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RESUMEN

Rachiplusia nu es una de las principales plagas de la soja en Uruguay, cuyo control se
basa en la aplicacién de insecticidas y el uso de soja Bt CrylA(c). Actualmente, la soja
Bt representa alrededor del 20 % del &rea cultivada, pero la resistencia detectada en
poblaciones de R. nu en paises vecinos genera incertidumbre sobre su eficacia en
Uruguay. Ademas, las fallas en el control quimico observadas en distintas regiones
sugieren variaciones en la susceptibilidad a insecticidas. Este estudio tuvo dos objetivos:
1) comparar la supervivencia, el consumo foliar y los indices alimenticios de larvas de
R. nu alimentadas con soja Bty no Bt, y 2) evaluar la mortalidad larval tras la exposicién
a hojas tratadas con clorantraniliprole, trifulmuron 6 emamectina benzoato. El trabajo se
llevé a cabo en INIA La Estanzuela (Colonia) con larvas provenientes de adultos
recolectados en la Estacion Experimental Dr. Mario A. Cassinoni (Paysandu). Para
evaluar la alimentacion en soja Bt y no Bt, se colocaron individualmente larvas de tercer
estadio en jaulas con un trifolio de soja Bt (DM 5958 RSF IPRO) o no Bt (Génesis 5501).
La susceptibilidad a insecticidas se determiné sumergiendo hojas de soja no Bt en
soluciones con agua o con los insecticidas en tres dosis (recomendada, la mitad y el
doble), siguiendo protocolos validados (Insecticide Resistance Action Committee,
IRAC). Estas hojas fueron proporcionadas a larvas de segundo y tercer estadio, y se
registro la mortalidad. Los resultados para el ensayo de soja Bt indicaron que tras cuatro
dias de alimentacion, la supervivencia fue del 100 % en ambas variedades. La
defoliacion fue menor en soja Bt (9,91 %) en comparacion con no Bt (17,4 %), sin
embargo, el area foliar total consumida fue similar en ambos casos. No se registraron
diferencias en la tasa de crecimiento, a pesar de que las larvas en soja Bt presentaron
mayor eficiencia en la conversiéon del alimento. El consumo relativo fue mayor en soja
no Bt, mientras que la digestibilidad de hojas no mostr6 variaciones. Dado que las
variedades utilizadas no fueron isogénicas, los resultados podrian confundir efectos
independientes del evento transgénico. En cuanto a la susceptibilidad a insecticidas,
emamectina benzoato logré un 100 % de mortalidad a las 48 horas, mientras que
clorantraniliprole alcanzé este valor a las 94 horas. Trifulmuron mostr6 una eficacia del
70 % a las 48 horas y del 90 % a las 96 horas. Los resultados evidencian una pérdida
de susceptibilidad de R. nu a la soja Bt y una eficacia de control con los insecticidas
evaluados cuando se aplican en dosis recomendadas. Esto resalta la importancia del
monitoreo en cultivos Bt y no Bt y la necesidad de optimizar la calidad de aplicacién de
insecticidas para garantizar el contacto del principio activo con la plaga.

Palabras clave: resistencia, control de plagas, lagarta medidora, indices alimenticios,

experimentos in-situ



SUMMARY

Rachiplusia nu is one of the main soybean pests in Uruguay. Its control relies on the
application of insecticides and the use of Bt soybean expressing the Cry1A(c) protein.
Currently, Bt soybean accounts for approximately 20% of the cultivated area; however,
resistance detected in R. nu populations in neighboring countries raises concerns about
its effectiveness in Uruguay. Furthermore, failures in chemical control observed in
different regions suggest variations in insecticide susceptibility. This study had two
objectives: (1) to compare survival, foliar consumption, and feeding indices of R. nu
larvae fed on Bt and non-Bt soybean, and (2) to assess larval mortality after exposure to
leaves treated with chlorantraniliprole, triflumuron, or emamectin benzoate. The study
was conducted at INIA La Estanzuela (Colonia) using larvae obtained from adults
collected at the Dr. Mario A. Cassinoni Experimental Station (Paysandu). To evaluate
feeding performance, third-instar larvae were individually placed in cages containing a
leaflet from either Bt soybean (DM 5958 RSF IPRO) or non-Bt soybean (Génesis 5501).
Insecticide susceptibility was assessed by immersing non-Bt soybean leaves in solutions
containing water or insecticides at three concentrations (recommended dose, half dose,
and double dose), following validated protocols (Insecticide Resistance Action
Committee, IRAC). These leaves were then offered to second- and third-instar larvae,
and mortality was recorded. Results from the Bt soybean assay showed that after four
days of feeding, larval survival was 100% in both soybean types. Defoliation was lower
in Bt soybean (9.91%) compared to non-Bt (17.4%); however, total foliar area consumed
was similar in both treatments. No differences were observed in the growth rate, although
larvae feeding on Bt soybean exhibited greater efficiency in food conversion. Relative
consumption was higher in non-Bt soybean, while leaf digestibility did not differ between
treatments. Since the soybean varieties used were not isogenic, these results may reflect
confounding effects unrelated to the transgenic event. Regarding insecticide
susceptibility, emamectin benzoate caused 100% mortality within 48 hours, while
chlorantraniliprole reached this level by 94 hours. Triflumuron showed 70% efficacy at
48 hours and 90% at 96 hours. The findings suggest a loss of susceptibility of R. nu to
Bt soybean and demonstrate effective control with the evaluated insecticides when
applied at recommended doses. These results underscore the importance of monitoring
both Bt and non-Bt crops and highlight the need to optimize insecticide application quality

to ensure adequate pest exposure to the active ingredient.

Keywords: resistance, pest control, soybean looper, feeding indices,

in-situ experiments
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1. INTRODUCCION

El cultivo de soja en Uruguay representa mas del 85% de la superficie agricola
estival (Oficina de Estadisticas Agropecuarias [DIEA], 2022). El manejo agronémico del
mismo resulta clave para minimizar el impacto ambiental y maximizar su productividad.
Dentro de los factores que limitan la produccién en este cultivo, se encuentran los
insectos plaga. Entre ellos, el orden Lepiddptera agrupa la mayor cantidad de especies,
cuyas larvas causan dafios de importancia al cultivo debido a que provocan la pérdida
de area foliar, la reduccion de la intercepcion de la radiacion y la disminucion de la
capacidad fotosintética ocasionando pérdidas del rendimiento de hasta un 60%
(Casmuz et al., 2016). Una de las principales plagas de importancia econémica para la
soja en Uruguay es Rachiplusia nu (Guenée). Esta especie originaria de América Latina,
es considerada de dificil control, ya que sus larvas prefieren alimentarse en el estrato
medio del canopeo, por lo que los productos aplicados no alcanzan a la larva. Ademas,
esta especie presenta mayor tolerancia intrinseca a ciertos ingredientes activos,
desafiando su control quimico con insecticidas sintéticos, que constituye la estrategia
de manejo mayormente adoptada. Desde el 2012, en el pais, otra herramienta
disponible para el control de R. nu es la utilizacién de cultivos transgénicos. En Uruguay
el evento MON87701 confiere resistencia a larvas de lepidépteros defoliadores mediante
el gen que codifica la proteina Cry1lA(c) (International Service for the Acquisition of Agri-
biotech Applications [ISAAA], s.f.). Si bien, esta herramienta es una herramienta eficaz
para el control de R. nu, recientemente en Argentina y Brasil se ha detectado resistencia
de esta plaga a la soja Bt, por lo tanto, es necesario generar conocimiento de la situacion
actual en el Uruguay (Cibils et al., 2023). Por otro lado, debido al mencionado control
erratico de las pulverizaciones con insecticidas, mencionadas por técnicos y productores
en diferentes zonas del pais, es necesario investigar sobre los posibles casos de
resistencias de los principios activos mas cominmente empleados. Consecuentemente,
el objetivo general de este trabajo fue evaluar la susceptibilidad de Rachiplusia nu
(Lepidoptera: Noctuidae) a la proteina CrylA(c) expresada en soja Bty la mortalidad de

diferentes insecticidas usados en el cultivo de soja.

1.1 OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general: Evaluar el impacto de la soja Bt y no Bt en la supervivencia,
consumo y eficiencia alimentaria de larvas de Rachiplusia nu, asi como la mortalidad de

R. nu al ser expuestas a diferentes insecticidas en condiciones controladas.
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1.1.1 Objetivos especificos

Objetivo especifico la. Determinar las diferencias en los porcentajes de
sobrevivencia de larvas de R. nu alimentadas con soja Bt y no Bt en condiciones
controladas.

Objetivo especifico 1b. Determinar los porcentajes de defoliacion y el area foliar
consumida por larvas de R. nu en hojas de soja Bt y no Bt en condiciones controladas.

Objetivo especifico 1c. Determinar los indices alimenticios (tasa de crecimiento
relativa, eficiencia de conversion de alimentos ingerido y digerido, digestibilidad
aproximada y consumo relativo) entre larvas de R. nu alimentadas en hojas de soja Bt

y no Bt en condiciones controladas.

Objetivo especifico 2. Determinar los porcentajes de mortalidad de larvas de R.
nu alimentadas con hojas de soja sumergidas en diferentes insecticidas

(clorantraniliprole, triflumuron y emamectin benzoato).

