia a
insectos, tuvieron una fluctuacion poblacional similar en ambos cultivares (Bt y No-Bt), con
el manejo fitosanitario realizado por el productor, por lo que no hay efecto del cultivar Bt
sobre éstas. En el dltimo ciclo evaluado (2016/2017), donde el cultivar Bt no recibié aplicaciones
de insecticidas, y los niveles de chinches se incrementaron notablemente a partir de Rs.

El complejo Spodoptera, tolerante a la toxina CrylAc, registré los mayores niveles
poblacionales durante el estado reproductivo en ambos cultivares (Bt y No-Bt), periodo
importante en cuanto al dafio que pueden ocasionar estas especies ya que se alimentan tanto de tejido
foliar como de vainas en formacién.

La alimentacién con hojas de soja Bt durante el periodo larval del complejo Spodoptera
ocasion¢ efectos subletales, registrindose menor consumo de drea foliar y acortamiento del
periodo pupal en S. cosmioides, y disminucion de la duracion de los periodos larval, adulto,
de larva a adulto y periodo de oviposicion en S. eridania. La fertilidad y fecundidad de ambas
especies no se vieron alteradas por la soja Bt.

En algunas fechas de muestreo, en ambos cultivares, se observaron diferencias
significativas con respecto a la fluctuacién poblacional de depredadores aéreos y epigeos, las
cuales estaban relacionadas a la disponibilidad de presas y a las aplicaciones de insecticidas
realizadas en los cultivares durante los tres ciclos agricolas evaluados.

El parasitismo aparente (%) fue similar en la soja Bt y No-Bt durante los tres ciclos

agricolas estudiados. Los parasitoides registrados en la soja Bt fueron Campoletis sp,
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Colpotrochia sp., Casinaria sp., Paradidyma sp., y Cotesia sp., todos parasitando larvas del
complejo Spodoptera. En el cultivar No-Bt, Copidosoma floridanum fue el parasitoide mds
frecuentemente encontrado sobre larvas de R. nu; también se registraron Campoletis sp. y
Casinaria sp. (ambas parasitando a larvas de Spodoptera sp. y A. gemmatalis), Colpotrochia
sp. (sobre Spodoptera sp.), Aleiodes brethesi y Voria sp. (en R. nu) y Cotesia sp. (sobre
Spodoptera sp.).

Los depredadores fueron el grupo funcional con mayor abundancia relativa, tanto en el
cultivar Bt como en No-Bt durante los tres ciclos agricolas evaluados. Las orugas del
complejo Spodoptera fueron mds abundantes en la soja Bt, mientras que los lepiddpteros
susceptibles (A. gemmatalis y R. nu) lo fueron en el cultivar No-Bt, en los tres ciclos agricolas
estudiados.

La soja GM modificada con proteccion a insectos no afectd la riqueza, la diversidad ni
la equidad de especies (diversidad alfa), y tampoco el indice de reemplazo de especies
(diversidad beta), indicando que el cultivo de soja Bt no tuvo impacto en la diversidad de

artrépodos asociados al cultivo en el periodo estudiado.

Estos resultados proporcionan informacion valiosa sobre la fluctuacion poblacional y
diversidad de las comunidades de artrépodos asociados al cultivo de soja del centro de la
provincia de Santa Fe. Ademads, qued6 demostrado la baja de eficiencia de control de la soja
que expresa la toxina insecticida Cry1Ac sobre especies objetivo de la tecnologia, aspecto a
tener en cuenta para cuidar la nueva soja Bt incorporada al mercado recientemente, que
expresa dos proteinas (CrylF + CrylAc). Las especies de lepidopteros no objetivo, aunque
estuvieron presentes en ambos cultivares, presentaron efectos subletales a causa de la
alimentacion con soja Bt, mientras que las diferencias observadas en las chinches se debieron
al manejo fitosanitario que tuvieron los cultivares (aplicacion de insecticidas). Sin embargo,
el cultivar GM con resistencia a insectos no repercutié en la diversidad de los artrépodos
asociados al cultivo, por lo que es compatible con los enemigos naturales presentes en el

agroecosistema.
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ANEXO

Tabla 1. Promedio poblacional de especies de depredadores en los cultivos de soja Bt y No-Bt para los ciclos agricolas 2014/2015,

