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Resumen

Los acridios, cominmente denominados tucuras o langostas, pertenecen a la
superfamilia Acridoidea. En Argentina, de las 203 especies conocidas al menos 15 han sido
mencionadas como responsables de causar pérdidas al agro, destacdndose entre ellas Dichroplus
elongatus Giglio-Tos. Su amplia distribucion y aparente plasticidad respecto de su tolerancia a
diferentes ambientes parecen haber contribuido a que dicha especie resulte “beneficiada” con el
desarrollo de ambientes disturbados asociados a los agroecosistemas. Dichroplus elongatus
ademas suele ser tanto en situaciones de explosiones demograficas o de recesion poblacional de
acridios, la especie dominante en los habitats de pastizal. Dada su importancia como plaga y su
dominancia numérica en las comunidades de acridios, se torna fundamental profundizar el
estudio de la biologia de D. elongatus y sus patdogenos asociados. El objetivo central de este
trabajo fue el de llevar a cabo estudios que permitan conocer algunos aspectos bioldgicos
fundamentales de D. elongatus y de algunos de sus entomopatdgenos asociados como
potenciales agentes de biocontrol con el fin de poder regular sus poblaciones. En este contexto,
se contempld corroborar el estatus como plaga agricola de D. elongatus, esclarecer un aspecto
fundamental como es el voltinismo y realizar estudios de distribucion, prevalencia y transmision
de sus patogenos asociados. Con el fin de estimar la presencia y abundancia de D. elongatus se
colectaron y analizaron 164 muestras provenientes mayoritariamente de distintos puntos de la
provincia Pampeana y en menor medida de las provincias del Espinal y Chaquefia. Los sitios
fueron seleccionados con el fin de abarcar los ambientes mas representativos de las mismas
(pasturas naturales e implantadas, cultivos, pastizales con distinto grado de disturbio). Las
colectas se realizaron a principios de enero y febrero durante cuatro temporadas (2008 —2011) y
durante febrero en 2012. Los sitios se clasificaron de acuerdo a la vegetacion dominante
(fisonomia), en cuatro categorias: pastizales halofilos, pastizales disturbados con dominancia de
gramineas, pastizales disturbados con dominancia de dicotiledoneas exoticas y cultivos. Para
cada sitio se registro el numero total de individuos (N), la riqueza especifica (S) y la abundancia
relativa de las especies de acridios expresada como la proporcion de individuos de una especie
en relacion al total de ejemplares colectados en cada sitio. La distribucion y abundancia relativa
de las especies fueron estimadas para el total de las muestras y para cada ambiente. El nimero
promedio de ejemplares por muestra fue de 139 + 11,2 (11-1113), pertenecientes a tres familias
(Acrididae, Ommexechidac y Romaleidae), ocho subfamilias (Acridinae, Copiocerinae,
Gomphocerinae, Leptysminae, Melanoplinae, Oedipodinae, Ommexechinae, Romaleinae) y 46
especies. La riqueza especifica promedio fue de 6,9 + 0,2 (1 — 16) especies por muestra. D

elongatus estuvo presente en el 88,48 % de las muestras, convirtiéndose en la tnica especie con
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distribucion categorizada como Amplia (A). La abundancia relativa promedio de D. elongatus
fue ampliamente superior al resto de las especies, con un valor de 39,4 %, recibiendo la
categoria de Abundante (A). Del total de los muestreos realizados, D. elongatus resultd la
especie numéricamente dominante en 81 muestras (49,1 %). En 34 muestras (20,6 %) estuvo
entre las tres especies mas abundantes y en 31 muestras (18,8 %), el nimero de individuos se
encontrd por debajo de las tres especies mas abundantes. Solo en 19 oportunidades (11,5%) la
presencia de D. elongatus no fue registrada. Los resultados de este estudio resaltan la
importancia de D. elongatus como una especie clave de las comunidades de acridios en la
provincia Pampeana y como una especie dominante en los cultivos de soja.

El nimero de generaciones por aio (voltinismo) se correlaciona con el tipo de diapausa
embrionaria. Mientras que una diapausa obligatoria conduce al univoltinismo, una diapausa
facultativa o la ausencia de diapausa permiten el bivoltinismo o multivoltinismo. Este aspecto
resulta relevante desde una perspectiva aplicada ya que las especies bivoltinas o multivoltinas
tienden a requerir mayores esfuerzos de control que las univoltinas. Con el fin de esclarecer el
voltinismo que presenta D. elongatus, se colectaron ejemplares en Tucuman (Tucuman),
Rafaela (Santa Fe) y Guamini (Buenos Aires), zonas donde se contaba con registros de una
posible segunda generacion. Los ejemplares fueron colectados como adultos mediante el uso de
redes entomologicas y transportados vivos al laboratorio, donde permanecieron bajo
condiciones controladas (30°C, 14L: 100, 40% HR) en jaulas de aluminio (20x20x30cm) con
sustratos para la puesta de huevos. Se obtuvieron 20 sustratos (cada uno conteniendo varias
posturas) sobre los cuales se aplicaron uno de tres tratamientos. Luego de retirados, algunos
sustratos fueron puestos directamente en refrigeracion (4° C) durante al menos dos meses,
seguido de incubacion bajo las mismas condiciones controladas. Otros se incubaron
directamente (sin refrigeracion) durante siete meses. Por ultimo, otro grupo de sustratos recibid
cinco meses de incubacion directa, luego dos meses de refrigeracion y posteriormente fueron
puestos nuevamente a incubar. No se produjeron eclosiones en sustratos que no fueron
expuestos a refrigeracion. Por el contrario, numerosas eclosiones se produjeron en sustratos
sometidos a ella. Si bien, no es posible descartar de manera terminante la coexistencia de
univoltinismo y bivoltinismo en D. elongatus, los resultados de esta experiencia concuerdan con
los esperados para una especie con diapausa embrionaria obligatoria y una unica generacion
anual al menos en el Sur, centro y noroeste de Argentina.

Las eugregarinas son protistas parasitos de cavidades corporales de invertebrados. No
suelen mostrar marcada patogenicidad, por lo que su eventual impacto negativo se expresa de
manera cronica. Los registros de eugregarinas en acridios de Argentina son escasos. Solo dos
especies han sido descriptas con su ciclo de vida completo, siendo una de ellas Gregarina
ronderosi Lange, parasita del tracto digestivo de ninfas y adultos de D. elongatus. En la

presente contribucion se registrd la distribucion geografica de G. ronderosi en la provincia
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Pampeana, su prevalencia e intensidad de las infecciones. Ademds, mediante experiencias de
laboratorio, utilizando ejemplares provenientes de Girondo, Buenos Aires, se determind la curva
de prevalencia respecto del tiempo y se elabord una categorizacion para estimar la intensidad de
las infecciones. Para ello, una vez en el laboratorio, los ejemplares se dividieron en grupos de 30
individuos que fueron mantenidos en jaulas bajo condiciones controladas, hasta ser sacrificados
a distintos intervalos de tiempo. La presencia-ausencia de infecciones se determindé mediante
diseccion individual y observacion de organos y tejidos bajo microscopio simple (X20) y/o
microscopia de contraste de fases (X100, X400). Las infecciones fueron categorizadas como:
muy fuerte (MF); fuerte (F); moderada (M) y leve (L), dependiendo del aumento necesario para
su diagnosis y el nimero de secciones del tracto digestivo afectadas. Hasta la presente
contribucion, G. ronderosi solo habia sido registrada en Girondo (localidad tipo). En el presente
trabajo se ha ampliado el nimero de localidades donde fue detectada su presencia a 19. Las
mismas se hayan distribuidas principalmente en el centro de la provincia Pampeana con una
prevalencia promedio del 25,3 % + 5.4 (2,2 — 89,3 %). Del total de individuos afectados, solo
tres (0,74%) presentaron infecciones muy fuertes (MF), 81 (20%), fuerte (F), 215 (53%), media
(M) y 105 (26%) leves (L). En el primer ensayo la prevalencia inicial de G. ronderosi fue del
22,22 %; producto de 4 F, 14 M y 10 L y luego de 10 dias, la misma aumento al 100 % y no se
modifico a los 20 o 30 dias. La intensidad de las infecciones a los 10, 20 y 30 dias no mostro
diferencias significativas. No se registraron en esta experiencia infecciones que alcanzaran la
categoria MF. En el segundo ensayo la prevalencia inicial de G. ronderosi fue del 2,5 %, luego
de 3, 6 y 9 dias la prevalencia fue de 0; 10 y 16,6 % respectivamente. En este trabajo fueron
registradas por primera vez infecciones fuertes (F y MF) en condiciones naturales. Los
resultados sugieren que dadas la amplia distribucion en la provincia Pampeana, las altas
prevalencias, la intensidad fuerte de las infecciones y la rapida propagacion en caso de
hacinamiento, como podria producirse en una situacion de explosion poblacional o “outbreak”,
no es posible descartar a G. ronderosi como un posible agente de control de D. elongatus, si
bien se requieren de estudios adicionales para tomar una decision final al respecto.

Los microsporidios son parasitos intracelulares obligados que utilizan las células del
hospedador para obtener la energia necesaria para su metabolismo y reproduccion.
Liebermannia dichroplusae Lange y Paranosema locustae (Canning) son dos microsporidios,
nativo e introducido, respectivamente, que afectan a acridios en la provincia Pampeana. Parece
observarse una tendencia segun la cual P. locustae se habria establecido, luego de las
introducciones realizadas entre 1978 y 1982, principalmente en zonas donde L. dichroplusae no
estd comunmente presente. El objetivo fue profundizar el conocimiento acerca de la ocurrencia
natural, distribucion geografica y prevalencia de L. dichroplusae dentro y fuera de la zona de
establecimiento de P. locustae asi como la obtencidon, mediante bioensayos, de infecciones

mixtas (ambos patdégenos presentes en un mismo individuo). La presencia-ausencia de L.
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dichroplusae fue determinada mediante el examen de los tibulos de Malpighi, seguido de
homogeneizacion individual y observacion de alicuotas de homogenato bajo microscopia de
contraste de fases (X400, X1000). Para los bioensayos, se recurrid a la obtencion de una
generacion filial (F1) donde L. dichroplusae estuviese presente (transmision vertical). Una vez
obtenida la F1 a partir de D. elongatus hembras infectadas se procedio a la inoculacion de los
individuos de segundo y tercer estadio con P. locustae. Se realizaron dos ensayos, en el primero
de ellos fueron inoculadas nueve ninfas de D. elongatus infectadas con L. dichroplusae con P.
locustae. Todos los ejemplares presentaron infecciones con L. dichroplusae, mientras que
ninguno resulto infectado con P. locustae. En el segundo ensayo los 13 ejemplares inoculados
presentaron infecciones con P. locustae y cinco de ellos (38,5 %) presentaban a su vez L.
dichroplusae, registrandose la ocurrencia de infecciones mixtas. En ambas experiencias todos
los ejemplares de D. elongatus sin L. dichroplusae e inoculados con P. locustae (controles)
desarrollaron infeccion. Paralelamente, en los estudios a campo, se amplid a 21 el nimero de
localidades donde L. dichroplusae ha sido detectada. En las 164 muestras obtenidas en el
estudio, se han colectado y examinado alrededor de 9.000 ejemplares de D. elongatus de
distintos puntos distribuidos en la provincia Pampeana. En 24 muestras fue detectada la
presencia de alguno de los dos microsporidios afectando a D. elongatus. Del total de
detecciones, 17 (71 %) corresponden a L. dichroplusae, mientras que P. locustae fue detectada
en seis oportunidades (25 %). En solo una oportunidad (4 %) fueron registrados ambos
patogenos. Si bien ambos microsporidios han sido detectados en un mismo sitio de muestreo
afectando a la misma especie de acridio (D. elongatus), nunca se han hallado ambos patogenos
en un mismo individuo, es decir que no han sido halladas infecciones mixtas a campo. Se podria
esperar que mientras estén presentes especies susceptibles en forma relativamente abundante, la
distribucion geografica de P. locustae deberia, al menos en cierta medida, coincidir con la de los
hospedadores. Sin embargo, los resultados obtenidos a partir de los muestreos realizados en
gran parte de la provincia Pampeana sugieren que esto no es asi. Una de las multiples razones
posibles que podrian estar actuando para generar esta contradiccion entre lo esperado y lo
observado podria ser la presencia de cierto nivel de antagonismo entre L. dichroplusae y P.

locustae.
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Abstract

Grasshoppers and locusts belong to the superfamily Acridoidea. In Argentina, out of the
203 known species at least 15 have been cited as responsible for causing losses to agriculture,
notably among them Dichroplus elongatus Giglio-Tos. Its wide geographic distribution and
apparent plasticity in relation to its tolerance to different environments seem to have allowed
this species to be somewhat "benefited" by the development of disturbed environments
associated with agroecosystems. Dichroplus elongatus is also characterized as the dominant
species in grassland habitats in situations of both population explosion and recession of
grasshopper communities. Considering its importance as a pest and its numerical dominance in
grasshopper communities, it becomes essential to further study its biology and associated
pathogens. The objective of this work was to determine the agricultural pest status of D.
elongatus, clarify a central aspect of its biology such as voltinism, and study the distribution,
prevalence and transmission of some of their associated pathogens in order to evaluate its
potential as biocontrol agents. With the aim of estimating the presence and abundance of D.

elongatus 164 samples mostly from different parts of the Pampa region and to a lesser

extent the Espinal and Chaco, were collected and analyzed. Sites were selected to cover the
most representative environments of the Pampas region (natural and implanted pastures, crops,
grassland with different levels of disturbance). Sampling was conducted in early January and
February for four seasons (2008 - 2011) and during February 2012. The sites were classified
according to the dominant vegetation (physiognomy) in four categories: halophilic grassland,
disturbed grassland with grass dominance, disturbed grasslands with exotic dicotyledonous
dominance and crops. For each site the total number of individuals (N), species richness (S),
and the relative abundance of species of grasshoppers (proportion of individuals of each species
in relation to total specimens collected at each site), were recorded. The distribution and relative
abundance of species were estimated for the total samples and for each environment. The
average number of individuals per sample was 139 &+ 11.2 (range: 11-1113), belonging to three
families (Acrididae, Ommexechidae and Romaleidae), eight subfamilies (Acridinae,
Copiocerinae, Gomphocerinae, Leptysminae, Melanoplinae, Oedipodinae, Ommexechinae,
Romaleinae) and 46 species. Species richness average was 6.90 £ 0.2 (1-16) species per sample.
D elongatus was present in 88.5% of the samples, being the only species categorized as with
wide distribution (A). The average relative abundance of D. elongatus was vastly superior to all
other species, with a value of 39.4%, ranked as abundant (A). Of all the samples, in 81 (49.1 %)
D. elongatus was the numerically dominant species in 34 (20.6%) it was among the three most
abundant species, and in 31 samples (18.8%) the number of individuals was below the three

most abundant species. Only in 19 times (11.5%) the presence of D. elongatus was not
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recorded. Results of this study highlight the importance of D. elongatus as a key species of
grasshopper communities in the Pampas region and as widely prevalent in soybean crops.

The number of generations per year (voltinism) correlates with the type of embryonic
diapause. While an obligatory diapause leads to univoltinism, facultative diapause or absence of
diapause leads to bivoltinism or multivoltinism. This aspect is relevant from an applied
perspective as bivoltine or multivoltine species tend to require more control effort than
univoltine species. In order to shed light on the voltinism presented by D. elongatus individuals
were collected in Tucuman (Tucuman), Rafaela (Santa Fe) and Guamini (Buenos Aires), areas
where records of a possible second generation were available. Individuals were collected as
adults by using Entomol.l nets and transported alive to the laboratory, where they were kept
under controlled conditions (30 ° C, 14L : 10D 40% RH) in aluminum cages (20x20x30cm)
with substrates for egg laying. Twenty substrates were obtained (each containing several egg
pods), to which one of three treatments was applied. Some substrates were placed directly under
refrigeration (4 ° C) for at least two months, followed by incubation under the same controlled
conditions. Other were incubated directly (without refrigeration) for seven months. Finally,
another group of substrates received five months of direct incubation, then two months of
refrigeration and were returned afterwords to incubation. Hatching in substrates that were not
exposed to refrigeration did not occur. On the contrary, numerous hatchings took place in
substrates that were refrigerated. Although it is not possible to conclusively rule out the
coexistence of univoltinism and bivoltinism in D. elongatus, results of this experiment are
consistent with those expected for grasshoppers with obligatory embryonic diapause and only
one annual generation at least in the South, central and northwestern Argentina.

Eugregarines are parasitic protists in body cavities of invertebrates that do not usually
show marked pathogenicity, so their possible negative impact on hosts tends to be of chronic
nature. Records of eugregarines in grasshoppers of Argentina are scarce. Only two species have
been described with their entire life cycle, one of them being Gregarina ronderosi Lange, a
parasite of the digestive tract of nymphs and adults of D. elongatus. In this contribution, the
geographical distribution of G. ronderosi in the Pampas region was recorded along with
prevalence and intensity of infections. Besides, through laboratory experiments using
individuals from Girondo, Buenos Aires, the prevalence curve was determined and
categorization infection intensity was proposed. To do this, once in the laboratory, individuals
were divided into groups of 30 and were kept in cages under controlled conditions, to be
sacrificed at different time intervals. The presence or absence of infection was determined by
dissection and observation of organs and tissues under stereo zoom microscopy (X20) and or
phase contrast microscopy (X100, X400). Infections were categorized as: very heavy (VH),
heavy (H), medium (M), and light (L), depending on the magnification need for diagnosis and

number of affected sections of the digestive tract. Until the present contribution, G. ronderosi
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had only been recorded in Girondo (type locality). In this work, the number of localities where
its presence was detected was expanded to 19. These are distributed mainly in the center of the
Pampas region with an average prevalence of 25.3% + 5.4 (2.2 to 89.3%). Of all individuals
affected, only three (0.7%) had very heavy infections; 81 (20%) heavy; 215 (53%) medium, and
105 (26%) light. In the first test, initial prevalence of G. ronderosi was 22, 2%, 4 H, 14 M, and
10 L. After 10 days the prevalence increased to 100%, and not changing after 20 or 30 days.
The intensity of infection at 10, 20, and 30 days did not show significant differences. There
were no infections in this experience that reached the category VH. In the second test, the initial
prevalence of G. ronderosi was 2.5%. After 3, 6, and 9 day prevalence was 0, 10, and 16.6%,
respectively. They did not show differences with the initial situation, and infections with
category VH were not observed. In this work, VH and H infections of G. ronderosi in D.
elongatus under natural conditions were recorded for the first time. In view of the wide
distribution in the Pampas, the high prevalence, the intensity of infection and rapid spread in
case of overcrowding, as might occur in an "outbreak", G. ronderosi should not be disregarded
as a possible control agent of D. elongatus, although further studies are required.

Microsporidia are obligate intracellular parasites that use host cells to obtain energy for
their metabolism and reproduction. Liebermannia dichroplusae Lange y Paranosema locustae
(Canning) are two microsporidia, native and introduced, respectively, that affect the Pampas
region grasshoppers. There seems to be a tendency by which P. locustae would have been
established, (after introductions made between 1978 and 1982), mainly in areas where L.
dichroplusae is not commonly present. Within this context the aim was to further the knowledge
on natural occurrence, geographic distribution, and prevalence of L. dichroplusae within and
outside the area of establishment of P. locustae, and to obtain through bioassays mixed
infections (both pathogens simultaneously in the same individual). Presence - absence of L.
dichroplusae was determined by examining the Malpighian tubules, followed by
homogenization and observation of aliquots individual of homogenates under phase contrast
microscopy (X400, X1000). For bioassays, a filial generation (F1) of D. elongatus where L.
dichroplusae was present trough vertical transmission was used. Once the F1 from D. elongatus
infected females was obtained, such individuals were inoculated with P. [locustae in second and
third instarts. Two bioassays were performed. In the first one, nine nymphs of D. elongatus
infected with L. dichroplusae were inoculated with P. locustae. All individuals kept showing
infection with L. dichroplusae (100%) while none resulted to be infected with P. locustae (0%).
In the second bioassay, the 13 inoculated individuals developed infections with P. locustae
(100%). Five of them had at the same time L. dichroplusae (38.5%), registering the occurrence
of mixed infections. In both experiences all individuals of D. elongatus without L. dichroplusae
and inoculated with P. locustae (controls) developed infection. As a result of the field studies

the number of localities where L. dichroplusae has been detected was expanded to 21. In the
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164 samples obtained during the study, 9.000 individuals of D. elongatus were collected and
examined from different parts of the Pampas region. Presence of either of both microsporidia
affecting D. elongatus was detected in 24 samples. Of all detections 17 (71%) were L.
dichroplusae. Paranosema locustae was detected six times (25%), only once (4%) both
pathogens were recorded in the same sampling site affecting D. elongatus, but never in the same
individual (i.e. no mixed infections found in the field). One might expect that while susceptible
species are relatively abundant, the range of P. locustae should agree, at least to some extent,
with that of the hosts. However, results obtained from the samplings carried out throughout the
Pampas region suggest that this is not so. One of the many possible reasons that could be acting
to generate this contradiction between the expected and observed could be the presence of

antagonism between L. dichroplusae and P. locustae.
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1. Introduccion General

Los ecosistemas de pastizal abarcan del 30 al 40 % de la superficie terrestre por
lo que constituyen un hébitat clave para muchas especies de herbivoros y concentran
importantes actividades econdmicas agricolas y ganaderas (Brandson et al. 2006,
Paruelo et al. 2006). En la Argentina los pastizales de la provincia Pampeana
comprenden aproximadamente el 15 % de la superficie cubriendo unos 540.000 km? en
el centro Este del pais (Ghersa 2005, Viglizzo et al. 2006). En las tltimas décadas se
han intensificado el uso de suelos y las actividades agricolas-ganaderas ocasionado un
notable aumento de las superficies cultivadas en todo el pais, principalmente en la
provincia Pampeana, donde los pastizales nativos han sido en su mayoria reemplazados
por cultivos y pasturas (Paruelo et al. 2006, Viglizzo et al. 2006, 2010) (Fig.1). Estos
hechos forman parte de un fendémeno mas amplio, y preexistente: la “agriculturizacion”
de los sistemas productivos extensivos (Paruelo ef al. 2006). Se trata de ecosistemas
“simplificados” u “homogeneizados” en biodiversidad que requieren de la intervencion
humana ya que carecen de capacidad para realizar su propia regulacion (Altieri 1992,
Mc Kinney & Lockwood 1999). Estos modernos sistemas agricolas se han vuelto muy

productivos pero son altamente dependientes de aportes externos.

Figura 1.Expansion del 4rea cultivada en la provincia Pampeana (Fuente: Viglizzo et al. 2005)

1960 1968 2002
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En este contexto, el impacto negativo sobre el ambiente es practicamente
inevitable, ya que se produce una homogeneizacion del paisaje con la consiguiente
pérdida de diversidad (Mc Kinney & Lockwood 1999, 2001, Smart et al. 2006) y un uso
creciente de insumos potencialmente contaminantes como fertilizantes, plaguicidas y
combustibles fosiles (Viglizzo et al. 2005, Carreiio & Viglizzo 2007). La agricultura
impacta sobre los ecosistemas naturales y sobre la biodiversidad a través de dos
procesos principales: su expansion sobre ambientes naturales y su intensificacion en la
busqueda de mayores rendimientos (Salvador 2010). La homogeneizacion del paisaje
agricola argentino, asociado a la introduccion desequilibrante de una especie cultivable,
puede observarse por ejemplo en el aumento acelerado del area sembrada con soja (Fig.
2) (Paruelo et al. 2006). Por ejemplo, el area cultivada de soja en todo el pais entre 1960
y 1970 era de 30.470 ha, mientras que para 1999 la superficie era de 8.790.500 ha. No
obstante, en los ultimos 10 afios este numero se ha incrementado notablemente
alcanzando en el afio 2012 la cifra de 18.670.937 ha (SIIA 2013). Esta pérdida de
heterogeneidad en el ambiente rural trae aparejada la pérdida de diversidad a escala
agroecosistémica. A raiz de estos cambios, la fauna regional ha resultado
significativamente afectada (Salvador 2010). En este contexto las comunidades de
acridios parecen no ser la excepcion y estarian siendo modificadas por dichas

perturbaciones.