1.1.2 Hipotesis
Hipotesis asociada al objetivo especifico 1la: el porcentaje de sobrevivencia
de las larvas de R. nu al alimentarse con soja Bt es menor respecto a las larvas

alimentadas en soja no Bt.

Hipotesis asociada al objetivo especifico 1b: los porcentajes de defoliacién
producidos y el area foliar consumida por larvas de R. nu son menores en hojas de soja

Bt respecto a los de soja no Bt.

Hipotesis asociada al objetivo especifico 1c: Las larvas de R. nu presentan
valores mas bajos de indices alimenticios cuando son alimentadas en soja Bt en

comparacion a aquellas alimentadas en soja no Bt.

Hipotesis asociada al objetivo especifico 2: La mortalidad de larvas de R. nu
varia entre los diferentes insecticidas (emamectin de benzoato, clorantraniliprole,
triflumuron) ellos, pero en ningln caso supera el 80% al evaluar las dosis utilizadas para

el control a campo.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 SOJA DESDE UNA PERSPECTIVA GLOBAL, REGIONAL Y LOCAL

La produccion de granos de soja a nivel mundial se ha incrementado
notoriamente, pasando de 144 millones de toneladas en el afio 1997 a 348 millones de
toneladas en el afio 2022 (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y
la Agricultura [FAO], 2022a). Este crecimiento se debe a varios factores, entre ellos, un
aumento en la demanda de alimentos, el avance de las economias en desarrollo, el
aumento de los ingresos de la poblacion, la capacidad de ciertos paises para ampliar
sus areas de cultivo de soja, y el incremento tanto en la produccién, como en la demanda
de biocombustibles (derivados de aceites vegetales) (Departamento de Desarrollo
Sostenible [DDS], 2009). Los principales productores de soja a nivel mundial son Brasil,
Estados Unidos y Argentina, con producciones de 120, 116 y 43 millones de toneladas
en grano, respectivamente en el afio 2022. Sudamérica es la regiébn con mayor
produccion de soja, representando el 86% de la producciéon mundial (FAO, 2022a).
Argentina, Paraguay y Uruguay, aportan alrededor del 50% de la produccién mundial y
la expansién de la soja en estos paises, implicé la sustitucibn de pastizales por

agricultura desplazando a la ganaderia y la deforestacién de zonas naturales.

La superficie de soja en Uruguay ha aumentado de forma exponencial en los
altimos 20 afos, pasando de 8900 ha cosechadas en el aflo 2000 a un millén de
hectareas aproximadamente en la zafra 2021/2022, lo cual equivale a un 85% de los
cultivos estivales del pais con un rendimiento promedio de 2799 kg/ha (DIEA, 2022). La
mayor area destinada a soja se concentra en el litoral oeste, en los departamentos de

Paysandu, Rio Negro, Soriano y Colonia (Rocha & Villalobos, 2012).

2.2 SOJATRANSGENICA BT PARA EL CONTROL DE INSECTOS PLAGA

Los cultivos transgénicos se crean mediante técnicas de ingenieria genética. La
biotecnologia modifica y transfiere genes de un organismo a otro, denominados
organismos genéticamente modificados (Barrows et al., 2014). Actualmente, los
transgénicos se utilizan en la produccion agricola con el fin de estabilizar y aumentar
rendimientos, controlar malezas, mejorar la resistencia a plagas y tolerar condiciones

abidticas adversas (James, 2003).

El uso de plantas transgénicas aplicadas al manejo de plagas se generé a partir
del desarrollo de cultivos Bt, los cuales han sido genéticamente modificados con genes
procedentes de la bacteria Bacillus thuringiensis, la cual produce proteinas con

propiedades insecticidas (Abbate & Silva, 2017). Estos genes son insertados en las
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plantas, lo que le confiere la capacidad de producir estas proteinas, con la finalidad de
generar control sobre lepidopteros, reduciendo el uso de insecticidas (Yu et al., 1997).

2.2.1 Superficie y evolucion de la soja Bt en Uruguay y en la region

En Uruguay, a partir del afio 2012 se aprobé el cultivo Bt, y se comenz6 a
sembrar soja con el evento MON87701, el mismo le confiere resistencia frente a insectos
lepidopteros con un gen que codifica la proteina CrylA(c) (ISAAA, s.f.). El area
destinada a soja Bt abarca actualmente alrededor del 20% de la superficie total cultivada
con soja (Abbate, 2023).

2.2.2 Modo y espectro de accion de la proteina Cry1A(c)

Para que las proteinas de Bacillus thuringiensis ejerzan su poder insecticida
actua, la misma debe ser ingerida por el insecto sensible, ya que, al solubilizarse en el
medio alcalino del intestino, la misma es activada (toxina) (Claus & Berkeley, 1986).
Luego de ser activada, las proteinas Cry se unen a sitios especificos localizados en la
microvellosidad de las células columnares del intestino medio. La unién a estos sitios
especificos, es indispensable para determinar la toxicidad (Bravo et al., 2007). Una vez
gue las toxinas se adhieren a las células epiteliales de la membrana intestinal, generan
una lesion que afecta su capacidad de dejar pasar iones de agua y potasio. Esto causa
un desequilibrio osmoético, destruccidn celular, disrupcion del intestino, finalmente, lleva

a la muerte del insecto sensible (Bravo et al., 2007).

La proteina CrylA(c), les otorga resistencia a insectos lepidépteros plaga del
cultivo de soja como: Anticarsia gemmatalis, Rachiplusia nu, Pseudoplusia includens,

Crocidosema aporema y Helicoverpa gelotopoeon, entre otras (Vera et al., 2022).

2.2.3 Riesgos potenciales de la tecnologia Bt

Desde su liberacién comercial, los cultivos Bt han sido objeto de polémica en la
comunidad cientifica (Obrycki et al., 2001). Entre los riesgos se menciona el posible
impacto no deseado en los organismos no blanco (Borsani et al., 2010). Estos riesgos
incluyen, cambios en la biodiversidad, efectos en la cadena trofica y alteraciones de los
procesos ecosistémicos en el suelo. Para el caso de los enemigos naturales, que forman
parte de los organismos no blanco, es posible que entren en contacto con la toxina Bt
debido a que se alimentan de diversas presas que pudieron haberse alimentado de
dichos cultivos (Borsani et al., 2010). Estas presas, que generalmente son especies
fitofagas, pueden haber consumido cultivos Bt, sin que estos le provoquen la muerte,
acumulando en su interior toxinas. Esta es una via a través de la cual los enemigos

naturales se exponen a la toxina (Borsani et al., 2010).
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Otro de los importantes riesgos asociados a esta tecnologia se deba a que, la
rapida adopcion de los cultivos Bt a nivel mundial y la constante expresion de los genes
Cry en las plantas transgénicas genera una fuerte presién de seleccion sobre las
poblaciones de insectos plaga que podria resultar en el desarrollo de podria resultar en
el desarrollo de resistencia, por ende, la pérdida de eficacia de control (Horikoshi et al.,
2021; Szwarc et al., 2022).

2.3 Rachiplusia nu

Dentro de las especies de noctuidos que afectan el cultivo de soja, la oruga
medidora, Rachiplusia nu (Guenée) es considerada unas de las principales plagas de
importancia econdmica. Esta especie se encuentra distribuida en varios paises de

nuestra regioén, Brasil, Argentina, Uruguay, Paraguay y Bolivia (Vera et al., 2018).

2.3.1 Dafos e importancia econémica

Los dafios en los cultivos son ocasionados directamente por las larvas de esta
especie, ya que estas son exclusivamente fitofagas y se alimentan de las hojas
(Bentancourt, 2008). El impacto de la defoliacion en el cultivo se relaciona
principalmente con su efecto en el indice de Area Foliar (IAF), por ende, en la capacidad
del canopeo para interceptar la luz durante el periodo reproductivo de la planta. Segun
Higley (1992) se observa una disminucién gradual en el rendimiento de la soja a medida
gue la pérdida de area foliar reduce la intercepcion de la radiacion fotosintéticamente

activa por debajo del 85%.

Las larvas de Rachiplusia nu se ubican en el estrato medio e inferior de la planta,
alimentandose del envés de las hojas, generalmente sin dafar las nervaduras. La
capacidad de ingesta de una larva es de 100 a 110 cm2 y es en sus Ultimos estadios
larvales que consume entre el 80 y 90% del total consumido (Szwarc et al., 2022). Los
hospederos de Rachiplusia nu son: alfalfa, arveja, espinaca, girasol, lino, papa, poroto,

soja, trébol, zapallo y diversas malezas (Bentancourt & Scatoni, 2010).