2015/2016 y 2016/2017.
Afio Tratamiento Fecha Lycosa | Araiias | Eriopis | Nabis | Geocoris | Orius | Crisoperla . Cicloneda | Labidura | Miriapo- | Gallerita | Photinus
sp. s/d sp. sp. sp. sp. sp. Podisus sp. sp. dos sp. sp.
sp.
27/11/2014 0,14 0,43 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,29 0,29 0,14 0,00
4/12/2014 0,71 0,29 0,14 0,00 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 1,29 0,29 0,00
11/12/2014 0,14 1,14 0,29 0,00 1,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,14 043 0,14 0,00
17/12/2014 0,71 0,86 0,00 0,14 0,57 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 0,43 0,14 0,00
26/12/2014 0,71 1,14 0,00 0,57 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,29 2,00 0,71 0,00
5/1/2015 0,14 1,29 0,00 0,29 0,57 0,00 0,29 0,00 0,00 0,14 0,14 0,00 0,00
14/1/2015 0,00 0,57 0,00 1,00 0,57 0,00 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
B 22/1/2015 0,71 0,57 0,00 1,71 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,43 1,29 0,00
27/1/2015 0,00 0,14 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2014/15 5212015 0,29 1,00 0,00 0,00 0,71 0,14 043 0,00 0,00 0,14 0,57 0,14 0,00
12/2/2015 0,57 0,43 0,00 0,00 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,14
23/2/2015 0,43 0,57 0,00 0,00 0,71 0,00 0,29 0,00 0,00 0,29 0,00 0,00 0,00
11/3/2015 0,14 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,86 0,29 0,00
19/3/2015 0,29 0,57 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,43 0,00 0,00
27/11/2014 0,14 0,29 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 043 0,00 0,00
4/12/2014 0,14 0,43 0,29 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,43 0,00 0,00
No-Bt 11/12/2014 0,00 0,00 0,00 0,00 0,29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,43 0,00 0,00
17/12/2014 0,29 1,14 0,00 0,29 0,29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,71 0,00 0,00
26/12/2014 0,14 0,14 0,00 0,14 0,57 0,00 0,14 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00
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5/1/2015 0,00 1,14 0,00 0,14 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57 0,00 0,00

14/1/2015 0,29 0,00 0,00 0,43 0,86 0,14 0,57 0,00 0,00 0,29 0,71 0,14 0,00

22/1/2015 0,29 1,43 0,00 0,43 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 1,29 0,14 0,00

27/1/2015 0,43 0,86 0,00 0,00 0,57 0,00 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,29 0,00

5212015 0,86 0,86 0,00 0,00 0,14 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,71 0,14 0,00

12/2/2015 0,86 1,00 0,00 0,00 0,57 0,00 0,29 0,14 0,00 0,14 1,14 0,14 0,00

23/2/2015 1,00 1,29 0,00 0,29 1,43 0,00 0,29 0,14 0,00 0,14 0,86 0,43 0,00

11/3/2015 0,71 1,57 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,29 0,00 0,00 0,86 0,29 0,00

19/3/2015 0,57 2,86 0,00 0,00 0,29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 0,71 0,14 0,00

16/11/2015 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,29 0,00 0,57 0,14 0,00
25/11/2015 0,14 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00
2/12/2015/ 0,14 0,43 0,00 0,14 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,43 0,43 0,00
10/12/2015 0,43 0,57 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,14 0,14 0,71 0,14 0,00
30/12/2015 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00

6/1/2016 0,29 1,00 0,00 0,29 0,86 0,14 0,43 0,00 0,00 0,00 0,43 0,00 0,00

B 16/1/2016 0,29 1,71 0,00 0,14 0,43 0,00 0,29 0,00 0,00 0,00 0,29 0,00 0,00
21/1/2016 0,43 1,71 0,00 1,43 1,57 0,00 0,29 0,00 0,00 0,00 0,43 0,14 0,00

1/2/2016 0,14 2,00 0,00 0,57 0,57 0,00 0,43 0,00 0,00 0,14 0,29 0,00 0,00

2015716 11/2/2016 0,14 1,86 0,00 0,00 0,29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,29 0,00 0,00
24/2/2016 0,29 0,57 0,00 0,00 1,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,43 0,29 0,00

7/3/2016 0,43 1,71 0,00 0,00 1,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57 0,29 0,00

16/11/2015 0,29 0,86 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,43 0,00 0,00
25/11/2015 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00 0,14 0,14 0,00
2/12/2015/ 0,29 0,14 0,00 0,00 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 0,86 0,14 0,00

No-Bt 10/12/2015 0,71 0,86 0,14 0,29 0,29 0,00 0,14 0,00 0,57 0,14 1,00 0,14 0,00
30/12/2015 0,43 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 043 0,00 0,00

6/1/2016 0,14 0,86 0,14 1,14 0,00 0,00 0,43 0,00 0,43 0,00 0,43 0,14 0,00
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16/1/2016 0,14 1,57 0,14 1,29 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,86 0,14 0,00