Figura 2. Expansion historica del area de soja cultivada en la Argentina. (Fuente: Carrefio &

Viglizzo 2007)

1956-60 ~ 1986-90 2001-05
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Los acridios, comunmente denominados tucuras y langostas, pertenecen a la
superfamilia Acridoidea, la cual cuenta con el mayor numero de especies (9919) y
géneros (1712) del orden Orthoptera, agrupados en 11  familias: Tristiridae,
Ommexechidae, Romaleidae, Acrididae, Charilaidae, Dericorythidae, Pamphagidae,
Lathiceridae, Lentulidae, Pyrgacrididae y Lithidiidae (Otte 1995, Eades et al. 2012). Las
primeras cuatro familias estan representadas en la region Neotropical, siendo las tres
primeras endémicas de la misma (Cigliano ef al. 2012).

En Argentina, de las 203 especies de acridios conocidas (Carbonell et al. 2006,
Bardi et al. 2010, Pocco et al. 2011), al menos 15 han sido mencionadas como
responsables de causar pérdidas para el agro, no solo reduciendo el forraje de pasturas
naturales e implantadas, sino también afectando a variados cultivos (Lange et al. 2005
Carbonell et al. 2006, Cigliano et al. 2012). Incluso, en afos de explosiones
poblacionales o “outbreaks”, los acridios no solo suelen destruir cultivos, sino que
ademas llegan a competir con el ganado y herbivoros silvestres por el forraje (Brandson
et al. 2006). Las familias a las cuales pertenecen las especies responsables de la mayoria

de los dafios registrados son:

e Familia Acrididae: Distribuida mundialmente cuenta con el mayor numero de

especies, unas 7000, entre las cuales se encuentra la mayoria de las mencionadas
como de importancia economica. En Argentina, 11 de las 15 especies
perjudiciales pertenecen a esta familia. Dichroplus elongatus, D. maculipennis
(Blanchard), D. pratensis Bruner, D. vittatus Bruner, Ronderosia bergi (Stal),
Baeacris punctulatus (Thunberg), B. pseudopunctulatus (Ronderos) y Scotussa
lemniscata (Stél), pertenecientes a la Subfamilia Melanoplinae; Rhammatocerus
pictus (Bruner) y Staurorhectus longicornis Giglio-Tos pertenecientes a la
Subfamilia Gomphocerinae y Schistocerca cancelata (Serville) perteneciente a

la Subfamilia Cyrthacantacridinae.

e Familia Romaleidae: Posee la mayor diversidad de acridoideos endémicos

neotropicales y cuenta con las especies de mayor tamafio. En nuestro pais, tres
de las 15 especies consideradas perjudiciales pertenecen a esta familia:
Tropidacris collaris (Stoll), Zoniopoda tarsata (Serville) y Chromacris speciosa

(Thunberg).
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e Familia Tristiridae: Constituida por 17 géneros y 25 especies endémicas de

América del Sur. En Argentina, se registraron 10 especies distribuidas
principalmente en las estepas y bosques patagonicos. De ellas solo una,
Bufonacris claraziana Brancsik, ha sido citada como causante de dafios a la

agricultura.

En Argentina, la subfamilia Melanoplinae se encuentra representada por unas 60
especies y cuenta con varias de las tucuras que mayores dafios ocasionan a la agricultura
(Cigliano & Lange 1999, Lange et al. 2005, Carbonell et al. 2006, Cigliano ef al. 2012).
Una de ellas es Dichroplus elongatus. Es un acridio mediano, la hembra mide
aproximadamente entre 22 a 28 mm (Fig. 3a) y el macho entre 17 a 20 mm (Fig. 3b). Su
cuerpo es alargado con una coloracidon general amarillo verdosa y una banda postocular
castafio oscura. Se trata de una tucura de hdbito alimentario polifago (Gangwere &
Ronderos 1975, Zapata 1977, 1986) y amplia distribucion geografica, la mayor del
género, abarcando practicamente todo el pais (excepto Tierra del Fuego), el Sur de
Brasil, Chile central y Uruguay (Cigliano & Lange 1999, Lange et al. 2005, Carbonell
et al. 2006) (Fig. 4).

La amplia distribucién y su aparente ubicuidad o plasticidad respecto de su
preferencia o tolerancia a diferentes ambientes (de Wysiecki et al. 1997) parecen haber
permitido que D. elongatus resulte “beneficiada” con el gradual pero rapido desarrollo
de ambientes altamente disturbados asociados al agroecosistema, que al presente
domina en la provincia Pampeana (Torrusio et al. 2002, de Wysiecki et al. 2011) (Fig.
5).

Dichroplus elongatus ha sido histéricamente considerada como una especie
plaga para el agro argentino (Liebermann 1958, 1972, Ronderos 1959, COPR 1982).
Por ejemplo, en la Patagonia ha sido mencionada como causante de graves dafios en
alfalfares (Liebermann 1949) y en distintos cultivos en el valle de Rio Negro
(Liebermann 1958); en Mendoza ha sido citada como perjudicial para alfalfares y
cultivos de huerta (Liebermann 1949). Sin embargo, en afios mas recientes su accionar
parece haberse incrementado, como lo sugieren varios estudios (Torrusio et al. 2002,

Cigliano et al. 2002, de Wysiecki et al. 2004, 2011, Lange et al. 2005).
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Figura 3. Ejemplares hembra (a); macho (b) y ninfa de 5to estadio (¢) de Dichroplus elongatus.
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Figura 4. Distribucion geografica de Dichroplus elongatus en la Republica Argentina y paises

vecinos.

2
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Figura 5. Algunos de los paisajes que hoy en dia dominan el agroecosistema pampeano.
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En muchos de los casos de explosiones demograficas de acridios (e incluso en
situaciones de recesion poblacional), D. elongatus suele ser la especie dominante en
términos numéricos en las comunidades de acridios en casi todos los hébitats de pastizal
y los escasos estudios disponibles acerca del dano que causa (Torrusio et al. 2005,

Bulacio et al. 2005) la sefialan como una especie de destacada importancia econémica

(Fig. 6).

Figura 6. (a) Individuos de Dichroplus elongatus alimentandose en cultivo de soja. (b) Detalle de una

planta de soja siendo consumida por Dichroplus elongatus.
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Es importante mencionar que durante la explosion demografica acontecida en el
centro y Sur de la provincia Pampeana en 1995, donde D. elongatus fue la especie
dominante, se estimd una superficie afectada de 1.500.000 ha y una pérdida econdémica
de aproximadamente 35 millones de pesos. Explosiones poblacionales de similar
intensidad han ocurrido en la primer década del 2000, aunque las pérdidas y superficies
afectadas no fueron cuantificadas (Cigliano ef al. 2012). Es por ello que hallar la forma
de controlar las poblaciones de D. elongatus, implicaria en la practica minimizar
significativamente el problema de los acridios plaga.

En Argentina, contrariamente a la tendencia que se observa en otros paises como
Australia, China, Brasil, EE.UU. (Henry & Oma 1981, Wang & Xu 1994, Krall ef al.
1997, Wangpeng et al. 2001, Hunter 2005, Magalhaes & Faria 2005), donde se utilizan
agentes microbianos de biocontrol, se sigue realizando el control de acridios mediante el
enfoque curativo o reactivo a base de insecticidas quimicos (Salto & Beltrame 1999b,
Zacagnini 2004). Esta metodologia de control no intenta un accionar preventivo,
tendiente a evitar el desarrollo de la plaga, manteniendo los niveles de la poblacion
dentro de rangos tolerables, sino que los productores o entes pertinentes suelen
reaccionar ante el problema de manera tardia y sin disponer de mayor informacion
acerca de la/las especie/s responsable/s (Mariottini 2009). Tal enfoque no solo es
contaminante para el ambiente, perjudicial para otros organismos (ver Goldstein et al.
1999 y Zacagnini 2004 para casos de mortalidad masiva de fauna benéfica) y peligroso
para la salud humana (FAO 1997, Aiassa et al. 2009), dado los grandes volumenes de
insecticida utilizados sobre grandes extensiones, sino también ineficaz y antieconémico
a largo plazo, como ha sido demostrado por Lockwood ef al. (1988) y Van der Valk et
al. (1999), debido al fenomeno de recurrencia de la plaga por eliminacion de enemigos
naturales (Hajek 2004). Teniendo en cuenta su importancia como plaga del agro, su
dominancia numérica en las comunidades de acridios, y los efectos secundarios que
ocasiona el control quimico (Pimentel & Lehman 1993), es que resulta indispensable
profundizar el estudio de la biologia de D. elongatus y sus patdogenos asociados.

Los acridios se ven afectados por diversos enemigos naturales, ya sean
predadores, parasitoides, parasitos o entomopatogenos (principalmente protistas y
hongos), los cuales afectan no solo a los adultos, sino también a los estadios juveniles
(ninfas) y de huevo (Baker 1983, Street & Mc Guire 1990, Greathead 1992, Lomer &
Prior 1992, Cunningham & Sampson 2000).
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Predadores: Organismos letales para sus presas. Generalmente son mas grandes
que su presa, matan a la misma con el primer ataque o poco tiempo después, siendo el
contacto entre ambos muy breve. Se alimentan de un gran numero de presas a lo largo
de su vida. Dentro de los predadores de acridios figuran tanto vertebrados (mamiferos,
anfibios, reptiles y principalmente aves), como también diversos invertebrados

(méntidos, aracnidos, asilidos, etc.) (Belovsky & Slade 1993, Ji et al. 2008).

Parasitos: Organismos que viven sobre o dentro de otro organismo vivo, del que
obtiene parte o todos los nutrientes que requiere para cumplir su ciclo de vida sin dar
ninguna compensacion a cambio al hospedador. Por lo general se alimentan de una o
pocas presas durante toda su vida. Si bien en muchos casos, los pardsitos dafian al
hospedador, estos no necesariamente lo matan para completar su ciclo de vida. Entre los

parasitos de tucuras los acaros son de los méas comunes (Baker 1983).

Parasitoides: Organismos que viven a expensas de otros, para posteriormente
causarles la muerte. Estos se diferencian de los parasitos, pues al final de su ciclo larval,
emerge el parasitoide del hospedador y este Gltimo muere; y de los depredadores, pues
cada parasitoide ataca so6lo un hospedador durante su ciclo de vida. Los parasitoides son
por lo general mucho mas especificos que los depredadores, y a diferencia de los
parasitos pueden dispersarse activamente en busca de sus presas. Dipteros
nemestrinidos, sarcofagidos, califéridos y ciertos nematodes figuran entre los

parasitoides mas conspicuos y comunes de acridios (Baker 1983).

Entomopatogenos: Organismos microscopicos causantes de enfermedades en
los insectos, principalmente bacterias, virus, protistas' y hongos. Contrariamente a lo
que ocurre en otros grupos de insectos, son relativamente escasos los registros de virus
y bacterias entomopatdgenas asociadas a acridios (Vega & Kaya 2012). So6lo ha sido
registrado un virus afectando acridios en Argentina (Lange 1999). En cuanto a los
hongos, los mas comunmente detectados en acridios son Beauveria bassiana (Balsamo),
Metarhizium acridium (Driver & Milner) y Entomophaga grylli Fresenius (Vega et al.
2012). En Argentina, se han citado aproximadamente una treintena de ellos afectando a
distintos acridios (Pelizza et al. 2010). Dentro de los protistas que afectan a los acridios

podemos encontrar a miembros de los taxa Amoebozoa (amebas),

1 Para este estudio, se siguié el enfoque clasificatorio de incluir a los microsporidios dentro de los
protistas (Margulis et al. 1990, Lange 1996), aunque estudios recientes los relacionan con los hongos
(Solter et al.2012)
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Apicomplexa (gregarinas) y Microsporidia (microsporidios) (Lange & Lord 2012,
Solter et al. 2012). A diferencia de lo que suele ocurrir con muchos virus, bacterias y
hongos entomopatdgenos, pocos protistas muestran alta virulencia o matan en forma
rapida al insecto infectado. La mayoria de las especies producen infecciones de
tendencia crdnica, caracterizadas por una debilitacion general del hospedador (Brooks
1988, Lange & Lord 2012, Solter ef al. 2012). Las manifestaciones, suelen ser de tipo
no especifico, como pérdida de apetito, disminucion de actividad (letargia), crecimiento
irregular, malformaciones y disminuciones de la longevidad y fecundidad.

Varios enemigos naturales han sido registrados afectando a las poblaciones de
D. elongatus (Fig. 7). Se conocen infecciones causadas por tres protistas
entomopatogenos: Liebermannia dichroplusae Lange, un microsporidio nativo
relativamente comun pero en baja prevalencia (Lange 1987a, 2003a) debido a que su
principal via de transmision es vertical (Lange 1997), Paranosema locustae (Canning)
(Fig. 7¢), un patogeno del tejido adiposo que fue introducido desde América del Norte
como agente de control (Lange & de Wysiecki 1996, Lange 2003a, Bardi et al. 2012) y
un apicomplejo, Gregarina ronderosi Lange, patogeno del tracto digestivo (Lange &
Wittenstein  2002). También se conocen al menos cuatro especies de hongos
entomopatogenos (Pelizza et al. 2010) y dos nematodes, Amphimermis dichroplusi
Camino y Lange y Hexamermis cochlearius Stock y Camino (Stock & Camino 1992,
Camino & Lange 1997). Por su parte, Santoro de Crouzel & Salarin (1943), Lloyd
(1951) y Sanchez y Liljesthrom (1986) publicaron informacion acerca de los parasitoides
nemestrinidos (Fig. 7a) Neorhynchocephalus sulphureus Wiedemann y N. vitripennis
Wiedemann. Por ultimo, también se conocen los parasitoides sarcofagidos Servaisia
australis Boyes, S. caridaei (Bréthes), S. neuquensis Blanchard, Protodexia aleuphaga
Blanchard y P. liebermanni Blanchard (Blanchard & De Santis 1973). Acaros
ectoparasitos, probablemente del tipo foréticos, (Fig. 7b) son también relativamente
comunes pero no han sido estudiados hasta el momento. De igual modo, D. elongatus,
como la mayoria de los acridios, es presa de un buen ntimero de predadores generalistas

(Fig. 7d).
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Figura 7. Algunos de los enemigos naturales de Dichroplus elongatus. (a) Parasitoide: Larva de

nemestrinido (Diptera: Nemestrinidae), Escala: 2,5mm — (b) Parésitos: Acaros (Acarina), Escala: Smm —

(c) Entomopatégeno: Paranosema locustae (Microsporidia) Escala: 15um— (d) Predador: Argiope
argentata (Araneidae), Escala: 10mm.
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Area de estudio

La provincia Pampeana (Fig.8a) ocupa las llanuras del Este de la Republica
Argentina entre los 31° y 39° de latitud Sur, aproximadamente. Cubre el Sur de las
provincias de Entre Rios, Santa Fe y Coérdoba, casi toda la provincia de Buenos Aires y
el Este de La Pampa (Fig. 8b). Por su extension, la provincia Pampeana constituye el
mas importante ecosistema de estepas de la Argentina, extendiéndose por unos 540.000
km?. Posee un relieve relativamente plano, con algunas serranias de poca altura que
emergen como islas, con una suave pendiente hacia el océano Atlantico. Una buena
parte de la estepa pampeana estd expuesta a anegamientos permanentes o ciclicos.
Existen suelos aptos para la agricultura y la ganaderia, aunque esta aptitud declina
acompafiando un gradiente de isohietas anuales que varia aproximadamente entre los
1.000 mm al noreste y los 400 mm al sudoeste. La mayor parte de las lluvias se
concentra en primavera y verano. Las temperaturas medias oscilan entre los 14°C y los
20°C.

La flora de la provincia Pampeana estd compuesta por unas mil especies de
plantas vasculares (Ledén 1991), formando un mosaico de estepas graminosas,
originalmente dominadas por gramineas, entre las que predominaron los géneros Stipa,
Poa, Piptochaetium, Aristida, Melica, Briza y Bromus con diferente cobertura y altura
de pastos, hierbas y arbustos (Cabrera 1971). Este mosaico s6lo es interrumpido por los
bafiados con vegetacion palustre alta dominada por Scirpus spp. y Typha spp. No
obstante, desde fines del siglo XIX, los pastizales pampeanos estan subdivididos por
alambrados y sometidos a un intenso pastoreo por ganado doméstico que mantiene su
fisonomia notablemente homogénea a través del paisaje. Sin embargo, a pesar de su
aspecto monoétono, el pastizal tiene una notable heterogeneidad en la composicion
floristica que ha permitido reconocer diferentes comunidades vegetales. (Batista et al.

2005).
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Figura 8. (a) Mapa de las provincias biogeografias de Argentina y (b) detalle de la provincia
biogeografica Pampeana (Cabrera & Willink 1973).

36—

Provincia Patagdnica
Provincia del Monte
Provincia del Espinal
Provincia Pampeana
Provincia Paranense
Provincia Chaquena
Provincia de las Yungas
Provincia Altoandina
Provincia de la Puna
Provincia de la Prepuna
Provincia Subantértica
Provincia Insular

H0DOmEEDEEDE

g —
el =

52°—

22



Biologia y biocontrol de Dichroplus elongatus, acridio plaga del agro en Argentina

Fundamentos y Objetivos de la Tesis.

Los acridios presentan la caracteristica de poseer oscilaciones en sus densidades
poblacionales generando lo que se conoce como explosiones poblacionales o
“outbreaks” (Rowley & Bennett 1993, Lockwood 1997). Es decir que sus densidades
poblacionales aumentan de manera considerable durante un periodo de tiempo
determinado. Esta caracteristica ha transformado a los acridios en un problema a nivel
mundial, causando dafios a diversos cultivos y pasturas en todos los continentes,
excepto Antartida (Jago 1998, Inglis et al. 2007). Estas explosiones poblacionales son
un proceso complejo y suelen repetirse de forma periddica. El proceso de crecimiento
poblacional es un concepto relativamente simple de comprender. Las densidades
poblacionales aumentan y disminuyen de acuerdo a los procesos de nacimientos,
muertes, emigraciones e inmigraciones, y la regulacion se alcanza cuando estas
oscilaciones se mantienen dentro de ciertos limites (Joern & Gaines 1990). No obstante,
la dinamica y los detalles biologicos que impulsan estos procesos aparentemente
sencillos son la suma de una serie de factores complejos tanto de caracteristicas
intrinsecas de la especie como de factores extrinsecos.

Teniendo en cuenta la importancia econdémica historica y actual de los acridios
en Argentina (Cigliano et al 2012), el objetivo central de este trabajo fue profundizar el
conocimiento acerca de la biologia de una de las especies mas perjudiciales para el agro
en nuestro pais, D. elongatus. Con el fin de corroborar su estatus como plaga agricola,
esclarecer algunos aspectos atn poco conocidos o controvertidos de su biologia. Asi
como también de los entomopatégenos a ella asociados como potenciales agentes de
biocontrol a largo plazo, con el fin de minimizar el uso de insecticidas quimicos para su
control, causantes de serias alteraciones bidticas y ambientales cuando su empleo no es
el adecuado (Pimentel & Lehman 1993, Levine et al. 2008).

La tesis se encuentra dividida en dos grandes ejes: biologia y biocontrol. Para los
estudios acerca de la biologia de D. elongatus se plantearon los siguientes objetivos
particulares: actualizar y cuantificar la presencia y abundancia relativa de D. elongatus
en las comunidades de acridios de los ambientes mas representativos de la provincia

Pampeana principalmente, pero también de las provincia del Espinal y Chaquefia.
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Determinar la existencia de poblaciones de D. elongatus sin diapausa embrionaria
obligatoria (bivoltinas o multivoltinas).

Con respecto al biocontrol de D. elongatus, se plantearon los siguientes
objetivos particulares: determinar la potencialidad del apicomplejo Gregarina ronderosi
como agente de biocontrol a largo plazo y determinar la posible ocurrencia de
antagonismo entre los microsporidios Paranosema locustae 'y Liebermannia

dichroplusae.
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2. Aspectos sobre la biologia de
Dichroplus elongatus

2.1 Presencia y abundancia relativa.

2.1.1 Introduccion

En los sistemas de pastizal, la diversidad de artropodos esta relacionada con la
heterogeneidad en la estructura de la vegetacion, la composicion especifica de las
plantas y las caracteristicas del ambiente en general (Joern 2005, Zhong-wei et al.
2006). En nuestro pais, especialmente en la provincia Pampeana, y al igual que en otras
regiones de pastizales del planeta, los acridios se encuentran entre los herbivoros
nativos mas importantes. La dindmica de las comunidades de acridios responde a
multiples factores por lo que suelen exhibir una gran heterogeneidad en cuanto a la
composicion y abundancia de las especies que las componen (Uvarov 1977). Ronderos
(1985), Joern & Gaines (1990) y Lockwood (1997b), entre otros autores, han senalado
que la coexistencia de acridios se produce gracias a la interacciéon de varios factores
como: estrategias reproductivas, diferencias interespecificas en la diapausa, seleccion
del alimento, fragmentacion del habitat y desarrollo secuencial de las especies
competidoras.

La mayoria de los métodos propuestos para evaluar la diversidad de especies se
refieren a la diversidad dentro de las comunidades o diversidad alfa. Seglin Moreno
(2001), las formas de estimar la biodiversidad de una determinada regién pueden ser
divididas en dos grandes grupos: las que utilizan métodos basados en la cuantificacion
de las especies presentes (riqueza especifica) y aquellas que utilizan métodos basados en
la estructura de la comunidad, o el valor proporcional de importancia de cada especie
(abundancia relativa, biomasa, productividad, etc.). Conocer la importancia relativa de
las especies permite tomar decisiones y emitir recomendaciones en favor de la

conservacion de especies y/o dreas amenazadas, asi como también acerca del manejo de
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aquellas especies que resultan dominantes y perjudiciales. La abundancia relativa de
cada especie permite identificar aquellas especies que por su representatividad en la
comunidad son mas o menos sensibles a las perturbaciones ambientales (Moreno 2001).
Este conocimiento es fundamental para la identificacion de las especies perjudiciales y
la toma de decisiones sobre su manejo.

Aproximadamente un tercio de las 203 especies conocidas para Argentina han
sido citadas para la provincia Pampeana (Carbonell ef al. 2006), donde D. elongatus es
histéricamente considerada una de las especies perjudiciales. Investigaciones previas en
dicha region sugieren que D. elongatus suele ser la especie dominante en la mayoria de
los habitats de pastizal. Sdnchez y de Wysiecki (1993), en un estudio realizado en
diferentes pasturas de la provincia de La Pampa, establecieron que D. elongatus fue la
especie mas abundante en los alfalfares (Medicago sativa). Cigliano et al. (2000), en un
estudio llevado a cabo en el Oeste de la provincia de Buenos Aires y Este de La Pampa,
registraron que D. elongatus fue una de las tres especies mas importantes constituyendo
en promedio el 63,4 % de la abundancia relativa de las comunidades. Ademas figurd
dentro de las cinco especies ampliamente distribuidas, presentandose en el 97 % de los
sitios muestreados. Por su parte, Beltrame ef al. (2002) en estudios realizados en el
centro de Santa Fe, la han senalado como la segunda tucura en importancia. Torrusio et
al. (2002) en una investigacion realizada en el partido de Benito Juarez registraron a D.
elongatus como la especie mas abundante y encontraron una asociacidon positiva entre
dicha especie con las pasturas implantadas y los sitios fuertemente alterados con
presencia de abundantes dicotiledoneas. Finalmente, de Wysiecki ef al. (2011), en un
trabajo sobre las comunidades de acridios de Benito Juarez durante 14 afios registraron
a D. elongatus entre las especies mas abundantes tanto en afios de baja como de alta
densidad de acridios.

El objetivo de este capitulo es actualizar y cuantificar la presencia y abundancia

relativa de D. elongatus en las comunidades de acridios de la provincia Pampeana,

principalmente, y en menor medida de las provincias del Espinal y Chaqueiia.
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2.1.2 Materiales y métodos.

En este estudio fueron colectadas y analizadas 164 muestras de acridios (Tabla
I)>. Los muestreos se realizaron a principios de enero y febrero durante cuatro
temporadas (2008 —2011) y durante febrero del 2012. Los mismos fueron efectuados en
dias de sol entre las 9:30 y 18:30 horas. Cada muestra consistio en el total de ejemplares
colectados mediante 200 golpes de red, en series de 25 golpes, con una red
entomoldgica de 40 cm de didmetro y 70 cm de profundidad (Fig. 9), a lo largo de
transectas. Las transectas fueron realizadas en serie de cuatro, separadas por un angulo
de 90° a partir de un punto central.