El umbral de dafo para las lagartas defoliadoras en soja, como Rachiplusia nu,
varia segun el estado de crecimiento del cultivo de soja y el grupo de madurez. Perotti
y Gamundi (2007) establecieron durante el periodo vegetativo y de floracién para las
sojas con grupos de madurez de Ill a VIII, el umbral de tratamiento se establece en un
30% de defoliacién y 20 orugas grandes por metro lineal de surco. En la etapa de inicio
de fructificacion hasta el amarillamiento de las hojas, para grupos de madurez lll a 'V, el
umbral se reduce a un 8-10% de defoliacion y 10 orugas grandes (1,5 cm) por metro
lineal de surco. Para grupos de madurez VI a VIII, el umbral en esta etapa es del 20%

de defoliacion y 20 orugas grandes por metro lineal de surco, todos estos valores
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aplicables en un afio con condiciones climéaticas normales. Este umbral puede variar
segun las condiciones ambientales, por ejemplo, en un afio con estrés hidrico, la planta
de soja tolera menos el dafio, lo que lleva a una disminucion en los umbrales
establecidos. En este caso, el umbral se reduce a un 15% de defoliacion mas la
presencia de 10 lagartas durante el periodo vegetativo y de floracion, y a un 10% de
defoliacion y 10 lagartas durante el periodo de inicio de fructificacion hasta el

amarillamiento de las hojas.

2.3.2 Descripcioén de la especie

En su estado adulto la polilla de Rachiplusia nu, mide de 13 a 18 mm de longitud,
con una expansion alar de 28 a 34 mm (Chiaravalle, 1998). Sus alas anteriores son de
coloracion grisacea, con tonalidades castafias. Las caracteristicas mas distintivas que
diferencia a R. nu, es que presenta una mancha plateada en forma de “Y”, y porque el
segundo par de alas son de coloracién predominantemente anaranjada con margenes
posteriores oscuros (Chiaravalle, 1998). Los huevos son de color blanco amarillento y
cambian a gris oscuros proximo a la eclosién, el tamafio de los mismos es de 0.5 mm

de diametro y 0,3 mm de altura (Chiaravalle, 1998).

En su estado de larva tiene tres pares de patas toracicas y ademas presenta tres
pares de “falsas patas” en el abdomen, lo que define su forma de desplazarse
“‘midiendo”. Su coloracién varia en tonos verdes con franjas blancas a lo largo del
cuerpo. La cabeza y las patas toracicas pueden ser de color verde o negro y a medida
gue se encuentra en sus Ultimos estadios larvales, la parte anterior es mas estrecha que
la posterior (Chiaravalle, 1998). La pupa mide entre 10 a 14 mm y se encuentra dentro
de un capullo de hilos de seda, al inicio su color es verde y a medida que transcurren

los dias se torna un color pardo oscuro (Chiaravalle, 1998).

2.3.3 Biologia

Tras la copula, las hembras de R. nu, ponen sus huevos, llegando a depositar
entre 700 y 1600 a lo largo de su vida (Bentancourt & Scatoni, 2010). El proceso de
desarrollo embrionario abarca de tres a cinco dias. Durante su crecimiento, las larvas
atraviesan de cinco a seis estadios, requiriendo alrededor de tres semanas para
completar su ciclo de vida (Bentancourt & Scatoni, 2010). En las ultimas etapas larvales,
las larvas muestran un apetito voraz y causan el mayor dafo. Las pupas se adhieren a
las plantas, envueltas en capullos de seda, durante una o dos semanas antes de
emerger como adultos (Figura 1). En Uruguay, esta especie no presenta diapausa y

permanece activa incluso en invierno. experimenta al menos cinco generaciones al afio,



16

alcanzando su mayor abundancia durante los meses de verano (Bentancourt & Scatoni,
2010).

Figura 1

Ciclo de vida de Rachiplusia nu

Nota. Huevo (A), larva (B), prepupa (C), pupa (D) y adulto (E) de Rachiplusia un.
Tomado de Saluso et al. (2023).

2.3.4 Generacion de resistencia de Rachiplusia nu a la proteina Cry1A(c)

En la zafra 2020/2021 en Brasil, se realizaron estudios para evaluar si la
tecnologia estaba funcionando correctamente, ya que se observaron dafios inesperados
por Rachiplusia nu (Guenée) y Crocidosema aporema (Walsingham) en las variedades
de soja que contenian el evento MON 87701 x MON 89788 (Horikoshi et al., 2021). Los
analisis revelaron una modificacién genética en la susceptibilidad a la proteina Cry1A(c),
en ambas plagas (Horikoshi et al., 2021). Sin embargo, esta variedad de soja sigue
siendo efectiva contra Anticarsia gemmatalis (Hubner), Chrysodeixis includens,
Chloridea virescens (Fabricius) y Helicoverpa armigera (Hubner) en Brasil (Horikoshi et
al., 2021).

Otro estudio en Brasil también revel6 que los biopesticidas basados en Bt,
también presentaban baja efectividad en el control de Rachiplusia nu (Braga et al.,

2024). Debido a que todas las proteinas CrylA compiten por los mismos sitios de union
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en el intestino medio de los insectos, la resistencia desarrollada para en una de estas
proteinas afecta la susceptibilidad de todas (Ejemplo: CrylAa, CrylAb y CrylA(c))
presentes tanto en los cultivos transgénico como en los bioinsecticidas (Braga et al.,
2024).

En Argentina en la zafra 2021/2022 también se reportaron chacras con la
presencia de lagartas y dafios en cultivares de soja Bt, registrandose hasta un 30% de
defoliacion en estados reproductivos, y provocando aplicaciones de insecticidas en los
mismos (Szwarc et al., 2022). En Uruguay en la misma zafra 2021/2022, también se
reportaron chacras con dafios ocasionados por Rachiplusia nu en soja con tecnologia
Bt (Cibils et al., 2023).

La estrategia utilizada para retrasar el desarrollo de poblaciones resistentes de
las especies blanco de la tecnologia a los cultivos Bt se enmarca dentro de un Programa
de Manejo de la Resistencia (MRI). Este programa incluye rotacion de toxinas,
combinacion de toxinas (genes apilados) y combinacion de eventos con dosis altamente
toxicas y siembra de refugios (Brousseau et al., 1999). La estrategia de Alta Dosis /
Refugio es mundialmente aceptada. Se basa en que las plantas Bt expresan una «dosis
alta», la frecuencia inicial de alelos de resistencia en la poblacion de insectos es muy
baja, y el area refugio debe respetar un ubicacién y proporcion adecuada (Huang et al.,
2011). El refugio es un parte de la chacra en la cual se debe sembrar una variedad de
soja que no presente el gen Bt, esta parte corresponde al 20% del &rea y debe estar a
una distancia maxima de 1200 metros. Esto es necesario ya que, en esa porcion de la
chacra, los insectos “susceptibles” pueden reproducirse y mantener asi una poblacion
numerosa que al cruzarse con insectos “resistentes” sobrevivientes, generara que la
descendencia mantenga una baja frecuencia de insectos “resistentes” (Tabashnik et al.,
2009). Por otro lado, la dosis expresada en el vegetal, refiere a la concentracion de
toxina Cry en la planta del cultivo Bt en relacion con la expresion de los genotipos de
resistencia. Para una dosis alta, la concentracién de toxina Cry debe ser suficientemente
alta para que el tejido de la planta sea lo bastante téxico, Se considera que el evento Bt
es de alta dosis cuando el cultivo expresa una concentracion de toxina Bt que elimina
99,99% de la fraccibn homocigota de la plaga blanco respecto al caracter de
susceptibilidad a la toxina, y a la vez provoca la mortalidad de un muy elevado porcentaje
(295%, Huang et al., 2011) de la fraccion heterocigota para el mismo caracter (Trumper,
2014).

Es importante considerar que las concentraciones de la toxina Bt pueden variar
debido a mdltiples factores. Entre ellos se encuentran la edad de la hoja (Le et al., 2007;

Wei et al., 2005), las condiciones de crecimiento de la planta (Le et al., 2007), su estado
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nutricional (Coviella et al., 2002), la exposicién a altos niveles de CO, (Coviella et al.,
2002; Wu et al., 2007) y las fluctuaciones de temperatura (Himanen et al., 2009). Estas
modificaciones en la expresion de la toxina pueden generar un control inconsistente de
la plaga, lo que en ocasiones se interpreta errobneamente como el desarrollo de

resistencia.

2.4 CONTROL QUIMICIO DE PLAGAS

El control de plagas de interés agricola comienza en tiempos antiguos, cuando
civilizaciones como la egipcia, china y romana recurrian a sustancias naturales
provenientes de minerales y plantas para proteger sus cultivos (Schmidt et al., 2022).
No obstante, fue después de la Segunda Guerra Mundial, con la Revolucién Verde y el
auge de la agricultura moderna, cuando comenzé a incrementarse notablemente la
produccion y el uso de productos quimicos sintetizados para el control de plagas
(Schmidt et al., 2022). A nivel mundial durante el 2022, la cantidad total de insecticidas
sintéticos utilizados en la agricultura fue de 772,457.38 k toneladas (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAQO], 2022b). De este total, Asia
representé el 56.2%, las Américas el 25.2%, Europa el 9.4%, Africa el 7.7% y Oceania
el 1.5% (FAO, 2022b).

En Uruguay, el auge de la soja a partir de 2003 marcé el inicio de una era de uso
intensivo de agroquimicos (Abreu, 2023). Entre 2000 y 2021, las importaciones de
plaguicidas oscilaron entre 3,9 y 10,6 toneladas. En 2021, los insecticidas mas
importados fueron: clorpirifos (47%), aceite de parafina (12%), triflumuron (6%), fosfuro

de aluminio (5%), clorantraniliprol (3%) (Palladino et al., 2023).