21/1/2016 0,00 1,14 0,00 0,43 1,00 0,43 0,00 0,00 0,00 0,14 0,29 0,14 0,00

1/2/2016 0,14 1,29 0,00 0,86 0,57 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

11/2/2016 0,29 1,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00

24/2/2016 0,29 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57 0,14 0,00

7/3/2016 0,57 1,14 0,00 0,14 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 0,57 0,14 0,00

20/12/2016 0,57 1,86 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,29 0,00 0,29 0,00 2,57

13/1/2017 0,00 1,00 0,14 0,00 0,14 0,00 0,29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

20/1/2017 0,00 0,71 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

27/1/2017 0,29 0,00 0,00 0,14 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

3/2/2017 0,57 1,14 0,00 0,43 0,57 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14

B 9/2/2017 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
16/2/2017 0,43 1,14 0,00 0,14 0,71 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00 1,14

24/2/2017 0,14 1,86 0,00 0,86 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

8/3/2017 0,14 0,43 0,00 2,29 1,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,29 0,00 0,00

2016/17 22/3/2017 0,00 1,86 0,14 0,14 0,57 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
20/12/2016 0,14 0,71 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 1,29 0,00 0,00

13/1/2017 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

20/1/2017 0,00 0,14 0,00 0,00 0,43 0,14 0,43 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00

27/1/2017 0,14 0,57 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57 0,00 0,00

No-Bt 3/2/2017 1,00 0,57 0,00 0,14 0,71 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,29 0,00 0,00
9212017 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00

16/2/2017 0,29 0,43 0,00 0,29 0,57 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00 0,43 0,00 0,00

24/2/2017 0,00 1,00 0,29 1,71 0,00 0,00 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00

8/3/2017 1,43 0,71 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,43 0,86 0,14 0,00
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Tabla 2. Variables agrometeoroldgicas registradas durante los ciclos agricolas 2014/2015,
2015/2016 y 2016/2017 por la Estacion meteoroldgica de la Facultad de Ciencias Agrarias
(Esperanza, Santa Fe) (Latitud: 31° 26’ 31,29 S; Longitud: 60° 56’ 23,87’ O; Altura

s.n.m.: 40 mts).