Las muestras se obtuvieron en distintos puntos distribuidos en la provincia
Pampeana (Fig. 10). Los sitios no fueron previamente preseleccionados. Cada sitio de
muestreo se ubico separado uno de otro por aproximadamente 50 km. (aquellos sitios
con distancias menores a 20 km e igual fisonomia vegetal se consideraron como un
mismo punto). Es decir, que una muestra es equivalente a un sitio y que un punto del
mapa puede incluir mas de una muestra o sitio. Los sitios incluyeron los ambientes mas
representativos de la provincia Pampeana (pasturas naturales e implantadas, cultivos,
pastizales con distinto grado de alteracion) pero también se abarcaron algunos sitios de

las provincias fitogeograficas del Monte y Chaquena.

Figura 9. Tipo de red entomologica utilizada para los muestreos.

*Debido a la extension y numero de las tablas y graficos presentes en este capitulo, los mismos fueron
ubicados en un anexo al final del capitulo.
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Figura 10. Mapa con la distribucion de los sitios donde fueron realizados los muestreos,
resaltadas se encuentran las provincias biogeograficas Pampeana (Azul), del Espinal (Verde), del Monte

(Gris), y Chaqueia (Amarillo) segiin Cabrera y Willink (1973).

Referencias: 1 — 6 Santa Fe: 1- Arrufo; 2- La Palmeras; 3- Constanza; 4- Cabal; 5- Rafaela; 6- Los sembrados. 7 — 20
La Pampa: 7- Quetrequén; 8- Calefu; 9- La Maruja; 10- Rucanelo; 11- Victorica; 12- El destino; 13- Miguel Riglos;
14- Quehué; 15- Utracan; 16- Hucal; 17- Gral. Acha; 18- Macachin; 19- Gral. San Martin. 20 — 67 Buenos Aires:
20- Brandsen; 21- Ranchos; 22- La Chumbeada; 23- Las Flores; 24- Saladillo; 25- Roque Perez; 26- Udaquiola; 27-
Ayacucho; 28- Rauch; 29- Rta 74 e/ Ayacucho y Tandil; 30- Tandil; 31 — Las nutrias, 32- Loberia; 33- Balcarce; 34-
Vivorata; 35- Mar Chiquita; 36- Tandil; 37- Azul; 38- Cachari; 39- Tapalqué; 40- Rta 205 e/ Bolivar y Saladillo; 41-
Ibarra; 42- Blancagrande; 43- Olavarria; 44- Empalme Querandies; 45- Benito Juarez; 46- Laprida; 47- La Madrid,
48- Tturregui ; 49- Cruce rta 60 y 85; 50- Pirovano; 51-Daireaux; 52- Laguna Alsina; 53- Guamini; 54-Rivera; 55-
Carhué; 56- Pigue; 57-Cruce rta 33 y 60; 58- Saliquelo; 59- Tres Lomas; 60- Bocayuva; 61- Trenque Lauquen; 62-
Carlos Tejedor ;63- Gral. Villegas; 64- Juan Jose Paso; 65- Pehuajo
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Cada barrido o golpe consistid en pasar la red entomologica a través de la
vegetacion abarcando un arco de 180° (Evans 1984, 1988) (Fig. 11). Esta técnica es
frecuentemente utilizada y de probada eficiencia para estimar la abundancia relativa de
las especies (Larson et al. 1999, Gardiner et al. 2005). Los golpes fueron tanto de “alta”
como de “baja velocidad” para asegurar que todas las especies (especies de reaccion
rapida vs. lenta) sean muestreadas (Gardiner et al. 2005). Los individuos colectados se
colocaron en jaulas de aluminio (20x20x30cm) y se mantuvieron vivos hasta su traslado
al laboratorio (Fig. 12).

Una vez en el laboratorio las muestras fueron conservadas en el freezer (-32° C)
hasta su procesamiento a fin de determinar las especies presentes, su abundancia
relativa, estado de desarrollo y sexo.

La identificacion de especies del género Dichroplus (Acrididae, Melanoplinae)
se efectud mediante la observacion de los cercos y del complejo falico del macho

(Ronderos et al. 1968).

Figura 11. Técnica de
muestreo de acridios mediante

el uso de red entomologica.

Figura 12. Jaula de aluminio (20x20x30cm)
con paredes de alambre tejido y tapa acrilica
transparente utilizada para el traslado con vida de los

acridios hasta el laboratorio.
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Los pastizales de la provincia Pampeana son frecuentemente sometidos a
perturbaciones que afectan tanto a las comunidades de plantas como de insectos en
general y de los acridios en particular. Los sitios de muestreo fueron clasificados
siguiendo las categorias utilizadas por Torrusio et al. (2002) y Mariottini (2009) en
trabajos realizados en la provincia Pampeana. Dichas categorias reflejan la historia de
uso y las perturbaciones ocasionadas por factores como el pastoreo intensivo, la

labranza y la siembra e introduccidon de pasturas y malezas exoticas (Torrusio ef al.
2002).

Pastizales halofilos (PH): Se trata de sitios caracterizados por la presencia de

comunidades vegetales halofilas ubicadas en zonas llanas o deprimidas, lo que facilita
su anegamiento durante las lluvias. Las especies dominantes pertenecen al género

Distichlis (Fig.13).

Figura 13. Pastizal halofilo.
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Pastizales _dominados por_ gramineas (PG): Sitios caracterizados por la

presencia de pastizales de estepas graminosas y estepas con diferente cobertura y altura
de pastos y hierbas que, si bien se hayan disturbados, el nivel de estrés no es lo

suficientemente intenso como para modificar sustancialmente la fisonomia (Fig. 14).

Figura 14. Pastizal dominado por gramineas.
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Pastizales dominados por dicotiledéneas (PD): Son frecuentemente utilizados

para pastoreo vacuno. El pastoreo intensivo modifica la estructura de la vegetacion y la
composicion de especies (Insausti et al. 2005). La introduccion de ganado ha provocado
un aumento en la abundancia y la diversidad de especies de dicotiledoneas tanto nativas

como exoticas (Fig. 15).

Figura 15. Pastizal dominado por dicotiledoneas.
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Cultivoes (C): La utilizacion de diversas variedades de pasturas para el engorde
de animales es una practica extendida en la provincia Pampeana. Las mas cominmente
utilizadas son las pasturas polifiticas, las de Medicago sativa (alfalfa) y las de gramineas
del género Agropyron y Lolium (Rye Grass). También se incluyen en esta categoria
aquellos cultivos intensivos no forrajeros bajo el marco tradicional de monocultivos,
principalmente soja (Glycine max), pero también girasol (Helianthus annuus), maiz

(Zea mays), etc. (Fig.16).

Figura 16 — Algunos de los principales cultivos de la provincia fitogeografica Pampeana. (a) Soja, (b)

Girasol y (c¢) pastura forrajera.

Nota: En adelante se utilizaran las abreviaturas (PH) — (PG) — (PD) — (C) para referirse a las distintas

categorias de ambientes, salvo cuando utilizados en subtitulos.
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Para cada sitio se registrdé el nimero total de individuos (N), la abundancia
relativa de las especies y la riqueza especifica (S). La abundancia relativa se expreso
como el porcentaje (%) de individuos de una misma especie en relacion al niimero total
de ejemplares colectados en cada sitio. Los resultados fueron expresados como el
promedio + el error estandar y el rango. La distribucion y abundancia relativa de las
especies de acridios fueron estimadas para el total de las muestras, y para cada uno de

los cuatro tipos de ambientes definidos anteriormente.

6 especies se clasificaron seglin su distribucion en: \

o Restringidas (R): si estaban presentes en menos del 25% de los

sitios muestreados.
e Limitadas (L): si se encontraban entre el 26 al 50 % de los sitios.

e Intermedias (I): si estaban presentes entre el 51 al 75% de los

sitios.

K Amplia (A): si estaban presentes en mas del 75% de los sitios. /

Las especies se clasificaron segin su abundancia en:

e Escasa (E): si la abundancia relativa promedio era menor del 10%

de los individuos por muestra.

e Frecuente (F): si la abundancia relativa promedio era del 11 al 30

% de los individuos/muestra.

e Abundante (A): si la abundancia relativa promedio era del 31 al

50% de los individuos/muestra.

e Muy Abundante (MA): si la abundancia relativa promedio era de

mas del 50% de los individuos/muestra.
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Para determinar la existencia de diferencias significativas en la abundancia
relativa de D. elongatus entre los distintos sitios se utilizo la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis. A continuacion, cuando los resultados fueron significativos, se realizod
la comparacion apareada de las medianas mediante la prueba de Mann-Whitney. En
todas las pruebas estadisticas un valor de p < 0,05 fue considerado significativo. Todos

los andlisis se realizaron con el programa estadistico XLSTAT 7.5.3. (Addinsoft 2005).

2.1.3 Resultados

El nimero promedio de ejemplares por muestra fue de 139 = 11,2 (11 — 1113),
siendo el numero total de individuos colectados aproximadamente de 22.800. Dichos
ejemplares pertenecieron a tres familias (Acrididae, Ommexechidae y Romaleidae),
ocho subfamilias (Acridinae, Copiocerinae, Gomphocerinae, Leptysminae,
Melanoplinae, Oedipodinae, Ommexechinae, Romaleinae) y 46 especies (Tabla. IT)*. La
riqueza especifica (S) promedio fue de 6,9 + 0,2, con un minimo de 1 y un maximo de
16 especies por muestra.

Respecto a la distribucion, D. elongatus estuvo presente en el 88,5 % de las
muestras, siendo la tunica especie de distribucion Amplia (A). Scotussa lemniscata (62,4
%), Aleuas linneatus (61,8 %) y Dichroplus pratensis (61,2 %) fueron las especies que
le siguieron, con una distribucion Intermedia (I) (Tabla. II).

Las diferencias entre D. elongatus y el resto de las especies se acrecientan
cuando analizamos su abundancia relativa promedio. Dichroplus elongatus fue
ampliamente superior, con una abundancia relativa promedio del 39,4 + 2.7 % (0,8 —
100), siendo la tnica especie Abundante (A). Mientras que S. lemniscata, A. linneatus y
D. pratensis presentaron una abundancia relativa del 16,5 £ 1,8 % (0,4 — 85,3),
categoria Frecuente (F); 8,1 = 1 % (0,1 — 51,1), categoria Escasa (E) y 17 £ 1,9 % (0,2 —
94,5), categoria Frecuente (F), respectivamente. Del total de los muestreos realizados,
D. elongatus resulto la especie numéricamente dominante en 81 muestras (49,1 %). En
34 muestras (20,6 %) estuvo entre las tres especies mas abundantes y en 31 muestras
(18,8 %), el numero de individuos se encontré por debajo de las tres especies mas
abundantes. Solo en 19 oportunidades (11,5 %) la presencia de D. elongatus no fue

registrada

*Debido a la extensién y nimero de las tablas y graficos presentes en este capitulo, los mismos fueron
ubicados en un anexo al final del capitulo.
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Al analizar la abundancia relativa de D. elongatus en las distintas categorias de
vegetacion (Grafico a) vemos que la dominancia de D. elongatus en los distintos
ambientes fue significativamente diferente (Kruskal Wallis, p<0.0001). Se observé un
aumento en la abundancia de D. elongatus correlacionada con el nivel de disturbio de
los ambientes desde los PH hasta los C (Grafico a). La abundancia relativa de D.
elongatus en los PH fue significativamente inferior a la abundancia relativa de D.
elongatus en PG (p<0.003), PD (p<0.0001) y C (p<0.0001).

La abundancia relativa de D. elongatus en PG fue significativamente inferior a la
abundancia en C (p<0.039) pero no fue significativamente diferente a PD (p=0.390).
Por ultimo, la abundancia relativa de D. elongatus en PD no fue significativamente
inferior a la de los C (p=0.194).

Con respecto a la presencia de D. elongatus vemos que la misma se registro en
mas del 80 % del total de las muestras (Grafico b), siendo los PD y los C los ambientes

donde se registraron los mayores valores (94% y 92% de las muestras respectivamente).

Pastizales halofilos (PH): Se tomaron 18 muestras correspondientes a pastizales
haléfilos (Grafico ¢), con un promedio de 146 + 19,1 (15 - 299) individuos por muestra
y una riqueza especifica promedio de 7,2 + 0,4 (11 - 4). Si bien D. elongatus se registro
en el 88,9 % de las muestras, su abundancia relativa promedio fue solo del 10,57 + 3 %,
siendo las especies mas abundantes Covasacris pallidinota (28,7 %) y Borellia bruneri
(26 %) (Tabla III). Dichroplus elongatus solo resultd la especie dominante en una
muestra (5,5 %), en cinco (27,8 %) fue una de las tres especies mas numerosas, en diez
(55,6 %) se encontrd por debajo de las tres especies mas abundantes y solo en dos

oportunidades (11 %) la presencia de D. elongatus no fue registrada.

Pastizales dominados por gramineas (PG): Se tomaron 83 muestras
correspondientes a pastizales dominados por gramineas (Grafico d), con un promedio de
145+ 36,9 (11 — 1113) individuos por muestra y una riqueza especifica promedio de 7 +
0,3 (2 - 16). Dichroplus elongatus se registr6 en el 85,54 % de las muestras, su
abundancia relativa promedio fue de 34,4 + 3 %, siendo la especie mas abundante en
este tipo de ambiente (Tabla IV). Dichroplus elongatus resultd la especie dominante en
40 muestras (48,2 %), en 17 (20,5 %) fue una de las tres especies mas numerosas, en 13
(15,7 %) se encontré por debajo de las tres especies mas abundantes y en otras 13

oportunidades (15,7 %) la presencia de D. elongatus no fue registrada.
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Pastizales dominados por dicotiledoneas (PD): Se tomaron 37 muestras
correspondientes a pastizales dominados por dicotiledoneas (Grafico e), con un
promedio de 151 + 27,5 (18 — 828) individuos por muestra y una riqueza especifica
promedio de 7,5 + 0,4 (13 — 4). Dichroplus elongatus se registrd en el 94,6 % de las
muestras, su abundancia relativa promedio fue del 37,2 + 4,6 % siendo la especie mas
abundante en este tipo de ambiente (Tabla V). Dichroplus elongatus resulto la especie
dominante en 20 muestras (54 %), en siete (18,5 %) fue una de las tres especies mas
numerosas, en ocho muestras (22,2 %) se encontré por debajo de las tres especies mas
abundantes y solo en dos oportunidades (5,4 %) la presencia de D. elongatus no fue

registrada.

Cultivos: Se tomaron 26 muestras en cultivos (Grafico f), con un promedio de
99 + 18 (11 - 263) individuos por muestra y una riqueza especifica promedio de 5 £ 0,5
(1 = 11). Dichroplus elongatus se registrd en el 92,3 % de las muestras, su abundancia
relativa promedio fue del 50 = 5 % siendo la especie dominante en este tipo de ambiente
(Tabla VI). Dichroplus elongatus resulto la especie dominante en 18 muestras (69,2 %),
en cinco (19,2 %) fue una de las tres especies mas numerosas, en una muestra (3,8 %) se
encontrd por debajo de las tres especies mas abundantes y en dos oportunidades (7,7 %)

no fue registrada.

Una mencion especial requieren los resultados obtenidos en los muestreos
realizados en la provincia biogeografica Chaquefia (Santa Fe) y en cultivos de soja. La
provincia biogeografica Chaquefia, a diferencia de lo observado en el resto de los sitios
de muestreo, D. elongatus no fue uno de los acridios numéricamente dominante
(Gréfico g). D. elongatus se registrd solo en el 16,6 % de las muestras (categoria
restringida) con una abundancia relativa promedio del 1,6 % (categoria escasa), siendo
Dichroplus exilis el melanoplino mejor representado, registrandose en el 100 % de las
muestras (categoria amplia) y con una abundancia relativa promedio del 18,7 %
(categoria frecuente) (Tabla VII).

En cultivos de soja se tomaron ocho muestras, con un promedio de 93 + 30,1 (11
- 263) individuos por muestra y una riqueza especifica promedio de 6 + 1. Dichroplus
elongatus se registro en el 100 % de las muestras (Grafico h), su abundancia relativa

promedio fue del 61,4 + 9,8 %, siendo la especie mas abundante en este tipo de
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ambiente (Tabla VIII). Dichroplus elongatus resultd la especie mas abundante en siete
muestras (87,5 %) y en una (12,5 %) fue una de las tres especies mas abundantes.
Nunca se la registro por fuera de las tres especies mas abundantes presentes en cultivos

de soja.

2.1.4 Discusion.

Los resultados de este estudio resaltan la importancia de D. elongatus como una
especie clave de las comunidades de acridios en la provincia Pampeana y parte del
Espinal (Fig.10), tanto por su distribucion como por su elevada dominancia relativa
promedio, resultando la unica especie que alcanzo las maximas categorias (Amplia y
Muy Abundante) en distribucion y abundancia, respectivamente. Estos resultados
concuerdan tanto con observaciones histéricas (Ronderos 1959, Liebermann 1972,
COPR 1982) como con registros mas recientes (Sanchez & de Wysiecki 1993, Cigliano
et al. 2000, Torrusio et al. 2002, de Wysiecki ef al. 2011), que senalan a D. elongatus
como una de las especies mas frecuentes y abundantes en la mayoria de los habitats de
pastizal, al menos en la provincia Pampeana y la zona sudoeste de la provincia del
Espinal. Cabe destacar que tanto la presencia como la abundancia de D. elongatus no
solo no disminuyeron en los ambientes con mayores niveles de disturbio (PD, C), si no
que por el contrario estas se vieron incrementadas (Grafico a), con respecto a los
ambientes menos disturbados (PH, PG). Estos resultados coinciden con lo observado
por de Wysiecki et al. (1997) quienes sostienen que se trata de una tucura ubicua, capaz
de tolerar disturbios ambientales producto de la intervencién humana mediante practicas
de pastoreo o agricultura. De hecho cuando vemos la abundancia relativa de D.
elongatus en los cultivos de soja (Tabla VIII), los cuales reflejan un alto nivel de
disturbio dadas sus caracteristicas de monocultivo altamente productivo, vemos que las
mismas corresponden a las mayores de todas las registradas con una abundancia relativa
promedio de 61,4 %, llegando incluso a ser la unica especie presente (Grafico h). Estos
datos, si bien son limitados, coinciden con lo observado recientemente por Scuffi et al.
(2012), en cultivos de soja en el partido de Benito Juarez donde se registr6 una clara
dominancia de D. elongatus. Si tenemos en cuenta que la soja en Argentina es un

cultivo relativamente nuevo (Fig. 2), se manifiesta la rdpida adaptabilidad de D.
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elongatus para aprovechar recursos aun en condiciones altamente disturbadas. Por su
parte, el nimero de presencias y la abundancia relativa de D. elongatus registradas en
las PD (Graficos a y b), concuerdan con los resultados obtenidos por Torrusio et al.
(2002), en los cuales D. elongatus presenta una asociacion con los ambientes
disturbados con dominancia de dicotiledoneas. Considerando que los cultivos son
ambientes temporales es decir no permanecen disponibles todo el afio debido a la
remocion del mismo en la época de cosecha por lo que deben ser constantemente
recolonizados. Estas observaciones podrian manifestar en cierta medida la capacidad de
D. elongatus para utilizar los ambientes disturbados como refugio (mas estables en el
tiempo), y en situaciones de explosiones poblacionales o “outbreak”™ invadir cultivos.
Observaciones similares han sido realizadas por Carrizo et al. (2010), para las
comunidades de acridios en cultivos de soja en un establecimiento agropecuario al
Norte de la provincia de Buenos Aires. Otro dato que se desprende de los resultados es
que, si bien D. elongatus se puede localizar en todos los ambientes de pastizal, no es
abundante en los pastizales de tipo halofilo, donde se registrd la menor abundancia
relativa promedio con solo un 11,9 £ 3 % (Gréafico a). Estos datos concuerdan con lo
observado por Mariottini (2009) para el partido de Laprida.

A nivel de subfamilia, Melanoplinae fue la mas abundante y diversa, con 17
especies, entre ellas tres de las mas ampliamente distribuidas y abundantes (D.
elongatus, D. pratensis, S. lemnicata). Le siguieron las subfamilias Gomphocerinae, con
12 especies entre las cuales se destacan B. bruneri y S. longicornis; Acridinae, con seis
especies (Covasacris pallidinota la mas importante); Copiocerinae, con solo dos
especies pero una de ellas, A. linneatus, entre las cuatro de mayor distribucion y
Romaleinae, con seis especies, todas de distribucion restringida y abundancia escasa.
Por ultimo, las subfamilias Oedipodinae, Leptysminae y Ommexechinae presentaron
una o dos especies, todas de presencia restringida y escasa (Tabla II). Estos datos
concuerdan con los patrones generales observados en estudios realizados a menor escala
en distintos partidos de la provincia de Buenos Aires (Sanchez & de Wysiecki 1993, de
Wiysiecki et al. 2000, Torrusio et al. 2002) y a escala regional (Cigliano et al. 2000) en
distintas zonas de la provincia Pampeana.

Si bien los resultados concuerdan con lo observado por diversos autores para la
provincia biogeografica Pampeana y del Espinal, los datos obtenidos de los muestreos
realizados en la provincia de Santa Fe (Gréafico h), correspondientes a la provincia

biogeografica Chaqueia, discrepan parcialmente con lo expuesto por Beltrame et al.
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(2002) para la misma zona. Si bien hay concordancia en que R. pictus es una de las
especies mas abundantes y frecuentes de la zona (Tabla VII), estos autores también
mencionan a D. elongatus como una de las tucuras mas abundantes y frecuentes. Dichos
autores registraron que D. elongatus comprendio el 8 % en el afio 1998 y el 25% en el
afio 2000 del total de acridios colectados, siendo en este Gltimo afio la segunda especie
en importancia. Los resultados del presente estudio, en cambio, sefialan a D. elongatus
como una especie poco frecuente y escasa, registrandose tan solo en el 16 % de los
sitios muestreados y con una abundancia relativa del 1,6 %. Las diferencias entre lo
registrado por dichos autores y el presente estudio podrian estar relacionadas con
cuestiones inherentes a la identificacion de la especie. Dichroplus exilis, una de las
especies con las que D. elongatus puede ser facilmente confundida, en especial cuando
su identificacion se basa solo en caracteres morfoldgicos externos (COPR 1982, Bardi
et al. 2011, Cigliano et al. 2012), no figura en las contribuciones sobre acridios para esa
zona (Salto & Beltrame 1999 a y b, Zequin et al. 1999, Beltrame et al. 2002, Luiselli et
al. 2002). Sin embargo, en los muestreos realizados en la provincia de Santa Fe, D.
exilis resulto la especie de la subfamilia Melanoplinae mas ampliamente distribuida y
abundante, encontrandosela en el 100 % de los sitios, con una abundancia relativa

promedio del 18,7 % (Tabla VII).
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2.1.5 Anexo

Tabla 1. Listado de los 164 sitios de colecta de las muestras analizadas durante las temporadas
2008 al 2012, riqueza especifica (S) y numero de acridios colectados (n). PH — Pastizal halofilo; PG —

Pastizal dominado por gramineas; PD — Pastizal dominado por dicotiledoneas; C — Cultivo.

