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RESUMEN

La soja [Glycine max(L.) Merrill] es el principal cultivo en Argentind&ntre los factores
limitantes del cultivo, los lepidépteros puedensaau pérdidas significativas de rendimiento.
Los agroquimicos son comunmente utilizados pardraan estos insectos, a pesar de los
perjuicios que ocasionan a la salud humana y aleart®h Otra alternativa de control seria el
uso de variedades resistentes a estos insectasbj@éivo de este trabajo fue evaluar la
eficacia en el control de lepidépteros en la reggdmpeana y el comportamiento agronémico
de lineas transgénicas de soja portadoras de demBzillus thuringiensisSe evaluaron 20
lineas transgénicas portadoras de las construsciBrE®1l, PHP2 6 PHP3 y sus isolineas
negativas, en ensayos con y sin control de lepalopt Las especies predominantes fueron
Rachiplusia n{Guenée)Anticarsia gemmataligHubner) yHelicoverpa gelotopoeofDyar).

Las lineas portadoras de PHP1 y las de PHP3 naanmstalteraciones en el comportamiento
agrondmico respecto a sus isolineas negativasstas #neas la defoliacion, el nimero de
larvas por metro y el dafio de brotes y vainas feaanque en las isolineas negativas, y
tuvieron un mayor rendimiento que estas en los amé$ con mayores densidades
poblacionales. Las lineas portadoras de PHP2 tuvidiferencias en altura de planta en el
estadio R2, en dias de siembra a madurez y enniemdo, respecto de sus isolineas
negativas. Si bien estas lineas mostraron un dositrilar de Rachiplusia nuy Anticarsia
gemmatalis ejercieron un control parcial d¢elicoverpa gelotopoeoriLas lineas portadoras
de PHP1 y las de PHP3 serian las mas promisoriassga avanzadas en un programa de

mejoramiento genético.



ABSTRACT

Evaluation of Transgenic Soybean Lines Resistant toepidopteran Pests in

the Pampas Region

Soybean Glycine max(L.) Merrill] is the main crop in Argentina. Chegail control is
commonly used to reduce vyield losses caused byldppran pests to this crop. Insect
resistant varieties could be an alternative to eébaincontrol. The objective of this study was
to evaluate the efficacy against lepidopteran pestd the agronomic performance of
transgenic lines carrying genes frddacillus thuringiensisin the Pampas region. Twenty
lines carrying PHP1, PHP2 or PHP3 constructs aed tiegative isolines were evaluated.
Predominant species wer®achiplusia nu Anticarsia gemmatalisand Helicoverpa
gelotopoeon Agronomic performance of lines carrying PHP1 diPB was similar to
negative isolines. Defoliation, amount of larvae peeter and shoot and pod damage were
lower in positive than in negative isolines, anck thositives showed higher yield in
environments with higher lepidopteran densitiesielsi containing PHP2 showed differences
in plant height at R2, maturity and yield compawéth negative isolines. Lines carrying this
construct showed high efficacy agairRachiplusia nuand Anticarsia gemmatalijs but
presented partial control d¢ielicoverpa gelotopoeorilines containing constructs PHP1 or
PHP3 are the most promising to be advanced fanduttreeding.

Vi



1. INTRODUCCION

La soja {5lycine max(L.) Merrill] pertenece a la familia Fabaceae (US2013) y es
originaria de China. Fue por primera vez sembradArgentina en el afio 1862, aunque no
tuvo mayor difusiéon hasta la década de 1960, siendb962 la primera exportacion de grano
(Giorda, 1997). Actualmente es el principal cultiagricola en el pais. Durante el ciclo
Agricola 2011/12 se sembraron 18,7 millones dedneat y se produjeron 40,1 millones de
toneladas, siendo la Argentina el tercer productondial de grano y el principal exportador
de aceite y de harina de soja. La provincia de Bsi&ires produce cerca del 40 % del total
de grano de este cultivo, siguiendo en importa@diedoba, Santa Fé y Entre Rios, sumando
entre estas cuatro provincias el 91 % del totgdrdduccion del pais (MinAgri, 2012a).

Las plagas constituyen un factor limitante pardedarrollo del cultivo de la soja, dado
gue pueden producir significativas pérdidas deimiatto. Entre las principales plagas que
afectan a este cultivo encontramos diferentes espee lepidopteros (Aragdet al., 1997).
Las orugas defoliadoras mas importantes en la mpgde del area de cultivo de soja de
Argentina son la Oruga de las LeguminosAstiCarsia gemmataligHibner) y la Oruga
Medidora Rachiplusia nuGuenée) (Perotti y Gamundi, 2007). Otras espagies pueden
causar defoliaciones importantes al cultivo sBpodoptera frugiperddJ. E. Smith) Di-
chroplus sp., Megascelis sp., Achyra @mtiguamente denominatiaxostge sp, Spilosoma
virginica (Fabricius) Spodoptera cosmioidg§Valker) Helicoverpa gelotopoeo(Dyar) y
Pseudoplusia includené/Nalker) (Perotti y Gamundi, 2009AIlgunos de estos insectos
pueden causar otros dafios al cultivo, tal comodoehla Oruga BolilleraHelicoverpa
gelotopoeon)la cual causa dafio en brotes y tallos tiernos audasdplantas son pequefias, y
en estadios reproductivos avanzados puede prodaio a las vainas o bien al grano en
formacion (Aragon, 2002).