Ciclo agricola 2014/2015
TMAX TMED TMIN PATM LLUVIA HR
Fecha (°C) (°C) (°C) (hPa) (mm) /%)
26/11/2014 00:00 29 21,9 154 1007,7 0 78
27/11/2014 00:00 324 24,3 14 1009,2 0 67
28/11/2014 00:00 32,7 25,3 17,2 1006,5 0 70
29/11/2014 00:00 38 29 21,3 998,1 30,75 78
30/11/2014 00:00 19,8 16,2 13,8 1004,1 9,5 97
1/12/2014 00:00 21,8 17,4 14,4 1009,7 4 87
2/12/2014 00:00 26,8 20,2 13,5 10074 0 76
3/12/2014 00:00 334 23,9 14 1007,1 0 68
4/12/2014 00:00 33,2 26,1 16,3 1009,8 0 68
5/12/2014 00:00 34 27,4 19 1007 0 68
6/12/2014 00:00 36,4 30,3 22,2 1001,8 0 74
7/12/2014 00:00 30,8 26,3 21 1004,3 13,5 89
8/12/2014 00:00 30,3 234 17,4 1005.,4 16,75 93
9/12/2014 00:00 36,1 28,6 20,8 998.7 0 84
10/12/2014 00:00 28,5 24 19,6 1004,8 45,25 87
11/12/2014 00:00 28,7 22,7 16,4 1010,7 0 79
12/12/2014 00:00 28,7 22,9 18,4 1007 .4 4,5 82
13/12/2014 00:00 33 26,1 17,7 1007 0 73
14/12/2014 00:00 30,5 24.9 18,5 1009,2 0 75
15/12/2014 00:00 29,1 24,2 20,8 1008,1 4,5 82
16/12/2014 00:00 25,9 21,6 17,9 1007,9 17,75 92
17/12/2014 00:00 31,5 24.9 18,3 1007,1 0 77
18/12/2014 00:00 33,9 26,3 18,2 1006,3 0 72
19/12/2014 00:00 34,2 274 19,1 1000,4 0 73
20/12/2014 00:00 26,2 23,3 18,7 995.4 16,25 90
21/12/2014 00:00 25,5 21 17,6 1002,9 2,5 74
22/12/2014 00:00 25,2 19,5 11 1013,7 0 62
23/12/2014 00:00 27,7 20,2 9,9 1016 0 63
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24/12/2014 00:00 30,4 22,3 12,1 1008,5 0 67
25/12/2014 00:00 35,1 27,3 18,7 1005,4 0 78
26/12/2014 00:00 36,9 27,6 21,5 1005,4 34,75 88
27/12/2014 00:00 29,8 23,6 19,4 1005,1 0 93
28/12/2014 00:00 32,6 26,6 21,9 1003,9 0 85
29/12/2014 00:00 32,8 26,7 20,2 1002,8 0 83
30/12/2014 00:00 33 26,4 19,4 1001,2 21,5 80
31/12/2014 00:00 30 26,1 22,2 998,3 0 89
1/1/2015 00:00 23,7 20,7 14,6 1002,4 0 83
2/1/2015 00:00 26,2 20 12,7 1010,6 0 72
3/1/2015 00:00 31 23,1 14,2 1010,1 0 71
4/1/2015 00:00 33,2 26,2 17,4 10094 0 74
5/1/2015 00:00 35,5 28,4 20,5 1005,2 0 78
6/1/2015 00:00 36,4 29,1 20,2 1002,7 42 85
7/1/2015 00:00 28,6 23,8 19,8 1005,7 9 91
8/1/2015 00:00 32,5 26,8 20,9 1004.9 0 87
9/1/2015 00:00 35,3 29,6 24,4 1003,1 18,25 83
10/1/2015 00:00 33,3 26,9 21,6 1004,1 13,5 92
11/1/2015 00:00 30 24,9 20,7 1005,6 11,5 89
12/1/2015 00:00 34,3 27,5 19,6 1004,8 0 84
13/1/2015 00:00 27,3 24,4 21,5 1002,4 15,5 98
14/1/2015 00:00 31,4 26,2 21,6 1006 0 88
15/1/2015 00:00 32,1 27,2 22,8 1011,2 0 84
16/1/2015 00:00 34,4 28 22,3 10074 0 82
17/1/2015 00:00 33,8 28,7 22,6 1007,1 0 83
18/1/2015 00:00 35 28,9 23,9 1005,6 0 84
19/1/2015 00:00 35,8 26,4 21 1006,1 21 91
20/1/2015 00:00 26,2 22,3 20,1 1013,6 0 88
