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Resumen

Spodoptera frugiperda es plaga clave del maiz en todo el continente americano.
Actualmente la principal estrategia de control consiste en la utilizacion de cultivares de
maiz genéticamente modificados Bt. La evolucidn de resistencia es la principal amenaza
para esta tecnologia. La estrategia de refugio -que consiste en la siembra de una porcion
de lote con una variedad no Bt- fue el principal enfoque adoptado para retrasar la
evolucion de la resistencia. Los refugios integrados o refugios en bolsa (ReB), pueden
acelerar la resistencia de plagas blanco por efecto del movimiento y dispersion de larvas
entre plantas Bt y no Bt comparado con refugios estructurados. Los objetivos fueron: 1)
comparar el movimiento intra-planta y la dispersion inter-plantas en distintas
configuraciones de refugio, 2) estudiar el efecto de la densidad y el estado fenoldgico en
la dispersion y 3) evaluar la susceptibilidad de distintos estadios larvales de S. frugiperda
a las toxinas Bt. Los ensayos fueron realizados durante las campanas 2015/16 y 2016/17
en INTA Reconquista, Santa Fe. Se utilizaron los hibridos KWS3720 VT TriplePro (Bt)
y KWS3800 (no Bt). Los tratamientos fueron: Bz, ReB (1 no Bf rodeada de 44 plantas Bt),
no Bt y ReB inv (1 Bt rodeada de 44 plantas no Bf) en DBCA con cinco repeticiones. En
V6 se liberaron larvas neonatas de S. frugiperda en la planta central. Se elaboraron 2
indices: a) movimiento (larvas vivas en diferentes hojas) en la misma planta cada 2 h, las
primeras 8 h desde la liberacion, b) dispersion (larvas vivas en diferentes plantas) en la
parcela cada 2 dias durante 12 dias. Para el objetivo 2) se realiz6 otro ensayo en el que se
empled una configuracion ReB en DCA con cuatro repeticiones y combinacion factorial
de estado fenolégico (V2 y V8) y densidad (40.000 pl. ha™', 55.000 pl. ha™ y 70.000 pl.
ha'!). Objetivo 3) se evalué la susceptibilidad de larvas L1, L3 y L5 en hojas de maiz Bt.
El movimiento intra-planta fue mayor en maiz Bt comparado a no Bf y aumento con el
tiempo. La dispersion inter-plantas y su variacion en el tiempo fueron significativamente
diferentes entre tratamientos. En Bf y ReB inv se dispersaron mas rapidamente que en no
Bt y ReB. La dispersion inter-plantas fue mayor en V8§, en cambio la densidad no tuvo
efectos. Larvas L1 fueron 7,5 y 16,5 veces mas susceptibles que larvas L3 y LS,
respectivamente. La alimentacion inicial sobre plantas B¢ genera rechazo vy
consecuentemente mayor movimiento y dispersion de larvas. La dispersion y
susceptibilidad diferencial de larvas favorece condiciones de exposicion a dosis subletales
en un refugio integrado. Esta situacion podria acelerar la evolucion de resistencia en un

refugio integrado comparado al refugio estructurado.
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Abstract

Spodoptera frugiperda is a key pest of corn in all the American continent.
Currently, genetically modified Bt corn became the main control strategy. Resistance
evolution is the mayor threat to the success of this technology. The refuge strategy -which
involves a portion of the field sowed with a non Bt variety- has been the prime approach
adopted to delay the evolution of insect resistance. Integrated refuges, also refuge in the
bag (RIB), might accelerate resistance in target pests due to the movement and dispersal
of larvae between Bt and non Bt plants compared to structured refuges. The objectives
were: 1) to compare the intraplant movement and interplant dispersion in different refuge
configurations, 2) to study the effect of plant density and growth stage in dispersion and
3) to evaluate the susceptibility of different larval instars of S. frugiperda to Bt toxins in
corn. Experiments were carried out at INTA Reconquista, Santa Fe during two seasons,
2015/16 and 2016/17. The corn hybrids KWS 3720 VT Triple Pro (Bf) and KWS 3800
(non Bf) were used and the treatments were: Bz, ReB (1 non Bt surrounded by 44 Bt
plants), non Bt and ReB inv (1 Bt surrounded by 44 non Bt plants) in RCB design with
five replications. At V6, S. frugiperda neonates were released in the central plant. Two
indices were elaborated: a) movement (live larvae in different leaves) in the same central
plant every 2 hours for the first 8 hours, b) dispersion (live larvae in different plants) in
the plot every 2 days for 12 days. For objective 2) a ReB configuration was used in another
experiment in CR design with four replications and a factorial combination of
phenological stages (V2 and V8) and density (40.000 pl. ha™!, 55.000 pl. ha! y 70.000 pl.
ha!). Objective 3) Susceptibility of L1, L3 and L5 larvae in Bt corn leaves was evaluated.
Intraplant movement was higher in Bt corn compared to non Bt and increased over time.
The interplant dispersion and its variation over time were significantly different among
treatments. In Bt and ReB inv larvae dispersed faster than in non Bf and ReB. The
interplant dispersion was greater in V8, however plant density had no effect. L1 Larvae
were 7.5 and 16.5 times more susceptible than L3 and L5 larvae, respectively. Initial
feeding on Bt plants generate aversion and consequently greater movement and dispersion
of larvae. The dispersal and differential susceptibility of larvae favors exposure to
sublethal doses in an integrated refuge. This situation could accelerate resistance

evolution in integrated refuge compared to structured refuge.
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Capitulo 1 Introduccion general y antecedentes

1.1)  El cultivo de Maiz
El maiz, Zea mays Linnaeus (Poaceae), es uno de los granos alimenticios mas
antiguos que se conocen. Deriva del teosinte y fue domesticado en un periodo
comprendido entre 7.000 y 10.000 afos atras, en el Sur de México (Beadle, 1980). Su
cultivo se expandi6 por América con anterioridad a la colonizacidon europea. A partir de
¢ésta, el maiz fue introducido en el viejo mundo, donde rapidamente se convirtié en un

factor clave de la alimentacion humana y animal (Andrade et al., 1996).

Actualmente el maiz es el segundo cultivo del mundo por superficie de produccion
(187,95 millones de hectareas) después del trigo, mientras que el arroz ocupa el tercer
lugar. Es el primer cereal en rendimiento de grano por hectarea y el primero en produccion
total con 1.060,107 millones de toneladas en 2016 (FAOSTAT, 2018). El maiz es de gran
importancia econdmica a nivel mundial: como alimento humano, como alimento para el
ganado o como fuente de un gran nimero de productos industriales. La diversidad de
ambientes bajo los cuales se cultiva es mucho mayor que la de cualquier otro cultivo.
Habiéndose originado y evolucionado en la zona tropical como una planta de excelentes
rendimientos, en el presente se cultiva hasta los 58° de latitud norte en Canada y Rusia, y
hasta los 40° de latitud sur en Argentina y Chile (Paliwal, 2001). Actualmente el principal
pais productor de maiz es Estados Unidos, seguido por China, Brasil, México y en quinto
lugar Argentina (FAOSTAT, 2018), con una produccion de 49,47 millones de toneladas
(Ministerio de Agroindustria, 2018).

La produccion de maiz en Argentina se extiende desde la provincia de Jujuy hasta
el Sur de la Provincia de Buenos Aires. Las principales provincias productoras son
Cordoba, Buenos Aires, Santa Fe, Santiago del Estero y La Pampa, con una produccion
conjunta de 82,2% del total nacional. La superficie implantada durante las campafas
2015/16 y 2016/17 oscilo entre 6,9 y 8,4 millones de hectidreas (Ministerio de
Agroindustria, 2018).

En la Provincia de Santa Fe, en la campana 2016/17 el cultivo de maiz ocupd
890.800 hectareas. En los departamentos del norte en particular, durante la misma
campafa la superficie destinada al cultivo de maiz fue de 135.500 ha, alrededor del 15%

de la superficie provincial (Ministerio de Agroindustria, 2018). En esta region la mayor



parte de la superficie de maiz se siembra en fechas tardias como medida para evitar la
coincidencia de la floraciéon del cultivo con periodos de estrés hidrico en los meses de
verano (Brach & Gallard, 2014). Sin embargo, los cultivos de maiz sembrados en fechas
tardias tienden a ser mas afectados por factores de estrés biotico (Szwarc et al., 2015a;
Almada et al., 2015). En el norte santafesino las pérdidas de maiz en siembra directa por
efecto de plagas oscilan entre 19 y 21% y a medida que se retrasa la época de siembra, se

incrementa el impacto negativo (Sosa, 2002).

1.2) Principales plagas del maiz

El cultivo de maiz es atacado por varios artropodos. El grupo mas numeroso que
dafia la parte aérea de las plantas estd comprendido por lepiddpteros, mientras que la parte
subterranea es dafiada en mayor medida por coledpteros (Chiang, 1978). Las plagas mas
importantes dentro del primer grupo son el barrenador de la cana de azlcar, Diatraea
saccharalis Fabricius (Lepidoptera: Crambidae), la isoca de la espiga, Helicoverpa zea
Boddie (Lepidoptera: Noctuidae), y el gusano cogollero, Spodoptera frugiperda J. E.
Smith (Lepidoptera: Noctuidae) (Sparks, 1979; Castro et al., 2004; Buntin, 2008; Siebert
et al., 2012). Esta ultima especie es una de las principales plagas del cultivo de maiz en

la Argentina (Willink et al., 1990).

1.3) Aspectos biologicos de Spodoptera frugiperda J. E. Smith y dafios

causados a la planta

Spodoptera frugiperda, conocida cominmente como "cogollero del maiz" u
"oruga militar tardia", es una plaga migratoria (Luginbill, 1928; Johnson, 1987). A pesar
de ser un insecto subtropical (Mitchell et al., 1991) con poblaciones permanentes
restringidas a dreas con inviernos suaves del hemisferio occidental (Nagoshi et al., 2012),
es una especie ampliamente distribuida en el continente Americano, desde Canada (al
Norte) hasta Argentina (al Sur) y en todo el Caribe (Pogue, 2002; Clark et al., 2007;
Vilarinho ef al., 2011). Se la ha detectado también en més de 30 paises del Oeste y Centro
del continente Africano y recientemente en la India (Goergen ef al., 2016; Prasanna et al.,

2018; Sisodiya et al., 2018; Sharanabasappa et al., 2018).

Las larvas son muy polifagas y se alimentan de més de 80 especies de plantas
hospederas. Se ha citado a S. frugiperda como plaga en numerosos cultivos: maiz, arroz,
avena, cafia de azlcar, trigo, sorgo, algodon, mani, soja, garbanzo, girasol, hortalizas,

frutales y ornamentales, y ademds en numerosas malezas y plantas voluntarias (Luginbill,
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1928; Sparks, 1979; Buntin, 1986; Pastrana, 2004; Casmuz et al., 2010; Capinera, 2014).
En Argentina es una de las plagas mas importante del cultivo de maiz (Iannone & Leiva,
2012; Ayala et al., 2013) y es la plaga mas importante del Noroeste (Willink ef al., 1990)
y del Noreste del Pais (Sosa, 2002a, b). Asimismo, el Noroeste argentino puede ser
considerado como el limite sur del area de distribucidon permanente de esta especie (Juarez
et al., 2012). En este sentido, Murtia & Virla, (2004b) determinaron la presencia de
individuos durante los meses de invierno, sugiriendo que las poblaciones permanentes
podrian alcanzar la provincia de Tucuman, entre 26° y 28° de latitud Sur. Si bien no se
encuentran registros bibliograficos equivalentes para el Nordeste Argentino, si se toman
los registros de temperaturas minimas historicas del INTA correspondientes de esta
region, cabe asumir que el limite en esta region podria establecerse entre latitudes de 29°
y 30° (norte de Santa Fe y sur de Corrientes). Por otro lado la incidencia de esta plaga es
menor a partir de latitudes de 31° a 32°, desde Cérdoba hacia el sur del pais (Virla et al.,
1999). Debido a la importancia en Argentina, esta especie es objeto de muchas
contribuciones cientificas referidas a diversos aspectos como ciclo biologico (Valverde
etal., 1995); evaluacion de dietas para cria (Murta et al., 2003); parametros poblacionales
sobre distintas fuentes de alimento (Murua y Virla, 2004a); caracterizacion genética de
diferentes cepas (Nagoshi et al., 2012), revision de hospederos (Casmuz et al., 2010);
protocolos de monitoreo (Serra & Trumper, 2006); efectos histologicos de parasitoides
(Michel et al., 2013); niveles de dafio ocasionados al cultivo de maiz (Willink et al., 1991;
1993; Sosa, 2002a; 2002b; Ayala et al., 2013); estudios sobre enemigos naturales (Virla
et al., 1999; Sosa y Vitti, 2005; Murta et al., 2006; Murua et al., 2009; Yasem de Romero
& Romero, 2013); interaccidon con cultivos Bt (Giaveno et al., 2010; Murua et al., 2013;
Ayalaetal.,2013; Massoni et al.,2014; Almada et al., 2015; Szwarc et al., 2015; Sassano
et al., 2016); manejo de la resistencia (Trumper, 2014; Chandrasena et al., 2018).

Los adultos poseen una elevada capacidad de dispersion (Nagoshi et al., 2012,
2017). Existen evidencias de capturas en trampas de luz de plataformas petroliferas
localizadas a 160 km de la costa del golfo de M¢jico (Sparks ef al., 1986). Las mariposas
poseen habitos nocturnos, movilizandose entre las plantas hospederas para su
alimentacion, apareamiento y oviposicion (Sparks, 1979; Vilarinho et al., 2011). Las
posturas son colocadas en masas de 100 a 300 huevos, cubiertos por escamas del cuerpo
de la hembra totalizando de 500 a 2.000 huevos/hembra (Luginbill, 1928; Capinera,

2014). Las hembras adultas de S. frugiperda tienen preferencia por oviponer en las hojas



de maiz con menor dafio ocasionado por larvas de su misma especie (Téllez-Rodriguez
et al., 2014). Las larvas poseen habitos gregarios en los estadios iniciales y luego se
dispersan (Farias et al., 2008). Se alimentan de las hojas en las cuales roen la epidermis
al inicio y luego las perforan o destruyen desde sus bordes. También pueden actuar como
cortadoras, defoliadoras y cogolleras, segun el momento de su desarrollo, y producen
dafios directos cuando se alimentan de los granos de la espiga (Cruz & Turpin, 1983;
Willink et al., 1993; Urretabizkaya et al., 2010; Vilarinho et al., 2011; Pannuti et al.,
2016). El mayor consumo, 80% de la ingesta, lo realizan en los dos ultimos estadios
(Capinera, 2014) dentro del cogollo, donde encuentran proteccion (Burtet et al., 2017).
Por otra parte, S. frugiperda tiene héabitos canibales, razon por la cual suele encontrarse
solo una larva grande por cogollo (Chapman et al., 1994; 2000; Capinera, 2014). Este
comportamiento es denso-dependiente y dindmico, es decir, depende de la densidad
inicial de larvas pero decrece a medida que la densidad disminuye por causa de la
mortalidad, debido a que la tasa de encuentro entre larvas es menor a medida que la
densidad decae (Andow et al., 2015). La duracion del ciclo de vida de S. frugiperda esta
estrictamente relacionada a la temperatura (Luginbill, 1928). En condiciones de
laboratorio (14:10 h de luz: oscuridad de fotoperiodo artificial y alimentacién basada en
dieta artificial), la duracion del periodo de huevo a adulto oscil6 entre 66,6 y 18,4 dias a
temperaturas de 15,6° C y 35°C respectivamente (Barfield ef al., 1978). La tasa de
desarrollo de las larvas se incrementa de manera lineal entre 21°C y 33°C, luego de la
cual decrece (Ali et al., 1990). Ademés de la temperatura, otro factor importante que
influye en la duracion del periodo larval es la dieta, en este sentido Muruaa et al. (2003)
determinaron en condiciones de laboratorio (25 + 2°C, 14:10 h luz: oscuridad de
fotoperiodo artificial y 70-75% HR) que las larvas poseen de 6 a 8 estadios y la duracion

del estado larval completo varia entre 25 y 57 dias de acuerdo a la dieta suministrada.

Segin Willink et al. (1991) y Ayala et al. (2013) en el noroeste y noreste
Argentino, respectivamente, los maices de siembra tardia son los mas afectados. En el
norte santafesino se presenta una situacion similar, acentuandose el dafio a medida que se
atrasa la siembra (Sosa, 2002a; Szwarc et al., 2015; Almada et al., 2015). En los cultivos
sembrados en diciembre y enero se observa mayor presion de la plaga, lo cual se relaciona
con la mayor abundancia relativa de adultos, estimada a través de las capturas en trampas

de luz en la EEA INTA Reconquista, Santa Fe (Sosa, 2002b y ¢).



Las recomendaciones de umbral econdmico para S. frugiperda en el maiz varian
del 11% (Evans & Stansly, 1990) al 40% de las plantas infestadas (Hruska & Gladstone,
1988), con la mayoria de las recomendaciones en el rango del 20-30% (Van Huis, 1981).
Cuando afecta plantas jovenes de maiz, los dafios pueden ser totales; en cambio, si afecta
plantas en estados fenoldgicos avanzados, éstas pueden reponerse de la defoliacion
llegando a una producciéon normal. Durante los primeros dias de desarrollo (hasta la cuarta
hoja), las larvas pueden defoliar parcial o totalmente la planta o cortarla por arriba de la
corona del tallo (Strnad & Bergman, 1987). Si se ve afectado el meristema apical la planta
incluso puede morir (Willink ez al., 1993). Luego de la aparicion de la sexta hoja el dafio
generalmente se circunscribe al cogollo (Sosa, 2002b). En sus ultimos estadios, las larvas
se alimentan de las hojas enrolladas del cogollo, donde producen perforaciones
transversales que debilitan y posteriormente quiebran las hojas, lo que provoca una
disminucion de la capacidad fotosintética de la planta (Sosa, 2002a). En etapas finales del
cultivo, las larvas pueden causar dafios a la panoja que se desarrolla dentro de la hoja
bandera, pero su importancia es relativa ya que generalmente no se pierde toda la panoja,
y el polen puede ser producido igualmente por la misma (Sosa, 2002). Una vez emergida
la panoja, las larvas prefieren las espigas en desarrollo, donde el dafio realizado en los
estigmas reduce la polinizacion y produce una disminucion de granos por espiga (Pannuti

etal., 2015).

1.4) Manejo de Spodoptera frugiperda en maiz

Historicamente el control de S. frugiperda en el cultivo de maiz se llevé a cabo
mediante la utilizacion de insecticidas sintéticos (Burtet ef al., 2017). Sin embargo, la
eficacia de esta tactica estd condicionada por el comportamiento larval de la especie, ya
que las larvas se encuentran protegidas dentro del cogollo del maiz, y de este modo se
dificulta el control con aplicaciones de insecticidas (Carvalho ef al., 2013; Burtet et al.,
2017). Sumado a lo anterior, la planta de maiz es capaz de emitir nuevas hojas cada tres
o cuatro dias, lo que obliga a repetir aplicaciones con frecuencia para mantener protegidas
a las plantas (Vitti, 2018. Comunicacion personal). Ademas, factores como extensas areas
de cultivo de maiz, elevada tasa de infestacion de S. frugiperda y las pérdidas econdmicas
que ocasiona han llevado al uso generalizado y a veces indiscriminado de insecticidas
quimicos para su control (Carvalho et al., 2013). Esta practica, ademas de implicar en si
misma severos dafios al ambiente y a la salud humana, ha contribuido al desarrollo de

poblaciones resistentes a diferentes clases de insecticidas, incluidos organofosforados,



carbamatos, piretroides y benzoilureas (Yu, 1991; Diez-Rodriguez & Omoto, 2001; Yu
et al., 2003; Carvalho et al., 2013; Burtet et al., 2017).

A partir de 1996, la aprobacion comercial de maices genéticamente modificados
que sintetizan toxinas insecticidas derivadas de la bacteria Bacillus thuringiensis Berliner,
denominados maices Bf, ha proporcionado una nueva tactica para el manejo de S.
frugiperda (Tabashnik et al., 2003; Burtet et al., 2017; Wan et al., 2017). Estas plantas
resistentes a insectos se obtienen a partir de modificaciones genéticas consistentes en la
introduccion de un gen que codifica la sintesis de toxinas proteicas pertenecientes a
distintas cepas de B. thuringiensis (Siebert et al., 2008; Tabashnik et al., 2009, Casmuz
etal.,2010; James, 2012). Las propiedades insecticidas de B. thuringiensis son atribuidas
principalmente a la sintesis de cristales proteicos insecticidas (toxinas Cry) y a proteinas
insecticidas vegetativas (toxinas Vip), las cuales son producidas por la bacteria durante la
fase de esporulacion o crecimiento vegetativo, respectivamente (Pigott ez al., 2008; Palma
et al.,2012; Sauka & Benintende, 2017). El ciclo de vida de B. thuringiensis se divide en
cuatro fases. Durante la primera, llamada fase vegetativa, ocurre crecimiento y division.
La fase II es de transicion a la esporulacion; la fase III es de esporulacion propiamente
dicha y la fase IV implica la maduracion de las esporas y la lisis celular (George &
Crickmore, 2012). Cuando los nutrientes y las condiciones ambientales son apropiados
para el crecimiento, la espora germina produciendo una célula vegetativa que crece y se
reproduce por fision binaria. Este crecimiento continuara hasta que uno o mas nutrientes,
como azlcares, aminoacidos u oxigeno sean insuficientes. Bajo estas condiciones B.
thuringiensis inicia la fase de esporulacion, originando una espora y un cuerpo parasporal,
compuesto principalmente por una o mas proteinas insecticidas en forma de inclusiones
cristalinas (Sansinenea, 2012). Durante la fase vegetativa, B. thuringiensis produce y
secreta las toxinas Vip, que expresan actividad insecticida contra lepidopteros y

coleodpteros entre otros insectos (Palma et al., 2012).