Entre las Orugas Medidoras encontramos dos espgoegueden dafar el cultivo de
soja, Rachiplusia nuy Pseudolplusia includensComunmente resulta dificultosa su
identificacion a campo a pesar de que ambas espsaie completamente diferenciables en
los estados preimaginales (huevo, estadios laryghegpa). Durante los estadios larvales estas
se diferencian en la disposicion de setas, morfaldg la mandibula, presencia o ausencia de
microespinas, tamafio de los pinaculos y presen@asencia de espuripedios vestigiales,

entre otros caracteres (Barrionuevo, 2011).



La defoliacion afecta al cultivo produciéndole whaminucion en el area foliar. Esta
pérdida de area foliar puede provocar disminuciodesrendimiento por una menor
intercepcidon de luz, que a su vez provoca una mediide la fotosintesis por parte de la
canopia, pérdida de material transportable acurmuéad hojas y acortamiento del periodo
efectivo de llenado de granos (Boatdl, 1994).

El cultivo de soja responde a la defoliacion deeado a la duracion e intensidad de la
misma, el estado de desarrollo del cultivo, carésticas de las plantas tales como estructura
del canopeo, habito de crecimiento y senescencim@ea, y a factores ambientales y de
manejo (Perotti y Gamundi, 2009). Durante los detadegetativos un determinado nivel de
defoliacion tiene un menor efecto en el rendimieque aquellos que ocurren después de la
floracién, durante la formacién de vainas y eldléa de granos (Felet al, 1981). Cuando
este tipo de dafio sucede durante los estadios Bb-B& producen las mayores
disminuciones de rendimiento, siendo entonces essbadios los mas criticos para la
defoliacion en el cultivo de soja (Boagtlal, 1994; Boarcet al, 2010; Fehet al, 1981; Goli
y Weaver, 1986). Fehet al. (1981) determinaron mermas de rendimiento del 8erYel
estadio R5.5 con defoliaciones del 100 %. Boatdal, (2010) encontraron resultados
similares evaluando las mermas de rendimiento teirahperiodo de llenado de granos,
determinando reducciones de hasta el 78% con deiofies totales a comienzos de este
periodo, entre R5 y R5.6, las cuales disminuyerogrgsivamente hacia fines del llenado de
granos donde estas fueron de un 14 %. Estos aubtal&son mermas de rendimiento
significativas con defoliaciones de 33 % duranteashienzo de llenado de granos, mientras
que Perotti y Gamundi (2009) encontraron mermasifgigtivas de rendimiento con
defoliaciones a partir de 15 % en soja de primpo& de siembra.

Diversos insecticidas son comunmente aplicadosgdarantrol de insectos, pero estos no
siempre son efectivos (Arag@t al, 1997) y algunas especies se han vuelto resistarites
mismos (Thomas y Boethel, 1994). El control quimiademas de poseer un alto costo
econdmico, tiene efectos perjudiciales sobre lareatauna benéfica (Massaeb al, 2005),
el medioambiente y la salud humana (Braal, 2011). Esto ha conducido al intento de
disminuir la cantidad de aplicaciones mediante s&l de tacticas que tienen en cuenta el
ambiente y la dinamica de las plagas, conocidasoddiemejo Integrado de Plagas, el cual
como una de sus herramientas propone la utilizadédwariedades resistentes a insectos. La

susceptibilidad de los lepidopteros a los insatdigi difiere de acuerdo a cada especie.



Rachiplusia nues una especie muy sensible por lo que requigas blasis para su control,
mientras queHelicoverpa gelotopoeonecesita en muchos casos dosis mayores que esta y
gue otras especies tales coAmtticarsia gemmataljsAchyra bifidalis(Guenéey Spodoptera
frugiperda Ademas, si bien el control diéelicoverpa gelotopoeono reviste complicaciones
en estadios tempranos de desarrollo del cultivande las etapas reproductivas la protecciéon
proporcionada a las larvas por el sistema folidag vainas lo vuelven mas dificultoso
(Aragobnet al, 1997).

Ademas de insecticidas de origen quimico se utilgmao biopesticida la bacteracillus
thuringiensisBerliner (Bt) para el control de larvas de inseatie diferentes ordenes, tales
como lepidopteros, coledpteros y dipteros. Durdatesporulacion esta bacteria produce
proteinas de inclusion en forma de cristales, Iamaoxinas Cry o Cyt (Brawet al, 2011).