El uso de insecticidas es el método mas utilizado en el control de plagas dada
su rapidez y efectividad. Sin embargo, su uso conlleva a efectos negativos sobre el
ambiente y salud humana, como el aumento de casos de resistencia, impacto sobre
organismos benéficos (polinizadores, enemigos naturales) entre otros (Ansari et al.,
2014). Mudltiples evidencias indican que la agricultura es una de las principales
causantes de contaminacién ambiental, debido al uso de agroquimicos (Tittonell et al.,
2020).

En Uruguay, el dafio causado por insectos plaga durante todo el ciclo del cultivo
de soja determinan en promedio entre dos y tres aplicaciones de insecticidas (Rava et
al., 2024). Para el control de las plagas, es necesario disefiar una estrategia de manejo
racional. Para que el control sea eficiente, se deben tener en cuenta varios aspectos: la
identificacion del organismo plaga, el conocimiento de su biologia y ecologia, asi como

del cultivo afectado, incluyendo su biologia y ecologia (Jiménez Martinez, 2009).
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Ademads, es crucial comprender las condiciones socioeconémicas del agricultor, como
la disponibilidad de recursos, conocer los métodos de controles eficaces disponibles, y
sus implicaciones socioecondmicas y ambientales. También se debe estar al tanto de
las regulaciones gubernamentales relacionadas con el control legal, y determinar
cuando es necesaria la aplicacion directa de un insecticida. Es fundamental seleccionar
los métodos mas efectivos que minimicen el dafio al medio ambiente y asegurar el uso
correcto de los métodos de control empleados (Jiménez Martinez, 2009). Tomando en
cuenta estas consideraciones, se puede afirmar que el disefio adecuado de estrategias
de manejo, depende de la naturaleza del cultivo y de la plaga, la capacidad y tipo de
dafio causado por la misma, los factores de mortalidad natural (clima y enemigos

naturales) y el valor econémico del cultivo (Jiménez Martinez, 2009).

2.4.1 Tolerancia intrinseca de Rachiplusia nu a insecticidas sintéticos

Los insectos pueden desarrollar resistencia a los insecticidas a través de
adaptaciones genéticas, procesos de desintoxicacién metabdlica y modificaciones en su
comportamiento, como respuesta a la constante presién selectiva ejercida por estos
compuestos. Estos mecanismos reducen la efectividad de los controles quimicos,
generando resistencia, provocando la disminucion en la eficacia del manejo de plagas,
el incremento en los costos de produccion y efectos adversos sobre el medio ambiente
(Iftikhar et al., 2024).

Las pérdidas de follaje provocadas por Rachiplusia nu determinan mdultiples
aplicaciones de insecticidas en los cultivos de soja, aunque en algunos casos los
controles no son completamente efectivos. Esto se debe, en parte, a la tendencia de las
larvas a refugiarse en la zona media del canopeo y a su tolerancia intrinseca a distintos
ingredientes activos del grupo de los piretroides, como permetrina, cipermetrina y

lambda-cialotrina (Russo et al., 2012).

Un factor clave para el correcto funcionamiento de los insecticidas es asegurar
una pulverizacion eficiente que garantice una cobertura uniforme en las plantas. Esto
facilita que los insectos ingieran el producto de manera efectiva. Dado que las larvas de
R. nu suelen ubicarse en las partes media y baja de la planta, alimentandose
principalmente en el envés de las hojas, es fundamental que la aplicacién alcance estas

areas para maximizar su eficiencia (Lobos, 2010).

Con el objetivo de evaluar en Brasil los niveles de susceptibilidad y resistencia a
distintos insecticidas en poblaciones de Chrysodeixis includens (Walker) y Rachiplusia
nu (Guenée), se llevaron a cabo ensayos con diversos grupos de insecticidas. Se

incluyeron aquellos con accion sobre el sistema nervioso (tiodicarb, metomilo, lambda-
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cialotrina, espinetoram, metaflumizona, indoxacarb y benzoato de emamectina), accion
muscular (clorantraniliprol, ciclaniliprol y flubendiamida), reguladores de crecimiento
(teflubenzurdn, clorfluazuron y metoxifenozida), asi como insecticidas que afectan el
metabolismo energético y el intestino medio (clorfenapir y un biopesticida a base de
Bacillus thuringiensis — Bt) (Braga et al., 2024).

Las diferentes poblaciones de cada especie, incluso cuando estaban separadas
geogréficamente, presentaron niveles de resistencia similares (Braga et al., 2024). En
ambos casos, la concentracion letal 90% de la mayoria de los insecticidas fue superior
a la dosis recomendada para el control de ambas especies a campo. La eficiencia de
control de: espinetoram, metaflumizona, benzoato de emamectina, ciclaniliprol y
clorfenapir fue similar para ambas especies. En contraste, indoxacarb, clorantraniliprol,
flubendiamida, teflubenzurény clorfluazurén fueron mas letales para R. nu, mientras que
metoxifenozida y el biopesticida a base de Bt, resultaron mas efectivos contra C.
includens. Finalmente, tiodicarb, metomilo y lambda-cialotrina demostraron baja
toxicidad en ambas especies (Braga et al.,, 2024). Para R.nu particularmente, la
exposicién a benzoato de emamectina durante 48 horas y a clorantraniliprol por 96 horas
resultd en una mortalidad del 100%. El teflubenzurén, un regulador de crecimiento con
un modo de accion similar al triflumuron, alcanz6 un 80% de mortalidad tras 120 horas

de exposicion con la dosis recomendada a campo (Braga et al., 2024).

2.4.2 Insecticidas comunmente utilizados para el control de Rachiplusia nu en soja

En Uruguay, los insecticidas sintéticos mayormente utilizados en el cultivo de
soja para el control de lepid6pteros defoliadores (entre ellos R. nu) son clorantraniliprole,
triflumuron, emamectin benzoato, clorpirifés, bifentrin y tiametoxam (Ministerio de
Ganaderia, Agricultura y Pesca [MGAP], s.f.). Entre ellos se describiran aquellos que

fueron utilizados en el presente trabajo.

2.4.2.1 Clorantraniliprol

El clorantraniliprol, es una sustancia activa perteneciente al grupo IRAC 28, es
decir al grupo de moduladores del receptor de la rianodina y al subgrupo de las diamidas
(IRAC Argentina, s.f.). EI mismo actla por contacto e ingestion. Provoca una accion
estomacal de manera sistémica activando los canales de calcio y los receptores de
rianodina, fundamentales para la funcién muscular de los insectos. El clorantraniliprole,
se une a estos canales provocando una liberacion excesiva de calcio, lo que induce la
contraccién muscular. Los insectos tratados presentan paralisis muscular y dejan de
alimentarse a las pocas horas de ser tratados, ocasionando la muerte posteriormente.

Este insecticida no tiene poder de volteo, pero es importante remarcar que el insecto
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deja de generar dafio rapidamente debido a la parélisis de sus mandibulas (Alvarez &
Abbate, 2013). Este principio activo controla lepiddpteros plaga como Rachiplusia nu,
Anticarsia gemmatalis y Spodoptera frugiperda (Bentley et al., 2010; Proquimur, 2017b).
Es considerado selectivo para lepidopteros (Alvarez & Abbate, 2013), aunque se han
reportado ciertos efectos sub-letales sobre organismos acuaticos (Stinson et al., 2022)
y enemigos naturales (Parsaeyan et al., 2020). Este principio activo tiene efecto residual,
lo cual es bueno para el control de las plagas objetivo, pero aumenta el riesgo de
generacion de poblaciones resistentes y la exposicion a otros organismos. Esta
clasificado como banda verde (IV) (Camara de Sanidad Agropecuaria y Fertilizantes
[Casafe], s.f.), es decir, no es considerado téxico para los mamiferos. Sin embargo,
presenta una toxicidad moderada para los polinizadores (Dotti de Araujo, 2019;
Proquimur, 2017b).

2.4.2.2 Emamectin benzoato

El emamectin benzoato es una sustancia activa perteneciente al grupo IRAC 6,
es decir a los moduladores alostéricos del canal de cloro dependiente de glutamato, su
subgrupo es la avermectina (IRAC Argentina, s.f.). Este principio activo es selectivo para
lepiddpteros y actia sobre la activacion del canal del cloro del sistema nervioso,
interrumpiendo los impulsos nerviosos de los insectos y en la sintesis de quitina
(Fanigliulo & Sacchetti, 2008). Actia principalmente por ingestion y posee accion
translaminar, lo que le permite penetrar en el tejido foliar (Tafirel, s.f.). Sin embargo,
cuando permanece en la superficie de la hoja, se degrada rapidamente. Pertenece a la
categoria toxicolégica grupo Il banda amarilla, moderadamente peligroso para los
humanos (Casafe, s.f.), altamente toxico para las abejas (Cibeles, s.f.) provocando

también efectos sub letales sobre las mismas (Abdu-Allah & Pittendrigh, 2018).