La primera generacion de cultivos de maiz Bt con incorporacion de una sola
toxina, comenz6 a sembrarse comercialmente en 1996 en EE.UU. (Bourguet ef al., 2005)
y en 1998 en Argentina (Trumper, 2014) (Tabla 1.1). En el caso del cultivo de maiz, los
primeros hibridos con insercion simultdnea de dos genes para la misma plaga blanco
(hibridos piramide o hibridos piramidados), recibieron aprobacion completa en EE.UU.

al igual que en Argentina en 2010 (Ghimire ef al., 2011; Trumper, 2014) (Tabla 1.1).



Desde la perspectiva del manejo de la resistencia de insectos a cultivos Bt, se apunta a
introducir en estas nuevas variedades al menos dos toxinas B¢, cada una de las cuales debe
cumplir con el requisito de ser de alta dosis (Ives et al., 2011; Trumper, 2014). El supuesto
subyacente de esta tactica es que los diferentes modos de accién implican receptores
diferentes en la membrana celular del epitelio intestinal de las larvas (Ferré et al., 2008),
y que los genes de resistencia segregan independientemente (Trumper, 2014). En
consecuencia, la probabilidad de que un insecto de la poblacion blanco sea portador de
un genotipo resistente a las dos toxinas Bt incorporadas en una misma planta serd

extremadamente baja (Tabashnik et al., 2013).

Tabla 1.1: Eventos Bt de maiz comercialmente disponibles en Argentina, caracteristicas,
toxinas expresadas, nombre comercial y empresas, aio de aprobacion y plaga blanco
(Adaptado de Argenbio, 2018)

c stica) Nombre i d Plaga
Evento/s Cll"let@VlZSl‘lCGSS Toxina/s Bt  Comercial y "o e', Blanco*
(RL', TH*, RC°) aprobacion (D.s* S. f,
empresa/s DA . 2)
MONS810/Bt11 RL CrylAb MaizGard MG 1998/2001 D.s
Monsanto/ TD
Max Syngenta
TC1507 RL+TH CrylFa Herculex HX 2005 D.s S f
Pioneer +
Dow
MONS88017 TH+ RC Cry3Bbl Monsanto 2010 D.v
MON89034 TH + RL + RC CrylA.105+ VT Triple Pro 2010 D.s, S. f, D.
x MONS88017 x Cry2Ab2 + Monsanto v, H z
NK603 Cry3Bbl
MIRI162 RL Vip3Aa20 Viptera 2011 D.s S f H.
Syngenta z
BtlIxMIR162 RL CrylAb + Viptera 3 2011 D.s S f H.
Vip3Aa20 Syngenta z
MONS9034 x RL +TH CrylA.105 + Powercore 2012 D.s S.f
TC1507 x Cry2Ab2 + PW
NK603 CrylFa Dow
Btll x MIR162 RL + TH Cryl Ab + Leptra 2014 D.s S f H.
x TC1507 x Vip3Aa20 + Pioneer z
GA21 CrylFa
TC1507 x RL+TH CrylFa+ Powercore 2016 D.s S f H.
MIRI62 x CrylA.105 + Ultra PWU z
MON89034 x Cry2Ab2 + Dow
MONG603 Vip3Aa20

*Fuente: https//:www.programamri.com.ar, 2018. Referencias: 'Resistencia a insectos lepidopteros, *Tolerancia a
herbicidas, *Resistencia a insectos coledpteros, *Diatraea saccharalis F., SSpodoptera frugiperda S., °Diabrotica

virgifera virgifera L., "Helicoverpa zea B.



Desde el afio 1996 la adopcion de cultivos genéticamente modificados alrededor
del mundo se ha ido incrementando sostenidamente. En 20 afios (1996-2016) se han
cultivado 2.149,7 millones de hectareas de cultivos genéticamente modificados. En 2016
se ha registrado un total de 185,1 millones de hectareas en 26 paises, un 5,4% mayor que
en el ano 2015. Actualmente, soja, algodon y maiz corresponden al 99% de todos los
cultivos transgénicos del mundo (James, 2016). La Argentina es uno de los paises en los
que la siembra de cultivos genéticamente modificados ha experimentado mayor
crecimiento. El proceso de adopcion de las mismas se inicio en el afno 1996 con la
introduccién de soja RR tolerante al herbicida glifosato, luego en 1998 se aprobo la
comercializacién de maiz y algodon Bt, y ha continuado ininterrumpidamente. En la
actualidad este tipo de tecnologias se utilizan en préacticamente la totalidad del cultivo de

soja, en el 97% del area de maiz, y el 95% de la superficie de algodon (James, 2016).

Se ha argumentado que los maices Bt pueden proporcionar muchos beneficios,
incluyendo disminucién de la dependencia de insecticidas quimicos, baja o nula
exposicion por parte de los trabajadores a tales insecticidas, conservacion de los enemigos
naturales, supresion de plagas a nivel regional e incremento o estabilidad de los
rendimientos (Andow, 2008; National Research Council, 2010; Bilal et al., 2012; Ibrahim
& Shawer, 2014). Dentro de las desventajas se puede mencionar que las semillas de maiz
Bt son més costosas que las de maiz no Bt (Marvier, 2008). EI mayor precio que se paga
por la semilla Bt s6lo tiene retorno econdmico ante escenarios de alta intensidad de ataque
de la plaga. Ademas el flujo génico hacia poblaciones silvestres puede ocasionar
disminucién en la diversidad de especies nativas (Andow & Zwahlen, 2006). Otra arista
negativa es la presion de seleccion continua durante todo el ciclo del cultivo atin con bajos
niveles poblacionales de plaga(s) objetivo(s) o incluso en ausencia de la misma, en cuyo
caso, la ventaja del maiz Bt frente al no Bt es nula (Bessin, 2015). La evolucion de la
resistencia de las plagas es la principal amenaza para el éxito de los cultivos Bt (Tabashnik
et al., 2013; Carriere et al., 2016; Van Den Berg, 2016). El uso intensivo de cultivos Bt
ejerce una alta presion de seleccion en las poblaciones de plagas objetivo, lo que conduce
a una rapida evolucion de la resistencia (Gould, 1998; Glaser & Matten, 2003; Storer ef
al., 2010; Gassmann et al., 2011; Huang et al., 2011; Tabashnik et al., 2013). Un
escenario de rapida adaptacion de las plagas a los cultivos Bt amenaza la continuidad de

los beneficios. La eficacia sostenida de los cultivos que expresan toxinas Bt depende de



la implementacion de estrategias de manejo de resistencia de insectos (MRI) (Head et al.,

2014; Fatoretto et al., 2017).

1.5) Resistencia de insectos a cultivos Bt

La resistencia es el cardcter heredable consistente en la menor susceptibilidad
(fenotipo) de un insecto (individuo) a la toxina Bt en relacion a individuos de la misma
poblacion (Trumper, 2014). La resistencia desarrollada en campo a un plaguicida o
toxina Bt se da cuando ocurre una disminucion de la susceptibilidad de una poblacion de
insectos como consecuencia de la exposicion al plaguicida o toxina Bt en el campo
(Tabashnik et al., 2009; 2014; Trumper, 2014). Por su parte, la resistencia practica se
define como la resistencia desarrollada en el campo que reduce la eficacia de una toxina
y tiene consecuencias practicas para el control de la plaga objetivo. El criterio utilizado
para definirla es que mas del 50% de individuos de una poblacion son resistentes y la
eficacia del cultivo Bt en campo se ve reducida (Tabashnik et al., 2014). El nimero de
casos de resistencia practica en todo el mundo se ha incrementado de tres en 2005 a 17
en 2016 (Tabashnik & Carriere, 2017; Chandrasena et al., 2018), y corresponden a
poblaciones de cinco especies con resistencia practica a maiz Bt (Busseola fusca Fuller
(Lepidoptera: Noctuidae), D. saccharalis, Diabrotica virgifera virgifera LeConte
(Coleoptera: Chrysomelidae), S. frugiperda y Striacosta albicosta Smith (Lepidoptera:
Noctuidae)); una especie a algodon Bt (Pectinophora gossypiella Saunders) y una especie

con resistencia prdctica a los dos, maiz y algodon Bt (H. zea).

1.6) Manejo de la resistencia de insectos a cultivos Bt

Desde los inicios de los cultivos Bf ha habido preocupacion en cuanto a la
evolucion de resistencia de las plagas objetivo (Tabashnik, 1994). Para ello, en 1988 se
esbozaron cuatro estrategias basicas que podrian utilizarse para retrasar la adaptacion de
insectos: a) mezcla de cultivares toxicos y no toxicos (enfoque de refugio); b) apilamiento
de dos 0 mas toxinas en cada planta toxica dentro de una mezcla; c) bajas dosis de toxinas
que actian en conjunto con enemigos naturales para disminuir la poblacion de plagas
objetivo; y, por ultimo, d) expresion de toxinas dependiente del tejido, tiempo o sefales
(Gould, 1998). No se incluyo en esta lista al enfoque de “alta dosis”, el cual no habia sido
considerado hasta 1991, cuando cientificos de la compania Monsanto demostraron que
podian producir plantas con concentraciones de toxinas mucho mayores a las necesarias

para provocar la muerte del 100% de los individuos susceptibles de plagas objetivo



(Perlak et al., 1991; Gould, 1998). La estrategia de refugio ha sido el principal enfoque
utilizado en todo el mundo para retrasar la aparicion de resistencia a los cultivos Bt
(Tabashnik, 2008). Esta estrategia se apoya en los principios de reduccion de la
dominancia y heredabilidad de la resistencia (Tabashnik et al., 2004; Trumper, 2014) a
través de la premisa de que los raros individuos resistentes que sobreviven en cultivos Bt
se aparearan con los abundantes individuos susceptibles de refugios cercanos o plantas
sin toxinas Bt (Gould, 1998; Tabashnik et al., 2004). Si la herencia de la resistencia es
recesiva, la progenie hibrida de dicho cruzamiento serd controlada por el cultivo Bz,
retrasando considerablemente la evolucion de la resistencia. Esta estrategia es también
denominada Alta dosis/Refugio (AD/R) porque funciona mejor si la dosis de toxina
ingerida por los insectos en las plantas Bt es lo suficientemente alta como para matar a la
totalidad o casi toda la progenie hibrida antes mencionada (Gould, 1998; Tabashnik et

al., 2004; Matten et al., 2012; Yang et al., 2014).

Se ha establecido por convencion que una alta dosis representa la expresion de la
toxina insecticida en una concentracion 25 veces superior a la necesaria para eliminar el
99% de los individuos homocigotas susceptibles de la poblacion (Gould, 2000). Andow
(2008) define a la alta dosis como “la concentracion de toxina a la cual la resistencia se
hereda como un alelo recesivo o casi recesivo, de tal modo que los individuos
heterocigotas seran casi tan susceptibles como los individuos homocigotas susceptibles.
y la resistencia se mantiene funcionalmente recesiva” (Andow, 2008; Bernardi et al.,
2012; Campagne ef al., 2013; Trumper, 2014). En una definicidon operativa, se considera
que el evento Bt es de alta dosis cuando el cultivo expresa una concentracion de toxina Bt
que elimina 99,99% de la fraccion homocigota de la(s) plaga(s) blanco respecto al
caracter de susceptibilidad a la toxina, y a la vez provoca la mortalidad de un muy elevado
porcentaje (=95% segiin Huang et al., 2011) de la fraccion heterocigota para el mismo
caracter (Trumper, 2014). Por su parte el refugio comprende el area donde la plaga no
esta expuesta a presion de seleccion por la toxina insecticida presente en el cultivo Bt
(Van Den Berg, 2016). Ademas, el refugio debe asegurar la provision de suficiente
cantidad de adultos susceptibles, de tal forma que disminuya significativamente la
probabilidad de apareamiento entre adultos portadores del alelo de resistencia. En ese
caso, la descendencia serd mayoritariamente heterocigota y eliminada por la toxina Bt

(Andow, 2008). Este supuesto es conocido como efecto dilucion (Bates ef al., 2005).
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Desde los inicios, se concibi6 el refugio como un sector claramente definido
implementado frecuentemente como franjas, bloques o fajas perimetrales en los mismos
campos donde se siembra la variedad Bt. Este tipo de refugio, conocido como
estructurado, fue la configuracion tipicamente adoptada (Head & Greenplate, 2012; Head
et al., 2014). En Estados Unidos los tamafios minimos aceptables de refugio son
especificos de cada hibrido y varian del 5% al 20% del area de maiz Bt (Onstad, 2014).
En la Argentina, la Asociacion de Semilleros Argentinos (ASA), con el acuerdo de la
Comision Nacional de Biotecnologia para la Agricultura (CONABIA) y la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos, recomienda un area refugio de 10% de la
superficie del lote con maiz no Bt y que sea de ciclo similar para mantener su eficiencia
y facilitar su manejo (Aragon, 2004). Sin embargo, la implementacion del refugio puede
ser compleja y requiere decisiones adicionales sobre la eleccion de variedad o hibrido no
Bt a utilizar (Carroll et al., 2013). Sumado a esto tltimo, en muchos casos, las compaiiias
disponen de un limitado numero de hibridos no Bty los productores se ven obligados a
sembrar materiales no apropiados (Bourguet ef al., 2005). Otra limitante que encuentran
los productores es la de sembrar separadamente el refugio del resto del lote Bz, lo que
implica demoras y una necesidad de adaptar la configuracion de siembra y el manejo
posterior diferenciado (Kruger et al., 2012). El riesgo de dafio econémico al refugio puede
ser la razon de la falta de cumplimiento entre los agricultores que cultivan maiz Bt (Bates
et al., 2005). En un estudio realizado por Bourguet et al. (2005) se observd que el
incumplimiento de refugio se debe a una posible renuencia de los agricultores que
consideran que las poblaciones de plagas susceptibles son una propiedad comun
compartida por los productores de maiz Bf. Sin embargo, sembrando cultivos Bt sin
refugio, cada productor aumenta los beneficios personales a corto plazo, pero favorece la
seleccion de plagas resistentes, lo que puede afectar negativamente los beneficios a largo
plazo de los agricultores vecinos (Vacher ef al., 2006). Como consecuencia, asegurar la
adopcion de refugio puede ser un problema (Carroll et al., 2013). De hecho, el bajo
compromiso de cumplimiento de refugio ha sido considerado como uno de los factores
que contribuyeron a generar resistencia en la mayoria de los casos reportados (van
Rensburg, 2007; Dhurua & Gujar, 2011; Gassmann et al., 2011; Storer et al., 2012;
Monnerat et al., 2015; Miraldo et al., 2016; Chandrasena et al., 2018). En nuestro pais,
desde los primeros anos el nivel de adopcion de areas refugios por parte de los productores
que utilizan maiz Bf no estuvo en los niveles esperados (Aragon, 2004). De acuerdo a la

Bolsa de Cereales de Buenos Aires, en la campana 2016/17, los porcentajes de adopcion
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de refugio variaron entre 20 y 24%. Los motivos argiliidos por quienes no cumplen con
este aspecto del manejo abarcan desde la falta de disponibilidad de semilla de maiz
convencional, hasta el rechazo a las complicaciones operativas y percepcion de pérdida

de rendimiento.

1.7)  El refugio integrado como tiactica alternativa en la estrategia AD/R

A partir de la aprobacion del maiz Bt piramidado con al menos dos toxinas en alta
dosis, algunos aspectos cuantitativos de la estrategia AD/R pudieron ser flexibilizados
(Huang et al., 2011). Uno de ellos es la reduccion del porcentaje de los lotes destinado a
la siembra de refugios (20% a 5%) debido a que la probabilidad de resistencia a las dos
toxinas es extremadamente baja (Storer ef al., 2012; Tabashnik et al., 2013; Trumper,
2014). En este sentido, modelos probabilisticos determinaron que eventos Bt piramidados
con dos toxinas en alta dosis son al menos 25 veces mas eficaces en retrasar la resistencia
que eventos Bt simples, incluso con refugios de un cuarto de la superficie recomendada
para eventos simples (Roush, 1998; Storer et al., 2012). La configuracion espacial mas
efectiva de refugio para retrasar la resistencia sigue siendo controvertida. Los refugios
estructurados, se han utilizado ampliamente desde 1996 (Yang et al., 2014; Carriere et
al., 2016). Desde 2010 un enfoque de refugio integrado (RI), (también conocido como
mezcla de semillas, refugio en bolsa o ReB) de 5: 95% (proporcion de semillas no Bt: Bt)
ha sido aprobado y adoptado en Estados Unidos y Canadé para el cultivo de maiz Bt
(Onstad et al., 2011; Matten et al., 2012; Yang et al., 2014). De igual modo, en el afo
2014 se aprobd en la Argentina la comercializacion de mezclas de 2 hibridos de maiz en
semilla de clase fiscalizada en proporcion 5: 95% (no Bt: Bt) para eventos piramidados y
10: 90% para eventos simples (INASE, 2014; Trumper, 2014). Con esta estrategia, con
anterioridad al embolsado para la venta, las compatfiias semilleras mezclan semillas no Bt
con semillas Bt en la proporcion oficialmente autorizada. El argumento es que de esta
manera los productores solamente compran las semillas premezcladas y las siembran en
sus campos, por lo tanto el cumplimiento por parte de ellos ya no seria un problema

(Matten et al., 2012; Wangila et al., 2013).

En el caso de refugios estructurados, el movimiento de los adultos es esencial para
el disefio y aplicacion de las estrategias de manejo de la resistencia de insectos (Gould,
1994; Ostlie et al., 1997). Para que esta estrategia funcione, es esencial que los individuos

adultos producidos en el refugio sean capaces de dispersarse hasta el cultivo Bt para
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aparearse con los individuos resistentes que lograron sobrevivir en €l (Qureshi et al.,
2006). La capacidad de dispersion de los adultos, sobre todo la capacidad de dispersion
pre copulacidon son parametros fundamentales para establecer el sitio y las distancias
minimas entre cultivo Bty refugio (Gould, 1994; Ostlie ef al., 1997, Shelton et al., 2000;
Qureshi et al., 2006; Vilarinho et al., 2011). Para el caso del refugio integrado, es el
comportamiento de la larva lo que mas interesa (Wangila et al., 2013), debido a su
potencial efecto en la tasa de evolucion de resistencia. Especificamente, el movimiento
de las larvas entre plantas Bt y no Bt puede crear condiciones favorables para el desarrollo
de la resistencia de las plagas objetivo (Goldstein et al., 2010; Paula-Moraes et al., 2012;
Wangila et al., 2013). A su vez, la movilidad de las larvas en diferentes estadios impacta
en la exposicion de las mismas a concentraciones letales y subletales de toxinas Bt (Reay-

Jones et al., 2016).

La busqueda de alimento es necesaria para la adquisicion de recursos, para ubicar
una planta huésped, el insecto debe establecer contacto o al menos acercarse para
examinar sus caracteristicas (Schoonhoven et al., 2005). La dispersion, el movimiento de
individuos fuera de su origen, es un comportamiento adaptativo que minimiza el riesgo
de que la poblacion entera sea destruida por perturbacion o agotamiento de recursos,
maximiza la probabilidad de que algunos individuos encuentren y exploten nuevos
recursos (Schowalter, 2011). Sin embargo, la dispersion conlleva un riesgo considerable
y requiere un gasto energético significativo. Varios factores afectan la probabilidad de
una dispersion exitosa, es decir, la llegada al alimento o habitats adecuados, incluido el
grado de adaptacion a los disturbios, el hacinamiento, el estado nutricional, el habitat y
las condiciones del recurso, y el mecanismo de dispersion (Schowalter, 2011). La
ubicacion de un sitio de alimentacidon adecuado es critica en la vida de las larvas. En este
sentido, son muchos los factores que influyen en el movimiento larval. Se pueden
clasificar en externos a la planta (ambientales), internos a la planta (nutricionales, factores
anti alimentarios, compuestos de defensa) y propios de los insectos (fase de movimiento
prealimentaria, densidad de la poblacidon, competencia, canibalismo) (Berger, 1992;
Zalucki et al., 2002; Schowalter, 2011; Andow et al., 2015). Por otra parte, el movimiento
y dispersion de larvas de una misma especie dependera del cultivo y del tamafo y

densidad de las plantas (Onstad et al., 2018).
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En un anélisis inicial, Mallet & Porter (1992) utilizaron modelos matematicos para
identificar los aspectos técnicos preocupantes sobre el manejo de la resistencia
relacionados al movimiento de larvas en refugios integrados. Primero, el movimiento de
un insecto desde una planta Bt a una no Bt luego de una exposicion subletal, o desde una
planta no Bt a una Bt luego de adquirir mayor tamafio y con ello mayor tolerancia a las
toxinas, puede conducir a un mayor fitness relativo de los individuos heterocigotas,
acelerando la evolucidn de la resistencia (Mallet & Porter, 1992; Brévault et al., 2015;
Carriere et al., 2016; Miraldo et al., 2016). Este riesgo es mayor para plantas Bz con una
sola toxina debido a que la dispersion entre plantas Bt y no Bt reduce la cantidad de toxina
recibida por el insecto en movimiento (Onstad & Gould, 1998; Davis & Onstad, 2000).
Segundo, el movimiento de insectos susceptibles desde una planta no Bt a una Bt puede
provocar la muerte de éstos y por consiguiente una disminuciéon en la produccion de
insectos adultos susceptibles en las plantas no Bf de un refugio integrado, lo que
finalmente provoca una reduccion en el tamafio efectivo del refugio (Davis & Onstad,
2000; Shelton et al., 2000; Wangila et al., 2013). Ambas consecuencias se exacerban en
el caso de plagas clave con gran capacidad de movimiento larval como muchos
lepidopteros (Halcomb et al., 1996; Davis & Onstad, 2000; Carroll et al., 2012). Por lo
tanto, la susceptibilidad diferencial entre estadios larvales y el movimiento de larvas entre
plantas Bt y no Bt puede crear condiciones de exposicion a dosis subletales y asi promover
el desarrollo de resistencia en las poblaciones de plaga objetivo (Huang et al., 1999;

Huang et al., 2006; Wangila et al., 2013).