Al ingerir los cristales, los mismos se solubilizaor la alcalinidad existente en el intestino
medio de la larva liberando las toxinas activasagse unen a receptores especificos en las
microvellocidades de las células intestinales,al @onduce a la formacion de poros que
producen la disrupcién de la regulacion osméticdadecélulas del epitelio intestinal del
insecto. Las células pierden su funcién producised@ntonces la lisis celular y
consecuentemente la muerte de la larva (Gill, 1995)

Las toxinas Cry se clasifican en 72 tipos difererfteryl—Cry72), en base a la secuencia
del aminoacido primario (Crickmoet al, 2012). A pesar de la gran cantidad de toxinas Cry
s6lo unas pocas se utilizan comercialmente (Bragolyero, 2008). Esto es debido a que no
todas resultan toxicas cuando son probadas endaiges con insectos, y s6lo unas pocas son
toxicas contra plagas importantes (Peferoen, 1997).

A través del mejoramiento genético tradicional ldo sdificultosa la obtencion de
variedades de soja resistentes a insectos de mmpodamiento agronémico y de alto
potencial de rendimiento (Akt al, 1989). Se han identificado fuentes de resisteadia
defoliacion por insectos de tipo cuantitativa (&8sst al, 1976; Rufeneet al, 1989), lo cual
hace dificultosa la introduccion en el materialteelde los programas de mejoramiento.
Ademas, las introducciones utilizadas como fuerdesresistencia tienen poca aptitud
agronémica, lo que incrementa los problemas destagrade genes desfavorables por
ligamiento (Kilen y Lambert, 1986; Zhet al, 2006). Debido a la limitada disponibilidad de

cultivares elite resistentes, la incorporacion deeg de otras especies mediante ingenieria



genética resultaria una alternativa para la obdende variedades transgénicas resistentes a
insectos de alto potencial de rendimiento (Waékeal, 2000).

La transformacion genética ha permitido al mejoeantd vegetal superar barreras
naturales tales como la incompatibilidad en el @miento entre especies, permitiendo asi la
incorporacion de genes de plantas muy alejadasdaspunto de vista evolutivo asi como
también de hongos, virus, bacterias y animales.nh@®dos utilizados para la incorporacion
de transgenes, que permiten superar el obstacaeloanstituye la pared celular al ingreso del
ADN, se dividen en indirectos y directos. Dentro e primeros se encuentra la
transformacion mediada péwrobacterium tumefacieny entre los segundos encontramos
las técnica de transformacion de protoplastosbpeibardeo de microproyectiles (Dietzal,
2010).

La técnica de bombardeo con microproyectiles atilparticulas de oro y tungsteno
cubiertas con ADN que son aceleradas con gas condaripara introducirlas en las células
sin matarlas, después de atravesar las paredespraneas celulares. Luego de transferido el
transgen al interior de la célula, se debe lograintegracion del mismo al ADN celular.
Posteriormente se regenera una planta completatia ¢ la célula portadora del ADN
modificado utilizando la técnica de cultivo dedegin vitro (Diazet al, 2010). Kleinet al,
(1987) fueron los primeros en obtener materiakassgénicos utilizando esta técnica, la cual
les permitié introgresar fragmentos de acidos ncate en tejido epidérmico de cebolla
(Allium cepaLinnaeus) que luego fueron expresados.

El transgen consta de una secuencia codificanieadd entre los codones de iniciacion y
terminacion, y secuencias regulatorias que detemma&h momento y nivel de expresion en la
planta. Dentro de estas Ultimas el promotor canaitla secuencia mas importante en la
construccion del transgen, el cual sirve como dgigounién de la ARN-polimerasa para
comenzar el proceso de transcripcion. Los promstpteeden ser modificados con el fin de
aumentar el nivel de expresion del transgen. Lacgws del gen introgresado dentro del
genoma puede afectar el nivel y el patrén de eireso cual se conoce como efecto de
posicion (Diazet al, 2010). El nivel y estabilidad de expresion dahsgen pueden también
ser fuertemente afectados por la estructuralat®is del transgen, la cual puede variar
considerablemente entre transformaciones indepatedi¢Kohliet al, 2003).

Los caracteres agrondémicos de las plantas trartagepueden ser alterados respecto a los

de las plantas no transformadas. Homathl, (2008b), comparando el cultivar IAS5 de soja



con sus progenies transgénicas, encontraron ddieseren desarrollo inicial, fecha de
floracién, altura de planta, nimero de nudos, narsemillas, peso de semillas y peso total
de granos; pero no en fecha de emergencia, celtwpibcotile, de flor, de pubescencia, de
hilo y del tegumento de la semilla, ni en hébitocdecimiento y madurez. EImoet al.
(2001) también determinaron diferencias de renditoieentre lineas transgénicas de soja
resistentes a glifosato y sus lineas hermanas sisteetes. Por el contrario, Magbool y
Christou (1999) no encontraron cambios en el fpoate plantas transgénicas de arroz al
expresar genes extrafios al cultivo, excepto cudasgoniveles de expresion eran muy
elevados. Filipecki y Malepszy (2006) atribuyen ldiserencias en el comportamiento
agronomico a posibles efectos pleitrépicos del Aibtdogresado, la influencia del sitio de
integracion y la arquitectura del transgen sobraietl de expresion y la estabilidad del
transgen, y por ultimo al estrés ocasionado pamahejo de tejido, la regeneracion y la
propagacion clonal.