N° Sitio Coordenadas yN;;SO Pcia. \iagteeti?i;i')?l S n
1 Brandsen 2;03,2122;% 2%%% Bs.As. PD 5| 181
2 Laprida 1 gg: jjf 31;:;‘,' ,'(S) 2%‘2)% Bs.As. PH 6 | 257
3 Laprida 9 gg gz :35:21" f (S) ZEO%% Bs.As. PD 8 | 117
4 Laprida 12 ‘ZZ)Z jj', g;‘z::g 2%%% Bs.As. PG 8 | 371
5 Laprida 6 6307 5255346226% ZEO%‘; Bs.As. C 6 | 190
6 Laprida 7 36(7)2 %2',1402'46,',' g 2F ggé Bs.As. PH 6 | 240
7 Laprida 2 ‘ZZ) jj%‘é g ;roegé Bs.As. C 8 | 106
8 Girondo g’fogzgg:_ggﬂg 2Fggé Bs.As PG 6 | 217
9 | Gral Villegas 235 3:;‘2:?;‘:8 2F 585; Bs.As PD 4 | 103
10 | La Arboleda 2 16533181193}8 2F ggé Bs.As PD 9 | 158
U | Vet | 653516380 | 2008 | Pampa | PO 1| o8
12 | ElDestino | oo 2 #80ES | Teb. Pa];jpa PG 10 | 244
13 | M ass | e1r15028°0 | 2008 | B AS| PP 0 | 172
14| Quetrequen | S80S0 | 2008 | pampa | PO 1| 194
15 Hucal 231245’;11417592(2 z’g 5(?(1))8 PaI;I?pa PD | 134
to | LaMaia | 20 ST00 | 2005 | pampa | PP 13 | 123
17 | EDesino | 05651950 | 2005 | pampa | P 8 | 4
18 | calewts | QUS| 2008 | pampa | PO s
19 Huanguelén 63 17 01;”23311:’% ; 588 Bs. As PG 7 44
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Mes y

Categoria

Ne° Sitio Coordenadas afio Pcia. vegetacion S n

19 Huanguelén 63 17 01;”;?)?11::(5) 2F g 88 Bs. As PG 7 44

0 | e | S R T BT
R I ERDE
22 | LaPrimavera 2 Zgg if:gg,,g ; g})’é Bs. As PG 9 | 251
23 Carlos Tejedor 225:55,’595955,’,’(8) ;g(t))g Bs. As PD 7 1 191
24 Laprida 7 ‘zz)z ggiféf',g 2‘%%"‘9 Bs. As. PH 9 | 254
25 Laprida 9 é’g 5255 52621 ,','(S) 2%%‘; Bs. As. PD 8 | 659
26 Laprida 5 2(7) jg,’ 5119:3: : CS) 2%‘2)69 Bs. As. PG 51 66

27 Laprida 10 gg j;‘ ,'561:2:: 8 21:6%69 Bs. As. C 9 | 383
28 | LaChumbeada g’g;‘; , f;';g,,g 2%‘2)69 Bs.As. PG 3| 41

29 Udaquiola gg:gg,’;z;g:(s) ZEOr(l)eg Bs.As. PG 4 | 285
30 Rauch 23045, 2‘? '7642,,3 2%‘(1)69 Bs As. PG 7| 64

31 Azul 5396 4‘;6, 1%%,% ZEO%‘; Bs.As. PG 3| 128
32 Tapalqué 368223,}30_ '105),’,3 2%‘2)69 Bs.As. PH 8 | 50

33 Olavarria ggofg,g:fg,,(s) ZEO%‘; Bs As. C 8 | 263
34 | Blancagrande 282 ﬁ,’jg:gg,’(s) 2%‘2)69 Bs.As. PG 131113
35 Bolivar 2?155347112233 2%%69 Bs.As. PG 51 110
o | P eres T | o |6
37 Saladillo g;igggﬁg 21:6%69 Bs.As. PD g | 101
38 Las Flores g’go ;’,jg:gi,,g 2]:6%69 Bs. As. PG 7 | 123
39 Udaquiola §§:§§:§19126:(S) 5589 Bs.As. PG 4 | 234
40 Ayacucho 2;373 ?g '96;',:’3 2F ggé Bs.As. PG 6 | 160
| s T e
42 Tandil 2;0211, 4157135 g 2F ggé Bs. As PG 51 82

43 Azul 3802315122‘”3 5589 Bs. As PH 11| 123
44 Querandies 63 0702(2) ,éggg,% ; g 89 Bs.As PG 10 | 158
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Mes y

Categoria

Ne Sitio Coordenadas afio Pcia. vegetacion S n
45 Olavarria ggo fg,j;fg,,(s) 2F(§:(k))9 Bs.As PG 8 44
46 Blancagrande 28:241”:325””(8) ; 589 Bs.As PG 8 | 270
47 Bolivar 36?01;’34‘711223”3 5839 Bs.As PG 4 | 204
48 Saladillo g;ogg ,iggg,g ; 589 Bs.As PG 11| 80
49 Roque Pérez g;:;g:gggg:(s) ;ggg Bs.As PG 7 65
50 Los Sembrados 211 0339 ’ng?i”g 5589 Sta. Fe PG 5 43
51 Rafaela 631103116, 1852491 ,,% ; g 89 Sta. Fe PG 14| 78
52 Constanza 6312 1‘;.9 5154293,% § g 89 Sta. Fe PH 10 | 182
53 Cabal 63010 42 ,ii: g% 2F S& Sta. Fe PG 14| 61
| e s e o w7 we
o | e T he o w1
o | CoseRu20y | witers T he o w1 m
57 Los pinos i—;zggllj%% ZEOri% Bs.As C 3 50
58 Tapalqué 368223,}30_ '105),’,3 i)nl% Bs.As PH 5 15
59 Tamangueyt 53 88 0233,;?7232 3",,80 ZEOri% Bs.As C 2 34
60 San Manuel zg‘gggég% ;6“160 Bs.As C 3| 26
61 Napaleoft gz;zjg"}tg?)g% 2]:61% Bs.As C 4 16
62 Las Nutrias 220259?11.'7279,, g 2]:61’160 Bs.As PH 7 | 139
63 El Moro 538553359 15093’2% ;ﬁ% Bs.As PH 7 | 104
64 | Coronel Vidal §’Zo§§§2j§§n (S) ;;ﬁeo Bs.As PG 6| 52
65 Las Armas 5377 5;;;23(') 2%‘1% Bs.As C 1| 144
66 | Nahuel ruca z;g‘s‘ﬁzg% 2%;‘:’0 Bs.As C 3| 20
67 Vivorata g;og 3,2985 16,, (S) 2]:611% Bs.As C. 6 52
68 | Coronel Vidal ;’;;’ 61,213"%,, (S) 2%;‘:’0 Bs.As PH 7 | 215
69 Maria Ignacia %579°013§}714222""()S 2]:611% Bs.As C. 6 33
70 Azucena 53970231(,)209"%69,,80 2%;% Bs.As C 5 95
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Mes y

Categoria

Ne° Sitio Coordenadas afio Pcia. vegetacion S n
7 Igircl?a 5391227?176.192"80 2]:611160 Bs.As C 3| B
72 Azucena ggog'fgslg"(sj ;Eﬁ% Bs.As C 8 57
73 Udaquiola gg;g;‘zsgg 2%111% Bs.As PG 5| 166
74 Ayacucho 2;2;;?29%:3 2%?% Bs.As PG 6| 92
| ey s i | w4
76 Tandil 35202566,54@%‘,‘,()5 2%?% Bs.As PD 4| 83
p | e s e Taa | k|3
78 Olavarria 2803,2;?2,,3 2%1160 Bs.As PG 7| 50
79 Querandies 63072(2)?53%2% 2%?% Bs.As C 3| 262
80 Blancagrande 28:241,’2;25:3 2%11160 Bs.As C 4 64
81 Tbarra 3661 01176,13"‘&75%,3 zFE)ri% Bs.As PG 8 | 103
82 Daireaux 216022,518@2,,3 2%1160 Bs.As PG 7 | 165
83 Guamini ggogj,gigg,,g z%ri% Bs.As PD 8 | 81
84 Garré égég ,3291:32,,3 i)nl% Bs.As C 9 | 110
85 Bocayuva 3663001 32592%8 2%1% Bs.As PG 8 | 347
86 Quenumé 3620324,211?'3417,,3 ;6“160 Bs.As C 9 | 121
v | BT T | v ||
e s Ly B | 9|
89 Rivadavia 63250 52955 52;%,% 2%1% Bs.As PD 10 | 828
90 | Carlos Tejedor 22555592558 ;;ﬁeo Bs.As C 11 130
91 Girondo 5?3 60236387 6,?‘0 2%‘1% Bs.As PG 7 | 349
92 Udaquiola gg:§§:§19126::(s) ;(;TO Bs.As PG 4 | 157
93 Ayacucho 2;2373’ ’560 96;,:’3 ; S?O Bs.As PG 5| 161
94 El Moro ggogg, 512..83”(5) ; g?b Bs.As PG 7| 65
95 Tandil 35202566,54@%‘,‘,3 ;g}’(') Bs.As PD 6 | 71
o | fmEe s T | w5
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Ne° Sitio Coordenadas N;f.lsoy Pcia. i;‘:gggi n
97 Olavarria ggofg,j;'fg,,(s) ;‘;i’é Bs.As PG 27
98 Querandies 63 07023 ,igig,% ; g ?0 Bs.As PG 55
99 Blancagrande gg:ii ,’2325:(8) ; g ?0 Bs.As PG 73
100 Pirovano 2?%2,;8;2,,3 5(?})0 Bs.As PD 49
101 Daireaux 216022,51832,,(8) ;g?o Bs.As PG 213
102 Guamini g’gogi,gz:;’g,,g ;g}’(') Bs.As PG 42
103 Garré égo:f?,g;ﬁ,,g Zng’(') Bs.As PG 121
| e s e w
105 | LapridaSitio 7 362) ?52140246 g ngi’(') Bs. As PH 112
106 | LapridaSitio 3 630700 44;4 ' 51351 ,, % § g ?O Bs. As PD 124
107 | LapridaSitio 4 gg jj ,' 83:58,' ,'CS) ;Foe?(') Bs. As PG 93
108 | Laprida sitio 10 gg j;‘ fﬁéﬁf f(S) 55?6 Bs.As. C 24
109 Napaleoft 2;232&23%2% ; Oe ?O Bs.As C. 116
110 Pieres 5388 4%%4%259,% 2Fg§’(') Bs.As PH 115
111 Pieres 53;3% 4202, 4095559,,80 ; g ?O Bs.As PH 84
112 | Tamangueyt 3588000524;,3587'1’(’)8 2F Si’b Bs.As PG 96
113 Las Nutrias 220259?11.'7279,, OS 5(()3?0 Bs.As PH 72
114 El Moro 5%%_,;,2%2,% 2Fg§’6 Bs.As PH 73
115 |  San Manuel g;‘s‘?égég% ;g?(') Bs.As C 11
116 | El Lenguaraz gg 5223%%%,% 2F(‘)3?6 Bs.As C 72
117 Udaquiola gg:; ; ,’;2326,’,’(8) 2]:61;61 Bs.As PG 74
118 Ayacucho 538732221‘;% 2%?61 Bs.As PG 65
119 Rauch ggo‘f, 2439 7642 g 2%‘1"1 Bs.As PG 31
120 Azul 53960 4‘;6, 1%.6719,,% 2%?61 Bs.As PG 59
121 | Colonia Nieves 280531, 12 20 6319” g 2]:61;61 Bs.As PG 44
122 Saladillo ggogg,igfg,,g 2%“161 Bs.As PG 31

45




Biologia y biocontrol de Dichroplus elongatus, acridio plaga del agro en Argentina

Mes y

Categoria

Ne° Sitio Coordenadas afio Pcia. vegetacion S n
123° | Roque Pérez g;fgglggg(s) 2]:;;161 Bs.As PG 3| 28
124 | Gob. Udaondo 3558"1386 ,579355?, OS 2]:6161 Bs.As PG 3 11
125 Udaquiola gg:§§:§19126::(8) 58?1 Bs.As PD 4 18
126 Ayacucho 53 87 00355’%;1‘;:80 ; g 1;)1 Bs.As PG 3 85
127 Fulton g;isgf Z.';S,,(S) 2Fg§)i Bs.As PG 5| 127
128 Tandil 2;0211, 41571358 ;g}’i Bs.As PG 9 | 231
o] o | oeews I e | w0 @
130 Blancagrande gg:ﬁ ,’2325:(8) § g ?1 Bs.As PG 5 176
131 Tbarra 3661 01176,13‘275%3 2F g?i Bs.As PD 9| 87
132 Pirovano 216%;85123 ;ﬁ’i Bs.As PD 9 | 111
133 Daireaux 216022,51832,,(8) 5(??1 Bs.As PD 9 106
134 Laguna Alsina 3662151 14”112.%""’ g § g ?1 Bs.As PG 6 | 199
35| Gumm | SS023S [ Fe | T g 7| 1
136 Garré 25%3,591:172,,3 2Fg§’i Bs.As PG 8 | 169
| | SaES S e v 6|
138 Pehuajé gfog,fj:gg,,g ;fi’i Bs.As PG 4 | 60
139 Girondo 5?3 60236387 6,?‘0 ;g?i Bs.As PD 71 39
140 Udaquiola gg:;;‘:ig?::g 2Fg§)2 Bs.As PD 4 | 387
141 | Ayacucho gggg X if; : (S) ;g?é Bs.As PD 5| o1
142 Azul 220?,?’ 53415 S 2ng’2 Bs.As PD 4| 63
143 Blancagrande 36’822‘1",42715,,,,3 ; g 1;)2 Bs.As PG 8 95
144 Ibarra 2?0 ig iﬁ'f,, g 2Fg?é Bs.As PD 9| 73
145 | Pirovano 2? %2328; g ;g}’é Bs.As PD 13| 80
146 Daireaux Z?o 22 5254 83 g ;g?é Bs.As PG 6 | 45
147 | Laguna Alsina zgz %35;‘623 ;g})i Bs.As PD 7| 35
148 Carhué ZZ 3(5)037102 g 2Fg?é Bs.As PG 7 | 286
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Mes y

Categoria

Ne° Sitio Coordenadas afio Pcia. vegetacion S n
149 Pigiie Zg ;é,j; 72 S 2ng’2 Bs.As C 6| 24
150 Carhué 2; ég 555274 S‘ ; g?é Bs.As PD 9 | 48
151 Macachin Z;o 8; ,435'41, ,OS 58?2 Bs.As PG 13 | 227
152 | Miguel Riglos ég ‘3“9", 5452943 : g}’é Bs.As PG 10 | 243
153 Pellegrini Zg(‘)’ (1)%’74281.2,’,’08 ; g ?2 Bs.As PG 9 | 142
o e mmECSIE L |7
155 | Juan José Paso Zg ?2251281 : g : g?é Bs.As PD 6 | 78
156 | Gob. Udaondo gg i;,;g 74 g ;ﬁ’i Bs.As PD 6 | 46
157 Tandil ?5’; ii,}if, : S : g?i Bs.As PG 10| 51
158 | Benito Juarez g; iz 512 19 g ;ﬁ’i Bs.As PG 6 | 58
159 | Tturregui 2(6; gg 5972523 : Oell’é Bs.As PD 7| 58
160 Blancagrande 2?)23141‘ ,,4271 .'45,,,’3 § g ?2 Bs.As PG 8 81
o | o | ARSI TR
@ | Umen | TS T LD T 5|
| | SSBAESTTES TS |y
164 | Las Palmeras 36? 23?232% 2F g?ﬁ S;‘:a PG 9| 43
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Tabla Il. Especies registradas durante los muestreos realizados entre 2008 — 2012; categorizacion de

abundancia y distribucion.

Especies

Familia Acrididae
Subfamilia Acridinae
Allotruxalis gracilis (Giglio - Tos)
Cocitotettix argentina (Bruner)
Covasacris pallidinota (Bruner)
Metaleptea adspersa (Blanchard )
Parorphula graminea Bruner
Subfamilia Copiocerinae
Aleuas lineatus Stal
Aleuas vitticollis Stal
Subfamilia Gomphocerinae
Amblytropidia australis Bruner
Borellia bruneri (Rhen)
Borellia pallida (Bruner)
Dichromorpha australis Bruner
Euplectrotettix ferrugineus Bruner
Euplectrotettix schulzi Bruner (*)
Laplatacris dispar Rhen
Orpulella punctata (De Geer)
Rhammatocerus pictus (Bruner)
Scyllinula variabilis (Bruner)
Sinipta dalmani (Stal)
Staurorhectus longicornis Giglio - Tos
Subfamilia Leptysminae
Leptysma argentina Bruner
Tucayaca gracilis Giglio — Tos
Subfamilia Melanoplinae
Atrachelacris unicolor Giglio - Tos
Baeacris pseudopunctulatus (Ronderos)
Baeacris punctulatus (Thunberg)
Dichroplus conspersus Bruner
Dichroplus elongatus Giglio - Tos
Dichroplus exilis Giglio - Tos
Dichroplus maculipennis (Blanchard)
Dichroplus pratensis Bruner

Dichroplus schulzi Bruner

Categoria
Distribucion  Abundancia
R E
R F
L F
R E
R E
| E
R E
R E
L F
R E
R E
R F
R E
R E
R E
R E
R E
R E
L F
R E
R E
R F
L E
R E
R E
A A
R F
R F
| F
R E
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Dichroplus vittatus Bruner
Leiotettix pulcher Rehn
Neopedies brunneri (Giglio — Tos)
Ronderosia bergi (Stal)
Ronderosia forcipata (Rhen)(*)
Scotussa cliens (Stél)
Scotussa daguerrei Lieberman
Scotussa lemniscata (Stal)
Subfamilia Oedipodinae
Trimerotropis pallidipennis (Burmeister)
Familia Ommexechidae
Subfamilia Ommexechinae
Graea horrida Philippi
Familia Romaleidae
Subfamilia Romaleinae
Chromacris speciosa (Thunberg)
Coryacris angustipennis (Bruner)
Diponthus argentinus Pictet & Saussure
Staleochlora viridicata viridicata (Serville)
Xyleus laevipes (Stal)
Zoniopoda tarsata (Serville)

— A0 A 00X

A

A A0 A0 A0A0A

MMmMmmMmMMIM™Mm

m

mmmimimm

(*) Nuevos registros para la provincia de Buenos Aires.
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Tabla III. Especies registradas en los pastizales halofilos; categorizacion de abundancia y distribucion.

Especies

Familia Acrididae
Subfamilia Acridinae
Allotruxalis gracilis (Giglio - Tos)
Covasacris pallidinota (Bruner)
Parorphula graminea Bruner
Subfamilia Copiocerinae
Aleuas lineatus Stal
Subfamilia Gomphocerinae
Borellia bruneri (Rhen)
Borellia pallida (Bruner)
Dichromorpha australis Bruner
Orpulella punctata (De Geer)
Rhammatocerus pictus (Bruner)
Scyllinula variabilis (Bruner)
Sinipta dalmani (Stal)
Staurorhectus longicornis Giglio - Tos
Subfamilia Leptysminae
Tucayaca gracilis Giglio—Tos
Subfamilia Melanoplinae
Baeacris punctulatus (Thunberg)
Dichroplus conspersus Bruner
Dichroplus elongatus Giglio - Tos
Dichroplus exilis Giglio - Tos
Dichroplus maculipennis (Blanchard)
Dichroplus pratensis Bruner
Leiotettix pulcher Rehn
Scotussa lemniscata (Stal)
Familia Romaleidae
Subfamilia Romaleinae
Staleochlora viridicata (Serville)

Categoria
Abundancia

Distribucion

r>»

AADAADADA>>

A

FWHM;U>|_;U

=
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Tabla IV. Especies registradas en los pastizales dominados por gramineas; categorizacion de

abundancia y distribucion.

Especies Categoria
Distribucion  Abundancia
Familia Acrididae
Subfamilia Acridinae

Allotruxalis gracilis (Giglio - Tos ) R E
Cocitotettix argentina (Bruner) R F
Covasacris pallidinota (Bruner) L E
Metaleptea adspersa (Blanchard) R F
Parorphula graminea Bruner R E
Subfamilia Copiocerinae
Aleuas lineatus Stél I E
Aleuas vitticollis Stal R E
Subfamilia Gomphocerinae
Amblytropidia australis Bruner R E
Borellia bruneri (Rhen) L F
Borellia pallida (Bruner) R E
Dichromorpha australis Bruner R F
Euplectrotettix ferrugineus Bruner R F
Euplectrotettix schulzi Bruner R F
Laplatacris dispar Rhen R E
Orpulella punctata (De Geer) R E
Rhammatocerus pictus (Bruner) R E
Scyllinula variabilis (Bruner) R E
Sinipta dalmani (Stal) R E
Staurorhectus longicornis Giglio — Tos L F
Subfamilia Leptysminae
Leptysma argentina Bruner R E
Tucayaca gracilis Giglio — Tos R E
Subfamilia Melanoplinae
Atrachelacris unicolor Giglio — Tos R E
Baeacris pseudopunctulatus (Ronderos) L E
Baeacris punctulatus (Thunberg) R E
Dichroplus conspersus Bruner R E
Dichroplus elongatus Giglio - Tos A A
Dichroplus exilis Giglio — Tos R F
Dichroplus maculipennis (Blanchard) R F
Dichroplus pratensis Bruner I F
Dichroplus vittatus Bruner R F
Leiotettix pulcher Rehn R E
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Neopedies brunneri (Giglio — Tos)
Ronderosia bergi (Stal)
Ronderosia forcipata (Rhen)
Scotussa cliens (Stal)
Scotussa daguerrei Lieberman
Scotussa lemniscata (Stal)
Subfamilia Oedipodinae
Trimerotropis pallidipennis (Burmeister)
Familia Ommexechidae
Subfamilia Ommexechinae
Graea horrida Philippi
Familia Romaleidae
Subfamilia Romaleinae
Chromacris speciosa (Thunberg)
Diponthus argentinus Pictet & Saussure
Staleochlora viridicata (Serville)
Zoniopoda tarsata (Serville)
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Tabla V. Especies registradas en los pastizales dominados por dicotiledoneas; categorizacion de

abundancia y distribucion.

Especies Categoria
Distribucion  Abundancia

Familia Acrididae
Subfamilia Acridinae

Allotruxalis gracilis (Giglio - Tos) R E
Cocytotettix argentina (Bruner) R E
Covasacris pallidinota (Bruner) R F
Metaleptea adspersa (Blanchard) R E
Parorphula graminea Bruner R E
Subfamilia Copiocerinae
Aleuas lineatus Stal L E
Aleuas vitticollis Stél R E
Subfamilia Gomphocerinae
Amblytropidia australis Bruner R E
Borellia bruneri (Rhen) L E
Borellia pallida (Bruner) R E
Euplectrotettix ferrugineus Bruner R E
Euplectrotettix schulzi Bruner R E
Laplatacris dispar Rhen R E
Orpulella punctata (De Geer) R E
Rhammatocerus pictus (Bruner) R E
Scyllinula variabilis (Bruner) R E
Sinipta dalmani (Stal) R E
Staurorhectus longicornis Giglio — Tos L F
Subfamilia Leptysminae
Leptysma argentina Bruner R E
Tucayaca gracilis Giglio — Tos R E
Subfamilia Melanoplinae
Atrachelacris unicolor Giglio - Tos R F
Baeacris pseudopunctulatus (Ronderos) L E
Baeacris punctulatus (Thunberg) R E
Dichroplus conspersus Bruner R E
Dichroplus elongatus Giglio - Tos A A
Dichroplus exilis Giglio - Tos R F
Dichroplus maculipennis (Blanchard) R F
Dichroplus pratensis Bruner I F
Dichroplus schulzi Bruner R E
Dichroplus vittatus Bruner R F
Leiotettix pulcher Rehn L E
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Neopedies brunneri (Giglio — Tos)
Ronderosia bergi (Stal)
Ronderosia forcipata (Rhen)
Scotussa cliens (Stal)

- A0 r

Scotussa lemniscata (Stal)
Subfamilia Oedipodinae
Trimerotropis pallidipennis (Burmeister)

A

Familia Romaleidae

Subfamilia Romaleinae
Chromacris speciosa (Thunberg)
Coryacris angustipennis (Bruner)
Diponthus argentinus Pictet & Saussure
Xyleus laevipes (Stal)
Zoniopoda tarsata (Serville)
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Tabla VI. Especies registradas en los cultivos; categorizacion de abundancia y distribucion.

Especies Categoria
Distribucion Abundancia

Familia Acrididae
Subfamilia Acridinae

-

Covasacris pallidinota (Bruner) L
Metaleptea adspersa (Blanchard) R

m

Parorphula graminea Bruner R E
Subfamilia Copiocerinae

-
m

Aleuas lineatus Stal
Subfamilia Gomphocerinae
Borellia bruneri (Rhen)
Borellia pallida (Bruner)
Euplectrotettix schulzi Bruner
Orpulella punctata (De Geer)
Sinipta dalmani (Stal)
Staurorhectus longicornis Giglio - Tos
Subfamilia Leptysminae

A0 A

P
m

Tucayaca gracilis Giglio — Tos
Subfamilia Melanoplinae

Baeacris pseudopunctulatus (Ronderos)

Baeacris punctulatus (Thunberg)

m m

Dichroplus conspersus Bruner
Dichroplus elongatus Giglio - Tos MA
Dichroplus maculipennis (Blanchard)
Dichroplus pratensis Bruner
Leiotettix pulcher Rehn

Neopedies brunneri (Giglio - Tos)
Ronderosia bergi (Stal)

Ronderosia forcipata (Rhen)

Scotussa lemniscata (Stal)

rJxXxXX0XX0—A0>X0DAOrr
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Tabla VII. Especies registradas en Santa Fe; categorizacion de abundancia y distribucion.