21/1/2015 00:00 30,3 24,4 18,4 1014,2 0 79
22/1/2015 00:00 30,6 24,8 19 1011,9 0 78
23/1/2015 00:00 32,3 26,2 20,8 1009 0 80
24/1/2015 00:00 34,3 27,8 19,6 1006 0 78
25/1/2015 00:00 35,6 28,2 20,5 1004,5 0 79
26/1/2015 00:00 36,9 30,2 23,7 1002,2 0 79
27/1/2015 00:00 37 30,9 25,3 1001,3 0 78
28/1/2015 00:00 28,8 24,6 21,6 1003,8 10,5 91
29/1/2015 00:00 28,9 23,2 18,8 1011,9 0 82
30/1/2015 00:00 30,2 23,9 17,4 1012,8 0 74
31/1/2015 00:00 31,2 24,6 17,1 1010,4 0 74
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1/2/2015 00:00 33,4 26,1 17,7 1007,9 0 80
2/2/2015 00:00 33,5 27,8 22,9 1007,6 3 83
3/2/2015 00:00 25,2 23,6 22,3 1005,8 25 98
4/2/2015 00:00 34,2 27,7 22,2 1003,4 0 84
5/2/2015 00:00 35,8 29,5 23 1003,8 0 80
6/2/2015 00:00 36,2 29,6 233 1004 0 79
7/2/2015 00:00 35 27,6 23,6 1004,2 0 87
8/2/2015 00:00 32,6 23,6 19,3 1003,4 12 93
9/2/2015 00:00 34,1 25,8 17,5 1002,5 0 81
10/2/2015 00:00 25,5 21,7 18,5 1007,8 2 90
11/2/2015 00:00 31,9 23,5 15,5 1009,2 0 81
12/2/2015 00:00 33,1 25,6 16,7 1008,1 0 81
13/2/2015 00:00 30,1 24.4 18,3 1012,3 0 73
14/2/2015 00:00 33,2 26,1 18,2 1009,8 0 77
15/2/2015 00:00 30,8 25,9 21,1 1009,1 0 80
16/2/2015 00:00 33,2 27,2 23 1008,1 0 79
17/2/2015 00:00 30 24,6 21,6 1006,5 17 91
18/2/2015 00:00 24,4 21,6 20 1001,8 16 98
19/2/2015 00:00 24,5 20,4 15,5 1005,4 0 79
20/2/2015 00:00 27 20,1 13,3 1011,5 0 79
21/2/2015 00:00 27,7 21,6 15 1013,2 0 79
22/2/2015 00:00 32,3 25,1 18,1 1011,6 0 78
23/2/2015 00:00 36,1 28 19,6 1009,5 0 77
24/2/2015 00:00 34,9 28,7 22,8 1006,2 1 84
25/2/2015 00:00 26,3 22,9 20,5 1005,5 176 99
26/2/2015 00:00 27,7 23,6 21,4 1006,4 0 95
27/2/2015 00:00 29 24,3 20,7 1008,5 0 91
28/2/2015 00:00 30,8 24,2 18,6 1009,9 2 86
1/3/2015 00:00 28,5 22,7 19,3 1006,7 51 95
2/3/2015 00:00 32,6 25,5 19 1005,2 0 90
3/3/2015 00:00 25,8 22,3 20 1004,1 142 99
4/3/2015 00:00 27,7 22,9 18,5 1005,7 0 93
5/3/2015 00:00 30,4 26,1 21,9 1007,6 0 88
6/3/2015 00:00 33,2 27,8 23,3 1007,2 0 88
7/3/2015 00:00 33,6 27,8 22,3 1007,2 0 86
8/3/2015 00:00 33,1 26,9 20,6 1007,4 0 84
9/3/2015 00:00 32,7 25,8 19.4 1008,1 0 82
10/3/2015 00:00 33,9 26,9 20,2 1007,8 0 82
11/3/2015 00:00 33,7 27,5 21,5 1007,5 0 81
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12/3/2015 00:00 33 26 20 1005,6 0 78
13/3/2015 00:00 32,9 25,5 18,7 1003,9 0 80
14/3/2015 00:00 30,1 23,5 19,7 1006,5 0,5 93
15/3/2015 00:00 30,9 25,5 22,1 10094 0 89
16/3/2015 00:00 34,8 274 21,1 1008,6 0 82
17/3/2015 00:00 35,4 28,4 23,6 1009,7 0 80
18/3/201500:00 | 33,2 26.5 21.8 1009,7 0 78
19/3/201500:00 | 32,6 25,2 17.3 1008,1 0 83
Ciclo agricola 2015/2016