Davis & Onstad (2000) demostraron que el movimiento de larvas de Ostrinia
nubilalis Hiibner (Lepidoptera: Pyralidae) puede ser lo suficientemente elevado como
para comprometer el desempeno de los refugios integrados frente al refugio estructurado
en el caso de maiz Bf con toxina Cryl Ab. Se ha demostrado que el movimiento de larvas
de H. zea y Heliothis virescens Fabricius (Lepidoptera: Noctuidae) pone en desventaja a
los refugios integrados en algodon Bt frente al refugio estructurado (Halcomb et al., 1996;

Agiet al., 2001; Brévault et al., 2015).

La implementacion y adopcion del enfoque de refugio integrado como tactica para
el manejo de la resistencia demanda mas informacion relacionada al comportamiento de
las plagas (Shelton et al., 2002; Murphy et al., 2010). Uno de los aspectos menos

entendidos del comportamiento de los insectos estd relacionado a la capacidad de
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dispersion de las larvas, aspecto que cobra mayor importancia en el caso de cultivos Bt
(Goldstein et al., 2010; Head & Greenplate, 2012). Disefiar estudios que representen
situaciones de mezclas de semillas no es sencillo. Se han desarrollado modelos
probabilisticos con el fin de simular estos escenarios (Onstad & Gould, 1998; Davis &
Onstad, 2000; Ives et al., 2011; Carroll et al., 2012; Garcia et al., 2016). Sin embargo, el
conocimiento de muchos aspectos de la biologia de los insectos necesarios para una
mayor precision de estos modelos, atin no estan claros y dependen de supuestos, como el
movimiento intra e inter-planta (Onstad, 2006). Por lo tanto, es fundamental construir
conocimiento sobre el comportamiento larval de plagas importantes del maiz para
mejorar las estrategias para su manejo, asi como proporcionar datos confiables para
parametrizar modelos de simulacion con mayor precision (Pannuti et al., 2016). Este
movimiento larval se relaciona con el mecanismo de adaptacion por el cual los insectos
buscan recursos, incluidos los alimentos. De este modo, ubicar un sitio de alimentacion
adecuado es esencial para el desarrollo, crecimiento y mantenimiento del insecto (Bell,
1990). En el caso de los lepidopteros, son los estadios larvales tempranos los que
determinan en gran medida donde se establecen los sitios de alimentacion, por lo que
merecen gran atencidon para su manejo (Zalucki et al., 2002; Perkins et al., 2008).
Describir estos movimientos puede contribuir a aplicar estas estrategias eficientemente,
ya que durante su dispersion exploratoria, las larvas son vulnerables a los depredadores,

parasitoides, patogenos y otras estrategias de control de plagas (Zalucki et al., 2002).

Existen pocos antecedentes de estudio de la dispersion de larvas de lepidopteros
plagas en maiz transgénico (Onstad & Gould, 1998). La gran mayoria se realizaron con
D. saccharalis (Wangila et al., 2013) y otros barrenadores como O. nubilalis (Davis &
Onstad, 2000; Goldstein et al., 2010) y S. albicosta (Paula-Moraes et al., 2012; Pannuti
et al.,2015; 2016). En relacion al movimiento y dispersion de larvas de S. frugiperda, se
han realizado estudios en plantas de maiz convencional en estados fenologicos avanzados
(Pannuti et al., 2015; 2016). Por otro lado, no existen evaluaciones realizadas en la
Argentina sobre movimiento y dispersion de larvas de lepidopteros en cultivos Bt. La
gran mayoria se condujeron en Estados Unidos (Davis & Onstad, 2000; Cabrera, 2001;
Goldstein et al., 2010; Paula-Moraes, et al., 2012; Wangila et al., 2013), Brasil (Pannuti
et al.,2015; 2016; Malaquias et al., 2017) y Sudafrica (Erasmus et al., 2016).
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Estudios sobre dispersion de larvas de O. nubilalis revelan que aproximadamente
un 50% de las larvas son recuperadas de plantas de maiz vecinas de aquella en la que
ocurrio la oviposicion (Ross & Ostlie, 1990). Un patron similar fue reportado para S.
frugiperda en algodon, donde las larvas se encontraron predominantemente a distancias
promedio de 1 a 2,4 plantas de la que fue sustrato de oviposicion, y nunca a distancias
mayores a 5 plantas del sitio de desove (Ali ef al., 1990). Del mismo modo Pannuti et al.,
(2016) observaron que el 50% de las larvas de S. frugiperda liberadas en el cultivo de
maiz en floracidon se encontraron en el mismo surco de la infestacion y el 91,4% fueron
recuperadas en un radio de 1,1 m. Por otro lado, Razze & Mason (2012) encontraron que
la dispersion de larvas de O. nubilalis es significativamente mayor en maiz Bt comparado
amaiz no Bt. Larvas neonatas de Helicoverpa armigera Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae)
y Alabama argillacea Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) en presencia de toxinas Bt
expresadas en algodon, incrementan su dispersion desde plantas Bt hacia no Bf respecto
a aquellas que fueron liberadas en plantas no Bt (Zhang et al., 2004; Ramalho et al., 2014).
En este sentido Malaquias et al. (2017) encontraron que larvas de S. frugiperda se

dispersaron a una distancia mayor en algodén Bt comparado a algodon no Bt.

Davis & Coleman (1997) encontraron que las larvas neonatas de O. nubilalis
pueden recuperarse de cortos periodos de exposicion a la toxina CrylAb, aunque su
supervivencia a largo plazo es reducida. Li et al. (2006) hallaron que larvas de
Trichoplusia ni Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) son capaces de detectar y evitar toxinas
Bt en hojas de algodon. De igual modo, Binning et al. (2014) demostraron que la respuesta
inicial de larvas de tercer estadio de S. frugiperda a la toxina CrylF expresada en hojas
de maiz es la aversion, y ademas, que sobrevivieron a periodos de exposicion breves.
Estas caracteristicas podrian fomentar el desarrollo de resistencia en un refugio integrado
al incrementar la supervivencia de los individuos heterocigotas que se alimentan
inicialmente de una planta Bt y luego se trasladan a una no Bt donde puedan completar su
desarrollo (Davis & Coleman, 1997; Huang et al., 2006; Goldstein ef al., 2010; Paula-
Moraes et al., 2012; Wangila et al., 2013).

Estudios previos demostraron que existen diferencias en la susceptibilidad a
toxinas entre estadios larvales de varias plagas (Huang et al., 1999; Walker et al., 2000;
Ashfaq et al., 2001; Li et al., 2006; Armstrong et al., 2011). De este modo, Hornby &

Gardner (1987) demostraron que la susceptibilidad de S. frugiperda a la B-exotoxina de
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B. thuringiensis esta inversamente relacionada al estadio larval. Estos autores encontraron
que la concentracion letal media (CL50) para el cuarto estadio es 309 y 17 veces superior

a las del primer y tercer estadio, respectivamente.

El enfoque de refugio integrado como tactica para el manejo de la resistencia de
los insectos, demanda informacién acerca del comportamiento de los estadios larvales de
las principales plagas objetivo. Los antecedentes se han enfocado principalmente en el
estudio de estas caracteristicas en otras plagas de maiz y/o cultivos. Por otro lado, no
existen estudios que contemplen el movimiento y dispersion de larvas de S. frugiperda
en distintas configuraciones de refugio de maiz Bt y no Bt. Por lo tanto, en esta tesis se
propone estudiar el efecto de las toxinas expresadas en el maiz Bt sobre el
comportamiento de larvas de S. frugiperda y la susceptibilidad de los distintos estadios
larvales para dimensionar hasta qué punto un refugio integrado puede aportar al manejo

de la resistencia de esta plaga en el cultivo de maiz.

1.8) Hipdtesis y predicciones
Hipotesis 1: Varios mecanismos se emplean para evitar o eludir los compuestos
de defensa de una planta, algunos herbivoros evitan la exposicion moviéndose a nuevos
recursos (Schowalter, 2011). Se ha demostrado que las larvas de S. frugiperda poseen la
capacidad de detectar la presencia de toxinas Bt CrylF en el alimento antes de que la
cantidad consumida cause efectos letales, y esto causa como primer estimulo el rechazo
hacia la fuente de alimento (Binning et al., 2014). Se postula que este comportamiento

provoca que las larvas incrementen su movilidad.

Prediccion: El movimiento intra-planta y la dispersion de larvas de S. frugiperda
en busca de otra fuente de alimento serd mayor en plantas de maiz Bt que en las plantas

de maiz no Bt.

Hipotesis 2: El término dispersion se emplea generalmente para significar la
separacion de los individuos en distintas direcciones, y puede implicar movimientos
activos o pasivos (Begon et al., 1995). En el contexto de esta tesis, una dispersion exitosa
significa que la larva se separa de la planta de maiz original y alcanza a otra. Se plantea
como hipoétesis, que el éxito en la dispersion de las larvas de S. frugiperda esta

directamente relacionado con la tasa de encuentro entre €stas y las plantas receptoras.
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Prediccion: Considerando que la tasa de encuentro entre larvas en dispersion y las
plantas receptoras guarda una estrecha relacion directa con la densidad de plantas y con
el incremento de tamaiio de las plantas, entonces a mayores densidades de siembra y en

estados fenoldgicos mas avanzados el €xito en la dispersion de larvas sera mayor.

Hipotesis 3: La toxicidad de una sustancia se mide en términos de miligramos por
unidad de peso de un organismo. Esto sugiere que existe una relacion inversa entre la
capacidad de la toxina para generar un efecto adverso, y el peso del organismo receptor
(Yu, 1983; You et al., 2013). Las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis actian
adhiriéndose a receptores ubicados en las membranas celulares del intestino y paralizando
el tracto digestivo (Aranda et al., 1996), efecto que guarda estrecha relacién con la
concentracion de la toxina. Por caracter transitivo y en virtud de lo expresado

anteriormente, el efecto toxico guarda una relacion inversa con el peso de las larvas.

Prediccion: Se espera que las larvas jovenes de S. frugiperda sean mas susceptibles
a las toxinas expresadas en las hojas de maiz Bt que aquellas en estadios mas avanzados de

desarrollo.
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1.9) Objetivos
1.9.1) Objetivo general
Estudiar los aspectos bioldgicos y agrondomicos involucrados en el disefio del refugio
integrado en el marco de la estrategia de manejo de la resistencia de Spodoptera

frugiperda en maiz Bt.
1.9.2) Objetivos especificos

1. Comparar la movilidad intra-planta y la dispersion inter-plantas de las larvas de

Spodoptera frugiperda entre maiz Bt y maiz no Bt (Capitulo 2).

2. Evaluar la influencia del estado fenoldgico y densidad de las plantas de maiz en

la dispersion efectiva de las larvas (Capitulo 2).

3. Comparar la potencialidad de los patrones de refugio estructurado y refugio
integrado, para proveer individuos susceptibles, en funcion de la supervivencia en

plantas no Bt (Capitulo 2).

4. Determinar la susceptibilidad relativa de los distintos estadios larvales de

Spodoptera frugiperda a las toxinas expresadas en hojas de maiz Bt (Capitulo 3).
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1.10) Organizacion de la tesis

Para abordar estos objetivos, la tesis fue organizada en capitulos: En el capitulo 1
(Introduccion general y antecedentes) se desarrollaron los antecedentes sobre el tema, los
cuales dan sustento a la formulacion de hipotesis y objetivos. En el capitulo 2
(Movimiento, dispersion y supervivencia de S. frugiperda en diferentes configuraciones
de siembra de maiz Bt y no Bt) se abordaran los objetivos 1 a 3. El objetivo 4 se tratard
en el capitulo 3 (Evaluacion de susceptibilidad de diferentes estadios de S. frugiperda a
las toxinas Cryl A.105 y Cry2Ab2 expresadas en hojas de maiz Bt. La tesis desemboca
en un capitulo 4 final en el que se articula la informacién generada en este trabajo con el
conocimiento previo disponible, para generar estimaciones del impacto relativo del
refugio integrado en la evolucion de resistencia de S. frugiperda en maiz Bt, se discuten

los resultados y se presentan las conclusiones generales.
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Capitulo 2 Movimiento, dispersion y supervivencia de S. frugiperda

en diferentes configuraciones de siembra de maiz Bty no Bt

2.1) Introduccion

A partir de 1996, la adopcion de maices genéticamente modificados, maices Bf,
se incremento afio tras afo (James, 2016). Esta tecnologia se constituyé como una nueva
tactica para el manejo de S. frugiperda (Burtet et al.,2017). Sin embargo, el uso extensivo
de cultivos Bt podria acelerar la adaptacion de las plagas a las toxinas B¢ y amenazar el
uso sostenible de la tecnologia (Tabashnik ez al., 2013; Carriere et al., 2016; Van Den
Berg, 2016). La continuidad de la eficacia de los cultivos que expresan toxinas
insecticidas depende de la implementacion de estrategias de manejo de la resistencia de

insectos (MRI) (Head et al., 2014; Fatoretto et al., 2017).

Tal como se expuso en el capitulo 1, por muchos afios la estrategia de manejo de
la resistencia “Alta dosis/Refugio” (AD/R) ha sido aceptada y ampliamente adoptada
(Tabashnik, 2008). Esta estrategia se apoya en los principios de reduccion de la
dominancia y heredabilidad de la resistencia (Tabashnik et al., 2004; Trumper, 2014). La
dominancia de la resistencia no es una propiedad constante y depende de caracteristicas
ambientales y de la concentracion de toxina (Roush & Daly, 1990; Bourguet et al., 2000).
En efecto, la relacion entre la dominancia de la resistencia y la dosis de toxina responde
a una funcion negativa, es decir, la dominancia disminuye a medida que se incrementa la
concentracion de toxina (Mallet & Porter, 1992; Tabashnik ef al., 2004). Si la herencia
de la resistencia es recesiva, la progenie hibrida de dicho cruzamiento serd controlada por
el cultivo Bt, retrasando considerablemente la evolucion de la resistencia. El refugio
estructurado fue la configuracion tipicamente adoptada, es decir, un bloque o franjas de
cultivo no Bt (Head & Greenplate, 2012; Head et al., 2014). Sin embargo el cumplimiento

de los requerimientos de refugio ha sido siempre un inconveniente (Wangila et al., 2013).

Numerosos estudios han demostrado que la estrategia AD/R es altamente eficaz
para retrasar el desarrollo de resistencia de insectos y preservar la sustentabilidad de la
tecnologia de cultivo Bt (Huang et al., 2011; 2014; Tabashnik et al., 2013; Carricre et al.,
2015). Para complementar la estrategia AD/R y a partir de la aprobacion de los eventos
Bt piramidados (Roush, 1998; Carriére et al., 2015; 2016), se aprobd un enfoque de

refugio integrado en proporcion 5: 95% (no Bt: Bf) para eventos piramidados de maiz
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(Onstad et al., 2011; Matten et al., 2012; Trumper, 2014; Yang et al., 2014). Sin embargo
la informacion cientifica acerca del resultado de esta estrategia es todavia escasa (Yang
et al., 2017). El movimiento de las larvas entre plantas B¢ y no Bt es una de las mayores
preocupaciones ya que se pueden crear condiciones favorables para el desarrollo de la
resistencia de las plagas objetivo (Goldstein et al., 2010; Paula-Moraes et al., 2012;
Wangila et al., 2013; Yang et al., 2017).

En este contexto, el conocimiento del comportamiento asociado al movimiento y
dispersion de larvas es critico para aplicar efectivamente las estrategias de manejo de la
resistencia de insectos (Ross & Ostlie, 1990; Paula-Moraes et al., 2012). El movimiento
de los primeros estadios larvales de lepidopteros en las plantas hospedadoras determina
en gran medida donde se establecen los sitios de alimentacion (Zalucki et al., 2002;
Perkins et al., 2008). A su vez, la movilidad de las larvas en diferentes estadios impacta
en la exposicion de las mismas a concentraciones letales y sub-letales de toxinas Bt

(Paula-Moraes et al., 2012).

El movimiento de insectos desde una planta no Bt a una Bt puede conducir a una
disminucion en la produccion de insectos susceptibles de las plantas refugio en una
mezcla de semillas (Davis & Onstad, 2000; Shelton et al., 2000; Wangila et al., 2013;
Brévault et al., 2015). Por otro lado, el movimiento de un insecto desde una planta Bt a
una no Bt luego de una exposicidn subletal, o desde una planta no Bf a una Bf luego de
desarrollar algin nivel de tolerancia debido al mayor tamafio de la larva, puede conducir
a un mayor fitness relativo de los individuos resistentes heterocigotas (Mallet & Porter,
1992; Brévault et al., 2015; Carriere et al., 2016; Fatoretto et al., 2017). El riesgo es
mayor en aquellas plagas clave con gran capacidad de movimiento larval como muchos
lepidopteros (Halcomb ef al., 1996; Davis & Onstad, 2000; Carroll ef al., 2012). De esta
forma, la utilizacion de refugio integrado o en mezcla de semillas Bt y no Bt para reducir
la presion de seleccion, podria paraddjicamente, incrementar la tasa de evolucion de
resistencia de la plaga comparada con un cultivo puro Bt (Mallet & Porter, 1992). Se
espera que un refugio integrado reduzca la presion de seleccion, sin embargo, el
movimiento de larvas entre plantas Bt y no Bt puede incrementar la dominancia de la
resistencia al ingerir dosis subletales de la toxina (Mallet & Porter, 1992). La dominancia
afecta en gran medida la evolucion de la resistencia al incrementar la supervivencia de

los individuos heterocigotas, entonces la disminucion de la presion de seleccion causada

22



por el refugio integrado podria ser superada potencialmente por un aumento pronunciado
de la dominancia (Mallet & Porter, 1992). El movimiento y dispersion de larvas entre
plantas dependera del tamafio y densidad de plantas, por un lado se espera que en plantas
pequeias la densidad de larvas sea mayor y esto promueva la dispersion para evitar el
hacinamiento, pero por otro, plantas méas grandes pueden superponerse y de esta forma
facilitar el movimiento de las larvas entre las plantas (Onstad et al., 2018). Por lo tanto,
la susceptibilidad diferencial entre estadios larvales y el movimiento de larvas entre
plantas Bt y no Bt puede crear condiciones de exposicion a dosis subletales y asi promover
el desarrollo de resistencia en las poblaciones de plaga objetivo (Huang et al., 1999;

Huang et al., 2006; Wangila et al., 2013).

Estudios previos senalan que la dispersion de larvas de algunas especies puede ser
lo suficientemente elevada como para comprometer el desempeio de refugios integrados
en cultivos de maiz (Onstad & Gould, 1998; Onstad, 2006; Onstad et al., 2011) y de
algodon (Halcomb et al., 1996; Agi et al., 2001; Brévault ef al., 2015). Sin embargo, Son
escasos los antecedentes acerca de la capacidad de dispersion de S. frugiperda, sobre todo
en maiz Bt. En este sentido, Pannuti et al. (2016) estudiaron la dispersion de esta especie
en maiz convencional no Bt en estados reproductivos. Por su parte Ali et al. (1990) y
Malaquias et al. (2017) estudiaron la dispersion de S. frugiperda en algodon convencional
no Bt y Bt respectivamente. El movimiento de la misma especie serd diferente en
diferentes especies de plantas, en diferentes etapas de crecimiento y en plantas de
diferentes tamanos y densidades (Onstad et al., 2018). Por lo tanto, el estudio del
movimiento y dispersion de S. frugiperda en distintas configuraciones de refugio de maiz
Bt y no Bt puede brindar informacion valiosa para determinar la configuracion de refugio

mas apropiada para el manejo de la resistencia de esta plaga.
En este capitulo se plantea poner a prueba las siguientes hipotesis:

Hipotesis 1: Varios mecanismos se emplean para evitar o eludir los compuestos
de defensa de una planta, algunos herbivoros evitan la exposicion moviéndose a nuevos
recursos (Schowalter, 2011). Se ha demostrado que las larvas de S. frugiperda poseen la
capacidad de detectar la presencia de toxinas Bt CrylF en el alimento antes de que la
cantidad consumida cause efectos letales, y esto causa como primer estimulo el rechazo
hacia la fuente de alimento (Binning et al., 2014). Se postula que este comportamiento

provoca que las larvas incrementen su movilidad.
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Prediccion: El movimiento intra-planta y la dispersion de larvas de S. frugiperda
en busca de otra fuente de alimento serd mayor en plantas de maiz Bt que en las plantas

de maiz no Bt.

Hipotesis 2: El término dispersion se emplea generalmente para significar la
separacion de los individuos en distintas direcciones, y puede implicar movimientos
activos o pasivos (Begon ef al., 1995). En el contexto de esta tesis, una dispersion exitosa
significa que la larva se separa de la planta de maiz original y alcanza a otra. Se plantea
como hipoétesis, que el éxito en la dispersion de las larvas de S. frugiperda estéa

directamente relacionado con la tasa de encuentro entre éstas y las plantas receptoras.

Prediccion: Considerando que la tasa de encuentro entre larvas en dispersion y las
plantas receptoras guarda una estrecha relacion directa con la densidad de plantas y con
el incremento de tamafio de las plantas, entonces a mayores densidades de siembra y en

estados fenologicos mas avanzados la dispersion de larvas sera mayor.