Especies

Familia Acrididae
Subfamilia Acridinae
Covasacris pallidinota (Bruner)
Metaleptea adspersa (Blanchard )
Subfamilia Copiocerinae
Aleuas lineatus Stél
Aleuas vitticollis Stal
Subfamilia Gomphocerinae
Amblytropidia australis Bruner
Borellia bruneri (Rhen)
Borellia pallida (Bruner)
Dichromorpha australis Bruner
Laplatacris dispar Rhen
Orpulella punctata (De Geer)
Rhammatocerus pictus (Bruner)
Scyllinula variabilis (Bruner)
Staurorhectus longicornis Giglio - Tos
Subfamilia Leptysminae
Leptysma argentina Bruner
Subfamilia Melanoplinae
Atrachelacris unicolor Giglio - Tos
Baeacris pseudopunctulatus (Ronderos)
Dichroplus conspersus Bruner
Dichroplus elongatus Giglio - Tos
Dichroplus exilis Giglio - Tos
Dichroplus pratensis Bruner
Neopedies brunneri (Giglio — Tos)
Ronderosia bergi (Stal)
Scotussa lemniscata (Stal)
Familia Romaleidae
Subfamilia Romaleinae
Chromacris speciosa (Thunberg)
Coryacris angustipennis (Bruner)
Diponthus argentinus Pictet & Saussure

Staleochlora viridicata viridicata (Serville)

Zoniopoda tarsata (Serville)

Categoria
Abundancia

Distribucion

-

A >
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Tabla VIII. Especies registradas en cultivo de soja; categorizacion de abundancia y distribucion.

Listado de Especies

Familia Acrididae
Subfamilia Acridinae
Metaleptea adspersa (Blanchard )
Parorphula graminea Bruner
Subfamilia Copiocerinae
Aleuas lineatus Stal
Subfamilia Gomphocerinae
Borellia bruneri (Rhen)
Borellia pallida (Bruner)
Euplectrotettix schulzi Bruner (¥)
Orpulella punctata (De Geer)
Sinipta dalmani (Stal)
Staurorhectus longicornis Giglio - Tos
Subfamilia Melanoplinae
Baeacris pseudopunctulatus (Ronderos)
Baeacris punctulatus (Thunberg)
Dichroplus conspersus Bruner
Dichroplus elongatus Giglio - Tos
Dichroplus pratensis Bruner
Neopedies brunneri (Giglio — Tos)
Ronderosia bergi (Stal)
Ronderosia forcipata (Rhen)(*)
Scotussa lemniscata (Stal)
Familia Romaleidae
Subfamilia Romaleinae
Zoniopoda tarsata (Serville)

Categoria
Distribucion Abundancia
R E
R F
| E
R E
R E
R E
R E
R F
R E
| F
R E
R E
A MA
| F
R E
L E
R E
L F
R E
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Grafico a. Abundancia relativa promedio de Dichroplus elongatus en las distintas categorias de

vegetacion.
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Grafico b. Presencia de Dichroplus elongatus en las muestras segun las distintas categorias de

vegetacion.
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Grafico c. Abundancia relativa de Dichroplus elongatus en los pastizales haléfilos.
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Grafico d. Abundancia relativa de Dichroplus elongatus en los pastizales dominados por gramineas.
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W D. elongatus O Otras spp
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Grafico e. Abundancia relativa de Dichroplus elongatus en los pastizales dominados por dicotiledoneas.
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Grifico f. Abundancia relativa de Dichroplus elongatus en cultivos.
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Grafico g. Abundancia relativa de Dichroplus elongatus en la Provincia de Santa Fe.
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Grafico h. Abundancia relativa de Dichroplus elongatus en cultivos de soja.
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2.2 Diapausay voltinismo

2.2.1 Introduccion

El término diapausa surge en 1893 para describir un estado de la morfogénesis
de una especie de acridio (Andrewartha 1952). Posteriormente, este término fue
adoptado por la ecologia y la fisiologia y redefinido como el estado fisioldgico de
descanso o dormancia que suele ocurrir en un gran niamero de insectos (Andrewartha
1952, Kerkut & Gilbert 1985). La diapausa por lo general ocurre en el estado del ciclo
de vida que esta mejor adaptado para resistir las adversidades ambientales. Andrewartha
(1952) sugiere que al hablar de diapausa se debe pensar el desarrollo en términos de
aspecto morfologico como la morfogénesis, y el aspecto fisiolégico como su analogo la
fisiogénesis. De esta forma, podemos considerar a la diapausa como el estadio en la
fisiogénesis que debe ser completado como prerrequisito para la reanudacion de la
morfogénesis.

Tanto la diapausa embrionaria como las migraciones son interpretadas como
mecanismos que permiten a los insectos en general y a los acridios en particular
atravesar periodos desfavorables (Tauber et al. 1986, Joern & Gaines 1990, Danks
2006, 2007). La diapausa es considerada como un mecanismo que posibilita sincronizar
el desarrollo con las condiciones ambientales cuando estas son predecibles, y de esta
forma sortear exitosamente los cambios estacionales que se producen en el ambiente
(Tauber et al. 1986, Danks 2006). Por ejemplo, en ambientes templados los individuos
se desarrollan durante el verano y entran en diapausa durante el invierno (Uvarov 1977,
Danks 2006). Este tipo de ciclo es el que se considera “tipico” de acridios, aunque tal
vez esto se deba en parte a que la mayoria de los ciclos estudiados corresponden a

acridios de climas templados con inviernos frios (Uvarov 1977).
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Figura 17. Ciclo de vida generalizado de acridios donde pueden verse algunas de las posibilidades de
diapausa. Si bien los ciclos de vida pueden ser muy diferentes entre las especies de acridios el siguiente

esquema muestra un cuadro general de las posibilidades. (Fuente: Modificado de Joern & Gaines 1990).

Diapausa ‘ Diapausa ‘
s — r
Huevo 1 \ T \
- = Primer estadio i 3 Ultimo estadio
: ninfal ninfal
Huevon
Adulto . Adulto
. — Maduracion @ —— .
reproductivo prereproductivo
Diapausa

La diapausa puede ocurrir en cualquier estado del ciclo de vida (Fig. 17)
(Andrewartha, 1952, Joern & Gaines 1990, Chapman 1998). Por ejemplo, si la misma
ocurre en el estado de huevo puede iniciarse cuando el embridén es aun muy joven, a la
mitad de su crecimiento o cuando esta a punto de eclosionar. En el estado ninfal la
diapausa puede ocurrir en cualquiera de los estadios aunque suele ocurrir en el ultimo.
No obstante, la diversidad de opciones posibles, el estado/estadio en el cual la diapausa
ocurre suele ser caracteristico para cada especie (Andrewartha 1952, Joern & Gaines
1990). En contraposicion, la incidencia de la diapausa puede ser altamente variable, no
solo de especie a especie, sino también entre diferentes poblaciones de una misma
especie (Andrewartha 1952). La diapausa puede ser obligatoria o facultativa,
entendiéndose por especies con diapausa obligatoria a aquellas que normalmente poseen
una sola generacion anual y cuyos huevos entran en un periodo de reposo o latencia

obligado en etapas tempranas de la embriogénesis. Por su parte, las especies con
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diapausa facultativa son capaces de tener mds de una generacion anual si las
condiciones son favorables. En caso contrario, los huevos entran en diapausa hasta que
las condiciones sean adecuadas. El numero de generaciones por afio (voltinismo) se
correlaciona con el tipo de diapausa embrionaria que presenta una especie. Mientras que
una diapausa embrionaria obligatoria conduce al univoltinismo, una diapausa facultativa
o la ausencia de diapausa permiten el bivoltinismo o multivoltinismo.

Estos aspectos resultan relevantes desde una perspectiva aplicada ya que las
especies de tucuras con capacidad de desarrollar mas de una generacion por afio
(bivoltinas o multivoltinas) tienden a requerir esfuerzos de control més sostenidos (es
decir, prolongados en el tiempo) que las especies univoltinas (Campodoénico 1969, Krall
& Wilps 1994, Lange ef al. 2005). A su vez, una segunda generacién puede producir
aumentos en las densidades de las poblaciones y su potencial de dafo. Cabe senalar la
importancia de realizar estudios sobre la biologia de los acridios ya que la utilizacion
del conocimiento derivado de los mismos puede ser de importancia para el éxito en
campaifias de control con el fin de reducir los dafios.

Entre las especies del género Dichroplus, al igual que la mayoria de las tucuras,
se presentan ambos tipos de diapausa embrionaria (obligatoria y facultativa) (Turk &
Barrera 1979). No obstante, existe informacion contradictoria respecto del tipo de
diapausa embrionaria que presenta D. elongatus y su correspondiente voltinismo.
Mientras que algunos autores (Campodonico 1966, 1968, 1969, Barrera & Paganini
1975, Luiselli et al. 2002) sostienen que esta especie presenta diapausa embrionaria
facultativa y por ende capacidad de poseer mas de una generacion al afio, otros autores
(Liebermann 1949, Turk & Barrera 1979, Sisler 1981, Lange 1986, de Wysiecki et al.
1997, Mariottini et al. 2011b) sostienen que D. elongatus presenta diapausa obligatoria
y es univoltina.

En este sentido, el objetivo de este capitulo es abordar el estudio de este aspecto
controversial de la biologia de D. elongatus, ya que el tipo de diapausa embrionaria y el
voltinismo a ella asociada resulta un aspecto indispensable de esclarecer, pues se trata
de una de las principales caracteristicas bioldgicas de los acridios que debe ser

considerada y conocida al momento del manejo de sus poblaciones.
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2.2.2 Materiales y métodos.

Los ejemplares de D. elongatus utilizados en este estudio provinieron de las
zonas donde se contaba con registros de una posible segunda generacion mediante
observaciones de campo: Guamini, provincia de Buenos Aires (Campodoénico 1968,
1969); Rafaela, provincia de Santa Fe (Luiselli et al. 2002) y San Miguel de Tucuman,
provincia de Tucumén (Barrera & Paganini 1975). Los ejemplares fueron colectados
como adultos mediante el uso de redes entomoldgicas y transportados vivos al
laboratorio. La identificacion de los insectos colectados requirié la observacion de los
cercos de los machos y del complejo falico siguiendo a Ronderos et al. (1968). De lo
contrario, cuando se examina exclusivamente su morfologia externa, D. elongatus
puede ser facilmente confundida con otras especies del género (COPR 1982, Bardi et al.
2011, Cigliano et al. 2012) (Fig. 18). Una de estas especies, simpatrica con D. elongatus
y por lo general presente en las localidades de muestreo, es Dichroplus exilis (Carbonell
et al. 2006, Bardi & Lange 2011, Bardi e al. 2011) (Fig. 19 y 20). Una vez en el
laboratorio, los insectos se mantuvieron siguiendo los procedimientos empleados por
Henry (1985a) y Lange (1986) para la reproduccion de tucuras en cautiverio. Los
individuos fueron colocados en jaulas de aluminio (20 x 20 x 30 cm) con paredes de
alambre tejido, usualmente utilizadas a nivel mundial (Henry 1985, Hinks & Erlandson,
1994) y mantenidas en una sala de cria bajo condiciones controladas (30°C, 14L: 100,
40% HR), condiciones de comprobada efectividad para la cria de D. elongatus (Lange
1986). Los insectos fueron alimentados con hojas frescas de distintas hierbas, y lechuga,
repollo y salvado de trigo. Cada jaula fue provista de sustratos para la puesta de huevos,
consistentes en recipientes de plastico transparente de 10 cm de profundidad, con arena
tamizada y esterilizada (Fig. 21). Los sustratos fueron humedecidos periddicamente para
evitar que los huevos perdieran turgencia y viabilidad. La termorregulacion, el
apareamiento y la oviposicion fueron estimulados con una bombilla de 75 W

suspendida 15 cm por encima de cada jaula.
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Figura 18. Clave para la diferenciacion de Dichroplus elongatus de dos de las especies mas similares

(Dichroplus patruelis, Dichroplus exilis) presentes en Argentina (Fuente: Cigliano ef al. 2012)

Dichroplus elongatus Dichroplus patruelis Dichroplus exilis

Cercos de los

machos
Con la mitad distal plana y Con la mitad distal cilindrica, Con la mitad distal redondeada
ligeramente espatulada apice agudo

Cingulo y

endofalo, vistas

lateral y dorsal
Valvas apicales con el tercio Valvas apicales con apice afinado, Valvas apicales entrecruzadas
distal curvado en angulo de 90°  con apéndice membranoso en su tercio distal

Fémur posterior,

péagina interna,
carena superior

Sin maculas Con tres maculas oscuras Con tres maculas oscuras
apenas visibles evidentes
Color tibias Verde azuladas Verde azuladas Anaranjadas

posteriores
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Los sustratos fueron reemplazados cada diez dias. Las posturas presentes en
cada sustrato no fueron removidas para evitar cualquier perturbacién sobre las mismas
que pudiese alterar el normal desarrollo de los huevos. Debido a esto, se tomo el
nimero promedio de 24 (15 — 34), huevos por postura (de Wysiecki et al. 1997;
Cigliano & Lange 1999) para estimar el numero de posturas que eclosionaron en cada

sustrato (Tabla IX).

Tabla IX: Estimacién del numero aproximado de posturas eclosionadas en base al

nimero de nacimientos de Dichroplus elongatus.

Numero de Nacimientos Numero de Posturas Eclosionadas
Sin nacimientos Cero posturas
<10 Eclosiones ocasionales que no corresponden a una
postura completa
>10<24 Eclosion de 1 postura
>25<50 Eclosion de 1 o 2 posturas
> 51 Eclosion de 3 o mas posturas

Figura 19. Hembras adultas de Dichroplus elongatus (izquierda) y de Dichroplus exilis (derecha).
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Figura 20.Solapamiento de la distribucién geografica de dos tucuras del genero Dichroplus: (a)

— Dichroplus exilis y (b) - Dichroplus elongatus.
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Luego de retirados de las jaulas, los sustratos recibieron uno de tres tratamientos.
Algunos fueron puestos directamente en refrigeracion (4° C) durante al menos dos
meses, procedimiento que se utiliza para “romper” la diapausa obligatoria en los
acridios (Breije & Blickenstaff 1974, Oma et al. 1990), seguido de incubacion bajo las
mismas condiciones controladas ya mencionadas, durante dos meses o hasta producirse
nacimientos. Otros sustratos se incubaron directamente (sin refrigeracion) durante siete
meses. Por ltimo, otros recibieron cinco meses de incubacion directa, luego dos meses
de refrigeracion y posteriormente fueron puestos nuevamente a incubar durante dos
meses 0 hasta producirse nacimientos. Mientras permanecieron en incubacion, los

sustratos fueron verificados al menos dos veces al dia en busca de eclosiones.
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Figura 21. Sustratos utilizados para la oviposicion donde se aprecian posturas de Dichroplus elongatus

(flechas). Escala: 10 mm

2.2.3 Resultados

Se obtuvieron 20 sustratos, cada uno conteniendo varias posturas (Fig. 21): siete
a partir de ejemplares provenientes de Guamini, nueve de Rafaela y cuatro de San
Miguel de Tucuman. Sobre ellos se aplicaron los tres tratamientos antes mencionados
como se indica en la tabla X. Luego de siete meses de incubacion no se produjeron
eclosiones en sustratos que no fueron expuestos a refrigeracion. Por el contrario,
numerosas eclosiones se produjeron en sustratos sometidos a refrigeracion,
correspondientes a varias cohortes que eclosionaron casi al mismo tiempo o en el lapso
de unos pocos dias (Tabla X). Luego de la eclosion, el desarrollo ninfal transcurrié con
normalidad, completando los 5 estadios previos a la aparicion de los adultos de acuerdo

a lo conocido para la especie (Cigliano & Lange 1999, Mariottini 2009).

73



Biologia y biocontrol de Dichroplus elongatus, acridio plaga del agro en Argentina

Tabla X: Numero de sustratos, ocurrencia de eclosiones, nimero de nacimientos y cohortes (entre paréntesis) de Dichroplus elongatus producidos bajo incubacion a 30 °C
con o sin periodo de refrigeracion (4°C).

Guamini Rafaela San Miguel de Tucumén
(Buenos Aires) (Santa Fe) (Tucuman)
N° de ., Ne° de N° de . N° de N° de ., N° de
Eclosion . Eclosion e Eclosion ..
sustratos nacimientos sustratos nacimientos sustratos nacimientos
Incubacion 7 0 0 0
meses sin 2 NO 0 3 NO 0 1 NO 0
refrigeracion 0) 0) (0)
Incubacion 5
meses,
refrigeracion 2
meses,
incubacién 3 SI 158 2 SI 39 2 SI 26
durante 2 (6) (2) (1)
meses 0 hasta
registrar
nacimientos.
Refrigeracion
2 meses,
seguida de
incubacién 41 75 52
2 SI 4 SI 1 SI
durante 2 (2) 3) (2)
meses 0 hasta
registrar
nacimientos.
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2.2.4 Discusion.

Los resultados de esta experiencia (Tabla X) concuerdan con los esperados para
una especie con diapausa embrionaria obligatoria y una unica generacion anual ya que
no se registraron nacimientos ni en los sustratos que permanecieron cinco meses en
incubacién continua antes de ser sometidos a refrigeracion, ni en aquellos que
permanecieron en incubacion por un lapso de siete meses y nunca fueron sometidos a
frio. Por el contrario, numerosos nacimientos se produjeron en todos los sustratos
sometidos a un periodo de frio. Si bien en el transcurso de la experiencia (algo mas de
siete meses) no se registraron nacimientos en ninguno de los sustratos que no fueran
expuestos a un periodo de refrigeracion para romper la diapausa, una vez concluida la
experiencia y luego de mas de ocho meses de incubacion continua se produjeron unos
pocos nacimientos ocasionales (nueve de manera discontinua en el transcurso de un
mes) en uno de los sustratos con posturas provenientes de ejemplares de Tucuman.
Ademas de escasos, dichos nacimientos requirieron de un largo tiempo de incubacion
(més de ocho meses) por lo que no parece ser posible una segunda generacién anual
debida a los mismos.

Este fenomeno parece concordar con observaciones realizadas en Melanoplus
differentialis en los Estados Unidos (Oma et al. 1990). En efecto, a partir de la seleccion
de ejemplares que nacian de manera esporadica e irregular, luego de hasta nueve meses
de incubacion sin necesidad de refrigeracion a lo largo de varias generaciones, dichos
autores lograron obtener una colonia de ejemplares sin diapausa partiendo de ejemplares
que en condiciones naturales presentaban diapausa embrionaria obligatoria. Es
importante destacar que el género Melanoplus es considerado como “género hermano”
(sister genus) de Dichroplus, emparentado no solo filogenéticamente (Chapco et al.
2001, Amédégnato et al. 2003), sino también cumpliendo roles ecologicos similares
(Gangwere & Ronderos 1978, Vickery 1989).

El voltinismo es un aspecto de la biologia que resulta importante conocer para la
comprension de la dindmica poblacional de las plagas y para la correcta toma de
decisiones a la hora de aplicar medidas de control. Esta experiencia surge de la
necesidad de resolver una controversia acerca del voltinismo de D. elongatus.
Liebermann (1949) fue el primer investigador en realizar observaciones sobre el

voltinismo de D. elongatus, postulando la existencia de diapausa embrionaria
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obligatoria y una sola generacion anual. La controversia sobre el tipo de diapausa
embrionaria de D. elongatus y el consiguiente nimero de generaciones por afio tiene sus
origenes cuando Campodonico (1966), basado en observaciones a campo y en la
incubacion de desoves procedentes del sudoeste de la provincia de Buenos Aires, citara
dos generaciones anuales para esta especie, considerando a la temperatura como
presunto efecto inhibidor de la diapausa invernal y descartando la posible asincronia en
las eclosiones como causante de la segunda generacion (Campoddnico 1966, 1968,
1969). Campodoénico concluye que, ademas de D. elongatus, poseen diapausa
embrionaria facultativa D. conspersus, especie que recientemente ha sido mencionada
por Mariottini et al. (2011b) como univoltina, y otras dos especies que actualmente ya
no pertenecen al género Dichroplus: Ronderosia bergi y Baeacris punctulatus. Ahora
bien, Campodénico (1968) realiza su investigacion en dos etapas, una etapa (meses
frios) donde somete los desoves a condiciones de 14°C y 14-10 Luz/Oscuridad y la
segunda etapa (meses calidos) donde los mantiene bajo las siguiente condiciones: 22°C
y 14-10 Luz/Oscuridad y registra la obtencion de dos generaciones. Sin embargo, aclara
que previamente a la incubacion de la primera generacion las posturas fueron sometidas
a 5°C por un periodo de siete dias a intervalos de 20 dias durante cuatro meses. Dicho
procedimiento es practicamente equivalente a los 2 meses de frio utilizados en esta
experiencia para romper la diapausa. A su vez, Campodoénico (1966) considera la
temperatura como posible factor inhibidor de la diapausa, postulacion que se descarta
con los resultados de la presente experiencia dado que las posturas incubadas a 30°C sin
periodo de frio no presentaron eclosiones, por lo que la diapausa embrionaria se genero
independientemente de la temperatura que recibieron las posturas. Si bien Campodoénico
descarta la asincronia de eclosiones como la causa de la aparicion en sus observaciones
de ninfas y adultos simultaneamente en el campo, es posible que la misma sea la
causante de la contradiccion de sus resultados y el presente trabajo, ya que en sus
experiencias de laboratorio siempre la primera generacion con la que trabajo recibid un
periodo de frio y la segunda generacion, podria no haber sido tal, sino el producto de
eclosiones que se produjeron de manera tardia.

Por su parte, Barrera y Paganini (1975) postulan la existencia de dos
generaciones anuales basados en observaciones a campo de ejemplares copulando en el
mes de abril. Sin embargo, en investigaciones posteriores, uno de los autores concluye

que D. elongatus posee una sola generacion (Turk & Barrera 1979). Dicha
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contradiccion en la informacion quizas tenga su origen en una posible confusion en la
identificacion de la especie a campo. Asimismo, el estudio realizado por Sisler (1981)
resulta un tanto ambiguo, dado que si bien la autora postula la existencia de diapausa
facultativa para D. elongatus, sus experiencias concluyen de manera inversa, pues solo
se completa el desarrollo embrionario y se producen nacimientos en aquellas posturas
sometidas a un periodo de frio.

Por ultimo, es posible que los resultados contradictorios de Luiselli et al. (2002),
quienes postularon la existencia de diapausa embrionaria facultativa para D. elongatus,
y los de esta experiencia también surjan de una identificacion erronea de la especie.
Esto se explicaria ya que es posible que D. elongatus, relativamente escasa en las
inmediaciones de Rafaela (Grafico g), podria haber sido confundida con D. exilis,
especie con diapausa facultativa y capacidad multivoltina (Barrera & Turk 1977, Turk
& Barrera 1979) y relativamente abundante en la regioén (Tabla VII). Esta posibilidad de
un error en la identificacion de la especie se ve reforzada por la ausencia de D. exilis en
los trabajos sobre acridios para esa zona (Salto & Beltrame 1999 a y b, Zequin et al.
1999, Beltrame et al. 2002, Luiselli et al. 2002).

Debido a la variabilidad intraespecifica que puede existir en el tipo de diapausa
embrionaria, particularmente en especies con amplia distribucion geografica
(Andrewartha 1952, COPR 1982, Joern & Gaines 1990) como la que presenta D.
elongatus, y atendiendo al hecho de que la heterogeneidad de condiciones ambientales
puede incidir sobre la intensidad y control de la diapausa en los insectos, no es posible
descartar de manera terminante la coexistencia de ambas posturas citadas acerca del
voltinismo en D. elongatus (univoltinismo vs bivoltinismo). En este sentido, Rosetti y
Remis (2012) detectaron la ocurrencia de una considerable variacién genética
intraespecifica en D. elongatus con respecto a otros grupos de ortopteros. Sin embargo,
los resultados de este estudio sugieren que D. elongatus posee diapausa embrionaria

obligatoria y una generacion al afio al menos en el Sur, centro y noroeste de Argentina.
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3. Aspectos sobre el biocontrol de Dichroplus
elonqgatus

3.1 Potencialidad del apicomplejo Gregarina ronderosi como
agente de biocontrol.

3.1.1 Introduccion

Las gregarinas son protistas parasitos de cavidades corporales de invertebrados
cuyo grupo ha sido tradicionalmente ubicado en el phylum Protozoa y actualmente se
encuentran en el phylum Apicomplexa (Lange & Lord 2012). La taxonomia del grupo
ha sido ambigua y varios esquemas de clasificacion han sido propuestos (Reyes-
Villanueva 2004). Las gregarinas pertenecen a la subclase Gregarinasina. Esta a su vez
se divide en tres o6rdenes: Archigregarinorida, Neogregarinorida y Eugregarinorida
basdndose en el tipo de division celular y de hospedador (Perkins 2000). Las
eugregarinas (Eugregarinorida) se consideran un grupo monofilético dentro del phylum
Apicomplexa (Clopton 2009).