Fecha TMAX | TMED TMIN PATM LLUVIA HR
16/11/2015 00:00 32,2 254 19,5 1000,1 0 79
17/11/201500:00 | 32,5 25,3 20,5 999,4 0 81
18/11/201500:00 | 33,9 25,6 19,6 999,9 15,75 81
19/11/2015 00:00 22,8 18 13,1 1001,9 37,25 88
20/11/201500:00 | 23,9 17,2 11,8 1010,2 0 70
21/11/2015 00:00 26,4 19,2 10,4 1006,4 0 72
22/11/201500:00 | 29,2 22,5 15,1 1007,1 0 75
23/11/2015 00:00 29,7 23,6 17,7 1006,4 0 72
24/11/2015 00:00 28,2 22,1 17,6 1003,8 1,25 74
25/11/201500:00 | 29,8 24 18 1004,4 0 76
26/11/2015 00:00 28 23,7 19,7 1003,7 2,5 86
27/11/201500:00 | 26,4 22,4 18,1 1002,2 39,5 89
28/11/2015 00:00 28,2 22 15,6 1009,5 0 73
29/11/201500:00 | 29,5 22,5 16 1013,7 0 65
30/11/2015 00:00 | 30,1 23,1 14,9 1012,9 0 65
1/12/2015 00:00 31,5 24 16,2 1009,8 0 70
2/12/2015 00:00 31,2 25 14,3 1010,1 0 66
3/12/2015 00:00 32,5 25,5 21,3 1006.,9 1,25 82
4/12/2015 00:00 32,5 26,2 19,7 1005,6 0 75
5/12/2015 00:00 294 25,5 21,2 1010,1 0 78
6/12/2015 00:00 29,1 234 18,3 1011,9 0 72
7/12/2015 00:00 32,4 24 16,3 1008,2 0 61
8/12/2015 00:00 35,1 25,5 17,7 1003.,4 0 70
9/12/2015 00:00 27,9 21,8 17,5 1006,8 5 85
10/12/2015 00:00 34,4 25,6 15,2 1006,2 0 68
11/12/2015 00:00 35,1 26,7 17,6 1002,9 0 70
12/12/2015 00:00 35,9 25 20,7 999,5 12 87
13/12/2015 00:00 329 26,2 19,6 999,5 0 82
14/12/2015 00:00 28,6 23,6 20,2 1002,1 0 91
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15/12/2015 00:00 31,9 25,4 19,1 1010,2 0 78
16/12/2015 00:00 32,3 26,5 19,7 1006,7 0 73
17/12/2015 00:00 26,1 23,1 19,5 999.4 32,75 95
18/12/2015 00:00 26,6 22,8 16,8 1006 8,75 72
19/12/2015 00:00 26,7 21 14,5 1013,1 0 61
20/12/2015 00:00 30,4 23,7 16,4 1009,8 0 69
21/12/2015 00:00 34 26,9 22,7 1003 0 85
22/12/2015 00:00 29,9 25,3 22,6 999,6 2 95
23/12/2015 00:00 26,3 23,1 20,4 1002,4 7,75 93
24/12/2015 00:00 32,6 25,3 18,4 1009,1 0 77
25/12/2015 00:00 33,5 27,1 19,5 1009,4 0 80
26/12/2015 00:00 33,7 27,7 22,6 1005,7 0 81
27/12/2015 00:00 35,8 28,5 19,9 1001,8 0 79
28/12/2015 00:00 35,5 29,5 24,6 1001,9 0 82
29/12/2015 00:00 33,1 27,9 24,5 1003 25,75 90
30/12/2015 00:00 33,1 27,5 21,8 1002,8 0 83
31/12/2015 00:00 30,3 26,2 23,4 1004 16,5 94
1/1/2016 00:00 33,3 27,6 20,9 1004,6 0 81
2/1/2016 00:00 34,7 29,5 24,2 1006 0 82
3/1/2016 00:00 33 27 22,4 1004,3 27 90
4/1/2016 00:00 34,8 27,1 22,1 1003,8 27,5 90
5/1/2016 00:00 30,8 26,1 21 1007,6 0 84
6/1/2016 00:00 29,2 25,7 22,1 1010,9 0 91
7/1/2016 00:00 30,1 24,5 18,7 1010 0 81
8/1/2016 00:00 33 26,4 20,1 1006,9 0 82
9/1/2016 00:00 33,7 27,5 22 1008,5 0 80
10/1/2016 00:00 33,3 27,8 22,5 1006 0 83
11/1/2016 00:00 354 28,6 21,7 1004,3 0 76
12/1/2016 00:00 36 26,2 21,6 1001,8 7,25 90
13/1/2016 00:00 31,6 26,3 20,4 1007,7 0 84
14/1/2016 00:00 35 27,4 20,2 1006,5 0 75
15/1/2016 00:00 35,5 28,7 20,4 1006 0 72
16/1/2016 00:00 37 29 20,8 1006,3 0 67
17/1/2016 00:00 36,9 26,8 20,1 1006,4 6 80
18/1/2016 00:00 35,5 28,4 20,9 1009,1 0 78
19/1/2016 00:00 39,1 30,6 23,1 1007,4 0 69
20/1/2016 00:00 39,7 31,4 23,3 1007,1 0 68
21/1/2016 00:00 38,5 31,7 25,2 1007,4 0 68
22/1/2016 00:00 40 31,6 24,1 1004,5 0 69
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23/1/2016 00:00 40,5 32,1 25,1 1004,8 0 69
24/1/2016 00:00 38,8 31 24,5 9974 0 62
25/1/2016 00:00 32,5 24,5 17,9 1003,3 16,75 78
26/1/2016 00:00 31,4 25,8 20 1008,2 1,75 75
27/1/2016 00:00 32,6 26,1 19,8 1009,1 0 66
28/1/2016 00:00 34,3 27 19 1007,2 0 71
29/1/2016 00:00 32,6 26,5 23,3 1006,5 0,75 86
30/1/2016 00:00 27,2 23,7 20,7 1009,3 0,5 96
31/1/2016 00:00 32,6 25,8 19,3 1012,8 0 76
1/2/2016 00:00 29,8 23 16,1 1014,8 0 67
2/2/2016 00:00 33,5 23,8 17,7 1011,4 0 57
3/2/2016 00:00 31 25,3 20 1007 0 74
4/2/2016 00:00 36,1 26,5 16,3 1005,4 0 73
5/2/2016 00:00 35,7 27,9 21,8 1008,2 0 79
6/2/2016 00:00 37.8 30,4 22,9 1009,2 0 81
7/2/2016 00:00 37,7 30,7 24,9 1004 0 83
8/2/2016 00:00 29,6 25,2 21,2 1002,6 85,5 91
9/2/2016 00:00 33 27,1 22,3 1007,9 0 70
10/2/2016 00:00 35,8 28,9 22,4 1008,8 0 82
11/2/2016 00:00 35,3 29,7 24,2 1005,8 0 84
12/2/2016 00:00 37 31,2 26,3 1001 0 86
13/2/2016 00:00 29,6 25,5 21,7 1002,6 15,5 95
14/2/2016 00:00 334 27,2 20,3 1005,2 0 85
15/2/2016 00:00 34,4 29,5 25,7 1003,7 0,5 87
16/2/2016 00:00 33,7 28,8 24,7 999,2 0 92
17/2/2016 00:00 28,8 23,6 20,1 1002,4 55,5 94
18/2/2016 00:00 32,6 26,7 22,3 1005,6 0,5 91
19/2/2016 00:00 28,2 24,7 20,5 1005,5 65,25 93
20/2/2016 00:00 30,7 25,1 19,5 1008,8 0 87
21/2/2016 00:00 32,6 27,4 22,1 1006,6 0 86
22/2/2016 00:00 34,5 29,5 25,5 1005,5 0 84
23/2/2016 00:00 34 29 25 1006,7 0 81
24/2/2016 00:00 35,6 28,6 21,4 1004,1 0 81
25/2/2016 00:00 32,4 27,4 23,2 1003 0 92
26/2/2016 00:00 26,6 22,7 19,5 1000,1 41,75 98
27/2/2016 00:00 28,8 22 15,7 1007,2 0 76
28/2/2016 00:00 31,5 23,2 15,5 1010,4 0 79
29/2/2016 00:00 33,4 26,1 19 1010,3 0 80
1/3/2016 00:00 26,1 23,6 21,3 1009,9 3,25 96
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2/3/2016 00:00 27,9 22,9 19 1011,2 0 90
3/3/2016 00:00 29,7 23,7 184 1009,9 0 83
4/3/2016 00:00 31,2 24,3 17,7 1008,6 0,25 81
5/3/2016 00:00 26,2 214 17,5 1010,8 1 89
6/3/2016 00:00 28,6 21,1 13,6 1011,1 0 80
7/3/2016 00:00 27,7 21,6 17,1 1011,6 0 81
Ciclo agricola 2016/2017