2.1.1) Objetivos especificos

1. Comparar la movilidad intra-planta y la dispersion inter-plantas de las larvas de

Spodoptera frugiperda entre maiz Bt y maiz no Bt

2. Evaluar la influencia del estado fenoldgico y densidad de las plantas de maiz en

la dispersion efectiva de las larvas

3. Comparar la potencialidad de los patrones de refugio estructurado y refugio
integrado, para proveer individuos susceptibles, en funcion de la supervivencia en

plantas no Bt
2.2) Materiales y métodos

2.2.1) Sitio experimental

Se llevaron a cabo dos ensayos durante las campafias agricolas 2015/16 y 2016/17
en la Estacion Experimental Agropecuaria de INTA Reconquista (29°15' S 59°44' W; 51
m.s.n.m). Provincia de Santa Fe, Argentina. Esta area presenta relieve plano y el suelo
pertenece a la unidad cartografica RTA 4, donde el subgrupo dominante es Argiudol

Acuértico (Giorgi et al., 2009). El clima es de transicion, subtropical subhtimedo-
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subhiimedo seco, con una distribucion de las precipitaciones que concentra el 70% desde

octubre a marzo (Zuil, 2011; Zuil e Izquierdo, 2012).

2.2.2) Poblacion de Spodoptera frugiperda

Se establecio una colonia en laboratorio a través de la captura de adultos mediante
trampa de luz y recoleccion de larvas en un lote de maiz no Bt de la variedad Leales 25
Plus (Gnico material no Bt sembrado en INTA EEA Reconquista en el momento de iniciar
la colonia). Los adultos se mantuvieron en jaulas cilindricas de plastico (Tereftalato de
polietileno, PET) (Barrionuevo et al., 2012), de 12 cm de diametro y 25 cm de alto
cubiertas en la parte superior con una tela de voile para asegurar la ventilacién y en su
interior con papel tissue como sustrato de oviposicion. Los adultos fueron alimentados
con una solucidn acuosa de miel al 10% provista mediante un algodon saturado (Russo ef
al., 2012; Barrionuevo et al., 2012; Omoto et al., 2016). Los huevos se recolectaron
diariamente, el papel tissue que contenia masas de huevos fue recortado (2 cm x 2 cm) y
acondicionado en recipientes plasticos con papel de filtro humedecido con agua destilada
y colocados en camara de cria a temperatura de 25 + 1°C; 60 + 10% de humedad relativa
y fotoperiodo de 14:10 h de luz: oscuridad. Una fraccién de las masas de huevos fue
utilizada para la realizacion de ensayos a campo y bioensayos, los restantes se destinaron
al establecimiento y mantenimiento de la colonia. Las larvas obtenidas fueron colocadas
individualmente en cajas de Petri plasticas con papel de filtro humedecido y alimentadas
con dieta artificial (Greene et al., 1976). La dieta fue reemplazada cada 2 dias
(Barrionuevo et al., 2012) hasta que las larvas alcanzaron el estado de pupa. Las pupas
fueron acondicionadas en las jaulas anteriormente mencionadas hasta la emergencia de
los adultos que permitieron el reinicio del ciclo. Las larvas utilizadas en los bioensayos
fueron alimentadas con hojas de maiz convencional (no Bf) hasta alcanzar el estadio
correspondiente de ensayo, para reducir los posibles efectos que pueden tener la dieta o
el agua en el comportamiento de las larvas (Binning et al., 2014; Glendinning & Slansky,
1995). Una vez establecida la colonia, se depositaron especimenes de referencia en la
coleccion entomologica del laboratorio de entomologia “Maria Ana Sosa” de la Estacion
Experimental Agropecuaria de INTA Reconquista. Ademads, se conservaron larvas en
recipientes adecuados con etanol (100%) a -20°C para su posterior caracterizacion

molecular (Machado et al., 2008; Judrez et al., 2012).
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2.2.3) Material vegetal

Para los ensayos se utilizaron dos hibridos comerciales de maiz recomendados
para la region por su comportamiento agronémico, uno Bt (KWS® 3720 Genuity® VT
Triple Pro®) y otro hibrido no B¢ genéticamente cercano (KWS® 3800 Agrisure®
TGPlus®). Se selecciond este hibrido debido a que el mismo hibrido en versiéon no Bt
(iso-hibrido) no se encontraba comercialmente disponible al momento de los ensayos.
Esta es una situacion muy frecuente, y de hecho, ademas de haber sido la eleccion en
investigaciones precedentes, tales como Buntin et al. (2000); Wangila et al. (2012),
(2013); Campagne et al. (2013); Niu et al. (2013); Huang et al. (2014); Yang et al. (2013,
2014, 2015), es un criterio aceptado por la comunidad cientifica (Huang, 2018.
Comunicacion personal). El hibrido Genuity® VT Triple Pro® contiene tres genes Bt, de
los cuales CrylA.105 y Cry2Ab tienen accion insecticida sobre lepiddpteros y Cry3Bbl
accion insecticida sobre insectos coleopteros (Wangila et al., 2012; Niu et al., 2013);
ademads posee un evento que le confiere tolerancia al herbicida glifosato (Wan, 2015). El
hibrido no Bt posee Unicamente tolerancia al herbicida glifosato. En este trabajo
experimental se opt6 trabajar con el evento VT Triple Pro® debido a que al momento de
los ensayos comprendia la tactica de control mas empleada para el control de S.

frugiperda en maiz en el Norte de Santa Fe (Gallard, 2016. Comunicacion personal).

2.2.4) Practicas culturales

Los ensayos fueron realizados bajo un sistema de manejo en siembra directa,
sembrados manualmente en parcelas de cinco surcos previamente marcados con
sembradora a 0.52 m. Al momento de siembra, las parcelas fueron fertilizadas con 80 kg.
ha'! de fosfato diaménico (18-46-0). Luego de la siembra (preemergencia) se aplicaron
herbicidas residuales (Atrazina 90% 2 kg. ha! + Acetoclor 90% 1 1. ha!), y luego de la
emergencia del cultivo (V2) (Ritchie & Hanway, 1982) se aplicd Glifosato (62% 2,5 1.
ha!). Para evitar infestaciones naturales durante los ensayos se tomaron medidas de
seguridad que consistieron en la utilizacion de jaulas y aplicaciones del insecticida no
persistente Cipermetrina 25 EC (100 ml. ha'!) (Pannuti ef al., 2015) cada 5 dias hasta la
colocacion de las jaulas. Las medidas de las mismas fueron de 3 m de ancho por 4 m de
largo por 1.2 m de alto, la estructura fue realizada con hierro nervado de 10 mm de
diametro y fue integramente cubierta con tela de tul 16 x 22 mesh (Walker et al., 2000;
Macrae et al., 2005). Antes del inicio de los ensayos se inspeccionaron todas las plantas

para constatar la ausencia de infestaciones naturales.
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2.2.5) Ensayo 1

2.2.5.1) Disefio experimental y tratamientos

Para responder a los objetivos 1 y 3 se realiz6 un ensayo a campo en la campaiia
2015/16 que se repiti6 completamente en la campafia 2016/17. Las unidades
experimentales fueron parcelas de 45 plantas en cinco surcos distanciados a 0,52 m. La
distancia entre plantas en el surco fue de 0,33 m lo que representa una densidad
aproximada de 55.000 pl. ha™'. El disefio del experimento fue completamente aleatorizado
con cinco repeticiones. Los tratamientos fueron:
T1: Cultivo puro Bt. (Bt)
T2: 1 planta no Bt (refugio) en el centro de la parcela rodeada de plantas Bz. (ReB)
T3: cultivo puro no Bt. (no Bt)
T4: 1 planta Bt en el centro de la parcela rodeada de plantas no Bz. (ReB inv)

Los tratamientos T1 y T3 representan las dos posibilidades en un refugio
estructurado (fracciones Bt y no Bt del lote respectivamente), el tratamiento T2 fue
disefiado para simular un refugio integrado o mezcla de semillas (una planta Bt rodeada
de 44 plantas no Bt, es una de las posibles configuraciones de una mezcla 95:5). El

tratamiento T4 es el escenario menos probable en un refugio integrado.

2.2.5.2) Infestacion inducida de larvas

Cuando las plantas de maiz alcanzaron el estado fenologico V6 segun escala de
Ritchie & Hanway (1982), se procedi6 con la infestacion de larvas neonatas (< 12 h) de
la colonia establecida en el laboratorio de Entomologia de INTA EEA Reconquista. Las
masas de huevos obtenidas se colocaron individualmente en recipientes de plastico.
Posteriormente se contd el nimero de huevos de cada masa mediante un microscopio
estereoscopico (Nikon SMZ 645). El primer afio de ensayo se utilizaron desoves de 123
+ 22,7 huevos para infestar cada planta central. El segundo afio se utilizaron desoves mas
grandes (196 + 39,4 huevos), debido a que las precipitaciones durante el ensayo pueden
afectar la supervivencia y el reencuentro de larvas en los sucesivos muestreos (Pannuti et
al.,2015). Se contabilizaron y acondicionaron una gran cantidad de masas de huevos (100
+ 20) en cada afio. Luego, al momento de la infestacion las masas de huevos se
seleccionaron por uniformidad en tamafio y edad; el ensayo se llevo a cabo con aquellas
que se encontraban eclosionadas pero las larvas seguian sobre el papel tissue que sirvid

de sustrato de oviposicion. Se coloco una masa de huevos eclosionada en la cara superior
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de la cuarta hoja totalmente expandida de la planta central de cada parcela. Se consider6
como hoja totalmente desarrollada a aquella con el collar completamente visible
(Andrade et al., 1996). Esta hoja fue marcada con un rétulo a los efectos de facilitar la
categorizacion de los movimientos. Las infestaciones artificiales se realizaron en el rango

horario 6:00-7:00 AM.
2.2.5.3) Mediciones y variables analizadas

indice de movimiento

Se generd un indice de movimiento estimado a partir de la movilidad de las larvas
en la planta sobre la cual fueron liberadas (bajo jaula en campo). El movimiento fue
registrado mediante observaciones a intervalos regulares de 2 horas durante las primeras
8 horas de la inoculacion. En cada uno de los momentos de observacion, se registro el
nimero de larvas presentes en cada hoja de la planta donde se realizé la liberacion. Se
implementd un sistema de puntuacion de las posiciones en que se encontraron las larvas
de tal forma de ponderar el desplazamiento desde la hoja en la que se realizo la liberacion.
Si la larva se encontraba en la hoja en la cual fue efectuada la liberacion se uso el puntaje
0. El puntaje 1 se asign6 a larvas que se encontraron en la hoja inmediatamente superior
o inferior a la de la liberacion. Los puntajes 2 y 3, para las larvas en la segunda y tercera
hoja, respectivamente, y puntaje 4 si la larva llegé al cogollo. Usando estos puntajes se

elabor6 un indice de movimiento en cada planta, seglin la siguiente formula:

IM = ?:0 L; x §;
YLx4

Doénde:  Li: N° larvas en puntaje i

Si: Puntaje i (rango de 0 a 4)

Para la modelacion del IM, se ajustaron modelos lineales mixtos para medidas
repetidas en el tiempo, ya que las observaciones se realizaron repetidamente sobre la
misma planta (Moser & Macchiavelli, 2002; Gueorguieva & Krystal, 2011; Chaplin-
Kramer & Kremen, 2012; Lopez Bautista et al., 2014). La modelacion estadistica se
realizd con el total de los datos, incorporando efecto campafia y efecto de interacciones

de los demas factores con campaiia.
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El modelo base fue:
IM =u+ aT + Bt + 6Txt + yC + repeticion (C) + €
Donde p es la media general, T es la tecnologia (Bt; no Bt), t representa el tiempo

en horas, C es la campafia agricola y € es el error experimental.

Reencuentro de larvas

Se evalud a partir del namero de larvas reencontradas en los distintos tipos de
maices (B¢ y no Bf) en cada momento de evaluacion (durante las primeras 8 h de la
liberacion). El nimero de larvas encontradas fue expresado respecto del nimero inicial

de larvas liberadas.

El modelo base utilizado para indagar la dindmica del reencuentro de larvas fue el

mismo de la ecuacidn anterior.

Reencuentro (%) = u+ aT + Bt + 6Txt + yC + repeticion(C) + €

Donde p es la media general, T es la tecnologia (Bt; no Bt), t representa el tiempo

en horas, C es la campafia agricola y € es el error experimental.

Indice de dispersién

Se generd un indice para estimar la dispersion de las larvas en los distintos
tratamientos Bt, no Bt, ReB (1 planta no Bf rodeada de 44 Bt) y ReB inv (1 planta Bt
rodeada de 44 no Bf). Este indice fue elaborado en base a las larvas halladas en
observaciones regulares a intervalos de 2 dias durante 12 dias desde la liberacion. En cada
uno de los momentos de observacion se registrd el nimero de larvas presentes en cada
planta de cada parcela. Los datos se organizaron en clases de dispersion segun la Figura

2.1. A partir de los datos se elabor6 un indice de dispersion, segin la férmula:

4
i=o Li X §;

[.D.=
YLx4

Donde Li: N° larvas en puntaje i

Si: Puntaje 1 (N° de clase) rango 0-4
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X X X * *
—k * * * *
I ——h——*
* *
Clase 0=planta central
p X x *
Clase 1=dispersién 1planta
c di i6 | * l *
ase 2=dispersion 2 plantas
—
Clase 3=dispersion 3 plantas
A ——h——h—
Clase 4=dispersidn 4 plantas ————>
*——h————h—*

Figura 2.1: Esquema de asignacion de puntajes a las diferentes ubicaciones
de las larvas de S. frugiperda, respecto a la planta en la que se realizo la
liberacion inicial. Los puntajes se asignaron de acuerdo al niimero de
perimetros concéntricos que avanzo cada larva.

De igual modo que para la variable indice de movimiento, se exploraron distintos
modelos para incluir simultdneamente las observaciones de indice de dispersion de ambas
campafias. Para modelar la dindmica de la dispersion se usé un polinomio de segundo

orden.

El modelo base fue:
ID = u+ aT + Bt + 6t? + oTxt + pTxt? + yC + repeticion(C) + ¢

Donde p es la media general, T es el tratamiento (Bf; ReB; no Bt; ReB inv), t

representa el tiempo en horas, C es la campaia agricola y € es el error experimental.

Se ajustd el modelo explorando las distintas posibilidades de modelar la auto

correlacion temporal en los errores y la heterocedasticidad.

Supervivencia

Se estimo a partir del nimero de larvas encontradas en los distintos tratamientos
(Bt, no Bt, ReB y ReB inv) en cada momento de muestreo. La supervivencia fue expresada
en funcion del numero inicial de larvas liberadas. Se ajusté un modelo lineal generalizado,

de familia binomial con funcién de enlace Logit.
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El modelo utilizado fue:

Pi
Ln (m) = Po+ P1X1 + BoXo + BaXz + BuXy + PsXs+ €
l
Donde, Xi corresponde a tratamiento, X> es el tiempo en dias, X3 la interaccion

tratamiento x tiempo, X4 es la campana y Xs representa la repeticion (efecto anidado a

campafa) y € es el error experimental.

Se calcularon los cocientes de chance (CC) de supervivencia del tratamiento no
Bt respecto de los tratamientos Bz, ReB y ReB inv para cada campafia. Tomando como
ejemplo el contraste de los tratamientos no Bt versus Bt, se aplico la siguiente ecuacion
(Scheiner & Gurevitch, 2001):

( Pno Bt )
1-p
CC(no Bt;Bt) — pBT:O &

(1 —pge)

Donde pno 3/ Y ps: representan la proporcion de larvas sobrevivientes en los
tratamientos no Bt y Bt, respectivamente, mientras que 1-pno 5: Y 1-pa: Son sus respectivos
complementos. El mismo procedimiento se aplico para contrastar el tratamiento no Bz con
ReB y ReB inv. Los cocientes de chance se estimaron para dos momentos, el primero de
los cuales fue con los datos de supervivencia (a campo) a los 12 dias de la liberacion de
las larvas. El segundo momento fue la supervivencia hasta el estado de pupa. con el dato
final de supervivencia “hasta alcanzar el estado de pupa”, para lo cual al finalizar el
monitoreo (12 dias desde la infestacion inducida) se recolectaron todas las larvas de las
parcelas y se las llevo a laboratorio, donde se las alimento con hojas de las plantas de las
cuales fueron recolectadas, y se registro el nimero de larvas que alcanzaron el estado de

pupa (Brévault ef al., 2015). Los cocientes de chances se analizaron mediante test Chi?

de Pearson (Agresti, 2002).
2.2.6) Ensayo 2

2.2.6.1) Disefio experimental y tratamientos

Para cumplir el objetivo 2 se realizd un ensayo a campo en la campafa 2015/16
que se repitid completamente en la campafia 2016/17. Se utilizd un patréon de siembra
disefiado para simular una situacion de refugio integrado o mezcla de semillas (1 planta

no Bt rodeada de 44 plantas Btr). El disefio del experimento fue completamente
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aleatorizado con cuatro repeticiones y combinacion factorial de 2 factores, estado
fenoldgico (2 niveles: V2 y V8) (Ritchie & Hanway 1982), y densidad (3 niveles: 40.000
pl. ha!, 55.000 pl. haly 70.000 pl. ha'). Los tres niveles de densidad se lograron al
modificar la distancia entre plantas en el surco (45 cm, 35 cm y 27 cm) respectivamente

Las parcelas fueron de 45 plantas distribuidas en 5 surcos distanciados a 0,52 m.

2.2.6.2) Infestacion inducida de larvas

Cuando las plantas de maiz alcanzaron el estado fenologico V2 y V8 seglin escala
de Ritchie & Hanway (1982), se procedio6 con la infestacion de larvas neonatas (< 12 h)
del mismo modo que en el ensayo 1. Para este experimento el primer afio se utilizaron
desoves de 155 + 31,9 huevos y el segundo afio desoves de 182 + 21,5 huevos, por el
mismo motivo explicado con anterioridad. Para la infestacion se colocd una masa de
huevos eclosionada en la cara superior de la Gltima hoja totalmente desarrollada de la
planta central. Se consider6 como hoja totalmente desarrollada a aquella con el collar
completamente visible (Andrade et al., 1996). Esta hoja fue marcada con un rétulo a los
efectos de facilitar la categorizacion de los movimientos. Las infestaciones artificiales se

realizaron en el rango horario 6:00-7:00 AM.
2.2.6.3) Mediciones y variables analizadas

indice de dispersién

El indice de dispersion se estim6 de la misma manera que en el ensayo 1. La
dispersion fue registrada en observaciones regulares a intervalos de 2 dias durante 12 dias
de la liberacion. En cada uno de los momentos de observacion se registrd el nimero de
larvas presentes en cada planta de la parcela. Los datos se organizaron en clases y se
elabor6 un indice de dispersion segun la formula mencionada en 2.2.5.3.

El modelo base utilizado fue:

ID = u+ aE + D + yt + SExt + pDxt + 0ExXD + @ExDxt + wC
+ repeticion(C) + ¢

Donde p es la media general, E representa el estado fenologico, D a la densidad,

t al tiempo en dias, C a la campaiia agricola y € es el error experimental.

Del mismo modo que para las variables anteriores se corri6 el modelo propuesto,

explorando las distintas posibilidades de modelar la covarianza mediante auto correlacion
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temporal en los errores y la heterocedasticidad residual. Se utilizaron los criterios de

verosimilitud penalizada (AIC y BIC) para elegir el modelo que mejor describi6 los datos.

Todos los analisis estadisticos fueron llevados a cabo con el software Infostat
version 2017 (Di Rienzo et al., 2017). Las comparaciones de medias fueron mediante test
LSD de Fisher con nivel de significancia de 5%. Como estrategia general para el analisis
de los datos primero se ajustaron modelos con distintas estructuras de covarianza,
combinando apropiadamente estructuras de correlacion residual, heteroscedasticidad
residual y efectos aleatorios. Mediante criterios de verosimilitud penalizada (AIC y BIC)
se eligid el modelo que mejor describid los datos y se utilizd ese modelo para realizar
inferencias acerca de las medias. Para la eleccion del mejor modelo se comenz6 desde el
modelo mas simple y parsimonioso (datos independientes y varianzas homogéneas) y se
fueron agregando pardmetros de correlacion residual (correlacion constante o auto
regresivo de orden 1) y heteroscedasticidad (varianza residual diferente segin tiempo o

tratamientos) hasta encontrar el que mejor se ajusto a los datos.

2.3) Resultados
2.3.1) Ensayo 1

2.3.1.1) Indice de movimiento

De acuerdo a los criterios de AIC y BIC el modelo que mejor ajust6 a los datos
fue el que contempla la auto correlacion temporal mediante una funcion auto regresiva
heterocedastica (modelo N° 4) de la Tabla 2.1 que muestra los criterios de evaluacion de

bondad de ajuste de los modelos estadisticos evaluados.
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Tabla 2.1: Criterios de bondad de ajuste de los modelos lineales mixtos estimados para
el analisis del indice de movimiento

N° | Modelo AIC BIC

1 | Datos independientes y varianzas homogéneas -152.19 -71.26
Datos correlacionados (simetria compuesta) y varianzas -162.69 -78.87
homogéneas

3 | Datos correlacionados (Auto regresivo) y varianzas -150.19 -66.37
homogéneas

4 | Datos correlacionados (Auto regresivo) y varianzas -178.08 -85.59
heterogéneas (Varldent(Tiempo))
5 | Datos correlacionados (simetria compuesta) y varianzas -168.06 -75.57
heterogéneas (VarPower(Fitted))

Menor valor de AIC y de BIC implica mejor ajuste

Se encontraron efectos estadisticamente significativos de los factores Tecnologia,
tiempo y campaiia (Tabla 2.2). La interaccion Tecnologia x tiempo fue no significativa,
sugiriendo que las diferencias entre las tecnologias existen independientemente del

momento de observacion.