El cultivo transgénico de soja ha tenido una gr#&nsmn desde su ingreso en la
Argentina. La superficie sembrada con variedadesogietransgénica fue del 0,15 % durante
el ciclo agricola 1996/97, alcanzando el 98 % e2084/05 (SAGPyA, 2009). Actualmente la
totalidad de la soja cultivada en la Argentinarasggénica (American Soybean Association,
2012).

El desarrollo de lineas de soja que posean genesegpresan delta-endotoxinas
(proteinas Cry) provenientes Bacillus thuringiensigpareceria promisorio para el control de
insectos (Homrichet al, 2008b). Esta tecnologia ha sido utilizada enididisr de maiz y
variedades de algodén para el control de difereetgsecies de lepiddpteros, estando
disponibles para los productores en Argentina dd€9$88 para ambos cultivos (SAGPyA,
2009). Parrottet al. (1994) fueron los primeros en informar de la obi@m de lineas
experimentales de soja transgénica portadoras dgenrBt. Las plantas evaluadas en ese
estudio, que expresan el gamylAb, fueron transformadas mediante bombardeo de
microproyectiles. Posteriormente se desarrollamoealk que expresan el gen sintétndlAc
(Stewartet al, 1996; Homrichet al, 2008a) y otras que expresan el gen sintéigi®7 el
cual codifica para una proteina similar a CryI®MacRaeet al, 2005; McPherson y MacRae,
2009b), siendo en el primer caso obtenidas medtztédardeo con microproyectiles y en el
segundo por transformacion mediada pgrobacterium En el afio 2012, la Secretaria de

Agricultura, Ganaderia y Pesca autoriz6 en Argantinproduccion y comercializacién de



soja portadora de los eventos biotecnoldgicos MQE&7y MON89788 que confieren

proteccion contra ciertos insectos lepidopteros ojerancia al herbicida glifosato,

respectivamente (MinAgri, 2012b). En Brasil estesrdos apilados en el cultivo de soja
fueron autorizados previamente, en el afio 2010 @dN2010). El evento MON87701

expresa la proteina insecticida sintética simil@rglAc (Bernardet al, 2012).

Diversos autores (MacRaet al, 2005; Mikloset al, 2007; Homrichet al, 2008b;
McPherson y MacRae, 2009a; b; Bernatdal, 2012) informaron que diferentes lineas Bt de
soja tuvieron un control eficaz de especies dalfggeros tales comAnticarsia gemmatalis,
Pseudoplusia includengpinotia aporema (Walsingham), Spilosoma virginiei@jicoverpa
zea(Boddie) Rachiplusia nuetc. Walkeret al. (2000) evaluaron la linea 7b transgénica Bt
del cultivar Jack y encontraron adecuados nivetesedistencia a las especléslicoverpa
zeg Anticarsia gemmatalisPseudoplusia includeng Elasmopalpus lignosellu&Zeller), sin
embrago obtuvieron un menor control Helicoverpa zeague deAnticarsia gemmatalis.
Luttrell et al. (1999) también hallaron una menor susceptibilidatielicoverpa zeaespecto
de Heliothis virescenguando expusieron a un amplio rango de coloniassthes especies a
diferentes endotoxinas y formulaciones comerciBtes

La susceptibilidad de los insectos a las toxinagdia entre las diferentes poblaciones,
dependiendo de cada especie (Luteeeldl, 1999). Los insectos se pueden volver resistentes
a las toxinas Cry, siendo la resistencia controtpat@@ticamente y basada en la disminucion
de la susceptibilidad de una poblacién a una déteda toxina (Bravo y Sobero, 2008).
Tabashniket al. (2008) monitorearon globalmente seis especiegpiddpteros durante una
década y encontraron que algunas poblacionéketieoverpa zeaumentaron la resistencia a
toxinas CrylAc. El apilamiento de genes Bt que es@n toxinas con diferentes sitios de
union, seria una herramienta Gtil para retrasatesbrrollo de la resistencia (Walketr al,
2000; Yanget al, 2011). Esta estrategia permitiria contar con @s @mplio espectro de
control de insectos (Chitkowskt al, 2003; Yanget al, 2011) y una mayor durabilidad de la
resistencia (Zhaet al, 2003).

Dada la importancia del cultivo de soja, las pasdidie rendimiento normalmente
ocasionadas por diferentes especies de lepidépyelas perjuicios que ocasiona el control
quimico, surge la necesidad de obtener variedadestentes a estos insectos. La complejidad
para su obtencion mediante mejoramiento convenkcipas avances de la biotecnologia,

resaltan la importancia de evaluar la efectividadadtransgénesis para incorporar genes en



variedades elite de soja que permitan el controlleggddpteros y no modifiquen su

comportamiento agronémico.



HIPOTESIS

Las lineas transgénicas de soja portadoras detasracciones PHP1, PHP2 6 PHP3, que
expresan proteinas Bton resistentes a las especies de lepiddpterossgupresentan
naturalmente en ambientes de la regibn Pampeana gormportamiento agrondémico no

difiere del de las isolineas que no las portan.



OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar la eficacia en el control de poblacionesegalopteros en ambientes de la region
Pampeana y el comportamiento agronémico de limaasgénicas de soja portadoras de las
construcciones PHP1, PHP2 o PHP3 que codificanlpaiatesis de proteinas Bt.