Fecha TMAX TMED TMIN PATM LLUVIA HR
20/12/2016 00:00 34,5 25,9 15,8 1005,5 0 69
21/12/2016 00:00 36,6 28,1 18 1002,1 0 70
22/12/2016 00:00 37,8 30,9 24,6 10024 10,75 70
23/12/2016 00:00 28,2 22,5 18,7 1005,7 52 93
24/12/2016 00:00 26 23 20,9 1004 22,5 98
25/12/2016 00:00 36,3 29 23,3 995,4 6 89
26/12/2016 00:00 27,2 22,1 20 999,7 76,5 98
27/12/2016 00:00 27,8 23,7 20,9 1006,6 0,25 95
28/12/2016 00:00 30,9 26,1 20,4 1008,6 0 86
29/12/2016 00:00 32 25,6 19,2 1005,9 30,5 85
30/12/2016 00:00 354 29,1 224 1002,3 0 86
31/12/2016 00:00 374 31,1 24,5 1000,3 0 81
1/1/2017 00:00 29,5 24,7 21,1 1004,1 18,75 99
2/1/2017 00:00 29,2 25,1 22,3 1005,6 15 95
3/1/2017 00:00 38,2 28,7 24 998,3 1,25 90
4/1/2017 00:00 24,6 22,6 20,5 1001 78 99
5/1/2017 00:00 31,3 25,7 20,8 1006 0,25 82
6/1/2017 00:00 30 25,6 20,8 1008,2 0,5 90
7/1/2017 00:00 34,6 29,1 24,6 1004.,4 0 88
8/1/2017 00:00 29,2 254 21,6 1001,8 20,75 99
9/1/2017 00:00 27 23 21 998,7 16,75 96
10/1/2017 00:00 29,1 23,8 19,4 1005,9 0 83
11/1/2017 00:00 32,7 25,6 17,4 1008.,4 0 80
12/1/2017 00:00 34,8 28,5 22,1 1006,5 0 83
13/1/2017 00:00 354 30 25,4 1003,3 0 87
14/1/2017 00:00 33,8 27,7 23,4 1002,9 1,25 90
15/1/2017 00:00 274 23,7 18,7 999,6 56 99
16/1/2017 00:00 28,1 22,5 18 1000,7 1,5 93
17/1/2017 00:00 32,6 26,5 21 1002,3 0 87
18/1/2017 00:00 35,7 28,5 21,6 1005,8 0 78
19/1/2017 00:00 35,8 29,1 21,5 1008,6 0 80
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20/1/2017 00:00 35,9 29,1 23,5 1010,7 0 76
21/1/2017 00:00 37 29,3 22,5 1009,8 0 81
22/1/2017 00:00 35 28,8 23 1007,6 0 80
23/1/2017 00:00 35,2 28,7 22,3 1006,7 0 76
24/1/2017 00:00 35,3 28,3 20,5 1004,1 0 78
25/1/2017 00:00 29,8 24,8 18,8 1009,6 0 75
26/1/2017 00:00 27 21,6 15,1 1016 0 73
27/1/2017 00:00 29,8 21,9 13,3 1015 0 72
28/1/2017 00:00 33,9 24,9 14,9 1011,8 0 73
29/1/2017 00:00 35,3 27 18,4 1009,1 0 73
30/1/2017 00:00 38,3 30 21,3 1005,9 0 71
31/1/2017 00:00 35,9 29,2 24,1 1004,5 0 80
1/2/2017 00:00 25,6 23,1 20,1 1004,5 20 97
2/2/2017 00:00 32,7 25,2 18,3 1003,4 0 83
3/2/2017 00:00 35,4 27,9 21,3 1002,9 0 79
4/2/2017 00:00 24,5 22 19,5 42,75