Tabla 2.2: Analisis de la varianza, pruebas de hipotesis marginales del modelo lineal
mixto para medidas repetidas en el tiempo del indice de movimiento de larvas de S.
frugiperda en plantas de maiz Bt y no Bt. Campaias agricolas 2015/16 y 2016/17

Fuente de variacion Grados de libertad F P-valor
Intercepto 1 909,749 <0,0001
Tecnologia 1 12,261 0,0006
Tiempo 3 45,821 <0,0001
Camparna 1 31,638 <0,0001
Tecnologia x tiempo 3 1,635 0,1844

La comparacion de medias del indice de movimiento en maices Bf y no Bt mostro
que el movimiento de larvas fue 25% mayor en tecnologia Bt (Fig. 2.2). Por otro lado, si
bien en la campafia 2 (Fig. 2.3) el movimiento fue mayor que en la campafa 1, las
diferencias entre tratamientos se mantuvieron. En cada campafia, el movimiento fue

incrementandose a medida que transcurrian las horas desde la liberacion (fig. 2.4).
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Figura 2.2: Indice de movimiento (medias + error estandar) de larvas de S.
frugiperda en plantas con tecnologia Bf y no Bt.
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Figura 2.3: Indice de movimiento (medias + error estandar) de larvas de S.
frugiperda en plantas con tecnologia Bf y no Bf en 2 campafias de evaluacion
(campafia 1: 2015/16; campana 2: 2016/17).
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Figura 2.4: Indice de movimiento (medias =+ error estandar) de larvas de S.

2.3.1.2) Reencuentro de larvas

frugiperda a lo largo del tiempo evaluado en horas desde la liberacion.

El modelo de mejor ajuste fue el N° 6 (Tabla 2.3), que contemplo la auto

correlacion temporal mediante una funcidn auto regresiva heteroscedastica.

Tabla 2.3: Criterios de bondad de ajuste de los modelos lineales mixtos explorados para
el analisis del reencuentro de larvas

N° | Modelo AIC BIC

1 | Datos independientes y varianzas homogéneas -32.63  48.30

2 | Datos correlacionados (simetria compuesta) y varianzas -141.00 -57.18
homogéneas

3 | Datos correlacionados (Auto regresivo) y varianzas -158.14 -74.32
homogéneas

4 | Datos correlacionados (simetria compuesta) y varianzas -154.58 -62.09
heterogéneas (Varldent(Tiempo))

5 | Datos correlacionados (Auto regresivo) y varianzas -160.69 -68.20
heterogéneas (Varldent(Tiempo))

6 | Datos correlacionados (Auto regresivo) y varianzas -198.77 -112.06

heterogéneas (VarPower(Fitted))

Menor valor de AIC y de BIC implica mejor ajuste

El reencuentro de larvas fue bajo si se toma como referencia el nimero de larvas

liberadas durante la infestacion inducida. No se encontraron efectos significativos del

factor Tecnologia ni del factor campafia (Tabla 2.4). Sin embargo, el reencuentro
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disminuy6 con el paso del tiempo. La interaccion Tecnologia x tiempo de observacion no

fue significativa (Tabla 2.4).

Tabla 2.4: Andlisis de la varianza, pruebas de hipotesis marginales del modelo lineal
mixto para medidas repetidas en el tiempo del reencuentro de larvas de S. frugiperda en
plantas de maiz Bt y no Bt. Campanas agricolas 2015/16 y 2016/17

Fuente de variacion Grados de libertad F P-valor
Intercepto 1 177,400 <0,0001
Tecnologia 1 1,420 0,2355
Tiempo 3 26,701 <0,0001
Camparia 1 3,149 0,0782
Tecnologia x tiempo 3 0,521 0,6684

El reencuentro de larvas disminuy6 significativamente en el transcurso del tiempo

en horas desde la liberacion (fig. 2.5).
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Figura 2.5: Reencuentro de larvas de S. frugiperda (media + error estandar) a
lo largo del tiempo expresado como horas desde la liberacion en la planta
central de la unidad experimental.

2.3.1.3) indice de dispersién
De acuerdo a los criterios de AIC y BIC el modelo explorado que mejor se ajustd
a los datos fue el N° 4 (Tabla 2.5), que contempla auto correlacion temporal auto regresiva

de orden 1 y heterogeneidad de varianzas residual entre los tratamientos.
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Tabla 2.5: Criterios de bondad de ajuste de los modelos lineales mixtos ensayados para
el analisis del indice de dispersion

N° | Modelo AIC BIC

1 | Datos independientes y varianzas homogéneas -11.85  62.44
Datos independientes y varianzas heterogéneas entre -142.39 -58.00
tratamientos

3 | Datos correlacionados (Simetria Compuesta) y varianzas -184.89 -97.13
heterogéneas entre tratamientos

4 | Datos correlacionados (Auto regresivo) y varianzas -197.29 -109.53
heterogéneas entre tratamientos

Menor valor de AIC y de BIC implica mejor ajuste

Se encontraron efectos significativos de los factores Tratamiento, tiempo, tiempo?
y fueron significativos los efectos de las interacciones Tratamiento X tiempo y

Tratamiento x tiempo?. No fue significativo el efecto del factor campafia (Tabla 2.6).

Tabla 2.6: Analisis de la varianza, pruebas de hipotesis marginales del modelo lineal
mixto para medidas repetidas en el tiempo del indice de dispersion de larvas de S.
frugiperda en los tratamientos Bt, no Bt, ReB y ReB inv. Campanas agricolas 2015/16 y
2016/17

Fuente de variacion Grados de libertad F P-valor
Intercepto 1 53,628 <0,0001
Tratamiento 3 7,097 <0,0001
tiempo 5 15,442 <0,0001
Tiempo? 5 14,373 <0,0001
Camparia 1 0,0004 0,9847
Tratamiento x tiempo 15 3,578 0,0147
Tratamiento x tiemp02 15 3,054 0,0294

El indice de dispersion fue diferente entre tratamientos y mostr6é una variacion
diferencial en el tiempo para cada uno de ellos, razon por la cual se determinaron los
coeficientes de regresion para cada tratamiento. En las Tablas 2.7 y 2.8 se detalla la
prueba de hipotesis secuencial de los modelos ajustados para cada tratamiento y se prueba
la significancia de las variables predictoras de cada modelo, segun valores de p y los
coeficientes de cada modelo final respectivamente. Los modelos ajustados que
representan la variacion del indice de dispersion en funcion del tiempo para cada

tratamiento se detallan en la Tabla 2.9.
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Tabla 2.7: Pruebas de hipodtesis secuenciales de los modelos ajustados para el indice de
dispersion de larvas de S. frugiperda en los tratamientos B¢, no Bt, ReB y ReB inv.
Campanas agricolas 2015/16 y 2016/17

Tratamiento | Efectos fijos Grados de libertad F P-valor
Bt | Intercepto 1 470,838 <0,0001
Tiempo 1 7,022 0,0104
Tiempo2 1 7,139 0,0098
no Bt | Intercepto 1 1253,735 <0,0001
Tiempo 1 18,291 0,0001
Tiempo? 1 4,414 0,0401
ReB | Intercepto 1 128,7 <0,0001
Tiempo 1 0,108 0,7438
Tiempo2 1 0,969 0,3292
ReB inv | Intercepto 1 3911,812 <0,0001
Tiempo 1 9,679 0,0029
Tiempo? 1 2,1 0,1528

Tabla 2.8: Efectos fijos y coeficientes de los modelos ajustados para el indice de
dispersion de larvas de S. frugiperda en los tratamientos Bf, no Bt, ReB y ReB inv.
Campanias agricolas 2015/16 y 2016/17

Tratamiento | Efecto fijo  Estimador Error exp. T P-valor
Bt | Intercepto 0,28 0,109 2,592 0,0121
Tiempo 0,09 0,036 2,65 0,0104
Tiempo? -0,01 0,002 -2,672 0,0098
no Bt | Intercepto 0,29 0,067 4,286 0,0001
Tiempo 0,06 0,022 2,93 0,0049
Tiempo? -0,003 0,002 -2,101 0,0401
ReB | Intercepto 0,281 0,148 1,902 0,0482
Tiempo 0,043 0,048 0,896 0,3739
Tiempo? -0,003 0,003 -0,984 0,3292

ReB inv | Intercepto 0,493 0,043 11,581 <0,0001
Tiempo 0,029 0,014 2,054 0,0446
Tiempo? -0,001 0,001 -1,449 0,1528

Tabla 2.9: Modelos de indice de Dispersion de larvas de S. fiugiperda en funcién del
tiempo en dias desde su liberacion en la planta central de la unidad experimental, para los
tratamientos Bt, no Bt, ReB y ReB inv.

Tratamiento

Ecuacion

Bt

no Bt
ReB
ReB inv

ID= 0,28 + 0,09t - 0,01t>

ID= 0,29 + 0,06t - 0,003t

ID=0,28

ID= 0,49 + 0,03t
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En los tratamientos ReB inv y Bt las larvas se dispersaron inicialmente mas rapido
que en los demas tratamientos (Fig. 2.6), luego en ReB inv la dispersion se incremento
con el tiempo, y finalmente, después del dia 10 casi la totalidad de las larvas habian
abandonado la planta donde habian sido liberadas (Fig. 2.7D). En cambio, en el
tratamiento Bt la dispersion alcanzd su valor maximo a los 8 dias (Fig. 2.6) y luego
disminuy6 debido a la disminucion en el numero de larvas registradas en las clases
superiores de dispersion (Fig. 2.7A). En los tratamientos no Bt y ReB la dispersion inicial
resulté mas lenta que en los anteriores, en no Bt aumento con el tiempo hasta alcanzar un
maximo el dia 10 y finalmente disminuy6. En el tratamiento ReB el indice de dispersion

fue constante durante el intervalo de tiempo analizado (Fig. 2.6).
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Figura 2.6: Valores predichos del Indice de dispersion (ID) de larvas de S.

frugiperda en funcién al tiempo en dias desde su liberacion en la planta
central de la unidad experimental. Se representan los modelos ajustados para
los tratamientos Bt, no Bt, ReB y ReB inv.
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Figura 2.7: Distribucion y niimero de larvas de S. frugiperda en clases de
dispersion (0, 1, 2, 3 y 4) en funcion del tiempo en dias desde la liberacion
para los diferentes tratamientos A: Bt, B: no Bt, C: ReB y D: ReB inv.

2.3.1.4) Supervivencia

Se encontraron efectos significativos de los factores Tratamiento y tiempo en dias

desde la liberacion inducida, y fueron significativos los efectos de la interaccion

Tratamiento x tiempo (Tabla 2.10).

Tabla 2.10: Analisis de la varianza, pruebas de hipotesis marginales (Wald) del modelo
lineal generalizado para medidas repetidas en el tiempo de la supervivencia de larvas de

S. frugiperda en los tratamientos B¢, no Bt, ReB y ReB inv. Campafias agricolas 2015/16
y 2016/17

Fuente de variacion Grados de libertad F P-valor
Tratamiento 3 32,950 <0,0001
Tiempo 5 135,114 <0,0001
Camparia 1 2,575 0,1100

Tratamiento x tiempo 15 16,342  <0,0001

La comparacion de medias mostr6 diferencias significativas entre las diferentes
configuraciones del refugio. Los tratamientos no Bt y ReB inv presentaron los mayores
valores de supervivencia y no se diferenciaron entre si, pero si lo hicieron de los
tratamientos ReB y B, los que se diferenciaron entre si inicamente a los 2 dias desde la
liberacion (fig. 2.8). Los resultados de los andlisis de cocientes de chances de
supervivencia a los 12 dias de la liberacion de larvas indicaron diferencias significativas

en las comparaciones entre B¢ y no Bt y entre ReB y no B¢, en cambio, entre ReB inv y
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no Bt las diferencias no fueron significativas. En efecto, como lo ilustra la Tabla 2.11, el
CC entre no Bt y Bt en la campafia 1 fue de 61,77 (p<0,0001) esto significa que en el
tratamiento no Bt sobreviven mas de 61 larvas por cada una que sobrevive en el
tratamiento Bf. Los mismos analisis realizados con los datos de supervivencia hasta
alcanzar el estado de pupa arrojaron resultados similares, las chances de supervivencia
fueron significativamente mayores en no Bt respecto a Bt y ReB en las dos campaiias. La
comparacion entre no Bt y ReB inv no arrojé diferencia significativa en la campana 1,
pero en la campaiia 2 la chance de supervivencia en ReB inv fue significativamente mayor

que en no Bt (Tabla 2.12).
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Figura 2.8: Porcentaje de supervivencia de larvas de S. frugiperda en funcion
del tiempo en dias desde su liberacion en las unidades experimentales de los
tratamientos Bt, no Bt, ReB y ReB inv.

Tabla 2.11: Cociente de chances (CC) de supervivencia de larvas de S. frugiperda en
microparcelas no Bt respecto a microparcelas Bz, ReB y ReB inv, a los 12 dias de su
liberacion. Campafias agricolas 1: 2015/16, 2: 2016/17

R no Bt vs Bt no Bt vs ReB no Bt vs ReB inv
Campana | = G 05%  Pvalor CC LC.95% Pvalor CC LC.95% Povalor
i 61,77 212-179,4 <0,0001 1699 89-32,1 <0,0001 1,01 0,7-13 0,9146
2 500 3382  <0,0000 1121 6,1-20,6 <0001 082 06-1,1 0,1554
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Tabla 2.12: Cociente de chances (CC) de supervivencia de larvas de S. frugiperda en
microparcelas no Bt respecto a microparcelas Bz, ReB y ReB inv, al estado de pupa. Campaiias
agricolas 1: 2015/16, 2: 2016/17

. no Bt vs Bt no Bt vs ReB no Bt vs ReB inv
Campana | 5 5% Pvalor  CC 1C.95% Pvalor CC 1LC.95% Povalor
1 sd sd <0,0001 15,38 6,8-34,4 <0,0001 1,28 0,9-1,8 0,1439
2 18,35 3,5-96,2 <0,0001 9,73 2,6-36,1 <0,0001 0,35 0,2-0,5 <0,0001

2.3.2) Ensayo 2

2.3.2.1) Indice de dispersion
De acuerdo a los criterios de AIC y BIC el modelo de mejor ajuste fue el N° 5

(Tabla 2.13), que contempla la auto correlacién temporal de tipo auto regresiva de orden

1 y heteroscedastica.

Tabla 2.13: Criterios de bondad de ajuste de los modelos lineales mixtos estimados para
el analisis del indice de dispersion

N° | Modelo AIC  BIC

1 | Datos independientes y varianzas homogéneas 58.57 197.56
2 | Datos correlacionados y varianzas homogéneas 51.99 194.14
3 | Datos correlacionados (Simetria Compuesta) y varianzas 22.45 180.40

heterogéneas (Varldent(tiempo))

N

Datos correlacionados (Auto regresivo) y varianzas homogéneas 60.57 202.72
5 | Datos correlacionados (Auto regresivo) y varianzas heterogéneas 20.88 178.83
(Varldent(tiempo))

Menor valor de AIC y de BIC implica mejor ajuste

Se encontraron efectos significativos de los factores estado fenoldgico, tiempo y
campafia. No fueron significativos los efectos de densidad y las interacciones estado
fenologico x tiempo, estado fenoldgico x densidad, densidad x tiempo y estado fenologico

x densidad x tiempo (Tabla 2.14).
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Tabla 2.14: Analisis de la varianza, pruebas de hipotesis marginales del modelo lineal
mixto para medidas repetidas en el tiempo del indice de dispersion de larvas de S.
frugiperda en tratamiento ReB en funcidn del estado fenologico y la densidad de siembra.
Campanias agricolas 2015/16 y 2016/17

Fuente de variacion Grados de libertad  F P-valor
Intercepto 1271,294 <0,0001
Estado fenologico 32,930 <0,0001
Densidad 0,432 0,6498

Camparia 28,617 <0,0001
Estado fenologico x tiempo 0,477 0,7928
Estado fenologico x densidad 0,101 0,9042
Densidad x tiempo 10 1,322 0,2221
Estado fenologico x densidad x tiempo | 10 0,898 0,5362

1
1
2
Tiempo 5 9,382 <0,0001
1
5
2

La comparacion de medias del indice de dispersion mostré que la dispersion de
larvas fue mayor en estado fenologico V8 (fig. 2.9). En la campaia 2 (fig. 2.10), la
dispersion fue mayor que en la campafia 1. No obstante, las diferencias entre estados
fenoldgicos se mantuvieron dentro de cada campaiia. En cada campatia, la dispersion fue
incrementandose hasta el dia 6 desde la liberacion, a partir del cual las diferencias no

fueron significativas (fig. 2.11).
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Figura 2.9: Indice de dispersion (medias + error estandar) de larvas de S.
frugiperda desde el punto de su liberacion, segun estado fenologico, V2 y V8
(Ritchie & Hanway 1982), de las plantas de la parcela experimental.
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Figura 2.10: Indice de dispersion (medias + error estindar) de larvas de S.
frugiperda desde el punto de su liberacidon, en dos campafias agricolas
(campana 1: 2015/16; campana 2: 2016/17).
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Figura 2.11: Indice de dispersion (medias + error estandar) de larvas de S.
frugiperda desde el punto de su liberacion, a lo largo del tiempo evaluado en
dias desde la infestacion inducida.

2.4) Discusion

Los resultados obtenidos en cuanto a indice de movimiento intra-planta y
reencuentro de larvas a partir de los experimentos realizados demuestran que la
alimentacion inicial de las larvas tiene influencia en su comportamiento. En efecto, el

indice de movimiento fue mayor para aquellas larvas que fueron liberadas en plantas Bt.
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Estudios previos mencionan que la presencia de algunas sustancias en el interior de las
células vegetales (Rhoades, 1985; Zalucki et al., 2002) como aleloquimicos y compuestos
secundarios de defensa, como también algunos lipidos presentes en la cuticula de la hoja
(Eigenbrode & Espelie, 1995) pueden ocasionar el rechazo por parte del insecto. En
respuesta a ello se puede producir el abandono del 6rgano vegetal o incluso de la planta
en busca de otro sitio de alimentacion. En este sentido, Cohen et al. (1987) y Schiff et al.
(1989) sugirieron que los insectos pueden obtener una respuesta fisiologica de una fuente
de alimento téxica o nutricionalmente inadecuada, lo que causa un incremento en el
movimiento en busca de una fuente de alimento apropiada.

Generalmente una vez que una larva neonata encuentra una planta hospedera
adecuada, se emplaza y establece su sitio de alimentacion. En cambio, si la hospedera o
parte de ella no es adecuada, es probable que contintie la exploracion en busca de un sitio
propicio dentro y entre las plantas (Zalucki et al., 2002). Las larvas neonatas también
permanecen moviéndose si la planta hospedera contiene toxinas, como las derivadas de
Bacillus thuringiensis (Davis & Onstad, 2000; Goldstein et al., 2010 Razze ef al., 2011).
Por su parte Binning ef al. (2014), encontraron que la primera respuesta de larvas de S.
frugiperda a la presencia de toxinas CrylF en maiz fue el rechazo. Li et al. (2006)
mencionaron que 7. ni en estado larval es capaz de detectar y evitar toxinas Bt en hojas
de algodon. Davis & Coleman (1997) encontraron que larvas de O. nubilalis que fueron
expuestas a la toxina CrylAb tuvieron un comportamiento errante. Del mismo modo
Goldstein et al. (2010) descubrieron que larvas neonatas de O. nubilalis fueron capaces
de detectar toxinas Cryl Ab luego de estar expuestas por 24 h a plantas de maiz Bt y
desencadenaron conductas que condujeron al abandono de la planta.

Durante la campafia agricola 2016/17 se estim6 un mayor indice de movimiento,
lo que podria deberse a la utilizacion de desoves con mayor nimero de huevos, y en
consecuencia mayor cantidad de larvas neonatas. Especificamente, la diferencia de
tamafio de desoves fue de 56,1%. Esto indicaria una conducta de dispersion denso-
dependiente en las larvas neonatas de S. frugiperda, aunque se necesitaria un experimento
de disefio especifico para confirmarlo. Un comportamiento similar fue encontrado en
larvas de Chilo partellus Swinhoe (Lepidoptera: Pyralidae) en las que una mayor tasa de
encuentro entre larvas pequenas debido a una elevada densidad induce a las mismas a
suspenderse por medio de hebras de seda y dispersarse arrastradas por del viento (Berger,
1992). Otros autores encontraron una relacion lineal positiva entre la densidad de huevos

en desoves de O. nubilalis y la distancia méaxima de dispersion (Ross & Ostlie, 1990).
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La progresiva disminucion del reencuentro de larvas en la planta donde se realiz6
la liberacion, puede estar influenciada por el movimiento y dispersion en busca de otras
plantas y también por la mortalidad de las larvas. Pannuti et al. (2015) encontraron
resultados similares al estudiar el movimiento de larvas de S. frugiperda en plantas de
maiz no Bt en estado reproductivo. La mortalidad de los primeros estadios larvales en
lepidopteros es comunmente alta y puede alcanzar valores de hasta 95% para S.
frugiperda (Varella et al., 2015). Estos autores atribuyen, entre otros factores, al efecto
de lluvias (por desalojo y ahogo), depredadores y dispersion. Otro factor que pudo influir
en menor medida en la disminucion del reencuentro es el canibalismo, en este sentido
Andow et al. (2015) encontraron que el canibalismo esta fuertemente ligado a la densidad
ya que a mayor densidad incrementa la probabilidad de encuentro entre larvas. Sin
embargo, este comportamiento es poco frecuente en los primeros estadios larvales, en
relacion a esto, Chapman et al., (1999) encontraron que durante las primeras 48 h de vida

el canibalismo alcanza s6lo 6%.