Objetivos especificos:
o Caracterizar las poblaciones de lepidopteros ptesedurante el ciclo del cultivo,
identificando las especies que componen la pobiaciél numero de individuos de cada

especie.

o Comparar el comportamiento agrondmico de las lit@asgénicas de soja que expresan

proteinas Bt con el de las isolineas que no lasesap.

o Determinar la eficacia de las lineas transgénieasoja que expresan proteinas Bt ante
infestaciones naturales de lepidépteros.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material genético

Se evaluaron 20 lineas transgénicas de soja quesaxp proteinas Cry dBacillus
thuringiensis Estas lineas fueron obtenidas a través de Iaftnanacion genética de una
variedad elite de Dupont Pioneer, nombrada de attonmas como PHI38. Esta variedad se
transformd con tres construcciones diferentes, pgua este trabajo se las denomina PHP1,
PHP2 y PHP3.

Las construcciones contienen diferentes genesyrdéados por Dupont Pioneer, que
codifican para la sintesis de proteinas Cry. Pasafines este trabajo las proteinas se
denominan como PrA y PrB. PHP2 contiene el gencgdéica para PrA, mientras que PHP1
y PHP3 contienen el gen que codifica para PrB.sE8liimas construcciones difieren en la
secuencia del promotor que dirige la expresiénadprbteina Cry. Para PHP1 y PHP2 se
utilizé la misma secuencia del promotor, mientras gn PHP3 se utilizé una diferente. Todas
las construcciones contienen ademas el gen mar@BleBHRA que confiere tolerancia a
herbicidas que pertenecen a la clase de los irdrdsdde la enzima acetolactato sintasa
(Bedbrooket al, 1995).

La variedad PHI38 fue transformada mediante bongmaxbn microproyectiles (Klein
et al, 1987) con cada una de las construcciones, ar ghatias cuales se originaron los
eventos de transformacién listados en la tabladk lineas portadoras de estos eventos
corresponden a una generacion T5, son homocigataseh gen Bt introgresado y contienen
una sola copia de este, lo cual fue corroboradoiantsl la técnica de Southern Blot
(Southern, 1975).
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Tabla 1. Lineas Bt de acuerdo a la proteina que expresastraccion utilizada para la transformacion geae

y evento de transformacic

Proteine Construccior Eventc Linea

ENO1 1

ENOz 2

ENOZz 3

PrB PHP1 ENO4 4
ENOE 5

ENOE 6

ENO7 7

ENOE 8

ENOCS 9

. EN1C 10

PrA PHP: ENLI 11
EN1Z 12

EN1:Z 13

EN14 14

EN1E 15

EN1€ 16

PrB PHP: EN17 17
EN1E 18

EN1¢ 19

EN2C 20

Se incluyeron ademas de las lineas Bt mencionades@mente (isolineas positivas),
isolineas negativas de cada una de estas linesgsdlneas negativeson aquellas que r
portan el transgen se derivaron de la progenie de una plantaresulté positiva luego di

proceso de transformaci (figura 1).

Figura 1: Esquema de la obtencion de isolineas positivas gtiveg luego del proceso de transforma

genétice

I
I

T1
<\> <\> <\> ‘ ‘ ‘ Referencias:

-\— . Cromosoma transformado

l i ‘ : Cromosoma no transformado
lsolineas Isolineas To : Planta obtenida luego de la transformacion
Positivas Negativas T1 . Progenie de la planta T,
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La variedad PHI38 es clasificada como grupo de med3,8 y se encuentra bien
adaptada a las localidades en las que se realiter@msayos.

Se realizaron dos tipos de experimentos, uno cobjetivo de evaluar el comportamiento
agronomico de las lineas Bt en ensayos sin presdedepidopteros (“ensayos con control de
lepidopteros”). El otro se realiz6 para evaluaefizgacia de las lineas Bt ante infestaciones
naturales de lepidopteros presentes en las lodalkdde estudio (“ensayos sin control de

lepidopteros”). Ambos tipos de ensayos se detalleontinuacion.

2.2. Ensayos con control de lepidépteros

Se condujeron ensayos en dos localidades de lanprawde Buenos Aires (Manuel
Ocampo Yy Arrecifes) durante el ciclo agricola 2010/

La unidad experimental consistié en parcelas desdosos de cuatro metros de longitud,
separados a 0,7 m entre surcos. La densidad dérsidoe de 27,5 semillas por metro. La
siembra se realizé con una sembradora experimdataluatro surcos en las fechas que se

muestran en la Tabla 2 para las diferentes loadisla

Tabla 2. Fechas de siembra de los ensayos con controémddpteros en cada una de las localidades de

Argentina.
Localidad Fecha
Manuel Ocampo 05/12/2010
Arrecifes 14/12/2010

El disefio experimental que se utilizé para estayanfue un disefo factorial en parcelas
divididas con factores cruzados y anidados, cotrauepeticiones.