Debido a que los insectos constituyen un grupo hiperdiverso y una sola especie
de insecto puede hospedar varias especies de gregarinas (Clopton & Janovy 1993), las
eugregarinas podrian ser uno de los grupos de pardsitos méas comunes y diversos. El
orden Eugregarinorida contiene mas de 1600 especies agrupadas en 244 géneros
(Clopton 2002). Este numero resulta exiguo si consideramos que la mayoria de los
invertebrados pueden contener gregarinas y solo han sido reportadas para el 1 % de los
mismos (Levine 1988). Por este motivo podemos considerar que aun restan por conocer
las especies de gregarinas pardsitas del 99% de los invertebrados conocidos (Clopton
2002). Es por ello que los trabajos disponibles sobre eugregarinas son en su gran

mayoria en el area de la taxonomia y la sistematica y poco se sabe acerca de la
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epizootiologia y el efecto sobre sus hospedadores (Brooks & Jackson 1990). Las
eugregarinas parasitas de acridios no escapan a esta tendencia y Unicamente se han
realizado un reducido niimero de trabajos explorando el efecto que estas causan sobre
sus hospedadores (Harry 1970, Pushkala & Muralirangan 1997, Johny et al. 2000,
Muralirangan et al. 2000). En Argentina, son escasos los registros de gregarinas en
acridios. Solo dos especies han sido descriptas con su ciclo de vida completo (Lange &
Wittenstein 2002, Lange & Cigliano 2004). Una de ellas es Gregarina ronderosi, que
parasita el tracto digestivo de ninfas y adultos de D. elongatus (Lange & Wittenstein
2002). Las eugregarinas, al igual que la mayoria de los protistas no suelen mostrar
marcada patogenicidad (Lange & Lord 2012). Su eventual impacto negativo suele
expresarse sobre el hospedador de manera crénica a través de la disminucidn del tamafio
corporal, haciendo mas lento el desarrollo y disminuyendo la longevidad y la fertilidad
(Brooks & Jackson 1990, Reyes-Villanueva 2004, Rodriguez et al. 2007). Asi, la
muerte del insecto suele producirse debido a otras causas y el efecto de las gregarinas
solo acelera o facilita el proceso.

El ciclo de vida de las eugregarinas es homogéneo dentro del grupo (Fig. 22).
Las eugregarinas se propagan en las poblaciones de sus hospedadores por transmision
horizontal, via ingestiéon de ooquistes o propagulos (Perkins et al. 2000). Gregarina
ronderosi Lange, al igual que el resto de las eugregarinas, ingresa per os mediante la
ingestion de ooquistes (Fig. 23 E-F). Después de ser ingerido por un huésped
susceptible los ooquistes liberan esporozoitos, los cuales constituyen las formas
infectivas. Una vez en el acridio, los esporozoitos salen de los ooquistes en el tracto
digestivo y se desarrollan adheridos al epitelio intestinal, convirtiéndose primero en
trofozoitos (Fig. 23 A) y posteriormente en gamontes (Fig. 23 B y C). Normalmente
esta es la etapa de desarrollo que es detectada en los insectos infectados. Esto se debe a
que los gamontes y gametoquistes (Fig. 23 B, C y D) son los estados de desarrollo méas
grande y conspicuos, y por lo tanto son visibles bajo lupa. Es importante destacar que, a
diferencia de lo que ocurre con las neogregarinas, en las eugregarinas no existe
esquizogonia o merogonia, es decir que no se produce dentro del hospedador una

multiplicacion adicional que aumente el nimero de individuos (Lange & Lord 2012).
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Figura 22. Ilustracion del ciclo de vida general de eugregarinas. (1) Esporozoitos, (2)
Trofozoitos, (3) Gamontes, (4 a7) Gametoquiste, (8) Ooquistes dentro de un gametoquiste. (Fuente:

modificado de Vivier & Desportes 1990)
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Figura 23. Estados de desarrollo de Gregarina ronderosi. (A) Trofozoito - (B) Gamontes en el
intestino medio - (C) Gamonte - (D) Gametoquistes maduro (derecha) ¢ inmaduro (izquierda) - (E y F)

Ooquistes en cadenas.
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En la actualidad, existe un interés creciente por la busqueda de alternativas al
control quimico para la supresion de plagas agricolas debido a que el empleo de
insecticidas de manera extensiva es considerado inaceptable debido al riesgo ambiental
(Prior & Greathead 1989, Lomer et al. 2001). En este sentido, una opcion es el uso de
agentes microbianos de control bioldgico (Inglis et al. 2007). La importancia de esta
area de investigacion se basa en que los patdégenos son a menudo un factor decisivo en
la limitacion de las poblaciones naturales de insectos (Lecuona 1996, Inglis ef al. 2007,
Vega & Kaya 2012).En este contexto, las eugregarinas han sido relegadas como agentes
de control biologico, puesto que parecieran ser poco patogénicas y sus infecciones
suelen pasar desapercibidas al no causar efectos conspicuos en sus hospedadores. No
obstante, se ha demostrado que cuando las infecciones son fuertes, generalmente cuando
los hospedadores se encuentran en condiciones suboptimas, los efectos adversos se
magnifican (Brooks & Jackson 1990, Rodriguez et al. 2007). Diversos autores han
demostrado la presencia de efectos adversos causados por gregarinas, los cuales se ven
principalmente reflejados en disminuciones del peso y la longevidad. Por ejemplo,
Harry (1970) registr6 una disminucion significativa en el peso de los machos de
Schistocerca gregaria Forsskal, infectados con Gregarina garnhami (Canning). Dicho
autor sostiene que este efecto se debe a que las gregarinas podrian estar actuando como
una barrera entre la comida presente en el lumen del tracto digestivo y las células
epiteliales, afectando los procesos de digestion y absorcion del alimento. Johny et al.
(2000) encontraron una disminucién en el peso y el consumo de Atractomorpha
crenulata (Fabricius) infectadas con Leidyana subramanii Pushkala y Muralirangan y
Retractocephalus dhawannii Johny, Muraliranga y. Sanjayan. Observaciones similares
han sido publicadas para Tenebrio molitor Linneo (Harry 1967, Rodriguez et al. 2007) y
en Gryllus veletis Alexander & Bigelow (Zuk 1987). En todos los casos, dichas
alteraciones resultaron evidentes cuando los huéspedes presentaron infecciones fuertes.

Dada Ia falta de informacion existente acerca de la epizootiologia de las infecciones
de gregarinas en acridios de la Argentina, el objetivo de este capitulo fue iniciar el
registro de la distribucion geografica de G. ronderosi, su prevalencia natural y la
intensidad de las infecciones a campo. A su vez se determind, mediante experiencias de
laboratorio, la curva de prevalencia respecto del tiempo y se propone una categorizacion

cualitativa para medir las intensidades de las infecciones.
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3.1.2 Materiales y métodos.

Distribucion geografica. Se realizaron muestreos durante las temporadas 2008
al 2012 en las comunidades de tucuras de la provincia Pampeana para determinar la
presencia y prevalencia de G. ronderosi en D. elongatus. Cada muestra consistio en el
total de tucuras capturadas mediante 200 golpes de red entomoldgica a lo largo de
transectas de acuerdo a lo descripto por Lange y de Wysiecki (2005). Una vez en el
laboratorio, los acridios fueron conservados por congelacion (- 32° C) hasta proceder a
su examen. Inmediatamente después de descongelado, cada ejemplar fue identificado
por estadio de desarrollo y sexo. La presencia-ausencia de G. ronderosi en las muestras
se determind mediante la diseccion individual y observacion de organos y tejidos bajo
microscopio simple (X20) y en caso de ser necesario con microscopia de contraste de

fases (X100, X400).

Ensayos. Los ejemplares de D. elongatus utilizados provinieron de Girondo,
Pehuajo, Buenos Aires (localidad tipo de G. ronderosi). Los mismos fueron colectados
como ninfas mayores y adultos con el uso de redes entomoldgicas. Una vez en el
laboratorio, se formaron grupos de 30 individuos adultos (159 - 153) que fueron
mantenidos en jaulas de aluminio con paredes de alambre tejido de (20x20x30 cm) bajo
condiciones controladas (30°C, 14L: 100, 40% HR), hasta ser sacrificados a distintos
intervalos de tiempo (bioensayo 1: 10, 20, 30; bioensayo 2: 3, 6, 9 dias). El resto de los
ejemplares fueron inmediatamente conservados por congelacion (- 32° C) hasta su
posterior examen a fin de determinar su condicion (infectado vs. sano). Para ello los
individuos fueron examinados por métodos de diseccion individual y observacion de
organos y tejidos, bajo microscopio simple (X20) o con microscopia de contraste de
fases (X100, X400). Ademas, se retiraron y examinaron mediante microscopio simple
(X40) 150 heces, para cada intervalo de tiempo, en busca de gametoquistes para
confirmar la presencia/ausencia de infecciones (Fig. 23 D). Estos son indispensables
para la transmision y el aumento de la prevalencia e intensidad de la infeccion.

Para determinar la existencia de diferencias significativas en la intensidad de las
infecciones respecto del tiempo se utilizaron Tablas de Contingencia. En todas las

pruebas estadisticas un valor de p < 0,05 fue considerado significativo. Todos los
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analisis se realizaron con el programa estadistico R version 2.13.1 (R Development

Core Team 2011).

e Ensayo 1: Se colectaron 216 individuos de D. elongatus y se formaron tres
grupos de 30 individuos adultos (159 - 153) que fueron sacrificados a
intervalos de 10, 20 y 30 dias. Los ejemplares restantes (n=126) fueron
inmediatamente sacrificados y examinados a fin de conocer la prevalencia
inicial de G. ronderosi. Se realizaron Tablas de contingencia entre el primer
intervalo (0 — 10 dias) y entre (10 y 30) para ver si habia variacién en la

intensidad de las infecciones.

e Ensayo 2: Se colectaron 130 individuos de D. elongatus, se formaron tres
grupos de 30 individuos adultos (159 - 157) que fueron sacrificados a
intervalos de 3, 6 y 9 dias. Los ejemplares restantes (n=40) fueron
inmediatamente sacrificados y examinados a fin de conocer la prevalencia
inicial de G. ronderosi. Se realizaron Tablas de contingencia entre el primer
intervalo (0 — 3 dias) y entre (3 y 9) para ver si habia variaciéon en la

intensidad de las infecciones.

Categorizacion: Los ejemplares infectados fueron categorizados para
determinar la intensidad de la infeccion. Las categorias se diagramaron teniendo en
cuenta dos criterios: el tipo de instrumento y aumento necesario para su diagnodstico y el
nimero de secciones del tracto digestivo afectadas. Es decir, si la infeccion era
detectada a simple vista (ojo desnudo), con la ayuda de microscopio simple (lupa) o
microscopio compuesto, y el nimero de zonas del tracto digestivo que ocupa la
infeccion. Para ello, el tracto digestivo se dividio en: Anterior (faringe y buche) — Medio
(estobmago y ciegos gastricos) y Posterior (intestino y recto) (Fig. 24). Las categorias

resultantes fueron:
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/ Muy fuerte: si la infeccion ocupa mas de una zona del tracto digestivo y
es evidente a “ojo desnudo”, es decir sin necesidad de recurrir al microscopio

simple (Fig. 25).

Fuerte: si la infeccion ocupa solo una zona del tracto digestivo, siendo

esta generalmente el digestivo medio, y es evidente a “ojo desnudo” (Fig. 26).

Moderada: si la infeccion ocupa solo una zona del digestivo y es

detectable con la ayuda de microscopio simple.

Leve: si la infeccidon ocupa solo una zona del digestivo, y se debe recurrir

al microscopio compuesto para confirmar la infeccion.

Figura 24. Esquema del tracto digestivo de un acridio donde pueden verse las distintas secciones y

partes consideradas para la categorizacion.

Tracto digestivo

Anterior Medio Posterior

L prd—

[ ]

a

Ciegos gastricos Recto

Faringe

Estomago Intestino
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Figura 25. (a) Infeccion Muy fuerte, donde se observa mas de una zona del tracto digestivo afectado por

Gregarina ronderosi. (b) detalle del digestivo medio y (c) anterior. Escala: Imm
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Figura 26. Digestivo medio de Dichroplus elongatus, donde puede observarse una infeccion categoria

fuerte producida por Gregarina ronderosi.

3.1.3 Resultados

Distribucion geografica, prevalencia e intensidad. Gregarina ronderosi ha
sido detectada al menos una vez en 19 sitios de muestreo (Tabla XI). Los sititos se
encuentran distribuidos principalmente en el Oeste y centro de la provincia de Buenos
Aires delimitando un area relativamente bien definida (Fig. 27). La prevalencia varid
entre 2,2 — 89,3 %, con un valor promedio de 25,3 + 5,4 % (n = 1161). Del total de
individuos afectados, solo tres (0,7 %) presentaron infecciones muy fuertes (MF), 81

(20 %) fuerte (F), 215 (53 %) moderadas (M) y 105 (26 %) infecciones leves (L).
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Tabla XI. Sitios de muestreo donde se detecto la presencia de Gregarina ronderosi en

Dichroplus elongatus, prevalencia y categorizacion de las infecciones: (MF) Muy

Fuerte; (F) Fuerte; (M) Moderada; (L) Leve

Localidad
Girondo 2008 22,2 0 4 14 10 126
Udaquiola 2009 88,74 3 42 71 18 151
Ayacucho 2009 4,08 0 0 1 1 49
Cruce Rta 29y 226 2009 2,17 0 0 1 0 46
Tandil 2009 7,14 0 0 1 0 15
Azul 2009 8,33 0 0 1 0 12
E. Querandies 2009 62,5 0 3 14 8 40
Ibarra 2009 82 0 9 22 10 50
Cruce Rta 29y 226 2010 4,34 0 0 1 0 24
e/ Azy Tand 2010 12,5 0 1 0 0 8
Daireaux 2010 14,2 0 0 1 1 16
Guamini. 2010 18,75 0 0 2 1 16
Udaquiola 2011 3,33 0 0 1 1 60
Ayacucho 2011 25 0 6 10 4 100
Fulton 2011 8,9 0 0 1 3 45
Ibarra 2011 89,3 0 7 25 10 47
Pirovano 2011 28,2 0 0 5 6 39
Guamini 2011 72,13 0 5 23 16 61
Garre 2011 46,8 0 0 14 8 47
TQ Laug. 2011 4,25 0 0 0 2 47
Pehuajo 2011 20,68 0 2 1 3 29
Udaquiola 2012 2,7 0 1 0 0 37
Pirovano 2012 4,76 0 0 1 0 21
TQ Lauq 2012 9 0 0 0 1 11
Lag. Alsina 2012 21,4 0 0 2 1 14
Rivera 2012 10 0 1 2 1 40
Ibarra 2012 10 0 0 1 0 10
Promedio/Totales 2531 | 3 81 | 215 105 1161
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Figura 27. Mapa con las localidadas donde fue detectada la presencia de Gregarina ronderosi, incluida
en rojo la localidad tipo (Girondo).
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Ensayos.

Ensayo 1: Se detect6 la presencia de G. ronderosi en el 22, 22 % de la muestra
obtenida a campo (prevalencia natural e inicial), de las cuales cuatro presentaron una
intensidad fuerte, catorce moderada y diez baja (Tabla XII). Transcurridos 10 dias del
inicio del ensayo, la prevalencia aumento6 al 100 % y no se modifico luego de 20 o 30
dias de capturados los ejemplares (Grafico 1). La intensidad de las infecciones entre los
10 y 30 dias no evidencia diferencias significativas (X-squared = 0.8195, df = 2, p-value
= 0.6638), sin embargo si hay diferencias con respecto a la intensidad hallada a campo
(X-squared = 7.9545, df = 2, p-value = 0.01874). No fueron observadas en esta
experiencia infecciones que alcanzaran el rango de “muy fuerte”. Fueron detectados

gametoquistes en todos los intervalos de tiempo.
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Tabla XII. Numero de infecciones registradas a distintos intervalos de tiempo para las distintas

categorias propuestas.

. Muy Prevalencia
Dias Leve | Moderada | Fuerte Fuerte Total (%) (n)
0 10 14 4 0 28 22,22 126
10 2 19 9 0 30 100 30
20 5 23 2 0 30 100 30
30 2 22 6 0 30 100 30

Graficoi. Prevalencia de Gregarina ronderosi respecto al tiempo.
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Ensayo 2: Se detecto la presencia de G. ronderosi en el 2,5 % de la muestra
obtenida a campo (prevalencia natural e inicial), el Unico individuo afectado presentd
una intensidad media de infeccion (Tabla XIII). Transcurridos tres dias de cautiverio, la
presencia de G. ronderosi no fue detectada, mientras que a los 6 y 9 dias fue del 10 y
16,6 % respectivamente (Grafico j). La intensidad de las infecciones a los 3, 6 y 9 dias
no pudo ser cotejada mediante la prueba de X%, debido a las bajas frecuencias
observadas. No fueron observadas en esta experiencia infecciones que alcanzaran el
rango de “muy fuerte”. Fue detectada la presencia de gametoquistes a los 6 y 9 dias, no

asi a los 3 dias.
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Tabla XIII. Numero de infecciones registradas a distintos intervalos de tiempo para las distintas

categorias propuestas.

. Muy Prevalencia
Dias Leve | Moderada | Fuerte Fuerte Total (%) (n)
0 0 1 0 0 1 2,5 40
3 0 0 0 0 0 0 30
6 3 0 0 0 3 10 30
9 2 2 1 0 5 16,6 30
Grifico j. Prevalencia de Gregarina ronderosi respecto al tiempo.
Ensayo 2
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3.1.4 Discusion

Las eugregarinas suelen ser abundantes en tres niveles: entre una gran diversidad
de invertebrados (riqueza especifica), en la proporcion de individuos de una poblacion
que afectan (prevalencia) y a nivel del individuo afectado (intensidad). En esta seccion
se analizan las infecciones de G. ronderosi en D. elongatus en dos de estos niveles

(poblacion e individuo), sentando las bases para un posterior analisis mas profundo
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sobre las afecciones que G. ronderosi causa sobre su hospedador natural D. elongatus.
A nivel poblacional, hasta el presente trabajo, donde G. ronderosi fue detectada en 19
localidades (Tabla. XI), solo se tenia registro de su presencia en la localidad tipo (Lange
& Wittenstein 2002). Las detecciones se encuentran distribuidas principalmente en el
centro de la provincia fitogeogratica Pampeana (Fig. 27), presentando una prevalencia
promedio del 25,3 £ 5,4 % (2,2 — 89,3 %). A nivel individual hasta el momento solo se
habian registrado infecciones naturales leves con unos pocos trofozoitos solitarios y
gamontes asociados (Lange & Wittenstein 2002). En este trabajo fueron detectadas
infecciones fuertes y muy fuerte (categorias F y MF), en condiciones naturales (Tabla
XI), situacion desconocida para G. ronderosi en particular y siendo aparentemente un
suceso inusual para eugregarinas parasitas de acridios en general (Henry 1969, Johny et
al. 1999).

Debido al modo de dispersion que posee G. ronderosi, uno esperaria que tanto la
intensidad como la prevalencia aumenten con el tiempo en condiciones de
hacinamiento, ya que dichas variables dependen de manera directa del numero de
ooquistes (unidades infectivas) ingeridos por un individuo, puesto que no se produce
division dentro del hospedador (ausencia de ezquizogonia). Como era esperado, la
prevalencia aumenté muy rapidamente en condiciones de hacinamiento (30 ejemplares
en una jaula de 20x20x30 cm) llegando al 100 % en diez dias a partir de una prevalencia
del 22.2 % y luego permaneciendo constante a través del tiempo (Gréfico i). Incluso
partiendo de una prevalencia inicial baja (2,5 %), en un periodo menor a 10 dias, la
misma aumentd considerablemente (Grafico j). Por el contrario, en el ensayo 1 (aquel
con mayor tiempo de confinamiento) si bien se registraron diferencias entre las
intensidades inicial y las registradas a los 10 dias (p=0.01874), la intensidad de las
infecciones no variaron significativamente entre los 10 y 30 dias (p=0.6638). Esto
pareceria indicar, al menos dentro de los plazos de tiempo utilizados para estas
experiencias, una independencia de la intensidad respecto del tiempo, por lo que las
intensidades de las infecciones podrian depender de otro u otros factores.

Dada la intensidad de las infecciones registradas en condiciones naturales (Fig.
25), estas probablemente puedan estar afectando a los individuos de D. elongatus, pues
la presencia de tal magnitud de trofozoitos y gamontes (Fig. 23 a-c) en el lumen del
tracto digestivo medio posiblemente esté actuando como una barrera entre el alimento y

las paredes del mismo como ha sido propuesto por Harry (1970), e incluso hasta puedan
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estar bloqueando total o parcialmente el transito del alimento a lo largo del tracto
digestivo. A su vez, las multiples lesiones causadas por el anclaje de los trofozoitos al
epitelio del digestivo (Fig. 22), puede ser una via de entrada para otros patdgenos como
las bacterias, causando la muerte del individuo por septicemia (Brooks & Jackson 1990,
Boucias & Pendland 1998). Por ultimo, el debilitamiento de los individuos podria
potenciar los efectos causados por infecciones con alguno de los microsporidios
patdégenos de D. elongatus, produciéndose infecciones mixtas que maximicen los
efectos de uno o ambos patdgenos. Infecciones de tipo mixtas entre P. locustae o L.
dichroplusae y G. ronderosi han sido ocasionalmente registradas a lo largo de este
estudio.

Los muestreos realizados en distintos puntos de la provincia Pampeana indican
que G. ronderosi se encuentra ampliamente distribuida (Fig. 27) y, en algunos casos,
con altas prevalencias naturales (Tabla XI). Esta situacion quizas permitiria la
utilizacion de técnicas de control del tipo aumentativas como ha sido postulado para
otras eugregarinas parasitas de acridios en la India (Muralirangan et a/ 2000). A su vez,
los estudios de laboratorio, si bien preliminares, parecen concordar con los estudios a
campo en cuanto a la posible consideracion de G. ronderosi como potencial agente de
control puesto que los resultados de las experiencias sefialan que en caso de presentarse
una alta densidad de individuos y una prevalencia inicial cercana al 20%, esta se
incrementaria rapidamente (Gréfico 1), producto de una efectiva transmision horizontal.

A partir de los resultados obtenidos y segun las caracteristicas de G. ronderosi
que han sido mencionadas en el presente trabajo: amplia distribucién en la provincia
Pampeana, altas prevalencias e intensidades fuertes de las infecciones sumadas a una
rapida propagacion en caso de hacinamiento (situacion que podria darse durante una
explosion poblacional), es posible considerar a esta especie como un potencial agente de
control de D. elongatus. De todos modos, estudios que permitan cuantificar los efectos
de infecciones fuertes de G. ronderosi sobre pardmetros tales como la mortalidad,
consumo, longevidad y fecundidad de D. elongatus deberan ser realizados para arribar a

una conclusion definitiva.
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3.2 Interaccién entre dos microsporidios patégenos de
Dichroplus elongatus: Paranosema locustae y
Liebermannia dichroplusae.

3.2.1 Introduccion

Los microsporidios (Microsporidia) son parasitos intracelulares obligados que
utilizan las células del hospedador para obtener la energia necesaria para su
metabolismo y reproduccion. Prueba de ello es que carecen de las organelas que se
encuentran tipicamente en células eucariotas como peroxisomas, membranas de Golgi y
mitocondrias. Los microsporidios son actualmente considerados afines a los hongos,
aunque el lugar que filogenéticamente ocupan aun permanece incierto (Solter et al.
2012). Si bien la mayoria de la evidencia ubica a los microsporidios dentro del reino
Fungi (Corradi & Keeling 2009), su morfologia, biologia e interacciones con el
hospedador son Unicas. Mas alld de las discusiones en cuanto a su clasificacion y
filogenia, es importante considerar el rol que cumplen en sistemas naturales y en los
programas de control biologico, ya que la mayoria de las mas de 1300 especies
descriptas de microsporidios son patéogenos de invertebrados, principalmente insectos
(Solter et al. 2012).