En este estudio la dispersion fue diferente segin los tratamientos evaluados.
Inicialmente, se dispersaron mas rapidamente en parcelas puras Bf y ReB inv respecto a
parcelas puras no Bt y ReB. En Bt las larvas alcanzaron una dispersion méxima a los ocho
dias y luego la dispersion decrecid por causa de la mortalidad. En ReB inv y no Bt el
progreso de la dispersion se increment6 de forma lineal, sin embargo, en este tltimo la
dispersion fue menor comparada a ReB inv. En ReB, la dispersion fue menor y constante
durante estos experimentos. La dispersion de larvas de lepidopteros puede ser resultado
de la programacion genética para reducir la competencia por los recursos y garantizar la
supervivencia (Goldstein et al., 2010; Razze & Mason, 2012; Ramalho et al., 2014).
También puede ser un comportamiento adaptativo por el cual incrementa la probabilidad
de supervivencia de larvas en condiciones limitantes de recursos (Eizaguirre ef al., 2004).
Este comportamiento es relevante en especies de insectos que se originan a partir de

masas de huevos de mas individuos que los que la planta puede soportar (Berger, 1992).

Los resultados encontrados en cuanto al indice de dispersion revelan una elevada
capacidad de dispersion de larvas de S. frugiperda. En efecto, en todos los tratamientos
las larvas alcanzaron las clases maximas de dispersion. Este comportamiento podria
otorgar una ventaja genética a los individuos que se dispersan frente a los que no lo hacen
debido a que escapan a los factores de mortalidad denso-dependientes como el

canibalismo (Davis & Onstad, 2000; Fatoretto ez al., 2017; Andow et al., 2015). Por otro
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lado, aquellas larvas que se dispersan estdn mas expuestas al ataque de depredadores
(Weisser, 2001). Resultados similares a los de esta tesis fueron hallados en estudios con
maiz no Bt en estado reproductivo (Pannuti et al., 2016). La dispersion inicial (2 dias
desde la liberacion) fue mayor en los tratamientos Bt y ReB inv en los cuales las larvas
fueron liberadas en plantas Bt. Esto confirma lo mencionado por Davis & Onstad (2000),
Goldstein et al. (2010), Razze et al. (2011), Eizaguirre et al. (2004), y Zalucki et al.
(2002) sobre el efecto de las toxinas Bt en el comportamiento de las larvas. Las larvas de
S. frugiperda son mas propensas a abandonar mas rapidamente las plantas Bf, lo que
sugiere que la dispersion inicial de larvas de S. frugiperda en plantas de maiz Bt y no Bt
podria estar relacionada con la aceptacion de la planta hospedadora. En este sentido Razze
& Mason, (2012) y Davis & Onstad, (2000) encontraron que larvas neonatas de O.
nubilalis se dispersaron mas rapidamente en plantas Bt que en no Bt. Otros antecedentes
sostienen que las larvas neonatas de O. nubilalis aceptan plantas de maiz no Bt y
continiian alimentandose, causando un dafio significativo en las hojas; mientras que las
larvas que emergen en una planta Bt detectan la toxina a través de mordiscos de prueba,
dejan de alimentarse y se dispersan para tratar de encontrar una hospedadora adecuada

(Razze et al., 2011).

En el tratamiento Bt el indice de dispersion de las larvas aumento con el transcurso
del tiempo hasta el dia 8 posterior a la liberacion, luego del mismo mostr6 una tendencia
decreciente, posiblemente debido a una mayor mortalidad de las larvas que se dispersaron
hacia las clases de dispersion superiores, ya que el indice de dispersion asigna valores
segun la posicion de larvas reencontradas en la parcela. La dispersion per se contribuye
al incremento de la mortalidad como resultado de una mayor exposicion de las larvas a
factores de mortalidad natural (Weisser, 2001), desecacion (Onstad et al., 2018) o
imposibilidad de encontrar una fuente de alimento adecuada (Terry ef al., 1989). Por otro
lado las probabilidades de muerte se incrementan en aquellas larvas que abandonan una
planta Bt en busca de otra fuente de alimento y se encuentran con otra planta de iguales

caracteristicas (Davis & Onstad, 2000).

Los resultados obtenidos revelaron un indice de dispersion mas bajo en el
tratamiento ReB y constante durante el intervalo de tiempo estudiado. Esto podria indicar
un incremento en la tolerancia de las larvas mas grandes a las toxinas Bt presentes en las
plantas de maiz Bt. Resultados similares se encontraron cuando se expuso al coledptero

D. virgifera virgifera a una mezcla de semillas de maiz Bt y no Bt (Head et al., 2014).
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Este comportamiento pone en desventaja al ReB frente al refugio estructurado ya que
incrementa la probabilidad de supervivencia de los individuos heterocigotas, lo que se ve
agravado si la dominancia de la resistencia es cercana pero no igual a cero (Mallet &

Porter, 1992).

La supervivencia de las larvas, tanto a los 12 dias desde la liberacion como hasta
alcanzar el estado de pupa, se vio fuertemente influenciada por los tratamientos. La
supervivencia fue considerablemente mayor en los tratamientos no Bt y ReB inv respecto
a Bt y ReB. Wangila et al. (2013) encontraron resultados similares a los 21 dias de la
liberacion de larvas de Diatraea saccharalis Sin embargo, estos autores encontraron que
la supervivencia en aquellas plantas no Bt del tratamiento ReB no difiri6 de la
supervivencia en el tratamiento no Btz. En cambio, Head et al. (2014) encontraron que la
produccion de adultos susceptibles de D. virgifera virgifera fue menor en mezclas de
semillas de maiz Bt y no Bt comparado a bloques puros de plantas no Bz en 6 de 10
experimentos realizados. Estas diferencias pueden deberse a caracteristicas biologicas de
las plagas. Por un lado, a partir del tercer estadio larval D. saccharalis establece su sitio
de alimentacion dentro del tallo de las plantas de maiz (Rodriguez del Bosque et al.,
1990). Mientras que D. virgifera virgifera lo hace en las raices y puede dispersarse en
estadios avanzados hacia plantas Bf vecinas, disminuyendo de esta manera la proporcion
de adultos susceptibles en una mezcla de semillas (Murphy et al., 2010). Los resultados
de los cocientes de chances de supervivencia del tratamiento no Bf respecto a ReB fueron
menores que no Bf respecto al tratamiento Bt. Esto sugiere que la mezcla de semillas
convencionales y Bf permitiria mayor supervivencia de larvas en aquellas plantas Bt de
la mezcla, situacién que podria acelerar la evolucion de la resistencia de S. frugiperda

(Malaquias et al., 2017; Miraldo et al., 2016; Ramalho et al., 2014).

De esta forma el movimiento y dispersion de larvas en un refugio integrado tiene
dos efectos. Primero, si las larvas susceptibles se dispersan de una planta no Bt tienen
mayor probabilidad de morir por la toxina Bz, esto es debido a que la probabilidad de
encontrar una planta Bt se incrementa con la probabilidad de dispersién. Un incremento
en la probabilidad de dispersion aumenta la probabilidad de muerte a causa de la toxina
Bt y por lo tanto incrementara la seleccion de resistencia; que por si misma disminuira la
durabilidad de la toxina Bt. Segundo, la dispersion de larvas incrementa la dominancia de
la resistencia al someter a las larvas a dosis subletales lo que también disminuye el tiempo

hasta la falla de la toxina Bt. Estos dos efectos se combinan y aceleran la tasa de evolucion
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de resistencia debido al movimiento y dispersion de larvas en mezclas de semillas (Ives

etal., 2011).

Los resultados indicaron una mayor dispersion en plantas de maiz de estadios
fenoldgicos mas avanzados. También se encontré que la dispersion aumentd con el
tiempo. La dispersion en larvas puede ocurrir de manera pasiva o activa. La primera es
por efecto del viento, facilitado por un mecanismo de suspension aérea por formaciéon de
hebras de seda (“ballooning”), por el cual las larvas se suspenden de las plantas gracias a
hilos de seda que ellas mismas producen y son arrastradas por el viento (Goldstein et al.,
2010). Esto es comun en los primeros estadios de S. frugiperda, luego a medida que la
larva crece el peso de la misma imposibilita este tipo de dispersion y la misma se torna
activa, con la cual la larva se dispersa caminando (Zalucki et al., 2002). Recientemente
Onstad et al. (2018) encontraron que la dispersion activa es mayor en aquellas
condiciones en las que las plantas estdn mas proximas entre si como en estados

fenoldgicos més avanzados donde la canopia de las plantas se superponen.

En este capitulo se ha investigado el empleo del refugio integrado en el manejo de
la resistencia de S. frugiperda a toxinas Bt presentes en maiz Bt. En un escenario en el
cual no exista movimiento y dispersion de larvas el refugio en mezcla de semillas B¢ y no
Bt puede ser utilizado como estrategia de manejo de la resistencia a cultivos Bt (Mallet &
Porter, 1992). Los resultados hallados en el presente estudio, junto con otros antecedentes,
Binning et al. (2014); Malaquias et al. (2017), indican que larvas de S. frugiperda son
capaces de detectar las toxinas Bt presentes en el maiz Bt y alterar su comportamiento en
cuanto a movimiento y dispersion dependiendo de la configuracion de siembra. Esto tiene
consecuencias para la evolucion de resistencia, ya que, en primer lugar, la dispersion
provoca mayor mortalidad de las larvas homocigotas susceptibles que alcanzan una planta
Bt, incrementando la seleccion de resistencia. En segundo lugar, la dispersion aumenta la
dominancia de la resistencia al incrementar la supervivencia de los individuos

heterocigotas respecto a los homocigotas (Onstad et al., 2018).
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Capitulo 3 Evaluacion de susceptibilidad de diferentes estadios de S.
frugiperda a las toxinas CrylA.105 y Cry2Ab2 expresadas en hojas
de maiz Bt

3.1) Introduccion

El movimiento de un insecto desde una planta B¢ a una no Bt luego de una
exposicion subletal, o desde una planta no Bt a una Bt luego de desarrollar algiin nivel de
tolerancia debido al mayor tamafo de la larva, puede conducir a un mayor fitness relativo
de los individuos resistentes heterocigotas (Mallet & Porter, 1992; Brévault ef al., 2015;
Carriere et al., 2016; Fatoretto et al., 2017). Otro aspecto que cobra importancia con un
enfoque de refugio integrado, ademds del movimiento y dispersion de las larvas, es la
susceptibilidad diferencial de los distintos estadios larvales (Onstad et al., 2018). El grado
en que los insectos pueden metabolizar y degradar sustancias toxicas o perjudiciales como
insecticidas o toxinas Bf es de considerable importancia para su supervivencia. Esta
capacidad difiere entre especies, con la etapa de desarrollo y con la naturaleza del
ambiente. La variacion en esta actividad es responsable, al menos en parte, de la toxicidad
selectiva de los insecticidas y toxinas Bt, el desarrollo de resistencia y la seleccion de

plantas hospederas (Terriere, 1984).

Los mecanismos de defensa de los insectos generalmente implican una mayor
degradacion metabolica o la modificacion de los sitios de accidon. Factores como la
reduccion de la penetracion de las toxinas y las modificaciones del comportamiento
complementan los efectos de estos mecanismos (Bouvier et al., 2002). Una menor
susceptibilidad de las larvas de estadios avanzados, ocasiona que aquellas larvas grandes
que emigran de una planta no Bt a una Bt sean sometidas a dosis subletales, situacion que
aumenta el riesgo potencial de desarrollo de resistencia (Eizaguirre ef al., 2004; Erasmus
et al., 2016). Estudios previos han demostrado diferencias en la susceptibilidad entre
estadios larvales de varias plagas a insecticidas (Yu, 1983; Hardke ef al.,2011) y a toxinas
Bt. En este sentido, Li ef al. (2007) encontraron que larvas de 7. ni de primer y tercer
estadio no lograron sobrevivir luego de la exposicion a algodén Bz, en cambio, el 23,3%
de larvas de quinto estadio lograron sobrevivir hasta el estado de pupa. Armstrong et al.
(2011) descubrieron diferencias en la susceptibilidad de larvas de S. frugiperda de primer
y tercer estadio a algodon Bt en estudios llevados a cabo en laboratorio con hojas de

algodon Bt y dieta artificial con incorporacion de hojas de algodon Bt liofilizadas. Por su
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parte Ashfaq et al. (2001) hallaron una respuesta lineal positiva entre el porcentaje de
mortalidad y el tiempo de exposicion a hojas de algodon Bt de larvas de Chrysodeixis
includens Walker (Lepidoptera: Noctuidae) de primer y tercer estadio, en cambio no
encontraron diferencias en la mortalidad de larvas de quinto estadio alimentadas con
algodon Bt y no Bt. En evaluaciones realizadas con plantas de maiz Bt, larvas de O.
nubilalis de tercer estadio fueron mas susceptibles que larvas de cuarto estadio (Walker
et al., 2000). De igual manera, Huang et al. (1999) encontraron una disminucién de la
mortalidad en estadios larvales mas avanzados en evaluaciones de susceptibilidad de
larvas de distintos estadios de O. nubilalis a diferentes dosis de una formulacién
comercial de B. thuringiensis incorporada a dieta artificial. Hornby & Gardner (1987)
demostraron que la susceptibilidad de H. zea, S. frugiperda y T. ni a la B-exotoxina de B.
thuringiensis esta inversamente relacionada al estadio larval y es diferente entre especies.
Estos autores encontraron que la concentracion letal media (CL50) para el cuarto estadio
de S. frugiperda es 17 y 309 veces superior a las del tercer y primer estadio,
respectivamente. En evaluaciones llevadas a cabo con S. frugiperda se encontrd que
larvas heterocigotas de estadios avanzados fueron capaces de sobrevivir en maiz Bt
(Miraldo et al., 2016) y en algodon Bt (Horikoshi et al., 2016) favoreciendo la evolucion

de resistencia.

La susceptibilidad de los diferentes estadios puede manifestarse no solo en cuanto
a la mortalidad, sino también en otros aspectos como reduccion de la tasa de crecimiento
o tamaio (Trumper, 2014). Sorgatto et al. (2015) encontraron una disminucién en el peso
de pupas de S. frugiperda alimentadas con hojas de algodén Bf en comparacién con
aquellas que fueron alimentadas con algodon no Bt. Estos autores, también mencionaron
efectos subletales, ya que detectaron mayor impacto en el peso de las pupas en aquellas
larvas que se alimentaron todo el ciclo con algodon Bt respecto de aquellas que se
alimentaron primero en algodon no Bt y luego de unos dias fueron alimentadas con
algodon Bt (Sorgatto ef al., 2015). En el mismo sentido, Bernardi et al. (2014) encontraron
menor biomasa de larvas, mayor duracion de la fase larval y ciclo de vida mas largo en
S. frugiperda expuesta a soja Bt. Resultados similares fueron observados por de Sousa
Ramalho et al. (2011), en los cuales larvas de S. frugiperda alimentadas con algodon Bt

presentaron menor biomasa que aquellas alimentadas con algodon no Bt.
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En la evaluacion de diferentes estrategias de manejo de la resistencia, se le ha dado
escasa atencion a la seleccion que se produce en diferentes etapas de la vida o a efectos
del tamafo de los insectos en la magnitud de la seleccion. En general los estudios de
susceptibilidad ignoran la importancia de la etapa del ciclo de vida o del tamafo de la
plaga, ambos aspectos son importantes en el caso de lepidopteros (Daly et al., 1988).
Consecuentemente estudiar la influencia del estadio larval en la susceptibilidad a toxinas
Bt como respuesta a la seleccion es fundamental para la implementacion de estrategias de

manejo de la resistencia (Bouvier et al., 2002).
Por lo expuesto anteriormente, en este capitulo se plantea la siguiente hipotesis:

Hipotesis 3: La toxicidad de una sustancia se mide en términos de miligramos por
unidad de peso de un organismo. Esto sugiere que existe una relacion inversa entre la
capacidad de la toxina para generar un efecto adverso, y el peso del organismo receptor
(Yu, 1983; You et al., 2013). Las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis actian
adhiriéndose a receptores ubicados en las membranas celulares del intestino y paralizando
el tracto digestivo (Aranda et al., 1996), efecto que guarda estrecha relaciéon con la
concentracion de la toxina. Por caracter transitivo y en virtud de lo expresado

anteriormente, el efecto toxico guarda una relacion inversa con el peso de las larvas.

Prediccion: Se espera que las larvas jovenes de S. frugiperda sean mas
susceptibles a las toxinas expresadas en las hojas de maiz Bf que aquellas en estadios mas

avanzados de desarrollo.

3.1.1) Objetivo especifico
Determinar la susceptibilidad relativa de los distintos estadios larvales de S.

frugiperda a las toxinas expresadas en hojas de maiz Bt.
3.2) Materiales y métodos

3.2.1) Sitio experimental

Dos ensayos se llevaron a cabo, al igual que en los experimentos del capitulo
anterior durante las campafias agricolas 2015/16 y 2016/17 en la Estacion Experimental
Agropecuaria de INTA Reconquista (29°15' S; 59°44' W; 51 m.s.n.m.), Provincia de

Santa Fe, Argentina.
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3.2.2) Material vegetal

Se utilizaron dos hibridos comerciales de maiz recomendados para la region por
su comportamiento agrondémico, uno Bt (KWS® 3720 Genuity® VT Triple Pro®) y otro
hibrido no Bt genéticamente cercano (KWS® 3800 Agrisure® TGPlus®). El hibrido
Genuity® VT Triple Pro® contiene tres genes Bt, de los cuales Cryl A.105 y Cry2Ab2
tienen accion insecticida sobre lepidopteros y Cry3Bbl accidn insecticida sobre insectos
coledpteros; ademas posee un evento que le confiere tolerancia al herbicida glifosato. El
hibrido no Bt posee unicamente tolerancia al herbicida glifosato (cabe aclarar que al
momento de la realizacion de los ensayos no se encontraba en el mercado la opcidn sin

tolerancia al herbicida mencionado).

3.2.3) Poblacion de Spodoptera frugiperda

Para la realizacion de los ensayos se utilizaron larvas provenientes de la colonia
establecida en el laboratorio de Entomologia de INTA EEA Reconquista (Ver capitulo 2
seccion 2.2.2 Poblacion de S. frugiperda). La susceptibilidad a las toxinas expresadas en
hojas de maiz Bt fue evaluada en tres estadios larvales, para lo cual se emplearon larvas
de primer, tercer y quinto estadio (con menos de 24 h en el estadio en cuestion)
respectivamente (Ashfaq et al., 2001; Li et al., 2007). Las larvas de tercer y quinto estadio
utilizadas fueron alimentadas con hojas de maiz convencional hasta alcanzar el estadio
correspondiente de ensayo, para reducir los posibles efectos que pueden tener la dieta o
el agua en el comportamiento de las larvas (Binning et al., 2014; Glendinning & Slansky,

1995).

3.2.4) Procedimiento

Las plantas de maiz Bt y no Bt fueron cultivadas en invernaculo, la siembra fue
realizada en macetas de 10 litros (cuatro plantas por maceta), con tierra y sustrato vegetal
en proporcion 2:1 (Sorgatto et al., 2015). Los bioensayos fueron iniciados con plantas en
estado fenologico V4. Se extrajeron hojas totalmente desarrolladas y se lavaron con agua
corriente para eliminar restos de suciedad de su superficie (Binning ef al., 2014; Huang
et al., 2006). Posteriormente se cortaron pequefios discos de aproximadamente 6 cm?. Los
discos de hoja de maiz Bt y no Bt se acondicionaron individualmente sobre papel de filtro
en recipientes de pléastico de 50 ml y se reemplazaron diariamente hasta que las larvas
alcanzaron el estado de pupa. En cada recipiente se inocul6 una larva del estado en estudio

con ayuda de un pincel fino y suave. Finalmente, las larvas se acondicionaron en cadmara
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de cria (temperatura de 26 + 1°C, humedad relativa 60 £ 10% y fotofase de 14 h)
(Barrionuevo et al., 2012; Murta et al., 2003) hasta alcanzar el estado adulto. Se empleo
un disefio experimental completamente aleatorizado con 10 repeticiones, cada repeticion

consto de 12 larvas.

3.2.5) Variables analizadas

El desarrollo de las larvas alimentadas con hojas de maiz Bt y no Bt fue examinado
cada 24 h, se registro el tiempo entre estadios hasta alcanzar el estado de pupa. Las larvas
fueron consideradas muertas si no respondieron cuando se las toco con un pincel. Las
pupas se colocaron y acondicionaron individualmente en cajas de Petri y fueron pesadas
luego de 48 h con balanza de precision (Ohaus Adventurer). A continuacion, se describen

las variables registradas y los andlisis estadisticos correspondientes.

3.2.5.1) Eficacia de control de los distintos estadios larvales a los siete dias

La mortalidad registrada a los siete dias de los distintos estadios larvales
estudiados fue corregida a partir del control (maiz no Bf) segiin Abbott (1925) a fin de
asegurar que los valores de mortalidad obtenidos se deban exclusivamente al efecto letal

las toxinas Bt, segin la formula:
Eficacia (%) (1 "T) 100
cacia = — X
0 nC
Donde nT es el nimero de larvas vivas del estadio correspondiente en maiz Bt y

nC es el nimero de larvas vivas del mismo estadio en el control (maiz no Bt).

De esta manera se obtuvo la eficacia de control de larvas de primer, tercer y quinto
estadio luego de siete dias de alimentacion con hojas de maiz Bt. Esta variable se analizo
mediante Modelos lineales mixtos para poder contemplar la heterogeneidad de varianzas
(Pinheiro & Bates, 2000). El modelo evaluado para la eficacia ajustada segun las

observaciones realizadas en el maiz no Bt, fue el siguiente:
Eficacia (%) = u+ aE + e + yExe + ¢

Donde p es la media general, E representa al estadio evaluado (L1; L3; L5), e es

el ensayo (1; 2) y € es el error experimental.
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3.2.5.2) Supervivencia de larvas de los distintos estadios alimentadas con hojas
de maiz Bt
Se calcul6é en dos momentos, el primero a partir del nimero de individuos vivos a
los siete dias de la alimentacion con hojas de maiz Bt y el segundo, a partir del nimero
de larvas que alcanzaron el estado de pupa en cada uno de los estadios larvales evaluados.
Esta variable se analizé con modelos lineales generalizados para datos binarios (larva

viva/muerta) y funcién de enlace logit, bajo el siguiente modelo:

Ln (L) = Bo + B1 X1 + B Xo + B3Xs + &€
1—-p)
Donde, Xi corresponde al estadio evaluado (L1; L3; L5), X>es el ensayo (1; 2), X3

la interaccion estadio x ensayo y € es el error experimental.