En cuanto al manejo agrondémico se tratdé la senatia fungicida y se realizo la
inoculacion conBradirizobium japonicumy aplicacién de insecticida sobre el surco de
siembra. Se aplicaron herbicidas pre y post emézgey se realiz6 desmalezado manual en
los casos en que fue necesario. Se realizaronobesmiron insecticidas y fungicidas de modo
de evitar cualquier tipo de dafio al cultivo.

Las variables evaluadas fueron: altura de planias desde siembra a madurez vy

rendimiento.
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La altura de planta, expresada en centimetros, id® mesde el suelo hasta el nudo
superior de una planta representativa de la pameléos estadios V3, R2 y R8. Para la
determinacion de los estadios fenoldgicos delauke utilizo la escala propuesta por Fethr
al. (1971).

La variable dias desde siembra a madurez se nodid ¢a cantidad de dias transcurridos
desde la siembra hasta que el 95 % de las vainasp@ecela alcanzaron el color de madurez.

El rendimiento se evalué cosechando la totalidadadparcela con una cosechadora
experimental de dos surcos y se expresO en kilaaggoor hectarea (Kg/ha), corregido al
13 % de humedad.

Con los datos obtenidos se realiz6 el Andlisis deaviza (ANVA) para cada una de las
variables antes mencionadas con el programa estadd\S (SAS Institute, 2008). Se utilizd

el modelo que se detalla a continuacion:

Yiim = M+ 6; + G + Oy + 01 + By + Yy + (B0 + (80) i) + (Ba)yi + (Ca)y + (ad)ikg) + (B + (BB + Eijem

Yijm: variable respuesta

M: media general

0;: efecto de la i-ésima localidad

(;: efecto de la j-ésima construccion

Oy(;): efecto del k-ésimo evento anidado dentro de lénjgsonstruccion

a;: efecto de la I-ésima isolinea (este efecto se dersicomo la presencia o ausencia del transgen)
Bm(): efecto del m-ésimo bloque anidado dentro de lani@$ocalidad

Ymj: error aleatorio correspondiente al bloque m-ésirada j-ésima construccion (error de la parcela
principal)

(8Q);;: efecto de la interaccién entre la i-ésima localigdal j-ésima construccion

(8d)i): efecto de la interaccion entre la i-ésima localigad k-ésimo evento anidado dentro de la j-
ésima construccion

(6a);;: efecto de la interaccion entre la i-ésima localigdal I-ésima isolinea

(C0a);: efecto de la interaccion entre la j-ésima constéucy a la |-ésima isolinea

(ad)i): efecto de la interaccion entre la I-ésima isolipekl k-ésimo evento anidado dentro de la j-
ésima construccion

(BaQ);;: efecto de la interaccién entre la i-ésima localjdad-ésima isolinea y la j-ésima construccién
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(Bad)i): efecto de la interaccion entre la i-ésima localjdad-ésima isolinea y el k-ésimo evento
anidado dentro de la j-ésima construccion

€jum: error aleatorio

Al momento de realizar el ANVA acorde al modeloadsstico antes mencionado, y en
caso de gue las interacciones triples no fueramfggtivas (0,05), se eliminaron estas del
modelo y se realiz6 nuevamente el ANVA. Lo mismaesdiz6 con las interacciones dobles
en caso que estas no estuvieran involucradas enaalde mayor orden que haya resultado
significativa (p<0,05).

Se comprobd la normalidad y homogeneidad de vagapara cada una de las variables, a
través del andlisis de los residuales y predichesltantes del modelo estadistico utilizado.
Para la evaluacion de la normalidad se utiliz@si tle Kolmogorov-Smirnov y el grafico con
la distribucion de frecuencias de los residualesparada con las de una distribucion normal
tedrica. El supuesto de homogeneidad de variangaanaliz6 a través del grafico de
residuales versus predichos.

Se realizaron pruebas de comparaciones multiple®lcprocedimiento LSMeans de SAS
(SAS Institute, 2008) en los casos en que se erarontdiferencias significativas (p<0,05) en
los ANVA. En estas pruebas también se utiliz6 cdimdte para la significancia en las
comparaciones, el 5 % de probabilidad.

Cuando la interaccion entre los efectos Constragcigolinea y Localidad resultaron
significativos (p<0,05), se procedi6 a la descdpaile los resultados de la variable para cada

localidad. De lo contrario se describieron a trad&@s$odas las localidades en conjunto.

Con el fin de validar los datos de rendimiento olates en las localidades de Argentina,
se condujeron ensayos en cinco localidades de dsstadidos (Bevington, IA; Griswold, IA;
Johnston, IA; Montezuma, IA; Mansfield, IL) durargeafio 2010. La unidad y el disefio
experimental, el manejo agronémico y el proceditoiegstadistico, fueron los mismos a los
utilizados en las localidades de Argentina permielibn en que se realizaron tres repeticiones
por localidad, no contaron con inoculacién ddadirizobium japonicummi aplicacion de
insecticida sobre el surco de siembra y solo skiéva variable rendimiento.