2.4.2.3 Trifulmuron

El trifulmuron es un compuesto activo del grupo quimico IRAC 15, (benzoilureas)
clasificado como un regulador del crecimiento de insectos (IRAC Argentina, s.f.). Su
modo de accién se produce por contacto o ingestién, inhibiendo la sintesis de quitina,
por lo tanto, se ve afectado el proceso normal de muda en los insectos, le confiere un
efecto ovicida y larvicida. Debido a este mecanismo, su accidon es mas lenta en
comparacion con los insecticidas sistémicos (Dotti de Araujo, 2019). Dado su modo de
accion, la aplicacion del trifulmuron debe realizarse cuando la mayoria de las larvas se
encuentren en los primeros estadios de su desarrollo, etapa en la que su consumo de
alimento es reducido. Los insectos defoliadores en sus primeras cuatro fases larvales
ingieren menos del 10 % del total de alimento que consumiran a lo largo de su desarrollo

como larva (Lobos, 2010).
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Este principio activo es selectivo para lepidépteros (Lozoya Saldafa et al., 1987;
Proquimur, 2017a). Los reguladores del crecimiento de insectos se caracterizan por su
efecto residual, su uso en dosis bajas y su alta selectividad, lo que reduce el impacto
sobre especies no objetivo. Trifulmuron es banda verde (Casafe, s.f.), toxico para las
abejas (Dotti de Araujo, 2019; Proquimur, 2017a).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 SUSCEPTIBILIDAD DE Rachiplusia nu A LA PROTEINA Cry1A(c) EXPPRESADA
EN SOJA Bt

El estudio fue realizado en INIA La Estanzuela, Estacion Experimental “Dr.
Alberto Boerger”, ubicada en el Departamento de Colonia, en el pueblo Semillero. Para
la obtencion de individuos experimentales de Rachiplusia nu, se recolectaron adultos de
esta especie en la Estacidon Experimental “Dr. Mario A. Cassinoni’, Facultad de
Agronomia (Paysandu, Uruguay), utilizando una trampa de luz. Luego de mantener al
menos cuatro generaciones alimentadas con hojas de soja no Bt, algunos individuos
fueron transportados a INIA La Estanzuela y criados en el laboratorio de entomologia
bajo condiciones controladas (27 + 2 °C, 14:10 (L/O), 70-75 % HR) con dieta artificial
Cabbage Looper (Trichoplusia ni) diet; Southland Product Inc; Arkansas, USA
(https://southlandproducts.net/).

Se utilizaron las variedades de soja Bt (DM 5958 RSF IPRO) y no Bt (Génesis
5501). Las dos variedades de soja evaluadas no eran lineas isogénicas, pero eran muy
similares en fenologia. Esto ocurri6 debido a que se quisieron evaluar genotipos
comerciales y no existen cepas comerciales con y sin el evento MON 87701, el cual
confiere la expresion de la proteina CrylA(c). Las mismas fueron sembradas el 26 de
junio de 2023 en macetas, con una dimension de 30 cm altura'y 20 cm de ancho. Previo
a comenzar con el bioensayo, se realiz6 un test de ELISA (Envirologix, 2014) a plantas
de 40 cm de altura mantenidas en el invernaculo, para confirmar el estatus Bt o no Bt
de cada una de ellas. EI manejo agrondmico de ambas variedades fue idéntico,

procurando que no presentaran ningun estrés bidtico ni abiético (hidrico o nutricional).

Se utilizaron jaulas (23 cm de diametro y 71 cm de largo; Figura 2) adaptando el
modelo propuesto por de Cibils-Stewart et al. (2015). Cada jaula consistia en una
estructura de alambre envuelta en una malla blanca con tapas con cierres para poder
colocar dentro el trifolio y la larva. Para permitir el libre movimiento de las larvas dentro
de cada jaula, se dispusieron soportes cilindricos de alambre de acero galvanizado de
calibre 14, que presentaban un anclaje sobre la tierra para darle rigidez a la jaula. Las
mismas fueron colocadas cuando las plantas alcanzaron estado fenolégico V5. El
manejo del riego se realiz6 manteniendo las macetas sobre una bandeja con agua
destilada que se chequeé diariamente. La fertilizacién se realizé de manera mensual,

afiadiendo 10 ml de NPK por maceta asegurando que siempre tengan agua.

Para el procesamiento estadistico, se emple6 un disefio experimental
completamente al azar (DCA), donde se establecieron dos tratamientos: soja Intacta®
(Bt) (DM 5958 RSF IPRO) y soja convencional (no Bt) (Génesis 5501). Cada planta
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evaluada fue considerada una unidad experimental. En total, se evaluaron 20 unidades
experimentales (diez repeticiones por tratamiento). Para el ensayo, se seleccionaron
larvas en el tercer estadio larval (L3), las cuales fueron sometidas a un ayuno previo de
dos horas. Posteriormente, se pesoO cada larva y se instalé dentro de una jaula que
contenia un trifolio de soja. Las plantas permanecieron en un invernaculo con
condiciones semi-controladas durante el experimento, que se desarroll6 del 17 al 21 de
julio de 2023.

Transcurridos cuatro dias, se retiraron las larvas de cada jaula y se evalué la
sobrevivencia de las larvas, en caso de estar viva, se registré el peso de la larva, se
colectaron las heces (excremento). También se determiné el consumo de cada larva:
porcentaje y area de defoliacion (centimetros cuadrados), y se estimo el rechazo, el cual
correspondié al area de hoja no consumida, utilizando el programa BioLeaf-Foliar

Andlisis™.

Se estimaron variables relacionadas con la eficiencia de crecimiento y utilizacién

de alimentos. Las variables calculadas fueron:

1. Tasa de crecimiento relativa (RGR): ganancia de peso de la larva/ (peso
inicial x duracién del bioensayo en dias). RGR calcula el crecimiento de

la masa corporal en relacién con la masa corporal inicial (Mg por dia).

2. Eficiencia de conversién de alimentos ingeridos (ECI): (ganancia de peso
de la larva/ (masa inicial-masa final consumida)) *10. ECI estima el
porcentaje de alimentos ingeridos que se convirti6 en masa corporal;

también denominada eficiencia de crecimiento.

3. Eficiencia de conversion de alimento digerido (ECD): (ECl-heces) *10.
ECD estima el porcentaje de alimentos asimilados que se convierte en

masa corporal; también denominada eficiencia metabdlica.

4. Digestibilidad aproximada (AD): ((masa inicial-masa final consumida)-
heces)) x10. AD estima el porcentaje de alimentos ingeridos que se

digiere y asimila; también denominada eficiencia de absorcion.

5. Consumo relativo (RC): (masa inicial-masa final consumida) / masa
corporal diaria. RC estima la masa de alimentos ingeridos durante 24

horas en relacién con la masa corporal inicial (Mg por dia).

El analisis estadistico se realiz6 con el programa InfoStat (Balzarini et al., 2008),
utilizando el método ANOVA (Andlisis de Varianza) para identificar posibles diferencias

significativas entre los grupos utilizando un P-valor menor o igual al 5%.
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El modelo estadistico tedrico utilizado para el analisis de los resultados fue el

siguiente:
Yij=p+1i + &
Donde:
Yij: variable aleatoria observable
M: parametro, media general
Ti: efecto relativo del i-ésimo tratamiento

€ij: variable aleatoria no observable

Figura 2

Jaulas con un trifolio y una larva por cada planta
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3.2 SUSCEPTIBILIDAD DE Rachiplusia nu A DIFERENTES INSECTICIDAS

El experimento se llevé a cabo en INIA La Estanzuela. Los individuos de
Rachiplusia nu se obtuvieron del mismo modo que para el ensayo fueron colectados de
la misma manera. Se realiz6 ajustdndose al método 018 de la IRAC (Insecticide
Resistance Action Committee [IRAC], 2010). Se utilizaron 100 hojas de soja
convencional, de las cuales 10 hojas se utilizaron como testigo y las mismas fueron
embebidas en agua Unicamente. Los 90 restantes fueron embebidos en insecticidas. El
ensayo se realizé el entre el 17 de julio y 21 de julio de 2023.

Los insecticidas empleados fueron clorantraniliprol, trifulmuron y emamectin

benzoato (Tabla 1).

Tabla 1

Caracteristicas de los insecticidas evaluados

Nombre Formul Ingrediente activo . Dosis Cat.
comercial acion* (g iall) Grupo quimico Campo toxicolégica
(g ia. /ha)
Clorantraniliprol Diamida
. . v
Sumo SC (220 g aill) antranilica 6
. Trifulmuron
Nion SC (480 g aill) Benzoylurea 24 v
Emamectin
Novomectin SC benzoato Avermectina 11,4 1
(200 g ail)

Nota. SC: suspension concentrada.

Para cada insecticida se destinaron 30 hojas, de las cuales 10 presentaron una
dosis alta (2 DC), 10 dosis media (DC), 10 dosis baja (0.5DC) de etiqueta. Para iniciar
el ensayo se seleccionaron 100 larvas en estadio L2-L3, las cuales se habian sometido
a un ayuno de 4 horas previo a la colocacion en las placas de Petri. Luego de que las
100 hojas fueron embebidas en los diferentes tratamientos, se colocaron dentro de una
placa de Petri, en la cual cada placa tenia una larva. Para evitar la desecacion, el peciolo
de cada hoja fue envuelto con algodén humedecido con agua y papel metalico (Figura
3). Transcurridas 48 horas, se examinaron las placas de Petri y se evalu6 la mortalidad

de las larvas. Esta evaluacion se repitié a las 96 horas.
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El andlisis estadistico para la variable mortalidad se realiz6 con el programa
InfoStat (Balzarini et al., 2008). Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar
(DCA) con un arreglo factorial de tratamientos. Se evaluaron tres tratamientos
(insecticidas) cada uno de los cuales fue evaluado en tres niveles: dosis de campo, el
doble y la mitad de la misma, adicionando un tratamiento adicional como testigo (agua
destilada). En cada caso se evaluaron 10 repeticiones diferentes, totalizando 100 larvas
utilizadas en el estudio. Dado que la variable de estudio fue la mortalidad, se
confeccionaron tablas de contingencia y se aplicé la prueba de Irwin-Fisher para
categorizar a los individuos como vivos o muertos. Se compar6 el tratamiento testigo
con las distintas dosis (alta, media y baja) de cada tratamiento.