3.2.5.3) Cocientes de chances de supervivencia Bt — no Bt seguin estadios larvales

A partir del nimero de individuos vivos de cada uno de los estadios larvales luego
de siete dias de alimentacion con hojas de maiz Bt y no Bt, se calcularon los cocientes de
chances de supervivencia a los siete dias de la exposicion de distintos estadios larvales
alimentados con maiz Bf y no Bt. La chance se define como el cociente entre la
supervivencia y la mortalidad en un determinado escenario o bajo un tratamiento dado.
El cociente de chance representa cuantas veces mas probable es la supervivencia en un
escenario o tratamiento respecto a otro (Agresti, 2002). Los cocientes de chance fueron
estimados a partir del siguiente modelo lineal generalizado para datos binarios y funcion

de enlace logit (Scheiner & Gurevitch, 2001):

Pno Bt

(1 = Prose)
CC(no Bt;Bt) — p—Brtht

(1 — pge)

Donde pno 3 Y ps: representan la proporcion de larvas sobrevivientes en los
tratamientos no Bt y Bt, respectivamente para el estadio L1, mientras que 1-pno sy 1-ps:
son sus respectivos complementos. El mismo procedimiento se aplicd para contrastar los

tratamientos no Bt con Bt en los estadios L3 y LS.
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3.2.5.4) Pesodepupasalas48h
El peso de las pupas después de transcurridas 48 h desde su formacion, se analizé
mediante Modelos lineales mixtos para contemplar la heterogeneidad de varianzas

(Pinheiro & Bates, 2000). EI modelo ajustado fue:
Peso pupasyy = u+ aE + BT + yEXT + de + ¢

Donde p es la media general, E representa al estadio (L1; L3; L5), T corresponde

al tratamiento (Bt; no Bt) y e corresponde al ensayo (1; 2) y € es el error experimental.

Todos los analisis estadisticos fueron llevados a cabo con el software Infostat
version 2017 (Di Rienzo et al., 2017). Las comparaciones de medias fueron mediante test
LSD de Fisher con nivel de significancia de 5%. Como estrategia general para el analisis
de los datos primero se ajustaron modelos con distintas estructuras de
heteroscedasticidad. Mediante criterios de verosimilitud penalizada (AIC y BIC) se eligio
el modelo que mejor describi6 los datos y se utilizé ese modelo para realizar inferencias

acerca de las medias.
3.3) Resultados

3.3.1) Eficacia de control de los distintos estadios larvales a los 7 dias

De acuerdo a los criterios de AIC y BIC el modelo que mejor se ajust6 a los datos
fue el que contempla heterogeneidad de varianzas, expresada como una funcidon
exponencial de los valores predichos. Los criterios de evaluacion de bondad de ajuste de

los modelos estadisticos evaluados se presentan en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1: Criterios de bondad de ajuste de los Modelos lineales mixtos evaluados para
el andlisis de eficacia de Abbott a los 7 dias

N° | Modelo AIC BIC

1 | Datos independientes y varianzas homogéneas 456,60 470,40

2 | Datos independientes y varianzas heterogéneas (Varldent(Estadio)) 449,12 466,85

3 | Datos independientes y varianzas heterogéneas (VarPower(Fitted)) 449,06 464,83

4 | Datos independientes y varianzas heterogéneas (VarExp(Fitted)) 447,60 463,36
Menor valor de AIC y de BIC implica mejor ajuste

Las toxinas CrylA.105 y Cry2Ab2 expresadas simultdineamente en las hojas de
maiz Bt hibrido KWS® 3720 Genuity® VT Triple Pro®, ocasionaron diferentes niveles

de mortalidad entre estadios larvales. Se encontraron efectos significativos de los factores
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estadio larval y ensayo, en cambio no fue significativo el efecto de la interaccion entre

los efectos de estadio y de ensayo (Tabla 3.2).

Tabla 3.2: Andlisis de la varianza, prueba de hipdtesis marginales del modelo lineal mixto
del indice de Abbott de eficacia de control de larvas de S. frugiperda de distintos estadios

alimentadas con maiz Bt

Fuente de variacion Grados de libertad F P-valor
Intercepto 1 1220,778 <0,0001
Estadio 1 7,700 0,0076
Ensayo 2 94,338 <0,0001
Estadio x ensayo 2 0,022 0,9779

Luego, aun con diferencias significativas entre ensayos, las diferencias en eficacia

de control a los 7 dias, entre los estadios larvales L1, L3 y L5, se mantuvieron de un

ensayo a otro. La eficacia del maiz Bt fue significativamente superior en larvas de estadio

L1, seguida de L3 y menor en L5 (Fig. 3.1). Por otra parte, la eficacia general del maiz

Bt fue significativamente mayor en el ensayo 1.

100

80 -

60 -

Eficacia (%)

40 -

20 A

L1 L3 L5

Estadio larval

Figura 3.1: Indice de Abbott de eficacia de control de larvas de S. frugiperda
de distintos estadios, alimentadas con maiz Bt. Se representa la media + error

estandar.

3.3.2) Supervivencia de larvas de los distintos estadios alimentadas con hojas de

maiz Bt

La supervivencia de larvas de S. frugiperda alimentadas con maiz Bt estuvo

relacionada al tamafo de las mismas. Para los dos momentos de estimacion (7 dias desde
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la exposicion y al estado de pupa), se hallaron efectos estadisticamente significativos del
estadio y diferencia en supervivencia entre ensayos. La interaccion entre factores no fue
significativa, es decir la diferencia en supervivencia de los distintos estadios larvales se

repitio entre ensayos (Tablas 3.3 y 3.4).

Tabla 3.3: Andlisis de la varianza, pruebas de hipdtesis marginales (Wald) del modelo
lineal generalizado de la supervivencia de larvas de S. frugiperda alimentadas con hojas
de maiz Bt a los siete dias de la exposicion

Fuente de variacion Grados de libertad F P-valor
Estadio 2 55,188 0,0013
Ensayo 1 10,392  <0,0001
Estadio x ensayo 2 1,993 0,1371

Tabla 3.4: Andlisis de la varianza, pruebas de hipotesis marginales (Wald) del modelo
lineal generalizado de la supervivencia de larvas de S. frugiperda alimentadas con hojas
de maiz Bt determinada al estado de pupa

Fuente de variacion Grados de libertad F P-valor
Estadio 2 58,342  <0,0001
Ensayo 1 6,497 0,0110
Estadio x ensayo 2 1,040 0,3541

Las larvas L5 presentaron mayor supervivencia, seguidas de larvas L3 vy
finalmente larvas L1 (Fig. 3.2). No se detectaron diferencias entre los dos momentos de
estimacion (p>0,05). Soélo 3,4% de larvas de estadio L1 alimentadas durante todo el
periodo larval con hojas de maiz Bt alcanzaron el estado de pupa, mientras que este valor
asciende a 29,1% en el caso de larvas L3 y a 66,1% para aquellas larvas de estadio L5

(Fig. 3.2).
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Figura 3.2: Porcentaje de supervivencia (media = error estandar) de larvas de
S. frugiperda alimentadas con Maiz Bt segun del estadio larval.

3.3.3) Cocientes de chances de supervivencia Bz — no Bt segun estadios larvales
Las chances de supervivencia de larvas de S. frugiperda alimentadas con maiz Bt
y no Bt difieren entre estadios. Se encontraron efectos estadisticamente significativos de

tecnologia y estadio. A su vez la interaccion entre factores fue significativa (Tabla3.5).

Tabla 3.5: Andlisis de la varianza, pruebas de hipotesis marginales (Wald) del modelo
lineal generalizado la supervivencia de larvas de S. frugiperda alimentadas con hojas de
maiz Bt y no Bt a los siete dias de la exposicion

Fuente de variacion Grados de libertad F P-valor
Estadio 2 83,732  <0,0001
Tratamiento 1 277,202 <0,0001
Estadio x tratamiento 2 6,388 0,0017

En general, las chances de supervivencia de larvas alimentadas con hojas de maiz
no Bt son 35,8 veces mayores que aquellas que se alimentaron con hojas de maiz Bt. La
relacion entre los cocientes de chance no Bf — Bt se mantiene entre los estadios L3 y L1
(p=0,91) (ver Tabla 3.6), en cambio difiere entre L5 y L1 (p=0,0017), lo que significa que
la relacion entre las chances de supervivencia de larvas alimentadas con hojas de maiz no
Bt vs las alimentadas con maiz Bt se reducen significativamente en larvas de estadio L5
respecto a L1. En otras palabras, las larvas de S. frugiperda de cualquier estadio que se

alimentan en hojas de maiz no Bt tienen mas chances de sobrevivir que aquellas que se
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alimentan en hojas de maiz Bt, pero esta ventaja se reduce significativamente para larvas

de estadio L5 comparadas a larvas L1. (Tabla 3.6).

Tabla 3.6: Cociente de chances (CC) de supervivencia de larvas de S. frugiperda de
distintos estadios alimentadas con maiz Bt y no Bt a los 7 dias de exposicion

Estadio CC no Bt vs. Bt P-valor P-valor (Variacion del CC no Bt
(CC no Bt —BtdeL3vs. L1 yL5vs. LI)
vs. Bt)
LI 42,09 <0,0001 —
L3 34,46 <0,0001 0,9135
L5 8,08 <0,0001 0,0017

3.3.4) Peso de pupas alas 48 h

De acuerdo a los criterios de AIC y BIC el modelo explorado que mejor se ajusto
a los datos fue el que contempla heterogeneidad de varianza diferencial para cada estadio
larval. Los criterios de bondad de ajuste de los modelos estadisticos ensayados se

presentan en la Tabla 3.7.

Tabla 3.7: Criterios de bondad de ajuste de los Modelos lineales mixtos explorados para
el analisis del peso de pupas

N° | Modelo AlIC BIC

1 | Datos independientes y varianzas homogéneas -3096,39  -3059,67

2 | Datos independientes y varianzas heterogéneas -3165,47 -3119,57
(Varldent(Estadio))

3 | Datos independientes y varianzas heterogéneas -3116,71 -3075,39
(VarPower(Fitted))

4 | Datos independientes y varianzas heterogéneas -3115,65 -3074,34
(VarExp(Fitted))

Menor valor de AIC y de BIC implica mejor ajuste

Se encontraron efectos significativos para los factores Estadio, tratamiento y

ensayo. No fue significativa la interaccion Estadio x tratamiento (Tabla 3.8).
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Tabla 3.8: Analisis de la varianza, pruebas de hipotesis marginales del modelo lineal
mixto del peso de pupas provenientes de larvas de S. frugiperda de distintos estadios
alimentadas con maiz Bt y no Bt

Fuente de variacion Grados de libertad F P-valor
Intercepto 1 11071,052 <0,0001
Estadio 2 15,347 <0,0001
Tratamiento 1 138,293 <0,0001
Ensayo 1 10,807 0,0011
Tratamiento x estadio 2 0,849 0,4284

El peso de pupas fue mayor en larvas alimentadas con maiz no Bt. Por otro lado,
larvas alimentadas con hojas de maiz Bt a partir de estadio L3 presentaron mayor peso de
pupas que aquellas que fueron alimentadas con maiz Bt a partir de estadio L1 y L5, éstas

ultimas no se diferenciaron entre si. (Fig. 3.3). El peso de pupas fue mayor en el ensayo
1.

I no Bt
0,14 [ Bt

0,12 A

0,10 A

0,08 A

0,06 A

Peso de pupas (g)

0,04 A

0,02 A

0,00 T T T
L1 L3 L5

Estadio larval
Figura 3.3: Peso de pupas en gramos (media + error estandar) provenientes

de larvas de S. frugiperda alimentadas con maiz Bt y no Bt en tres estadios
larvales (L1, L3, LS).

3.4) Discusion

Los resultados obtenidos demuestran que las toxinas CrylA.105 y Cry2Ab2
expresadas en hojas de maiz Bt VT Triple Pro® son altamente efectivas para el control
de larvas neonatas de S. frugiperda. La chance de supervivencia de larvas de distintos
estadios de S. frugiperda es 36 veces mayor cuando son alimentadas con hojas de maiz

no Bt comparada con la chance de supervivencia cuando son alimentadas con hojas de
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maiz Bt. Los valores de eficacia de control de S. frugiperda estimados a partir este estudio
son similares a los publicados para las mismas toxinas de maiz Bt en evaluaciones a
campo realizadas en Estados Unidos (Siebert et al., 2012; Rule et al., 2014). Del mismo
modo, en Brasil, Sorgatto et al. (2015) encontraron valores similares de eficacia de las
toxinas CrylAc y Cry2Ab2 expresadas en hojas de Algodon Bt Bollgard II® para el
control de S. frugiperda. Aunque las similitudes en eficacia deben ser interpretadas con
precaucion porque una misma toxina se expresa con diferente concentracion en distintos
cultivos, y ademads para distintas toxinas, la susceptibilidad inherente de la plaga blanco
difiere. Por otro lado, el momento en que se evalua la eficacia en relacion al nivel de
evolucion de resistencia, puede ser diferente. Asimismo, diferentes poblaciones de S.
frugiperda muestran variaciones en cuanto a la susceptibilidad a distintas cepas de B.
thuringiensis y también a las preparaciones puras de diversas toxinas Cry (Monnerat et

al., 2006).

Por otra parte, los resultados alcanzados muestran diferencias en cuanto a la
susceptibilidad relativa de los distintos estadios larvales de S. frugiperda a las toxinas
CrylA.105 y Cry2Ab2 expresadas en hojas de maiz Bt. La susceptibilidad de larvas de
estadio L1 es mayor y disminuye a medida que la larva se desarrolla, crece y adquiere
mayor tamafio. Este fenomeno podria estar relacionado con el tamafio de las larvas, ya
que los estadios mas avanzados tienen mayor volumen y pueden tolerar fisicamente mas
toxinas (Huang et al., 1999). Los resultados coinciden con lo hallado para 7. ni en algodon
Bt por Li et al. (2007). Sin embargo, estos autores reportan una mayor eficacia en el
control de los distintos estadios larvales de 7. ni que los obtenidos en el presente estudio.
En este sentido Armstrong et al. (2011), en estudios realizados con S. frugiperda
reportaron mayor mortalidad de larvas L1 comparadas con L3 en evaluaciones llevadas a
cabo en laboratorio con hojas de algodon Bt Bollgard II® y Widestrike®, con valores

absolutos de mortalidad para cada estadio similares a los obtenidos en esta tesis.

La chance de supervivencia de larvas alimentadas con maiz no Bf fue mayor en
relacion a las alimentadas con maiz Bt¢, aunque esta ventaja se redujo hacia estadios
larvales avanzados. Larvas de quinto estadio tienen poco tiempo para alimentarse antes
de alcanzar el estado de pupa y pueden incluso disminuir la ingesta, de esta manera no
alcanzan a ingerir una dosis letal, por lo tanto la mortalidad de estos estadios avanzados

se reduce (Sorgatto et al., 2015). En este sentido, Ashfaq et al. (2001) encontraron una
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mayor mortalidad en los primeros estadios larvales de C. includens expuestas a hojas de
algodon Bt. Larvas de primer y tercer estadio tuvieron mayor mortalidad que larvas de
estadio L5. Estos autores también encontraron una baja tasa de mortalidad en larvas de
C. includens de quinto estadio expuestas a hojas de algodon Bz. De manera similar Walker
et al., (2000) en investigaciones con O. nubilalis demostraron que larvas de estadio L4
mostraron significativamente mayor supervivencia que larvas L3 en distintos maices Bt
que expresan la toxina CrylAb. En relacion a la misma plaga Huang et al. (1999)
demostraron que larvas de O. nubilalis de estadio L1 fueron mucho mas sensibles que
larvas de estadios mas avanzados a un formulado comercial de B. thuringiensis subsp.
kurstaki incorporado a la dieta artificial. A dosis bajas de este formulado, los autores no
encontraron diferencias en la mortalidad de estadios L3, L4 y L5, en cambio, a dosis altas
la mortalidad de larvas L3 y L4 fue mucho mayor comparada con larvas L5. Hornby &
Gardner (1987), en estudios realizados en laboratorio con -exotoxina de B. thuringiensis
incorporada a dieta artificial, determinaron a través de curvas dosis-respuesta que se
necesita una dosis 309 y 17 veces mayor para provocar la muerte del 50% de los
individuos de cuarto estadio que la dosis que se requiere para matar las larvas de primer
y tercer estadio, respectivamente. A su vez estos autores encontraron diferencias de
susceptibilidad entre especies, siendo 7. ni>S. frugiperda>H. zea.

Probablemente la disminucion de la susceptibilidad a las toxinas en los estadios
larvales mas avanzados se debe a una mayor capacidad de metabolizar estas toxinas en
los insectos. En este sentido, Yu (1983) mencion6 la importancia de enzimas oxidasas,
transferasas y esterasas en el metabolismo de los insecticidas en insectos. De igual manera
You et al. (2013) mencionaron que, a nivel metabdlico, la tolerancia a insecticidas y
xenobiodticos involucra la detoxificacion por accion de enzimas asi como la reduccion de

la sensibilidad del sitio de accion.

En el presente trabajo no se han encontrado diferencias entre la supervivencia de
los distintos estadios registrada a los 7 dias y la supervivencia registrada al alcanzar el
estado de pupa. Binning et al. (2014) reportaron que el porcentaje de larvas de S.
frugiperda que sobrevivio pudo sobreponerse a la exposicion a toxinas CrylF en maiz y
completar el ciclo. Entre las causas de esto, mencionaron la posible capacidad de
detoxificacion de las larvas de S. frugiperda, una respuesta genética heterogénea y

variaciones naturales en la poblacion.
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El peso de las pupas de S. frugiperda fue afectado negativamente por las toxinas
CrylA.105 y Cry2Ab2 expresadas en las hojas de maiz Bt. Resultados similares fueron
publicados por de Sousa Ramalho er al. (2011) y Sorgatto et al. (2015), quienes
encontraron menor peso de pupas cuyas larvas fueron alimentadas con hojas de algodon
Bt Bollgard® y Bollgard II®, respectivamente. Del mismo modo Bernardi et al. (2014)
registraron menor peso de pupas de S. frugiperda cuando las larvas fueron alimentadas
con hojas de soja Bt Intacta®. La detoxificacion de las toxinas Bt incrementa la tasa
metabolica del insecto y esto puede determinar un menor crecimiento debido a que se
destina una mayor proporcion de energia para detoxificacion o reemplazo de células del

intestino (Dingha et al., 2004).

En este trabajo, ademas se han encontrado diferencias en el peso de pupas entre
larvas de distintos estadios alimentadas con maiz Bt. En este sentido, larvas de estadio L3
que alcanzaron el estado de pupa registraron mayor peso de las mismas, seguidas de larvas
de estadio L1 y LS. Este fenémeno puede estar asociado a los resultados obtenidos en el
capitulo 2 y a otros antecedentes (Binning ef al., 2014), en relacion a la capacidad de S.
frugiperda de detectar y rechazar toxinas Bt, sumado a que larvas de estadio L5 tiene
poco tiempo para alimentarse e ingerir una dosis letal de toxina Bt, incluso pueden
disminuir la alimentacion y acelerar su desarrollo hasta pupar (Sorgatto et al., 2015). Por
otro lado, aquellas pocas larvas L1 que sobrevivieron se vieron mas afectadas que larvas
L3. De igual forma Ashfaq et al. (2001) reportaron diferencias en el peso de pupas de
larvas de distintos estadios alimentadas con algodon Bf Bollgard®. Estos autores, al igual
que en este trabajo, reportaron mayor peso de pupas generadas a partir de larvas de tercer
estadio alimentadas con algodon Bt, seguido de larvas LS y finalmente las larvas de

primer estadio que sobrevivieron fueron las més afectadas.