Las fechas de siembra de las localidades de Esthaides se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Fechas de siembra de los ensayos con contrepa#pteros en cada una de las localidades de Estado

Unidos.
Localidad Fecha
Bevington, IA 24/05/2010
Griswold, 1A 23/05/2010
Johnston, |A 01/05/2010
Montezuma, A 27/05/2010
Mansfield, IL 05/05/2010

2.3. Ensayos sin control de lepidopteros
Con el fin de evaluar la eficacia de las lineas ate infestaciones naturales de
lepidépteros se condujeron ensayos durante losscagricolas 2010/11 y 2011/12, los cuales

se describen a continuacion:

2.3.1. Ciclo agricola 2010/11

En cuanto al material genético, ademas de lasnesasdi positivas y negativas antes
mencionadas, se incluyd la variedad PHI38 sin toansr.

Los ensayos se realizaron en dos localidades, iarggBuenos Aires) y General Paz
(Cordoba).

La unidad experimental consisti6 en parcelas ddr@usurcos de cuatro metros de
longitud, separados a 0,7 m entre surcos. La detsiel método de siembra y el disefio
experimental fueron los mismos que los utilizado$os ensayos con control de lepidopteros,
con la diferencia de que en este caso se utilizan@peticiones. Se realizaron dos fechas de
siembra en cada localidad para aumentar las pilatad®es de lograr infestaciones naturales

de lepidopteros durante el ciclo del cultivo (Tadja

Tabla 4. Fechas de siembra de los ensayos sin contrebitbpteros durante el ciclo agricola 2010/11.

Localidad Fecha de siembra Fecha
1 08/12/2010
Pergamino
2da 28/12/2010
1 21/12/2010
General Paz
2da 04/01/2011
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En cuanto al manejo agrondmico, se realizo de rassigtilar a los ensayos anteriormente
mencionados a excepcion del uso de insecticidased@i@d una aplicacion de insecticida de
corta residualidad en el estadio V4, con el objetle disminuir la poblacién de artrépodos
predadores de los lepidépteros (Chitkoweskal, 2003; Massaret al, 2005). Luego de esta
aplicacion, en los casos en que otras especiea didgcultivo diferentes de los lepidépteros
superasen el umbral de dafio econdmico, se proakdantrol de las mismas mediante el uso
de insecticidas especificos.

Los ensayos realizados en Pergamino contaron a&go rcomplementario en los
momentos en que las precipitaciones no fueronisuafis para cubrir la demanda del cultivo.

Las variables evaluadas fueron: defoliacion, landes lepidopteros por metro y
rendimiento.

La defoliacion se midio a través de la estimaci®ual del area defoliada y se expreso
como porcentaje. Para ello se tomaron al azar fdiézlos del estrato superior y diez del
estrato inferior de las plantas y se determindred @lefoliada de cada uno. Estos valores
fueron promediados para obtener el porcentaje fdiat@dén de cada parcela (Antonelli y
Prieto, 2007; Perotti y Gamundi, 2007).

La poblacién de lepidépteros se determind en cadeefa mediante el uso de un pafio
vertical de un metro de ancho (Gamundi, 1983)pafio se coloco al costado del surco a
evaluar y se golpearon las plantas para que caliganinsectos, inmediatamente se
identificaron y registraron la cantidad de larvas ldpidopteros correspondiente a cada
especie. Se tomaron dos muestras en los dos stentsles de cadaarcela (McPherson y
MacRae, 2009b). Esta variable se expres6 como detdhrvas por metro de surco. Para
identificar la especie de las isocas medidorasn@hento del muestreo se colectaron 100
larvas de estas al azar a través de todo el epsagduego ser llevadas al laboratorio para su
identificacion a nivel de especie mediante el usaigh lupa. De esta manera se determiné la
cantidad de individuos de cada especie y los webodt se expresaron como porcentaje del
total de isocas medidoras.

Para determinar el momento oportuno en que se faedias variables anteriormente
descriptas se registro la evolucion de la poblad&étepiddpteros y la defoliacion a través del
desarrollo del cultivo. Estas determinaciones s#iz@on mediante muestreos semanales
desde fines de la etapa vegetativa hasta fines e@pa reproductiva, aproximadamente entre

los estadios V5 y R7. Estas determinaciones sezaeah en parcelas distribuidas
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homogéneamente dentro del ensayo, sembradas vaniddad PHI38 u otra de un grupo de
madurez y arquitectura de planta similar. La chkatide larvas de lepidopteros se obtuvo
mediante un muestreo con pafio vertical de un nsetooe diez de estas parcelas tomadas al
azar. Se registr0 y expresé el numero de larvadefdelopteros del mismo modo al
anteriormente mencionado. El porcentaje de defdlimase determiné visualmente en las
mismas diez parcelas (Walketral, 2000).

El muestreo para la determinacion del total deakade lepiddpteros por metro se realizé
cercano al maximo numero de larvas por metro derahtciclo del cultivo. De manera
similar, la determinacion de la defoliacién se imatercana al maximo valor de defoliacion
durante el ciclo del cultivo.

El rendimiento se determiné cosechando los dososurentrales de la parcela con una
cosechadora experimental de dos surcos. La exprdsi@sta variable y su correccién se hizo
de igual manera que para los ensayos con conttepa#pteros.