Figura 3
Placa de Petri con hoja tratada con clorantraniliprol a dosis baja y una larva L3
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 SUSCEPTIBILIDAD DE Rachiplusia nu A LAPROTEINA Cry1A(c) EXPRESADA
EN SOJA Bt

4.1.1 Sobrevivencia

La sobrevivencia de larvas de Rachiplusia nu (L3) alimentadas de foliolos de soja
creciendo en plantas durante 4 dias, no vario entre las variedades Bt y no Bt evaluadas
y en ambos tratamientos fue del 100 por ciento, no registrandose variaciones entre
ninguno de los individuos evaluados (Figura 4).

Figura 4
Sobrevivencia de larvas alimentadas con soja Bty no Bt
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Los resultados obtenidos rechazan la hipotesis propuesta inicialmente, ya que
las larvas en tercer estadio que se alimentaron con soja Bt durante 4 dias, sobrevivieron
al final del experimento. Dado que la variedad evaluada expresa un evento transgénico
gue incluye dentro de su especie objetivo a R. nu, era esperable que un alto porcentaje
de los individuos evaluados mueran al alimentarse de la proteina CrylA(c). Se espera
gue esta toxina, al ser ingerida por la especie blanco, determine la degradacién de las
paredes del tubo digestivo y la muerte del insecto debido a una entrada masiva de agua

al sistema que finalmente se paraliza (Carbone, 2018).

La sobrevivencia de las larvas alimentadas sobre soja Bt indicaria la falta de
susceptibilidad de las mismas a la proteina Cry1A(c). Muchos mecanismos podrian estar
involucrados en esta baja susceptibilidad a la toxina, incluida la resistencia metabdlica
del insecto a las toxinas. La probabilidad de supervivencia de las larvas que se alimentan

de cultivos Bt varian segun la especie (Hernandez-Rodriguez et al., 2013), la poblacion
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(Cibils et al., 2023) y el estado larvario (Tavares et al.,, 2021). En este sentido, los
resultados obtenidos en esta tesis no podrian extrapolarse a otras poblaciones de esta
especie, sin embargo, los controles erraticos reportados por diferentes productores en
distintas partes del pais a partir de la zafra 2021/2022 pondrian de manifiesto que esta
pérdida de tolerancia no es exclusiva de la poblacién en estudio (originada a partir de
adultos colectados en Paysandu). En relacion al tamafio de larva es de esperar que la
susceptibilidad de larvas de tercer estadio sea inferior en relacion con larvas neonatas,
ya que estas Ultimas se exponen al cultivo de forma natural cuando la hembra adulta
ovipone sobre él y presentan una menor dosis letal, acorde a su tamafio corporal. Sin
embargo, no era esperable que ninguna larva en tercer estadio muera al alimentarse
durante 4 dias por hojas Bt, tal como sucedi6 en el presente estudio concordando con
los resultados de Cibils et al. (2023).

Este resultado pondria en evidencia el desarrollo de poblaciones de R. nu,
resistentes a cultivos de soja que expresen la proteina CrylA(c) en Uruguay. Los
resultados obtenidos en este trabajo coinciden con los reportados por Horikoshi et al.
(2021) en Brasil, quienes identificaron una modificacién genética en la susceptibilidad
de Rachiplusia nu a la toxina Bt. En su estudio, las concentraciones de CrylA(c)
utilizadas para estimar la LC50 en R. nu en un campo de soja MON 87701 x MON 89788
variaron entre 1.165 y 74.600 ng/cmz2. A estos niveles de exposicion, la supervivencia
de la poblacion de R. nu oscil6 entre el 74,6 % y el 91,7 %. En este mismo pais, Braga
et al. (2024) también reportaron poblaciones de Rachiplusia nu, resistentes a la proteina

CrylA(c) expresada en Bt.

Nuestros resultados también coinciden con los obtenidos por Cibils et al. (2023)
donde evaluaron la supervivencia de larvas de R. nu expuestas a soja Bt en una
poblacién de Quebracho y obtuvieron 100% de sobrevivencia. Cabe considerar, que el
ensayo de Cibils et al. (2023) tuvo una duracién de 15 dias en las cuales las larvas
fueron alimentadas con una hoja cortada de las plantas evaluadas de soja Bt. Esta
metodologia, podria generar que la hoja no esté expresando la toxina durante todo el
periodo de evaluacién, pudiendo explicar el resultado obtenido por los autores. En
cambio, en el presente trabajo, las condiciones de evaluacion fueron diferentes, ya que
el trifolio con el que se alimentan las larvas, siempre estuvo unido a la planta, por lo que
la toxina deberia haberse expresado constantemente, ya que las macetas no fueron
sometidas a ningun estrés ambiental, lo cual podria variar la expresion de la toxina en
la planta (Himanen et al., 2009; Le et al., 2007).
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4.1.2 Porcentaje de defoliacion y area foliar consumida

Los resultados indicaron que la tecnologia Bt fue un factor significativo en la variable
porcentaje de defoliacién (p-valor = 0,0366). Las plantas no Bt mostraron una defoliacion
significativamente mayor que las Bt, alcanzando un promedio de 17,4% de defoliacion
después de 4 dias de evaluacién (Figura 5), lo que coincide con la hipétesis planteada
al inicio del estudio. En contraste, las larvas alimentadas con soja Bt provocaron un
promedio de 9,91% de defoliacién durante el mismo periodo. Estos resultados fueron
inesperados, ya que la tecnologia Bt, al momento de la comercializacion del evento

MON87701, incluia a Rachiplusia nu como una de las especies objetivo para su control.

Figura 5

Porcentaje de defoliaciéon (%) segun tratamiento (larvas alimentadas con soja Bt y no
Bt)
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Respecto al &rea defoliada, no hubo diferencias significativas entre el area foliar
consumida por larvas de R. nu en soja Bt y no Bt (p-valor = 0.1726; Figura 6), lo cual
rechaza la hipétesis propuesta, ya que, si bien se observa una tendencia de menor
consumo de area foliar en las hojas Bt, la misma no es significativa y pone de manifiesto

gue la poblacién de R. nu evaluada puede alimentarse de plantas que expresen la
proteina CrylA(c).
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Figura 6

Area de defoliacion (cm?) segun tratamiento (larvas alimentadas con soja Bt y no Bt)
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En Argentina durante la zafra 2021/2022, Szwarc et al. (2022) reportaron la
presencia de larvas y dafios en soja Bt, registrando hasta un 30% de defoliacion en
estados reproductivos del cultivo de soja. En el presente trabajo, el mayor porcentaje de
defoliacion registrado en soja Bt en estado vegetativo V5 fue el de una larva que alcanzo6
un 19,49 % durante un periodo de cuatro dias, este valor es superior al promedio

registrado entre las larvas expuestas a soja no Bt.

Segun Higley (1992), el cultivo de soja muestra una disminucién gradual en el
rendimiento de la soja a medida que la pérdida de area foliar reduce la intercepcion de
la radiacion fotosintéticamente activa por debajo del 85%. Estudios realizados en la
EEMAC, en los cuales se inocularon larva de R. nu en plantas de soja en estadio V5,
con buenas condiciones hidricas, demostraron que recién a partir de defoliaciones del
46% se observan mermas de rendimiento en comparacion de plantas no defoliadas
(Beasley Lomazzi, 2024). La capacidad de defoliacion de larvas de R. nu sobre soja Bt
demostrada en el presente trabajo evidencia la necesidad de realizar monitoreos
frecuentes aln en soja resistente a lepidépteros (Bt), ya que la presencia de larvas de
R. nu en el cultivo podria determinar niveles de defoliacion que comprometan el

rendimiento logrado por el cultivo.
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Si bien nuestros resultados indican que el porcentaje de defoliacion fue mayor
en la soja no Bt, al analizar el area defoliada en centimetros cuadrados, no se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos, demostrando que las larvas
pueden consumir la misma cantidad independientemente de la tecnologia. En este
sentido, el efecto observado sobre la defoliacién, podria no estar asociado al factor
evaluado (tecnologia Bt/no Bt), sino que pudo ser confundido debido a que los tamafios
de los trifolios fueron diferentes entre ambos tratamientos, ya que la variedad Bt
evaluada presentd mayor tamafio de hojas en comparacién con la no Bt (Génesis 5501).
Este resultado pone de manifiesto la importancia de evaluar ambas variables, ya que
basarse unicamente en el porcentaje de defoliacién no proporciona una medida precisa

de la cantidad real de tejido consumido.