La transmision tipica ocurre cuando un hospedador susceptible ingiere esporos
(forma infectiva resistente o propagulo) durante su alimentacidén. Las infecciones
causadas tienden a ser cronicas con efectos sobre el hospedador que van desde
practicamente benignas, hasta enfermedades agudas, dependiendo de la especie de
microsporidio y la especie hospedadora. Generalmente, los efectos se ven sobre el
tiempo de desarrollo juvenil, disminucion del peso corporal, y/o de la fecundidad y
longevidad de los adultos, letargia y cambios en el comportamiento (Becnel &
Andreadis 1999, Solter ef al. 2012).

Dichroplus elongatus presenta de manera natural la ocurrencia de infecciones de
dos microsporidios: Liebermania dichroplusae Lange y Paranosema locustae (Canning).
Paranosema locustae es un microsporidio patdégeno formador de esporos del tejido

adiposo de un amplio espectro de especies de acridios que fue desarrollado en los
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Estados Unidos de América como agente de biocontrol a largo plazo (Henry & Oma
1981, Henry 1990, Johnson 1997, Lange & Cigliano 2005). Dos afios antes de ser
registrado en los EE. UU. (1980) P. locustae fue introducido en nuestro pais en varios
sitios de la provincia Pampeana (Fig. 28) y la Patagonia entre 1978-1982 y en 1996,
respectivamente (Lange & Cigliano 2005, Bardi ef al. 2012). Desde su introduccion a
finales de la década del setenta y hasta 1991 (Lange 1992) el establecimiento de
Paranosema locustae no fue registrado, pues durante afos no se hicieron esfuerzos
tendientes a su deteccion. Desde entonces, su presencia ha sido monitoreada y
constatada en las comunidades de acridios de la provincia Pampeana (Lange & Cigliano
2005, Bardi ef al. 2012) y, en menor medida, en el valle de Gualjaina, en el Noroeste de
la provincia de Chubut y en la provincia de Neuquén en inmediaciones de Loncopué
(Lange & Cigliano 2005, 2010, Lange & Azzaro 2008, Lange 2010). Dado que todas las
especies de que habitan en Argentina son nativas (Carbonell et al. 2006), la introducciéon
de P. locustae representa un claro ejemplo de una "nueva asociacién" o control
biolégico neoclasico (Hokkanen & Pimentel 1984, Lockwood 1993, Eilenberg et al. 2001).
Si bien las introducciones se realizaron en varios puntos, P. locustae se establecid como
un factor biodtico adicional de mortalidad de las poblaciones de acridios unicamente en
el Oeste de la provincia Pampeana, en el valle de Gualjaina (Chubut) y en Loncopué
(Neuquén) (Lange 2003a, Lange & Cigliano 2005, Lange & Azzaro 2008). La alta
susceptibilidad de muchas de las especies de tucuras de nuestro pais (Lange & Cigliano
2005, Bardi et al 2012) y los niveles relativamente elevados de esporulacion mostrados
por el patdogeno en varias de ellas (Lange 2003b), serian dos de los factores que
facilitaron su establecimiento. Sin embargo, parece observarse una tendencia segin la
cual P. locustae se habria establecido principalmente en aquellas zonas donde L.
dichroplusae no estd comunmente presente.

Por su parte, Lierbermannia dichroplusae fue originalmente descripto como
Perezia dichroplusae (Lange 1987a) y posteriormente transferido al género
Liebermannia (Sokolova et al. 2007). Es un patogeno de las células epiteliales de los
tubulos de Malpighi, que causa severas alteraciones morfoldgicas y funcionales a nivel
de los mismos (Lange 1987b) (Fig. 29). Su principal mecanismo de transmision es por
via vertical materna (transovarica) (Lange 1987a, 1997). Este fendmeno concuerda con
una ocurrencia de infecciones de tipo enzooticas en la naturaleza (presencia persistente

y bajas prevalencias) (Andreadis 1987, Lange 1989, 2003a). La induccion de
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infecciones experimentales de L. dichroplusae no ha resultado posible hasta el momento
(Lange 1989, 2003a). Desde 1994 se ha obtenido informacion acerca de la ocurrencia
natural de L. dichroplusae en la provincia Pampeana, a través de la obtencion y
posterior examen de numerosas muestras de las comunidades de acridios (Lange 1989,

1992, 2003a).

Figura 28 — Los siete puntos

URUGUAY de introduccion de Paranosema locustae
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Cordoba; ER, Entre Rios; LP, La Pampa;
SF, Santa Fe; SL, San Luis; RN, Rio
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El hecho de que D. elongatus se vea afectado por dos especies de
microsporidios, claramente distinguibles entre si no es una situacién comun o frecuente
al considerar a los microsporidios en general. Si bien existen algunos reportes de
infecciones mixtas, en tales casos a menudo se describe lo que ahora se sabe representan
distintos tipos de esporos producidos por una misma especie de microsporidio.

No obstante, existen algunos registros donde ciertos insectos son afectados por
mas de una especie de microsporidio en diferentes zonas de su area de distribucion
(Solter et al. 2002). En Argentina se ha citado la ocurrencia de infecciones con los
microsporidios Thelohania solenopsae Knell, Allen y Hazard (recientemente transferido
al genero Kneallhazia solenpsae (Sokolova & Fuxa 2008), y Vairimorpha invictae
Jouvenaz y Ellis en las poblaciones de la hormiga de fuego Solenopsis invicta Buren
(Valles et al. 2004, Valles & Briano 2004, Briano 2005, Briano et al. 2006), incluso
detectandose ambos microsporidios en una misma colonia de hormigas (Briano 2005,

Briano et al. 2006).
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Teniendo en cuenta la importancia economica de D. elongatus (COPR 1982,
Cigliano et al. 2000, 2012), el objetivo central de este capitulo fue el de iniciar el
estudio de las interrelaciones entre las dos especies conocidas de microsporidios que
afectan a D. elongatus: P. locustae y L. dichroplusae. En este sentido, se profundizo el
conocimiento acerca de la distribucion geografica y prevalencia de L. dichroplusae
dentro y fuera de la zona de establecimiento de P. locustae en la provincia Pampeana en
busca de la ocurrencia natural de infecciones por ambos patdgenos (mixtas). Ademads, se
realizaron bioensayos tendientes a obtener evidencia sobre la existencia o no de un
posible antagonismo entre estos dos microsporidios. Estos estudios son importantes para
la obtencién de informacion acerca de uno de los factores que pueden afectar el
establecimiento de patdgenos como agentes de control bioldgico (Solter et al 2002,

Pilarska et al. 20006).

3.2.2 Materiales y métodos.

Las colectas de acridios se realizaron durante los meses de enero y febrero de
2009 a 2012. Cada muestra consistio en el total de tucuras capturadas mediante 200
golpes de red entomologica. Una vez en el laboratorio, las tucuras fueron conservadas
por congelacion (- 32° C) hasta su procesamiento. Luego de descongelada, cada tucura
fue identificada por especie, sexo, estado y estadio de desarrollo.

La presencia-ausencia de L. dichroplusae fue determinada por diseccion ventral
longitudinal y examen microscopico de los tubulos de Malpighi, seguido de
homogeneizacién individual de ejemplares en agua bidestilada y observacion de
alicuotas del homogenato resultante bajo microscopia de contraste de fases (X400,
X1000) segin Lange y Henry (1996) y Undeen y Vavra (1997). Dichas infecciones
pueden ser facilmente discriminadas de aquellas ocasionadas por P. locustae, también
presente en la zona de estudio, ya que ademds de diferir en los 6rganos afectados, se
diferencian por varios caracteres morfologicos (Tabla XIV). Aunque en infecciones
avanzadas, P. locustae puede afectar el tejido nervioso, las génadas y el intestino, el
principal sitio de desarrollo de las infecciones es el cuerpo graso, donde la acumulacion
de esporos en los adipositos causa hipertrofia y cambio de coloracidon de los mismos que

pasan de un amarillo translicido brillante (Fig. 30a) a un color cremoso opaco (Fig.
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30b). Asimismo, la localizacion de las infecciones con L. dichroplusae son las células
epiteliales de los tabulos de Malpighi (Lange 1987b) y en menor medida las gonadas
(Lange 1989). Los tubulos afectados por infecciones avanzadas de L. dichroplusae
muestran sus paredes hipertrofiadas con un cambio de coloracion de parda a blanca
lechosa. En individuos con infecciones avanzadas o fuertes, la mayoria de los tubulos de
Malpighi se presentan blancos e hipertrofiados, con segmentos redondeados, por la
acumulacién de inmensas cantidades de esporos y con una marcada disminucion o cese

de los movimientos contorsivos y peristalticos (Fig. 29).

Figura 29. Diseccion ventral de un ejemplar de Dichroplus elongatus con una infeccion fuerte
de Liebermannia dichroplusae donde puede apreciarse la diferencia entre los tibulos de Malpighi sanos
o levemente infectados de color pardo y delgados (flechas negras), y los tibulos fuertemente infectados

que se presentan blancos e hipertrofiados, con segmentos redondeados por la acumulacion de esporos

(flechas blancas). Escala 1mm
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Figura 30. (a), Acridio en condicion sana donde puede verse el cuerpo grasos de color amarillo
translucido brillante; (b) Acridio infectado con Paranosema locustae donde puede verse el cuerpo graso

de un color cremoso opaco a causa de la acumulacion de esporos. Escala Smm
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Respecto a la forma y tamafio de los esporos, P. locustae posee esporos mas
grandes (5,2 X 2,8 um), con poca variacion en el tamafio excepto por algunos
macroesporos teratologicos (Henry & Oma 1981). Las etapas del ciclo de desarrollo
(merontes, esporontes) son mayormente redondeados y siempre con nucleos
intimamente apareados (diplocaridticos) y esporogonia diesporobléstica (formacién de
dos esporoblastos a partir de un esporonte) (Sokolova & Lange 2002, Lange 2003a).
Los esporos de L. dichroplusae son mas pequefios (3,5 X 1,5 um) y varian mucho en
tamafo, principalmente en la amplitud de la longitud (rango 1,6 — 6,7um), manifestando
una marcada heterogeneidad esporal. Asimismo, presentan estados de desarrollo
moniliformes (plasmodios en forma de cadena) y la esporogonia es poliesporoblastica

(Lange 1987a) (Fig. 31).

Tabla XIV. Principales diferencias entre los microsporidios patdgenos de Dichroplus elongatus,

Liebermannia dichroplusae y Paranosema locustae.

Liebermannia dichroplusae

Paranosema locustae

Hospedador

Dichroplus elongatus

Multiples hospedadores

Principal 6rgano

Tubulos de Malpighi Cuerpo graso
afectado.
Tamaifio promedio de
(3,5 X 1,5 pm) (5,2 X 2,8 um)
los esporos
Apariencia de los Heterogénea Homogénea
esporos (longitud variable) (Longitud poco variable)
Plasmodios moniliformes Esféricos/ovales
Esporontes ] o ) o
diplo y haplocarioticos diplocarioticos
Poliesporoblastica Diesporobléstica
Esporogonia (varios esporos a partir de un (dos esporos a partir de un

esporonte)

esporonte)
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Figura 31. Diferencias entre los microsporidios Liebermannia dichroplusae y Paranosema
locustae. La fila superior (1, 2, 3) corresponde a los esporos y estados de desarrollo de P. locustae,

mientras la fila inferior (4, 5, 6) pueden verse los esporos y estados de desarrollo de L. dichroplusae,
EscalalOpm. (Fuente: Lange 2003a).
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Bioensayos. Para la realizacion de los bioensayos, debido a la imposibilidad de
obtener individuos de D. elongatus infectados con L. dichroplusae mediante
procedimientos de inoculacion experimental de esporos, se recurrié a la obtencion de
una generacion filial (F1) donde L. dichroplusae estuviese presente (transmision
vertical). Para ello, se colectaron ejemplares de D. elongatus en Empalme Querandies,
Olavarria, provincia de Buenos Aires (37° 00°29.80”S 60°22°59.78”0), donde estudios
previos indicaron que L. dichroplusae se encontraba presente. Una vez en el laboratorio,
se formaron grupos de tres hembras y dos machos, en jaulas de aluminio con paredes de
alambre tejido (10 x 10 x 20 cm). Los ejemplares fueron alimentados con hojas frescas
de lechuga, diferentes gramineas, repollo y salvado de trigo, y mantenidos bajo
condiciones controladas (30°C, 14L: 100, 40% HR). En cada jaula se coloco un sustrato
para la oviposicion y se mantuvieron bajo condiciones controladas hasta la muerte del
ultimo individuo. Una vez muertos, los individuos fueron examinados para verificar su
condicion (infectado vs. sano). Finalmente, aquellos sustratos donde se produjeron
oviposiciénes de hembras infectadas con L. dichroplusae fueron seleccionados y
puestos bajo refrigeracion (4°C) durante 2 a 6 meses para “romper” la diapausa
embrionaria obligatoria y posteriormente puestos en incubacion a 30° C hasta la
eclosion de los huevos y obtencion de la F1. Una vez obtenida la F1 a partir de D.
elongatus hembras con L. dichroplusae se procedi6 a la inoculacion de los individuos
en segundo y tercer estadio con P. locustae. Los esporos de P. locustae utilizados
fueron obtenidos de acridios infectados capturados en localidades del Este de la
provincia de La Pampa y el Oeste de Buenos Aires, zona de establecimiento de P.
locustae en la provincia Pampeana (Bardi et al. 2012). A partir de este material, se
prepararon suspensiones de esporos por homogeneizacion de acridios enfermos en agua
bidestilada de acuerdo a la metodologia descripta por Lange & Henry (1996). Estudios
comparativos a nivel ultraestructural evidenciaron la homogeneidad morfolédgica de los
esporos y estados del ciclo de desarrollo de P. locustae (merontes, esporontes,
esporoblastos) prescindiendo del hospedador en el cual se desarrolle (Sokolova &
Lange 2002). La cuantificacion de los esporos se hizo con un hemocitometro siguiendo
el protocolo de Undeen y Vavra (1997) y se realizaron las diluciones en agua bidestilada
necesarias para obtener la concentracion de esporos deseada de 10° esporos/mililitro,

dosis estandar utilizada para los bioensayos con P. locustae (Henry 1990).
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Para la induccion de infecciones se siguid el método de inoculacion
experimental per os sobre ninfas de tercer estadio utilizado por Habtewold et al. (1995)
y Lange et al. (2008). Un dia antes de comenzar el experimento, las ninfas fueron
individualmente colocadas en pequeiios frascos de vidrio (20 ml) con tapa de goma
espuma (Fig. 32) y desde ese momento se dejo de brindarles alimento. Luego del ayuno
de 24 hs se le ofrecid a cada individuo dentro del frasco un cebo que consistia en un
disco de lechuga de 5 mm de didmetro impregnado en una de sus caras con 10° esporos.
Soélo los insectos que ingirieron todo el disco se consideraron tratados y el resto fue
descartado. La dosis de P. locustae empleada y la edad de los acridios experimentales
fueron elegidas con el criterio de compatibilizar el estudio con procedimientos
estandarizados (Henry 1990, Habtewold et al. 1995). Inmediatamente después de
consumir los cebos, las ninfas fueron transferidas a tubos de cria de acetato transparente
(Henry 1985a) y dispuestas en ambientes con condiciones controladas donde fueron
mantenidas hasta su muerte o finalizacion de la experiencia 30 dias post inoculacion.
Aquellos sustratos provenientes de hembras no infectadas fueron, previa ruptura de la
diapausa, incubados y los individuos resultantes posteriormente inoculados siguiendo el

mismo procedimiento anteriormente expuesto (testigos).

Bioensayo I. Fueron colectados 33 individuos adultos (209 - 133) de D.
elongatus en Empalme Querandies. Una vez en el laboratorio fueron divididos en 6
jaulas. De las seis jaulas formadas, una cumpli6é con los requisitos para la obtencion de
una F1 con L. dichroplusae (Tabla XVI). A partir de una de las posturas de los
individuos de la Jaula 3, se obtuvieron 15 ninfas de D. elongatus nueve de ellas fueron

inoculadas con L. dichroplusae.

Bioensayo II. Fueron colectados 39 individuos adultos (219 - 18 &) de D.
elongatus en Empalme Querandies. Una vez en el laboratorio fueron divididos en 7
jaulas con 3 hembras y 2 machos cada una. De las 7 jaulas formadas, dos cumplieron
con los requisitos para la obtencién de una F1 con L. dichroplusae (Tabla XVIII). A
partir de posturas de los individuos de la Jaula 4, se obtuvieron 34 ninfas de D.

elongatus.
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Figura 32. Inoculacion experimental de ninfas de 3er estadio de Dichroplus elongatus con

Paranosema locustae.

3.2.3 Resultados

En la presente contribucion se ha ampliado a 21 el nimero de localidades donde
L. dichroplusae ha sido detectada. Las mismas se hallan distribuidas principalmente en
el centro y Este de la provincia de Buenos Aires (Fig. 33). Si solo consideramos las 164
muestras obtenidas durante el presente estudio (Tabla I), se han colectado y examinado
alrededor de 9000 ejemplares de D. elongatus en distintos puntos distribuidos en la
provincia Pampeana. En 24 muestras fue detectada la presencia de alguno de los dos
microsporidios afectando a D. elongatus. Del total de detecciones, 17 (71 %)
corresponden a Liebermannia dichroplusae con una prevalencia promedio del 6,49 +
1,21 % (0,27 — 19,15). Mientras que P. locustae fue detectada en seis oportunidades (25
%) con una prevalencia promedio del 4,28 + 0,75 % (0,88 — 10). Solo una oportunidad
(4 %) fueron registrados ambos patdogenos con una prevalencia del 4,91 y 3,27 % para
L. dichroplusae y P. locustae respectivamente. Si bien ambos microsporidios han sido
detectados en un mismo sitio solo en Guamini (Tabla XV) afectando a la misma especie
de acridio (D. elongatus), hasta el presente nunca se han hallado ambos patogenos en un

mismo individuo, es decir que no han sido encontradas infecciones mixtas a campo.
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Tabla XV. Localidades de deteccion y prevalencias (%) de los microsporidios Liebermannia

dichroplusae y Paranosema locustae en ejemplares de Dichroplus elongatus durante el periodo 2008 -

2012.

Localidad Afo L. dichroplusae P. Locustae (N)
(%) (%)

Ranchos 2008 1,81 0 55
Udaquiola 2009 0,89 0 223
Ayacucho 2009 7,69 0 107

Cruce Rta29y 226 2009 6,52 0 46
E. Querandies 2009 9,81 0 53
Olavarria 2009 12,5 0 8
Saladillo 2009 3,45 0 29
Cruce Rta29y 226 2010 0,47 0 209
e/ Azul y Tandil 2010 11,11 0 18
Emp. Quera 2010 1,87 0 152

C. tejedor 2010 10,70 0 24

Ayacucho 2011 19,15 0 47
Rauch 2011 7,14 0 14
Tandil 2011 1,2 0 84

E. Querandies 2011 10,8 0 37
Ibarra 2011 0 4,25 47
Pirovano 2011 0 2,17 46
Guamini 2011 4,91 3,27 61
Garré 2011 0 2,24 89
Ibarra 2012 0 7,14 14
Pirovano 2012 0 10 30
Azul 2012 6,52 0 57

Macachin 2012 0 0,38 113
Udaquiola 2012 0,27 0 365

Promedio/total 6,49 4,28 1928
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Figura 33. Las 21 localidades donde se detectd la presencia de infecciones de Liebermannia

dichroplusae en Dichroplus elongatus en la provincia Pampeana.

-36

..........

-38

40

1 Berazategui 2 Brandsen 3 Ranchos 4 Udaquiola 5 Ayacucho 6- Cruce rta 29 y 226 7
Rauch 8 Tandil 9 Maria Ignacia 10 e/ azul y Tandil 11 Benito Juarez 12 Laprida 13
Empalme Querandies 14 Olavarria 15 Saladillo 16 Carlos Casares 17 Guamini 18
Carhué 19 Coronel Suarez 20 General Lamadrid 21 Carlos Tejedor.
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Figura 34. Las 37 localidades donde se detectd la presencia de Paranosema locustae en la

provincia Pampeana (Bardi et al 2012).

1, Quetrequén; 2, Ojeda; 3, Alta Italia; 4, Ingeniero Luiggi; 5,Caleufu ; 6, Eduardo
Castex; 7, El Destino; 8, Rivadavia; 9, Trenque Lauquen; 10, Bocayuva;ll,
Pellegrini; 12, Lonquimay; 13, Santa Rosa; 14, Boliche El Arana; 15, Quehug¢; 16,
Utracén; 17, Padre Buodo; 18, Gamay; 19, Riglos; 20, Macachin; 21, Guatraché; 22,
San Martin; 23, Darregueira; 24, Azopardo; 25, Carhué; 26, Villa Sauri; 27,
Guamini; 28, Alamos; 29, San Fermin; 30, Estacion Bonifacio; 31, Casbas; 32,
Salliquelo; 33, Garre; 34, Luro; 35, Pirovano; 36, Bolivar; 37, Blancagrande. BA,
Buenos Aires; C, Cordoba; ER, Entre Rios; LP, La Pampa; SF, Santa Fe; SL, San
Luis; RN, Rio Negro.
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Bioensayo I: Se obtuvieron 15 individuos a partir de una postura proveniente de
hembras de D. elongatus infectadas con L. dichroplusae. Nueve fueron inoculados con
P. locustae, el resto de los individuos murid antes de la inoculacion, posiblemente
debido a algiin efecto causado por la presencia de L. dichroplusae. De los nueve
ejemplares inoculados, todos presentaron infecciones con L. dichroplusae, mientras que
ninguno resultd infectado con P. locustae (Tabla XVII). No se registraron infecciones
mixtas. Los ejemplares de D. elongatus (n = 30) sin L. dichroplusae e inoculados con P.

locustae (controles) desarrollaron infeccion.

Tabla XVI. Condicion respecto de la presencia/ausencia de Liebermannia dichroplusae en la
generacion parental de Dichroplus elongatus proveniente de Empalme Querandies correspondiente al

bioensayo I.

Jaula g Q

A N A W N

Todos negativos
Todos negativos
Todos negativos
Uno positivo

Todos negativos

Todos negativos

Todos negativos
Todos negativos
Dos positivas

Todos negativos
Todos negativos

Todos negativos
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Tabla XVILI. Resultado de la inoculacion con Paranosema locustae de ejemplares de la primera

generacion filial (F1) de Dichroplus elongatus provenientes de Empalme Querandies.

Ejemplar L. dichroplusae  P. locustae
1 ) ®
2 D) ()
3 +) ©)
4 (+) )
5 (*+) )
6 +) 0
7 +) 0
8 (+) )
9 () )
Total 9 0

Bioensayo II. Se obtuvieron 34 individuos a partir de posturas provenientes de
hembras de D. elongatus infectadas con L. dichroplusae. De éstas, 13 fueron inoculadas
con P. locustae, ya que el resto murio antes de la inoculacidon, quizas debido a la
presencia de L. dichroplusae, la misma fue constatada en el 86% (n=21) de los
individuos que murieron antes de la inoculacion. Los 13 ejemplares inoculados
presentaron infecciones con P. locustae (100 %), mientras que cinco resultaron
infectados con L. dichroplusae (38,5 %) (Tabla XIX). En esta experiencia fue registrada
la ocurrencia de infecciones mixtas (Fig. 35). Los ejemplares de D. elongatus (n= 30)

sin L. dichroplusae e inoculados con P. locustae (controles) desarrollaron infeccion.
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Figura 35. Infecciones de Paranosema locustae y Liebermannia dichroplusae en Dichroplus elongatus.
(a) Esporos de P. locustae, - (b) Tubulo de Malpighi con esporos de L. dichroplusae — (c) Infeccion mixta
donde pueden observarse los esporos de L. dichroplusae (Flechas azules) y P. locustae (Flechas

amarillas), - (d) Tubulo de Malpighi infectado con L. dichroplusae (Flecha azul) y por fuera algunos
esporos de P. locustae (Flechas amarillas).

a
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Tabla XVIII. Condicion respecto de la presencia/ausencia de Liebermannia dichroplusae en la

generacion parental de Dichroplus elongatus proveniente de Empalme Querandies correspondiente al

bioensayo II.