En este capitulo se ha estudiado la susceptibilidad diferencial de los distintos
estadios larvales de S. frugiperda a las toxinas Cryl A.105 y Cry2Ab2 expresadas por el
maiz Bt VT Triple Pro®. Este aspecto cobra importancia en el manejo de la resistencia
en un contexto de refugio integrado, escenario en el que el movimiento y dispersion de
las larvas entre plantas B¢ y no Bt puede generar condiciones de exposicion diferencial a
las toxinas Bt. En un enfoque de refugio integrado, el movimiento y dispersion de larvas

desde una planta no Bt a una Bt, sumado a la disminucion de la susceptibilidad de estadios
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larvales avanzados registrada en el presente capitulo permitiria la supervivencia de larvas

favoreciendo asi la evolucion de la resistencia.
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Capitulo 4 Discusion y Conclusiones generales

4.1) Discusion general

En esta tesis se estudiaron los aspectos del comportamiento de larvas de S.
frugiperda relacionados al movimiento intra-planta y dispersion inter-planta en distintos
tratamientos, donde Bt y no Bt representaron las dos situaciones en un lote de maiz Bz con
refugio estructurado, el tratamiento ReB fue disefiado para simular un refugio integrado
o mezcla de semillas (una planta Bt rodeada de 44 plantas no Bt, es una de las posibles
configuraciones de una mezcla 95:5). El tratamiento ReB inv es el escenario menos
probable en un refugio integrado. Se demostré que esta especie tiene capacidad para
detectar las toxinas Bt antes de que la cantidad ingerida cause efectos letales y esto
provocé un mayor estimulo de movimiento en busca de un sitio de alimentacion
apropiado. Aquellas larvas que fueron liberadas en plantas de maiz Bt exhibieron un
indice de movimiento intra-planta significativamente mayor que aquellas liberadas en
plantas no Bt. En ambos casos el movimiento aumento a lo largo del intervalo de tiempo
evaluado. Del mismo modo, se comprob6 que la dispersion es un comportamiento propio
y natural de la especie, ya que en todos los tratamientos las larvas fueron capaces de
alcanzar las maximas categorias de dispersion evaluadas (hasta 4 plantas y 2 hileras desde
el punto de liberacion). Evaluaciones previas realizadas en maiz por Pannuti et al. (2016)
en estado reproductivo indican que las larvas de S. frugiperda tienen la capacidad de
dispersarse tanto hacia plantas vecinas en el mismo surco como también entre surcos de
siembra. En el mismo estudio hallaron el 91,4% de las larvas en un radio de 1,1 m desde
el punto de liberacion con una distancia maxima alcanzada de 1,4 m (Pannuti et al., 2016).
Un patron similar se encontrd para S. frugiperda en algodon, donde las larvas se
dispersaron en promedio de 1,6 a 2,4 plantas desde el sitio de liberacion y ninguna larva
se dispersd mas de 5 plantas (Ali et al., 1990). Sin embargo, en la presente tesis este
comportamiento se vio exacerbado cuando las larvas fueron expuestas originalmente en
plantas Bt. La dispersion inter-planta de larvas de S. frugiperda fue significativamente
mas rapida en los tratamientos Bt y ReB inv que en no Bt y ReB. Luego, el progreso de
la misma fue diferente en cada tratamiento. Los resultados encontrados son consistentes
con la hipotesis propuesta de que “las larvas de S. frugiperda poseen la capacidad de
detectar la presencia de toxinas Bf en el alimento antes de que la cantidad consumida

cause efectos letales, y esto causa como primer estimulo el rechazo de la fuente de
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alimento. Este comportamiento provoca que las larvas incrementen su movilidad”, ya que
se verificd la prediccion “el movimiento intra-planta y la dispersion de larvas de S.
frugiperda en busca de otra fuente de alimento sera mayor en plantas de maiz Bt que en
las plantas de maiz no Bt

La dispersion inter-planta de larvas de S. frugiperda fue mayor en plantas de maiz
de estados fenoldgicos mas avanzados independientemente de la densidad de siembra. En
este sentido se encontré6 que la dispersion fue significativamente mayor en estado
fenologico V8 comparado con V2 (Ritchie & Hanway, 1982), y la misma se incremento
en el tiempo hasta el sexto dia desde la liberacion, a partir del cual fue constante. La
dispersion efectiva fue facilitada por el mayor contacto y superposicion entre hojas de las
plantas de mayor tamafio, verificando una de las predicciones de la hipdtesis planteada.
Sin embargo, el aumento de la densidad de siembra no tuvo efecto en la dispersion. Asi,
la hipdtesis que postula que el éxito en la dispersion de las larvas de S. frugiperda esta
directamente relacionado con la tasa de encuentro entre éstas y las plantas receptoras,

encuentra en esta tesis un respaldo parcial.

Otro aspecto de la biologia de larvas de S. frugiperda que se estudio fue la
susceptibilidad de distintos estadios larvales (L1, L3 y L5) a las toxinas CrylA.105 y
Cry2Ab2 expresadas en las hojas de maiz Bt. Se comprob6 que estas toxinas son efectivas
para el control de larvas neonatas de S. frugiperda, resultados similares fueron
encontrados por Storer ef al. (2012) y Reay-Jones ef al. (2016). El indice de Abbott de
eficacia de control fue de 93% para larvas neonatas. De igual manera se comprob6 que la
susceptibilidad disminuyd hacia estadios larvales mas avanzados. Las larvas de estadio
L5 fueron menos susceptibles, seguidas de larvas de estadio L3 y finalmente larvas L1
fueron significativamente mdas sensibles. Los resultados mencionados respaldan la
hipotesis 3: “el efecto toxico guarda una relacion inversa con el peso de las larvas” ya que
su prediccion se cumplio: “las larvas jovenes de S. frugiperda fueron mas susceptibles a
las toxinas expresadas en las hojas de maiz Bf que aquellas en estadios mas avanzados de

desarrollo”.

En cuanto a la potencialidad de los patrones de refugio estructurado y refugio
integrado para proveer individuos susceptibles, si el problema se enfoca tnicamente en
términos de individuos adultos generados por planta no Bt, ambos patrones son

compatibles entre si, ya que se registro supervivencia de larvas hasta el estado de pupa en
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ambas configuraciones. Esto significa que, a igual proporcion de plantas no Bt, y en un
contexto de ausencia de movimiento y dispersion entre plantas, el refugio en mezcla de
semillas podria considerarse como opcion frente al refugio estructurado, debido a que
ambas configuraciones reducen la presion de seleccion sin alterar la dominancia de la
resistencia (Mallet & Porter, 1992). Sin embargo, el potencial de movimiento y dispersion
de las larvas de S. frugiperda sumado al incremento de estos comportamientos registrados
en plantas Bt, podrian exponer a las larvas a condiciones subletales. Estas afirmaciones,
en conjunto con la diferente susceptibilidad de los distintos estadios larvales que se
demostraron en esta tesis, sugieren que el refugio integrado no seria la configuraciéon mas
adecuada para el manejo de la resistencia de S. frugiperda en maiz Bt, en concordancia

con Malaquias et al. (2017) y Yang et al. (2017).

Sobre la base del modelo desarrollado por Onstad & Gould (1998) y validado por
Davis & Onstad (2000), Onstad (2006), Onstad ef al. (2011) y Kang et al. (2012), y
adaptandolo a las caracteristicas de dispersion en distintas configuraciones de refugio y
supervivencia de larvas de S. frugiperda alimentadas con hojas de maiz Bt (CrylA.105 +
Cry2Ab2), datos generados en esta tesis, la probabilidad de supervivencia de cada
genotipo ss (homocigota susceptible) y rs (heterocigota) en un refugio integrado se estimo

mediante las siguientes ecuaciones (Onstad et al., 2011):

P(g,noBt) =(A-T)x(A=2)xSpope t A —-—T)XZx (A =T)XSpppt 1)
+TxVx(1=T)x pdts x Spg gt (1)

Donde T representa la proporcion de plantas B¢ de la mezcla; Z es la probabilidad
de una larva de dispersarse de una planta no Bf; S p: representa la supervivencia en
plantas no Bf; V es probabilidad de una larva de dispersarse de una planta Bt de 1a mezcla
y pdts es la tasa de supervivencia de las larvas que prueban el tejido Bt y luego se
dispersan (Kang et al., 2012). Este término se propuso para tratar situaciones en las que
las larvas neonatas se dispersan luego de probar el tejido B¢ sin alimentarse
completamente (Onstad & Gould, 1998). En otras palabras, algunas larvas pueden probar
el tejido de la planta antes de dispersarse, la tasa de supervivencia debida a esta prueba
depende del genotipo y la expresion de los alelos (Onstad, 2006). Por lo tanto, difiere
entre homocigotas y heterocigotas (Onstad et al., 2018). No se encontraron valores de
este parametro para S. frugiperda en la bibliografia. Para O. nubilalis, por ejemplo,

Onstad & Gould (1998), Onstad (2006) y Onstad et al. (2011) ante el desconocimiento
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de este parametro, propusieron valores arbitrarios de pdts de 0,5 para homocigotas
susceptibles y de 1 para homocigotas resistentes. Para el caso de heterocigotas, Onstad
(2006) evaluo la sensibilidad del modelo con un rango de valores de 0,5 a 1 y no encontr6
diferencias significativas. Por ello en los modelos subsiguientes adopt6 el valor de 1. A
los efectos de evaluar el comportamiento del modelo ante los parametros conocidos a
través de esta tesis y no realizar especulaciones sobre parametros desconocidos, se
utilizaran valores de pdts de 0,5 para homocigotas susceptibles y de 1 para heterocigotas

adoptando las conclusiones de los expertos arriba citados.

Pgpy=T x(1=V)xSpg +TxVXxT xS+ (1 —=T)XxZxTxSp )

Donde T representa la proporcion de plantas Bt de la mezcla; V es probabilidad
de una larva de dispersarse de una planta Bt; S, representa la supervivencia en plantas Bt

y Z es la probabilidad de una larva de dispersarse de una planta no Bt de la mezcla.

La Ecuacion 1 representa la probabilidad de supervivencia de una larva de
genotipo g (ss, 1s) en plantas no Bt de un refugio integrado. Por su parte la Ecuacion 2
representa la probabilidad de supervivencia de larvas de genotipo g, en plantas Bz. En
ambas ecuaciones, el primer término representa la probabilidad de que las larvas
permanezcan en la planta que nacen, el segundo término representa la probabilidad de
que larvas se dispersen y encuentren otra planta del mismo tipo y el tercer término indica
la probabilidad de que las larvas se dispersen y cambien el tipo de planta. Para la
simplificacion de los calculos de probabilidades se asumi6 que la oviposicion es aleatoria
(Mallet & Porter, 1992), supuesto que se toma por defecto en la gran mayoria de los
modelos que se han propuesto para analizar los procesos de evolucion de resistencia a
cultivos Bt (Onstad, 2014). Los valores asignados a los demas parametros se detallan en

la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1: Parametros utilizados para el calculo de probabilidades de supervivencia de
larvas de S. frugiperda.

Valores | Descripcion de los parametros

0,95 | T: Proporcion de semillas Bt en la mezcla.
0,621 | Z: Probabilidad de una larva de dispersarse de una planta no Bt de la
mezcla®.

0,971 | V: Probabilidad de una larva de dispersarse de una planta B¢ de la
mezcla®.

0,51 | Swo 52 Supervivencia en plantas no B’

0,001 | Se pi: Supervivencia de larvas homocigotas susceptibles en planta B

0,01 | Sis B: Supervivencia de larvas heterocigotas en planta B, resistencia
d

¢

recesiva
0.5 | Sis B2 Supervivencia de larvas heterocigotas en planta Bz, resistencia
incompletamente dominante?

I | Sy B Supervivencia de larvas heterocigotas en planta Bz, Resistencia
dominante!

0.5 | pdts: Tasa de supervivencia debido a la prueba pre-dispersion de larvas
homocigotas susceptibles®%®

1| pdts: Tasa de supervivencia debido a la prueba pre-dispersion de larvas
heterocigotas®4°

2 Determinado sobre la base de los datos obtenidos en el capitulo 2;° Determinado sobre
la base de los datos obtenidos en el capitulo 3; ¢ (Onstad & Gould, 1998); ¢ (Onstad,
20006); ¢ (Onstad et al., 2011)

De acuerdo a las ecuaciones anteriores y los parametros detallados en la Tabla 4.1,
la probabilidad estimada de supervivencia de larvas homocigotas susceptibles en un
refugio integrado es de 0,0231, mientras que la probabilidad de supervivencia de
individuos heterocigotas es de 0,0432. De este modo, en un refugio integrado la ventaja
de fitness de larvas heterocigotas frente a las homocigotas susceptibles, dado por el
cociente de chances de supervivencia entre larvas rs y ss es de: 0,0432/0,0231=1,87. En
otras palabras, es casi dos veces mas probable la supervivencia de larvas heterocigotas
respecto de las homocigotas susceptibles. En un refugio estructurado, en cambio, la
probabilidad de supervivencia es la misma para ambos genotipos ya que en un refugio
estructurado no existen fuerzas de seleccion (Mallet & Porter, 1992; Brévault et al., 2015)
y no se han encontrado costos metabodlicos asociados a la resistencia (Acharya et al.,
2017; Jakka et al., 2014; Niu et al., 2018; Vélez et al., 2014).

Los resultados obtenidos demuestran que la tactica de refugio integrado puede
acelerar la evolucion de resistencia comparado a un refugio estructurado al incrementar

la dominancia de la resistencia por dos razones. La primera es la reduccién de la
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supervivencia de los individuos susceptibles y, por lo tanto, la reduccion en el tamaio
efectivo del refugio (Brévault et al., 2015). La segunda razon es el incremento de la
dominancia de la resistencia al incrementar la supervivencia de las larvas heterocigotas
en relacion a las larvas homocigotas susceptibles (Mallet & Porter, 1992). Mientras en un
refugio estructurado la supervivencia no difiere entre genotipos (Acharya et al., 2017;
Vélez et al., 2014), los resultados de esta tesis sugieren que en un refugio integrado la
chance de supervivencia de larvas heterocigotas es aproximadamente dos veces mayor
que la chance de larvas homocigotas susceptibles, mientras que en un refugio estructurado
no existen diferencias en supervivencia. Yang et al. (2017) encontraron resultados
similares en cuanto a la supervivencia de S. frugiperda en espigas de maiz en refugio
integrado comparado a refugio estructurado, aproximadamente tres veces mas probable
la supervivencia de heterocigotas respecto a los homocigotas susceptibles, concluyendo
en ese caso, que la evolucion de la resistencia en un refugio integrado, debido a la
exposicion de las larvas a dosis subletales es de 2,25 y 3,6 veces mayor que en un refugio
estructurado para proporciones de refugio de 5:95% y 20:80%, respectivamente

comparada con un refugio estructurado.

La dominancia de la resistencia a insecticidas o toxinas Bt puede ser definida como
una medida del fitness del fenotipo heterocigota respecto al de los fenotipos homocigotas
resistente y susceptible. En otras palabras representa la ventaja conferida por el alelo de
resistencia (Bourguet et al., 2000). Su rango varia de cero a uno, en el primer caso, la
resistencia es completamente recesiva y en el segundo completamente dominante
(Bourguet et al., 2000; Tabashnik et al., 2004; Trumper, 2014). La dominancia afecta
fuertemente la evolucion de la resistencia. En efecto, si la frecuencia de un alelo de
resistencia es muy baja, su genotipo homocigota resistente sera muy raro, entonces en las
primeras etapas de la evolucion de la resistencia cualquier incremento de la supervivencia
de los individuos heterocigotas la acelerara (Mallet & Porter, 1992). La dominancia de la
resistencia a insecticidas y toxinas Bf no es una propiedad genética constante, depende de
la concentracion de la toxina (Trumper, 2014) y del tiempo de exposicion a la misma
(Mallet & Porter, 1992). Ademas, la seleccion de resistencia a insecticidas o toxinas Bt
generalmente es acompafiada por un incremento en los niveles de dominancia (Bourguet
et al., 2000). Por esta razon se espera que en un escenario en el cual la evolucion de la
resistencia sea mayor debido, por ejemplo, a la baja implementacion de refugios

estructurados, la dominancia también lo sea. Esto significa que los individuos
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heterocigotas se asemejaran en su fenotipo a los homocigotas resistentes (Trumper,
2014).

En este sentido, a modo de exploracién de las implicancias de los resultados
obtenidos en esta tesis, se analizd la variacion de la ventaja de fitness de larvas
heterocigotas frente a las homocigotas susceptibles en dos escenarios de evolucion de
resistencia, uno intermedio donde la supervivencia de los individuos heterocigotas en
maiz Bt es intermedia (S 3= 0,5) y otro avanzado (St 3= 1). Asimismo, se consideraron
dos proporciones de refugio 5% y 10% (Tabla 4.1), ya que son las dos opciones que se
han aprobado hasta el presente en la Argentina. Se calcularon los cocientes de chances de

supervivencia y los resultados se muestran en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2: Variacion de la ventaja de fitness de larvas heterocigotas respecto a
homocigotas susceptibles en tres escenarios de evolucion de resistencia

Proporcion de Escenario Ventaja de fitness

plantas Bt:no Bt (evolucion de resistencia) rS/ss
Inicial (Sis 3=0,01) 1,87

95:5 Intermedio (Srs 5=0,5) 21,62
avanzado (S 3= 1) 41,78

Inicial (Sis 3~0,01) 1,65

90:10 Intermedio (Srs 3=0,5) 10,98
avanzado (S s= 1) 20,49

En la Tabla 4.2 y en la Figura 4.1 puede observarse la sensibilidad de la ventaja
de fitness de los individuos heterocigotas respecto de los homocigotas susceptibles en
funcién del nivel de dominancia de la resistencia expresado como supervivencia en
plantas Bt en un escenario de refugio integrado con 5% y 20% de refugio. Para el caso de
refugio estructurado no existen diferencias significativas en la supervivencia de ambos
genotipos (Brévault et al., 2015), asumido en base a antecedentes que indican que la
resistencia de S. frugiperda no involucra reduccion de fitness (Acharya et al., 2017; Vélez
et al., 2014; Jakka et al., 2014; Niu et al., 2018). Los resultados de las simulaciones
realizadas demuestran una ventaja de fitness menor de los individuos heterocigotas en el
caso de refugio integrado de 10% de plantas no Bt respecto a 5%. Esto sugiere que el
incremento de la proporcidon de refugio permite la supervivencia de un mayor niimero de
individuos homocigotas susceptibles y de esta forma la evolucion de la resistencia seria
menor respecto a un refugio de 5%. Resultados similares fueron encontrados por (Onstad

etal.,2011; Yang et al., 2017).
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Figura 4.1: Ventaja de fitness de individuos heterocigotas respecto de
homocigotas susceptibles en un refugio integrado con 5 y 10% de

plantas no Bt, en funcidon de la supervivencia de los heterocigotas
(baja: 0,01, media: 0,5 alta: 1).

Como se menciond en el capitulo 1, y en concordancia con otros autores (Bourguet
et al., 2000; Tabashnik et al., 2004; Trumper, 2014), la premisa del manejo de la
resistencia de insectos basada en la estrategia “Alta dosis/Refugio” se apoya en los
principios de reduccion de la dominancia y heredabilidad. Los resultados obtenidos en
esta tesis confirman que la dispersion de larvas en un refugio integrado expone a los
insectos a condiciones de dosis subletales de toxina. En esta situacion los individuos
heterocigotas tienen una ventaja de fitness respecto de los homocigotas (Bourguet et al.,
2000; Brévault et al., 2015; Mallet & Porter, 1992). En especies de plagas blanco donde
las larvas tienen gran capacidad de dispersion, como S. frugiperda, y los insectos pasan
solo una parte de su ciclo en plantas B¢, se incrementa la dominancia de la resistencia y
esto tiene efectos muy negativos en la evolucidon de resistencia. De esta forma, la
utilizacion de refugio integrado para reducir la presion de seleccion podria,

paraddjicamente, incrementar la tasa de evolucion de resistencia de la plaga. (Mallet &
Porter, 1992).
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4.2) Significancia de esta investigacion

La importancia de esta tesis radica en que reune informacion acerca de varios
aspectos que no habian sido abordados en conjunto. En general los antecedentes acerca
de la potencialidad de los refugios integrados indican que se lo ha estudiado a partir de
modelos matematicos o con informacidn perteneciente a otras plagas clave de maiz. Este
trabajo es la primera contribucion al estudio del movimiento y dispersion de larvas de S.
frugiperda a campo para evaluar la potencialidad del refugio integrado en el manejo de
la resistencia de esta plaga en maiz Bf. Si bien la sola confirmaciéon de este
comportamiento de movilidad en las larvas de S. frugiperda permite senalar la validez de
la proposicion de que en este caso la tactica de refugio integrado contribuiria a demorar
la evolucion de resistencia en menor medida que el refugio estructurado, las estimaciones
realizadas posteriormente acerca de la ventaja de fitness de individuos heterocigotas en
estas condiciones lo confirman. Esta tesis aporta informacion que permite estimar el

impacto del refugio integrado en la ventaja de fitness de los individuos heterocigotas.

4.3) Nuevos interrogantes

Uno de los interrogantes que surgen a partir de los resultados obtenidos en esta
tesis es el nivel de susceptibilidad de distintas poblaciones de S. frugiperda a las toxinas
CrylA.105 y CrylAb2 expresadas en maiz Bt. Los niveles de supervivencia de larvas
alimentadas con maiz Bf que se obtuvieron en este trabajo son mayores a los esperados.
Diversos autores sefialan la existencia de resistencia cruzada entre toxinas Cry (Carriére
et al., 2016; Huang et al., 2014, 2016; Santos-Amaya et al., 2015). En Argentina se ha
detectado resistencia de S. frugiperda a la toxina CrylF (Chandrasena et al., 2018). Las
toxinas CrylF y Cryl A.105 son similares en su estructura genética (Niu ef al., 2013). La
resistencia cruzada a CrylA.105 causada por la resistencia a CrylF probablemente
acelere la evolucion de la resistencia a la pirdmide Cryl1A.105 + Cry2Ab2 (Carriere et al.,
2016; Santos-Amaya et al., 2015). Por lo tanto, una linea de investigacion plausible para
complementar este estudio seria la caracterizacion de los niveles de resistencia de

distintas poblaciones y/o biotipos de S. frugiperda a las toxinas Cryl A.105 y Cry2Ab2.

Las investigaciones realizadas en esta tesis se llevaron adelante con un evento de
maiz piramidado con expresion simultdnea de las toxinas Bt CrylA.105 y Cry2Ab2.
Actualmente en el mercado existen eventos piramidados con expresion simultanea de

toxinas CrylAb, CrylF, CrylA.105, Cry2Ab2 y Vip3Aa20. Diversos autores sefialan la
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importancia de considerar las estrategias de manejo de la resistencia y especificamente la
configuracion de refugio caso por caso (Carriére et al., 2016; Onstad et al., 2011, 2018).
En este sentido, seria de interés estudiar en estos eventos los aspectos del comportamiento
de S. frugiperda relacionados con el movimiento y dispersion para determinar si los
mismos estan relacionados o son independientes de las toxinas Bt expresadas por las hojas

de maiz.
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