Las larvas que se alimentaron con soja Bt consumieron, en promedio, 0,33 cm2
por dia, mientras que las que consumieron soja no Bt alcanzaron un promedio de 0,45
cm2 por dia, si bien estas diferencias no fueron significativas, se puede observar una
tendencia de mayor consumo en aquellas larvas alimentadas con soja no Bt. De todos
modos, estos resultados comprueban la capacidad de las larvas de la poblacion
evaluada de R. nu de alimentarse de soja resistente a lepidépteros, evidenciando que
esta tecnologia ya no seria adecuada para controla esta especie de lepidépteros

defoliador y evitar las aplicaciones de insecticidas.

4.1.3 indices alimenticios
4.1.3.1 Tasa de crecimiento relativo de las larvas

La tasa de crecimiento relativa de las larvas no varié significativamente entre

aquellas alimentadas con soja Bt y no Bt (p-valor = 0.2589: Figura 7).



33

Figura7

Tasa de crecimiento relativa segun tratamiento (larvas alimentadas con soja Bty no
Bt)
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Estos resultados rechazan la hip6tesis inicialmente propuesta, ya que se
esperaba que el modo de utilizacion del alimento fuera diferente de acuerdo a la
tecnologia y que la expresion de la toxina implique un costo para la larva que se
transfiera en una menor tasa de crecimiento. Nuestros resultados obtenidos a partir de
una poblacion iniciada con adultos capturados en Paysandu, concuerdan los obtenidos

sobre una poblacion de Quebracho para la misma variable estudiada (Cibils et al., 2023).

4.1.3.2 Eficiencia de conversion de alimentos ingeridos y digeridos de las larvas

La tecnologia fue un factor significativo para la variable eficiencia de conversién
de alimentos ingeridos (p-valor = 0.001). Las larvas que fueron alimentadas con soja Bt
presentaron mayor eficiencia de conversion del alimento ingerido en comparacién con
aquellas que fueron alimentadas con soja no Bt (Figura 8). Las larvas que fueron
alimentadas con soja Bt, presentaron también mayor eficiencia de conversion del
alimento digerido en comparacion a las larvas que se alimentaron con soja no Bt (p-
valor = 0.0001; Figura 9).
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Figura 8

Eficiencia de conversion de alimentos ingeridos (larvas alimentadas con soja Bty no
Bt)
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Figura 9

Eficiencia de conversion de alimentos digerido (larvas alimentadas con soja Bt y no Bt)
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Los resultados obtenidos contradicen la hipotesis inicial, ya que las larvas de R.
nu alimentadas con soja Bt mostraron una mayor eficiencia en la conversién de alimento

ingerido y digerido, necesitando consumir menos tejido vegetal para ganar la misma
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masa corporal que las alimentadas con soja no Bt. Sin embargo, el mayor consumo
relativo de soja no Bt y la falta de diferencias en la tasa de crecimiento sugieren que la
soja Bt no no tiene ventajas para el desarrollo. Ademas, la soja utilizada no era iségena,
lo que podria haber influido en la menor calidad nutricional de la soja no Bt, complicando

una comparacion justa entre ambos tratamientos.

Aunque la soja Bt mostré6 mayor eficiencia en la conversion del alimento, no se
traduce en un mejor desarrollo, lo que podria indicar que no proporciona los nutrientes
necesarios para un crecimiento 6ptimo. Ademas, la mayor eficiencia en la conversién
podria estar asociada a un mayor contenido de agua en la soja Bt, como observé
Pereyra (1995). Sin embargo, la ausencia de efectos significativos en la biologia de las
larvas alimentadas con hojas Bt sugiere que la proteina CrylA(c) no esta actuando con
la eficacia esperada o que las larvas han desarrollado mecanismos de resistencia. Esto

confirma la pérdida de susceptibilidad de esta poblacién de R. nu a la toxina.

4.1.3.3 Digestibilidad aproximada

La digestibilidad aproximada de las hojas de soja no vario significativamente
segun la tecnologia (p-valor = 0.5742, Figura 10).

Figura 10

Digestibilidad aproximada segun tratamiento (larvas alimentadas con soja Bt y no Bt)
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La digestibilidad aproximada estima el porcentaje de alimentos ingeridos que se

digiere y asimila, también denominada eficiencia de absorcion (Massey & Hartley, 2008).
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Este pardmetro es crucial para comprender la capacidad de un organismo para
aprovechar los nutrientes de su dieta, lo que influye directamente en su crecimiento,
desarrollo y salud general. En el contexto de la alimentacion de las larvas de R. nu con
hojas de soja Bt y no Bt, la digestibilidad aproximada proporciona informacion clave
sobre cémo estas dos dietas afectan la capacidad de las larvas para asimilar los
nutrientes presentes en las hojas. En el presente estudio, no existieron diferencias
significativas entre los tratamientos, aunque la dieta Bt muestra una tendencia no
significativa hacia una menor digestibilidad. Nuestros resultados concuerdan los
obtenidos sobre una poblacion de Quebracho (Cibils et al., 2023) para la variable
digestibilidad aproximada, donde tampoco observaron diferencias significativas,
evidenciando que la presencia de la proteina CrylA(c) no estaria provocando un
impacto negativo sobre esta variable. Es importante destacar también que las
variedades de soja utilizadas no eran iségenas, lo que implica que la soja no Bt podria
ser de calidad inferior en términos nutricionales en comparacion con la soja Bt,
independientemente de la presencia o no del evento Bt. Esta variabilidad en la calidad
nutricional de las sojas podria haber influido en la capacidad de las larvas para digerir y
asimilar los nutrientes, confundiendo la interpretacion de los resultados entre los

tratamientos evaluados.

4.1.3.4 Consumo relativo de las larvas

Las larvas alimentadas en soja no Bt, presentaron un consumo relativo de 9,28%
mas en comparacion con las larvas alimentadas en soja Bt (p-valor = 0.0006, Figura 11).
Esta variable considera la masa de alimentos ingeridos durante 24 horas en relacion

con la masa corporal inicial de la larva.
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Figura 11

Consumo relativo (%) segun tratamiento (larvas alimentadas con soja Bt y no Bt)

30 - p-valor: 0.006
i
Ll
FL 20 A
o
=
©
o
(o]
=
2 10 A
[o]
(&}
O .

No Bt

Se puede observar en los resultados que el consumo relativo, fue mayor en soja
no Bt, esto indica que la masa de alimentos ingeridos fue mayor en comparacién con el
peso inicial de las larvas. Cuando larvas susceptibles entran en contacto con soja Bt,
dejan de alimentarse. Esta interrupcion en la alimentacién esté relacionada con el dafio
epitelial en el intestino medio, provocado por CrylA(c) (Li et al., 2023). Si bien los
resultados obtenidos demuestran que las larvas pudieron alimentarse y digerir la soja Bt

sin problemas.

Pereyra (1991) observo que las larvas de R. nu tienen un crecimiento mas rapido
y mejor eficiencia alimentaria cuando se alimentan con hojas de soja en estado
vegetativo. En este estudio, la calidad del follaje no vari6é entre las variedades, lo que
sugiere que el menor consumo relativo en soja Bt podria deberse a la presencia de la
toxina Cry1A(c), mas que a factores relacionados con la calidad del follaje. Sin embargo,

no se realizaron analisis de la composicién de los foliolos para confirmar este supuesto.

En Uruguay no existen lineas comerciales de soja Bt y no Bt genéticamente
idénticas (isolineas), por lo que las diferencias nutricionales entre las variedades podrian
haber influido en los resultados. La falta de genotipos idénticos limita la comparacién
directa entre las variedades. A pesar de estas variaciones, el hallazgo mas relevante es
la pérdida de susceptibilidad de las larvas a la proteina CrylA(c), lo que sugiere una
posible adaptacién o resistencia al mecanismo de accién de la toxina. Esto subraya la
necesidad de continuar con estudios para entender mejor este fenémeno y su impacto

en el manejo de la plaga.
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4.2 SUSCEPTIBILIDAD DE Rachiplusia nu A DIFERENTES INSECTICIDAS

Para el clorantraniliprole el porcentaje de mortalidad obtenido con la doble dosis
de campo superé a los valores de mortalidad obtenidos a dosis recomendada y a la
mitad de la dosis recomendada para las 48 hs de evaluacion. A las 48 hs, todas las
dosis aplicadas se diferenciaron de forma significativa con el testigo sin tratar,
obteniendo un méximo de 80 % de mortalidad de las larvas con doble dosis
recomendada. A las 96 horas, todas las dosis aplicadas obtuvieron un 100% de
mortalidad (Tabla 2).

En el caso de triflumuron, a las 48 hs se pudo observar el porcentaje de
mortalidad con el doble de la dosis a campo fue mayor a los valores de mortalidad
obtenidos a la dosis recomendada (70%), e inferior a los valores de mortalidad obtenidos
cuando la dosis es la mitad de lo recomendado (90%; Tabla 2). A las 48 hs, todos los
tratamientos se diferenciaron del testigo sin aplicar y el maximo de mortalidad fue de
90% con mitad de dosis recomendada. A las 96 hs, el 100% de mortalidad se observé
para el doble de dosis recomendada, sin embargo, para las demas dosis se observo

una mortalidad del 90%, dejando un 10% de larvas vivas.