Jaula g Q
1 Todos negativos Todos negativos
2 Todos negativos Todos negativos
3 Uno positivo Todos negativos
4 Todos negativos Uno positivo
5 Todos negativos Todos negativos
6 Todos negativos Uno positivo
7 Todos negativos Todos negativos

Tabla XIX. Resultado de la inoculacion con Paranosema locustae de ejemplares de la primera

generacion filial (F1) de Dichroplus elongatus provenientes de Empalme Querandies.

Ejemplar L. dichroplusae P. locustae
1 () (+)
2 ) ()
3 Q) ()
4 (+) (+)
5 ) ()
6 (+) (+)
7 ) ()
8 ) ()
9 () ()
10 () ()
11 () ()
12 ) )
13 ) ()
Total 5 13
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3.2.1 Discusion

Los resultados de este estudio concuerdan con observaciones previas (Lange
2003a) demostrando un escaso solapamiento en las distribuciones naturales de P.
locustae 'y L. dichroplusae, ya que de las 24 detecciones de alguno de los dos patdgenos
de D. elongatus, la mayoria (23) corresponden a detecciones de uno de los dos
microsporidios, y la tnica ocasion en la que su deteccion fue conjunta, dichas
infecciones nunca ocurrieron en un mismo individuo (ausencia de infecciones mixtas).
Estas observaciones también concuerdan con las registradas para los microsporidios
patdgenos de la hormiga de fuego Solenopsis invicta Buren: Thelohania solenopsae
Knell, Allen, y Hazard y Vairimorpha invictae Jouvenaz y Ellis. Donde de los 262 sitios
muestreados por Briano et al. 2006 solo en 11 se hall6 simultineamente a ambos
microsporidios y de esos 11 sitios solo en 1 ocasion fueron registrados ambos patdgenos
en la misma colonia y no fueron registradas infecciones para el mismo individuo
(mixtas).

El establecimiento y la dispersion de una enfermedad previamente ausente en
una o varias especies hospedadoras con diferentes susceptibilidades, es un tema
complejo regido por multiples factores relacionados tanto con el agente etiologico
(infectividad, patogenia, transmision, produccion y longevidad de los propagulos, etc.),
como con las especies hospedadoras (susceptibilidad, densidad, comportamiento, etc.) y
el ambiente (temperatura, humedad, radiacion solar) (Harper 1987). Dada la eficiencia
en la transmision horizontal que caracteriza a P. locustae (Henry & Oma 1981, Henry
1985b, Lange 2003a), la cual es ademas asistida por la existencia de transmision vertical
(Henry & Oma 1981, Raina et al. 1995), se podria esperar que mientras estén presentes
especies susceptibles en forma relativamente abundante, la dispersion de P. locustae
deberia, al menos en cierta medida, coincidir con la de sus hospedadores (Lange 2003b,
Bardi et al. 2012). Sin embargo, los resultados obtenidos a partir de los muestreos
realizados en el presente estudio en gran parte de la provincia Pampeana sugieren que

esto no es asi. Una de las multiples razones posibles que podrian estar actuando para
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generar esta contradiccion entre lo esperado y lo observado podria ser la ocurrencia de
una interaccion de tipo antagdnica entre L. dichroplusae y P. locustae.

Las interacciones entre los dos microsporidios patéogenos de D. elongatus
pueden ser aditivas, neutrales o antagonicas (Solter et al. 2002). Podria esperarse que
ante un caso de antagonismo o competencia, una de las especies excluya a la otra o de
alguna manera altere la tasa de multiplicacion de uno de los patogenos (Solter et al.
2002). Las pruebas de laboratorio tuvieron resultados contrastantes. En la primera de
ellas, no se registraron infecciones mixtas siendo L. dichroplusae el inico microsporidio
presente. (Tabla XVII). En el segundo bioensayo, en cambio, fue P. locustae el
microsporidio dominante, encontrandoselo en la totalidad de los ejemplares inoculados,
aunque conjuntamente se detectd la presencia de L. dichroplusae (Tabla XIX),
registrandose de este modo la ocurrencia de infecciones mixtas.

La dinamica de las infecciones producidas por dos microsporidios en un mismo
hospedador (mixtas) es compleja y esta regida por multiples factores. Uno de ellos es la
dosis inicial de ambos patdégenos. Dado que L. dichroplusae no ha podido ser
transmitido mediante inoculaciones experimentales la dosis inicial del mismo no puede
ser controlada. Quizas alli resida la causa de las diferencias encontradas en los
resultados de los bioensayos. Las hembras de la generacion parental del bioensayo 1
(aquel donde P. locustae no desarroll6 infecciones) poseian una infeccion avanzada (de
intensidad moderada a fuerte) donde los tubulos de Malpighi se encontraban
hipertrofiados y blanquecinos. Por el contrario, la hembra de la generacion parental del
ensayo 2 (aquel donde P. locustae desarrolld infecciones) poseia una infeccion de
intensidad leve, donde la presencia de L. dichroplusae solo se detectdé mediante el
examen microscopico de los tibulos de Malpighi (400X). Si se tiene en cuenta que la
transmision de L. dichroplusae a la siguiente generacion es del tipo transovdrica,
posiblemente el numero inicial de esporos que adquieran los descendientes se
correlacione con la intensidad de infeccion que presente la hembra parental. Asi parecen
sugerirlo los resultados dado que no se registrd el desarrollo de infecciones con P.
locustae en aquellos individuos de D. elongatus que provenian de individuos con
infecciones de L. dichroplusae fuertes, mientras que aquellos provenientes de
individuos con infecciones leves, desarrollaron infecciones con P. locustae como Uinico

patdgeno o con presencia de L. dichroplusae (infecciones mixtas).
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Esta contribucion ha ampliado a 21 el ntimero de localidades donde fue
detectada la presencia de L. dichroplusae (Fig. 33). A su vez, se ha aumentado el
registro de localidades donde ambos patdégenos han sido registrados juntos (en una
misma especie hospedadora), pero no han sido registradas hasta el momento infecciones
de ambos patdégenos en un mismo individuo, es decir que no han sido encontradas
infecciones mixtas a campo.

Si bien D. elongatus no es la Ginica especie susceptible a P. locustae (Bardi et al.
2012), es una de las que mas frecuentemente presenta infecciones en condiciones
naturales (Lange 2003b) y una de las especies generalmente mas abundante en las
comunidades de acridios de la provincia Pampeana como ha sido demostrado en este
trabajo y en otros trabajos anteriores (Cigliano et al. 2000; Torrusio et al. 2002, de
Wiysiecki ef al. 2011), caracteristicas que la convierten en un especie relevante para la
dispersion de P. locustae.

Este posible antagonismo parcial podria explicar, al menos en parte, la aparente
falta de establecimiento de P. locustae en el Sur y Este de la provincia de Buenos Aires
(Fig. 34). Por lo tanto, seria recomendable que, a la hora de programar futuras
introducciones de P. locustae en Argentina se contemple entre otros multiples factores
la existencia de microsporidios nativos de las especies blanco como un posible

impedimento para el éxito de las mismas.
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4. Consideraciones finales

Respecto de la presencia y abundancia relativa de D. elongatus, los
muestreos realizados durante cinco temporadas en distintos puntos de la provincia
Pampeana permitieron ratificar la vigencia de D. elongatus como una especie clave en
las comunidades de acridios. Esto se cumpli6 tanto para el alcance de su distribucion
como para su dominancia relativa, siendo la Unica especie que alcanz6 las maximas
categorias: (A) distribucion amplia y (MA) muy abundante.

Tanto la distribucion como la abundancia de D. elongatus no se vieron
disminuidas en aquellos ambientes con mayores niveles de disturbios, registrandose la
mayor abundancia relativa promedio de D. elongatus en los cultivos de soja, llegando
incluso a ser la unica especie presente en los mismos. Estas observaciones ponen de
manifiesto la adaptabilidad de D. elongatus y su capacidad para aprovechar los
ambientes disturbados de los agroecosistemas y resaltan su importancia como plaga del
agro.

Si bien la presencia de D. elongatus fue registrada en todos los ambientes de
pastizal sin excepcion, no resultd una especie abundante en los ambientes haldfilos
donde la vegetacion es corta y escasa, registrandose en este tipo de ambientes la menor
abundancia relativa.

A diferencia de lo expresado por otros autores, no se registro a D. elongatus
como uno de los componentes principales de las comunidades de acridios para la
provincia de Santa Fe (provincia biogeografica Chaquefia). Estas discrepancias

posiblemente se deban a cuestiones inherentes a la identificacion de la especie.

Respecto del voltinismo de D. elongatus, los resultados de este estudio
sugieren que D. elongatus posee diapausa embrionaria obligatoria y una unica
generacion anual, ya que no fueron registrados nacimientos en aquellos sustratos con
posturas que permanecieron en incubacion directa (sin exposicion a frio), por cinco
meses antes de recibir frio, o siete meses sin ser expuestos a refrigeracion. Por el
contrario, numerosos nacimientos se produjeron en aquellos sustratos que fueron

sometidos a un periodo de frio de al menos 2 meses.
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Respecto de la Potencialidad de G. ronderosi como agente de biocontrol, en
el presente estudio se ha comprobado que G. ronderosi presenta una distribucion amplia
en la provincia Pampeana, abarcando la region central de la misma, y que presenta altas
prevalencia e intensidad de sus infecciones a campo. Las infecciones fuertes halladas de
forma natural permiten pensar en que G. ronderosi posiblemente pueda estar afectando
a los individuos de D. elongatus, puesto que la presencia de tal magnitud de trofozoitos
y gamontes podrian estar actuando como una barrera entre la comida presente en el
lumen del tracto digestivo y las células epiteliales, afectando los procesos de digestion y
absorcion del alimento y/o causando bloqueos intestinales.

Las altas prevalencias detectadas en algunas localidades y los ensayos llevados a
cabo en el presente trabajo ponen de manifiesto una efectiva transmisioén horizontal. La
misma es una caracteristica deseable para su uso como agente de biocontrol, si bien se
requieren de futuros estudios para comprobar y cuantificar los posibles efectos adversos

sobre los parametros poblacionales de D. elongatus.

Respecto de las interacciones entre P. locustae y L. dichroplusae, se registro
un escaso solapamiento en las distribuciones de ambos patogenos, dichos resultados
concuerdan con las observaciones de microsporidios patdégenos de invertebrados
terrestres a nivel mundial y con observaciones realizadas anteriormente para la
provincia Pampeana. De la totalidad de detecciones de alguno de los dos microsporidios
afectando a D. elongatus, durante el periodo 2008 — 2012 (n = 24), solo en una ocasioén
fueron registrados ambos patdégenos en una misma muestra. No obstante, a pesar de la
magnitud del muestreo, nunca se detect6 la presencia de L. dichroplusae y P. locustae
en un mismo individuo (ausencia de infecciones mixtas).

Se ha logrado la obtencidn de infecciones mixtas en laboratorio. La dinamica de
las infecciones mixtas producidas por microsporidios es compleja y estd regida por
multiples factores. Uno de ellos es la dosis inicial de ambos patdégenos. Debido a que, L.
dichroplusae no ha podido ser transmitido mediante inoculaciones experimentales la
dosis inicial del mismo no puede ser controlada, siendo tal vez estd la causa de las
diferencias tan contrastantes en los resultados de ambos ensayos. Si se tiene en cuenta
que la transmision de L. dichroplusae a la siguiente generacion es del tipo transovarica,

posiblemente el nimero inicial de esporos que adquieran los descendientes se
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correlacione con la intensidad de infeccion que presente la hembra parental. En este
sentido parecen apuntar los resultados, ya que no se registrd el desarrollo de infecciones
con P. locuastae en aquellos individuos de D. elongatus que provenian de individuos
con infecciones de L. dichroplusae fuertes. Mientras que aquellos provenientes de
individuos con infecciones leves, desarrollaron infecciones mixtas (con P. locustae y L.
dichroplusae) o infecciones donde P. locustae fue el inico microsporidio presente.

Si bien D. elongatus no es la Uinica especie susceptible a P. locustae, es una de
las especies de acridios que presenta infecciones en forma frecuente en condiciones
naturales. Y como ha sido demostrado en este estudio es una de las especies mas
abundantes en las comunidades de acridios de la provincia Pampeana. Caracteristicas la
convierten en una especie clave para la dispersion de P. locustae. La ausencia de
infecciones de este tipo a campo, no obstante haberse logrado infecciones mixtas en el
laboratorio, hacen pensar en la posibilidad de que la presencia de L. dichroplusae en las
poblaciones de D. elongatus pudiese ser uno de los multiples factores que estén
actuando para generar las diferencias entre lo observado y lo esperado respecto de la

distribucion de P. locustae producto de un antagonismo parcial entre los mismos.
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4.1 Aportes de la tesis y desafios futuros.

Lo que se sabia

Aportes de la tesis

Desafios futuros

Con excepcion de algunos trabajos, la
mayoria de los estudios sobre las
comunidades de acridios son de
caracter mayoritariamente local.

Se realizé el muestreo de una amplia
porcion de la region central de la
Argentina. Los resultados resaltan la
importancia de D. elongatus como una
especie clave de las comunidades de
acridios en la provincia Pampeana y
parte del Espinal. No asi en la
provincia biogeografica Chaquena.

Continuar con el monitoreo de las
comunidades de acridios a fin de
detectar situaciones de crecimiento y
decaimiento de las densidades de D.
elongatus

D. elongatus podia alimentarse de la
soja (Torrusio et al 2005).

Se detectd una amplia abundancia
relativa de D. elongatus (61,4%) en
cultivos de soja llegando incluso a ser
la Unica especie presente. Poniendo
de manifiesto la capacidad de D.
elongatus para explotar dicho recurso
y reafirmando su condicion de especie
plaga del agro.

Aumentar el numero y distribucion
geografica de los monitoreos en
cultivos de soja. Realizar pruebas de
preferencia alimenticia y examenes de
contenido estomacal en ejemplares de
D. elongatus presente en el cultivo y
en las inmediaciones del mismo.

Se disponia de trabajos describiendo
la fauna acridiologica de la Provincia
de Santa Fé donde no se mencionaba
a D. exilis como parte importante de
las mismas

Fue registrada en este trabajo la
presencia de D. exilis como un
componente importante de las

comunidades de acridios de la zona
central de la Provincia de Santa Fé.

Comprobar si los episodios de
explosiones poblacionales y dafos a
cultivos ocurridos en dicha zona y
atribuidos a D. elongatus, son
realmente ocasionados por dicha

118




Biologia y biocontrol de Dichroplus elongatus, acridio plaga del agro en Argentina

especie o por el contrario son producto
del accionar de D. exilis.

Existia informacién contradictoria
respecto del tipo de diapausa
embrionaria que presenta D. elongatus
y su correspondiente voltinismo.
Mientras que algunos autores
sostienen que esta posee diapausa
embrionaria facultativa y es
multivoltina, otros sostienen que posee
diapausa obligatoria y es univoltina.

Los resultados de este estudio
sugieren que D. elongatus posee
diapausa embrionaria obligatoria y una
generacion al afo al menos en el Sur,
centro y noroeste de Argentina.

Se postul6 a la temperatura como
presunto efecto inhibidor de la
diapausa invernal de D. elongatus.

En la presente experiencia se descarta
a la temperatura como presunto efecto
inhibidor de la diapausa.

Se tenia registro de la presencia de G.
ronderosi solo en la localidad tipo
(Lange & Wittenstein 2002).

G. ronderosi fue detectada en 19
localidades distribuidas principalmente
en el centro de la provincia Pampeana

Continuar con la prospeccién, con el
fin de determinar el alcance de la
distribucion geografica de G. ronderosi

Solo habian sido registradas para G.
ronderosi en condiciones naturales
infecciones leves con unos pocos
trofozoitos solitarios y gamontes
asociados.

Fueron registradas infecciones fuertes
(en condiciones naturales,
convirtiéndose en el primer registro de
dicha situacion para G. ronderosi en
particular.

Cuantificar los efectos causados por
dicho entomopatoégenos sobre
parametros bioldgicos fundamentales
(desarrollo, longevidad, fecundidad) y
el consumo de alimentos de D.
elongatus bajo condiciones de
laboratorio.

No se conocia nada acerca de la
epizootiologia de las infecciones
causadas por G. ronderosi mas alla de
las prevalencias registradas en su
descripcion original.

Se registrd una prevalencia promedio
del 25,31 £ 5,41 % (2,17 — 89,3 %). Se
realizaron experiencias mediante las
cuales se constatd que la prevalencia
aumenta muy rapidamente en

Continuar con las prospecciones con
el fin de determinar las prevalencias
naturales y registrar la posible
ocurrencia de infecciones mixtas, es
decir, las causadas por mas de un
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condiciones de hacinamiento llegando
al 100 % en diez dias. No se
registraron cambios notables en las
intensidades de las infecciones en el
transcurso de 30 dias de clausura.

agente etioldgico simultaneamente.

Solo existian un par de contribuciones
con la distribucion de L. dichroplusae.
En ellos se habia registrado su
presencia en 10 localidades (Lange
1989, 1992, 2003a).

La presencia de L. dichroplusae fue
detectada en 17 muestras, ampliando
a 21 el numero de localidades donde

fue detectada.

Continuar con la prospeccion, con el
fin de determinar el alcance de la
distribucion geografica de L.
dichroplusae.

Se tenia conocimiento de la existencia
de escaso solapamiento en las
distribuciones geograficas de L.

dichroplusae y P. locustae. No se
conocia la ocurrencia de infecciones
mixtas.

Los muestreos realizados reafirman la
existencia de un escaso solapamiento
en las distribuciones geograficas de L.
dichroplusae y P. locustae. Fueron
obtenidas infecciones mixtas en
condiciones de laboratorio mediante la
inoculacion experimental con P.
locustae de ejemplares de D.
elongatus con L. dichroplusae.

Evaluar los efectos que causan P.
locustae, L. dichroplusae sobre D.
elongatus, tanto por separado como
sus respectivas combinaciones.
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Fuerte; (M) Moderada; (L) Leve

Numero de infecciones registradas a distintos intervalos
de tiempo para las distintas categorias propuestas.

Numero de infecciones registradas a distintos intervalos
de tiempo para las distintas categorias propuestas.

Principales diferencias entre los microsporidios patégenos
de Dichroplus elongatus, Paranosema locustae 'y
Liebermannia dichroplusae

Localidades de deteccidon y prevalencias de los
microsporidios Liebermannia dichroplusae y Paranosema
locustae en ejemplares de Dichroplus elongatus durante el
periodo 2008 - 2012.

Condicién respecto  de presencia/ausencia  de
Liebermannia dichroplusae en la generacion parental de
Dichroplus  elongatus  proveniente de  Empalme
Querandies correspondientes al bioensayo |.

Resultado de la inoculacion con Paranosema locustae de
ejemplares de la primera generacion filial (F1) de
Dichroplus  elongatus provenientes de Empalme
Querandies

Condicién respecto  de presencia/ausencia  de
Liebermannia dichroplusae en la generacion parental de
Dichroplus  elongatus  proveniente = de  Empalme
Querandies correspondientes al bioensayo Il

Resultado de la inoculacion con Paranosema locustae de
ejemplares de la primera generacion filial (F1) de
Dichroplus  elongatus provenientes de Empalme
Querandies
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6.3 Indice de figuras

Figura
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Expansién del area cultivada en la provincia Pampeana
Expansion histérica del area de soja cultivada en la Argentina.

Ejemplares hembra (a), macho (b) y ninfa de 5to estadio (c) de
Dichroplus elongatus.

Distribucién geografica de Dichroplus elongatus en la
Republica Argentina.

Algunos de los paisajes que hoy en dia dominan el
agroecosistema pampeano

(@) Individuos de Dichroplus elongatus alimentandose en
cultivo de soja. (b) Detalle de una planta de soja siendo
consumida por Dichroplus elongatus.

Algunos de los enemigos naturales de Dichroplus elongatus.
(a) Parasitoide: Larva de nemestrinido (Diptera:
Nemestrinidae), Escala: 2,5mm - (b) Parasitos: Acaros
(Acarina), Escala: 5mm - (c) Entomopatdogeno: Paranosema
locustae (Microsporidia) Escala: 15um— (d) Predador: Argiope
argentata (Araneidae), Escala: 10mm.

(a) Mapa de las provincias biogeografias de Argentina y (b)
detalle de la provincia biogeografia Pampeana.

Tipo de red entomoldgica utilizada para los muestreos

Mapa con la distribucion de los sitios donde fueron realizados
los muestreos, resaltadas se encuentran las provincia
biogeograficas Pampeana (Azul), del Espinal (Verde), del
Monte (Gris), y Chaquefia (Amarillo) segun Cabrera y Willink,
1973.

Técnica de muestreo de acridios mediante el uso de red

entomoldgica.

Jaulas de aluminio (20x20x30cm) utilizadas para el traslado
con vida de los acridios hasta el laboratorio.

Pastizal haldfilo
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Pastizal dominado por gramineas
Pastizal dominado por dicotiledéneas

Algunos de los principales cultivos de la provincia Pampeana.
(a) Soja, (b) Girasol y (c) pastura forrajera.

Ciclo de vida generalizado de acridios donde pueden verse
algunas de las posibilidades de diapausa. Si bien los ciclos de
vida pueden ser muy diferentes entre las especies de acridios
el siguiente esquema muestra un cuadro general de las
posibilidades. (Fuente: Joern & Gaines 1990).

Clave para la diferenciacion de Dichroplus elongatus de las
especies mas similares presentes en Argentina

Fotografia de una hembra de Dichroplus elongatus (izquierda)
y una hembra de Dichroplus exilis (derecha).

Solapamiento de las distribuciones de dos tucuras del género
Dichroplus: (a) Distribucion de Dichroplus exilis y (b)
distribucion de Dichroplus elongatus.

Sustrato utilizado para la oviposicion
llustracion del ciclo de vida general de eugregarinas.
Estados de desarrollo de Gregarina ronderosi

Esquema del tracto digestivo de un acridio donde pueden
verse las distintas secciones y partes utilizadas consideradas
para la categorizacion.

(a) Infeccion Muy fuerte, donde se observa mas de una zona
del tracto digestivo afectado por Gregarina ronderosi. (b)
detalle del digestivo medio y (c) anterior.

Digestivo medio de Dichroplus elongatus, donde puede
observarse una infeccion categoria fuerte producida por
Gregarina ronderosi.

Mapa con las localidades donde fue detectada la presencia de
Gregarina ronderosi, incluida en rojo la localidad tipo
(Girondo).

Los siete puntos de introduccion de Paranosema locustae en
la provincia Pampeana.

Diseccién ventral de un ejemplar de Dichroplus elongatus con
una infeccién fuerte de Liebermannia dichroplusae donde
puede apreciarse la diferencia entre los tubulos de Malpighi
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sanos o0 levemente infectados de color pardo y delgados
(flechas negras), y los tubulos fuertemente infectados que se
presentan blancos e hipertrofiados, con segmentos
redondeados por la acumulacion de esporos (flechas blancas)

(a), Acridio en condiciéon sana donde puede verse el cuerpo
grasos de color amarillo translucido brillante; (b) Acridio
infectado con Paranosema locustae donde puede verse el
cuerpo graso de un color cremoso opaco a causa de la
acumulacion de esporos.

Diferencias  entre los  microsporidios  Liebermannia
dichroplusae y Paranosema locustae.

Inoculacién experimental de ninfas de 3er estadio de

Dichroplus elongatus con Paranosema locustae.

Las 29 llocalidades donde se detectdé la presencia de
infecciones de Liebermannia dichroplusae en Dichroplus
elongatus para la provincia Pampeana.

Las 37 localidades donde se detectdé la presencia de
Paranosema locustae en la provincia Pampeana (Bardi et al
2012).

Infeccione mixta de los microsporidios Paranosema locustae y
Liebermannia dichroplusae en Dichroplus elongatus. (a)
Esporos de P. locustae, - (b) Tubulo de Malpighi con esporos
de L. dichroplusae — (c) Infeccibn mixta donde pueden
observarse los esporos de L. dichroplusae (Flechas azules) y
P. locustae (Flechas amarillas), - (d) Tubulo de Malpighi
infectado con L. dichroplusae (Flecha azul) y por fuera algunos
esporos de P. locustae (Flechas amarillas).
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