5/2/2017 00:00 26,5 20 13,5 0

6/2/2017 00:00 27 19,25 11,5 0

7/2/2017 00:00 29 22 15 0

8/2/2017 00:00 31,5 25,3 19 0

9/2/2017 00:00 32,5 26,8 21 13,25

10/2/2017 00:00 30,5 24,8 19 0,25

11/2/2017 00:00 25,9 22,9 21 1005,3 17,25 98
12/2/2017 00:00 27,9 22,8 20,8 1004,6 5 92
13/2/2017 00:00 27 21,1 17,9 1005,2 0 90
14/2/2017 00:00 27,3 23 19,7 1006,2 0 93
15/2/2017 00:00 33,5 25,8 18,5 1009 0 85
16/2/2017 00:00 31,1 25,9 21,9 1006,1 0 91
17/2/2017 00:00 29,6 24,7 20,6 1002,5 9,5 96
18/2/2017 00:00 23,8 20,6 18,6 1005,6 33,25 97
19/2/2017 00:00 29,6 23,6 16,9 1009,5 0 90
20/2/2017 00:00 34,5 27,6 21 1009,5 0,25 90
21/2/2017 00:00 34,6 27,2 23,9 1008,6 7,25 94
22/2/2017 00:00 34,9 28,3 22 1006,8 0 88
23/2/2017 00:00 36,1 29,7 24,2 1006 0 86
24/2/2017 00:00 37 30,1 24 1006,1 0 83
25/2/2017 00:00 36,5 30 24 1006,1 0 82
26/2/2017 00:00 35 29,7 25,3 1006,1 0 85
27/2/2017 00:00 36,4 29,3 23,9 1004,3 1 84
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28/2/2017 00:00 35 27,7 22,8 1001,5 0 85
1/3/2017 00:00 35,6 28,5 21,6 999,3 0 83
2/3/2017 00:00 35,8 29,6 23,5 999,7 0 84
3/3/2017 00:00 27 23,3 19,5 1006 0,25 97
4/3/2017 00:00 26,7 22,6 19,7 1005,7 0 92
5/3/2017 00:00 29,8 24,1 18,5 1007 0 84
6/3/2017 00:00 31,2 25,3 21 1008,3 0 88
7/3/2017 00:00 32,8 26,4 20,1 1009,5 0 77
8/3/2017 00:00 30,8 25,8 21,6 1001,9 0 92
9/3/2017 00:00 27,6 24,9 19,6 998,3 2,25 95
10/3/2017 00:00 28 21,5 15,1 1009,7 0 73
11/3/2017 00:00 27,8 20,6 14,2 1006,5 1 83
12/3/2017 00:00 25,2 18,9 12 1011,7 0 75
13/3/2017 00:00 30,7 19,5 8 1010,2 0 73
14/3/2017 00:00 30,5 22,3 14 1006,9 0 73
15/3/2017 00:00 20,7 18,5 17,2 1004,6 29,25 95
16/3/2017 00:00 21,7 17,7 14 1013,5 0,25 85
17/3/2017 00:00 25 17 9.4 1016,7 0 81
18/3/2017 00:00 27,1 18,5 10,7 1015,1 0 82
19/3/2017 00:00 27,6 20,5 13,2 1014 0,25 80
20/3/2017 00:00 28,3 21,2 14,8 1014,3 0 86
21/3/2017 00:00 27,9 22,2 17 1013,6 0 92
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