Para el emamectin benzoato, a las 48 horas, todos los tratamientos se
diferenciaron de forma significativa con el testigo. Se pudo observar que hubo un 100 %
de mortalidad para la dosis recomendada a campo y para el doble de la dosis
recomendada campo y la misma fue mayor que para mitad de dosis recomendada (90
%). Transcurridas 96 horas, se observd 100% de mortalidad para todas las dosis (Tabla
2).
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Tabla 2

Porcentaje de mortalidad de larvas de Rachiplusia nu

48 horas 96 horas
Media P valor de Media P valor de Fisher*
TESTIGO 0 i 0 ]
05DbC 60 0,0302 100 0,0001
Clorantraniliprol DC 70 0,0102 100 0,0001
2bC 80 0,0028 100 0,0001
05bC 90 0,0006 90 0,0006
Triflumuron DC 70 0,00102 90 0.0006
2bC 80 0,0028 100 0,0001
Emamectn  O0 0C 20 0,0006 100 0,0001
benzoato DC 100 0,0001
2DC 100 0.0001

Nota. P valor de Fisher contrastando tratamiento versus testigo. DC: dosis
recomendada de campo; 0,5 DC: la mitad de la dosis recomendada de campo y 2DC:
el doble de la dosis recomendada de campo.

De los tres principios activos evaluados, el emamectin benzoato logré un 100%
de mortalidad a la dosis recomendada para control a campo, al evaluarse a las 48 hs.
El clorantraniliprole presentd un 70 % de control a la dosis recomendada a campo y un
100% al evaluarse a las 96 hs. Por su parte, el triflumuron presentd una eficacia del 70%
alas 48 hsy un 90 % a las 96 horas, siendo el de menor eficacia en comparacion con
los demads, aunque solo el 10 % de las larvas sobrevivieron, por lo que se considera un
control satisfactorio. Es importante resaltar que en el caso de triflumuron, la
recomendacion es utilizarlo con larvas chicas, y en este ensayo algunos individuos ya

se encontraban el L3.

Los resultados obtenidos concuerdan con los reportados por Braga et al. (2024),
guienes evaluaron la mortalidad de poblaciones de Rachiplusia nu en Brasil tras la
exposicion a distintos insecticidas. En dicho estudio, se observ6 una mortalidad del 100
% en las larvas luego de 48 horas de exposicién a emamectin benzoato. En el caso de

clorantraniliprole la mortalidad a las 96 horas alcanzé un 100 % y entre un 75 % y un 85
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% con teflubenzuron. Este dltimo presenta un mecanismo de accion similar al triflumurén
(inhibe la sintesis de quitina), lo cual determina que la mortalidad sea lograda luego de
mayor tiempo de exposicion. Con dichos resultados Braga et al. (2024) concluye que los
insecticidas que contienen los ingredientes activos: benzoato de emamectin,

teflubenzuron y clorantriniprole son letales para R. nu

Estudios realizados a campo en el noreste argentino (Suéarez et al., 2023)
concluyeron que el control quimico con clorantraniliprol, aplicado a una dosis de 30 cc/ha
(dosis recomendada a campo) sobre larvas (L3), mostrd una eficacia superior al 90 %
en el control de Rachiplusia nu cinco dias después de la aplicacion. Las larvas expuestas
al tratamiento presentaron una reduccion significativa en su supervivencia, lo que

contribuy6 a disminuir el dafio en cultivos de soja, tanto Bt como no Bt.

Los resultados obtenidos refutan la hipétesis propuesta inicialmente, ya que
todos los insecticidas y dosis evaluadas superan el 80% de control a las 96 horas,
inclusive las dosis mas bajas. La evaluacion de estos tres principios activos
pertenecientes a diferentes grupos quimicos demostré un control efectivo sobre
Rachiplusia un. Sin embargo, es fundamental implementar estrategias de rotacién de
insecticidas con diferentes modos de accién para reducir la presion de seleccion de

individuos resistentes y evitar la pérdida de susceptibilidad en la plaga.

Si bien los tres compuestos presentan selectividad hacia lepidopteros, y por ende
presentan menor riesgo de afectar a los enemigos naturales, existen diferencias en su
clasificacion toxicolégica, lo cual determina el riesgo de afectar la salud de las personas
y otros mamiferos expuestos. En este sentido, los insecticidas a base de
clorantraniliprole y triflumurén utilizados en este ensayo, estan catalogados como banda
verde (IV), mientras que emamectina benzoato pertenece a la banda amarilla (lll),
siendo moderadamente toxico para los mamiferos. Este es un factor a tener en cuenta

a la hora de seleccionar el producto mas acorde para el control de plagas.

En cuanto a su impacto sobre los polinizadores, de acuerdo a la PPDB: Pesticide
Properties DataBase de la Universidad de Hertfordshire, clorantraniliprole es
moderadamente téxico, triflumurdn resulta téxico y emamectina benzoato es altamente
téxico para Apis mellifera. Estos productos no pueden ser aplicados durante el periodo
de floracion del cultivo de soja. En este sentido, se recomienda priorizar el uso de
triflumuron cuando las larvas son pequefas, seguido de clorantraniliprole, que es el
menos toxico para los polinizadores y emamectina benzoato deberia limitarse a
situaciones en las cuales no existan alternativas menos nocivas para el hombre y los

polinizadores.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la supervivencia de
las larvas alimentadas con hojas de soja Bt expresando la proteina Cry1A(c), fue mayor
de lo esperado, registrando un 100% de sobrevivencia en larvas de tercer estadio
alimentadas durante 4 dias. Estos resultados coinciden con los reportados en Argentina
y Brasil. La sobrevivencia de estas larvas, alimentadas con proteina CrylA(c), sugiere
la posibilidad de una pérdida de susceptibilidad en la poblacién evaluada de Paysandu,
coincidente con los resultados obtenidos con otras poblaciones y con las fallas de control
observadas en diferentes partes del pais. Esta resistencia podria representar un cambio
en el manejo de plagas en el cultivo Bt expresando esta proteina, el cual seria igual a
un cultivo de soja no Bt, sobre el cual se deberian realizar monitoreos frecuentes para

prevenir dafios econdémicos por defoliacion.

La ausencia de variedades comerciales de soja Bt y no Bt genéticamente
idénticas limita la posibilidad de realizar comparaciones directas entre ellas. Las
diferencias en la calidad nutricional entre ambas variedades podrian haber influido en
los resultados obtenidos para los indices alimenticios. Se considera de interés que
futuras investigaciones continden evaluando el efecto de la toxina Bt sobre el desarrollo
larval, y el posible impacto en la capacidad reproductiva de aquellos individuos
expuestos a la soja Bt durante todo su ciclo biolégico. En particular, seria de interés
investigar si esta exposicidén podria resultar en una menor produccién de huevos en la

descendencia.

En cuanto a las evaluaciones de insecticidas, los resultados obtenidos en
condiciones controladas indican que los tres productos evaluados (clorantraniliprole,
emamectina benzoato y triflumuron) demostraron ser eficaces en el control de las larvas
cuando se aplicaron en las dosis recomendadas a campo, alcanzando un control de
entre el 90% y el 100%.

Estos resultados sugieren que, bajo condiciones controladas y utilizando las
dosis recomendadas, estos insecticidas pueden lograr un alto nivel de eficiencia. Dado
gue los tres activos evaluados fueron eficaces y que los mismos perteneces a diferentes
grupos quimicos que actian en con diferentes modos de accién, se confirmaria que
existen en Uruguay alternativas para rotar y minimizar la seleccion de individuos

resistentes.

Seria de interés realizar estudios adicionales para determinar la eficiencia de
control en condiciones de campo, para poder determinar si los controles erraticos,

manifestados por técnicos en diferentes regiones del pais, estan relacionados con una



42

deficiente calidad de la aplicacion o con un menor control a campo del principio activo.
Este aspecto es particularmente relevante, dado que la posicién de las larvas en el
estrato medio del dosel dificulta el contacto directo entre el insecticida y el objetivo, lo
gue podria influir en la eficiencia del tratamiento. Asegurar la calidad de la aplicacién

resulta crucial en este sentido.

5.1 CONSIDERACIONES FINALES:

Es importante destacar que la pérdida de susceptibilidad a la proteina Cry1A(c)

demostrada en este trabajo se restringe a la especie evaluada, R. un. Hasta la fecha, la
informacion disponible coincide en que las variedades de soja que expresan la proteina
Cry1A(c) siguen siendo efectiva para el control de las otras dos especies defoliadoras

frecuentes en Uruguay: Anticarsia gemmatalis y Chrysodeixis includens

La informacion obtenida en este trabajo, destaca la importancia de llevar a cabo
un monitoreo constante de las poblaciones de plagas y un reconocimiento preciso de
las especies presentes, factores esenciales para tomar decisiones en el control.
Ademas, es fundamental que los asesores encargados del manejo de plagas realicen
un control riguroso tanto de las tecnologias Bt como de los insecticidas, con el objetivo
de asegurar su eficacia y evitar posibles fallos. A través de un enfoque integrado, se
podrd maximizar el resultado de las estrategias de manejo y minimizar los riesgos de
resistencia, las pérdidas de rendimiento provocadas por plagas y el impacto ambiental

generado por el uso de insecticidas.
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