Con los datos obtenidos se realizé el ANVA paraacada de las variables antes
mencionadas, con el programa estadistico SAS (®Afitute, 2008). Se aplicé el mismo
modelo que el utilizado en los ensayos con codidepidopteros para la comparacion de las
isolineas positivas y negativas, asi como parataparacion de las isolineas positivas entre
Si.

Para la comparacién de las isolineas positivadaoariedad PHI38 se utilizdé el modelo

gue se describe a continuacion:

Yikm = M+ 6i + G+ By + Brngy) + Yimj + (B0 + (B8)i) + Eikm

Yijkm: Variable respuesta

M: media general

0;: efecto de la i-ésima localidad

(;: efecto de la j-ésima construccion

Oy(;): efecto del k-ésimo evento anidado dentro de lénjgsonstruccion

Bm(): efecto del m-ésimo bloque anidado dentro de lania$ocalidad

Ymj: error aleatorio correspondiente al bloque m-égirada j-ésima construccion (error de la parcela
principal)

(B80);;: efecto de la interaccién entre la i-ésima localigdal j-ésima construccion
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(8d)i;): efecto de la interaccion entre la i-ésima localigaa k-ésimo evento anidado dentro de la j-
ésima construccion

€ijkm: €rror aleatorio

Con ambos modelos se procedié de igual manera gueseensayos con control de
lepidopteros para el tratamiento de las intera@sppara la comprobacion de los supuestos
de normalidad y homogeneidad de varianzas y panarieebas de comparaciones multiples.

En caso que los datos no se ajustaron a una distiib normal, se procedié a la

transformacion de los mismos de la manera mas adaqara cada caso.

2.3.2. Ciclo agricola 2011/12
De las 20 lineas incluidas inicialmente en esteafg durante el segundo afio de ensayos
se continuaron evaluando las 12 lineas que avamziairo del programa de mejoramiento

de Dupont Pioneer (Tabla 5). En este caso lasdioeaespondieron a una generacion T6.

Tabla 5. Lineas Bt de acuerdo a la proteina que expresastraccion utilizada para la transformacion geaéti
y evento de transformacion, evaluadas en los emsayocontrol de lepidopteros durante el ciclo aujal
2011/12.

Proteina Construccion Evento Linea

ENO2 2
ENO4 4

PrB PHP1 ENO5 5
ENO6 6
ENO7 7
ENOS8 8

PrA PHP2 ENL3 13
EN14 14
EN16 16

PrB PHP3 EN17 17
EN18 18
EN20 20

Los ensayos se sembraron en Pergamino (Buenog,A&eseral Paz (Cérdoba) y Tinoco
(Cordoba). Se realizé una fecha de siembra en waaale las localidades de la Provincia de
Cordoba y dos en Pergamino. En la tabla 6 se nauekts fechas de siembra para cada una

de las localidades.
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Tabla 6. Fechas de siembra de los ensayos sin contrehitbdpteros durante el ciclo agricola 2011/12.

Localidad Fecha de siembra Fecha
1 05/01/2012
Pergamino
2da 16/01/2012
General Paz Unica 14/12/2011
Tinoco Unica 13/01/2012

La unidad y el disefio experimental, el manejo agmuno y el procedimiento estadistico,
fueron los mismos a los utilizados durante el cagjoicola 2010/11 en los ensayos sin control
de lepidopteros.

Las variables y la determinacion de su medicionbtém fueron las mismas que las
descriptas en el ciclo agricola anterior. Ademdss|os ambientes en donddelicoverpa
gelotopoeorestuvo entre las especies predominantes, se emaldafnos de brotes y vainas
causados por esta especie y se realizo el andiksisminando a esta dentro de la poblacion
de lepiddpteros. En este ultimo caso se procedigeegar del total de larvas, la cantidad de
larvas deHelicoverpa gelotopoeopor metro de surco y el total de larvas correspgones a
otras especies, expresado como total de larvas npetro excluyendoHelicoverpa
gelotopoeon.

El dafio de brotes se midi6 contando la cantidacpldatas con brotes dafiados por
Helicoverpa gelotopoeodel total de plantas en un metro de surco, tomalofode estas
muestras al azar por parcela en los dos surcosbEntLos resultados se expresaron como
porcentaje de brotes dafiados. Esta evaluaci@abed en el estadio fenoldgico R1.

El dafio de vainas se determiné mediante el calddas vainas dafiadas ptelicoverpa
gelotopoeonren todas las plantas de un metro de surco escadidear de los dos surcos
centrales de cada parcela. Los resultados se expresomo porcentaje de vainas afectadas
sobre el total de vainas de las plantas considerdelsta medicion se realizé a fines del

periodo de llenado de granos, entre los estadioddigicos R5.5 y R6.
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3. RESULTADOS

3.1. Ensayos con control de lepidopter:

3.1.1. Localidades de Argentina, 2010/

Altura de planta

Los valores promedio de altura planta en los estadios fenolégicos V3, R2 y R8ad

isolineas negativas y positivas de cada una | construcciones se muestran en rafico 1.

Gréfico 1: Altura de planta (cm) en los estadios fenologic8s R2 y F8 de las isolineas positivas y negati

de las construcciones PHP1, PHP2 y PHP3 en loy@nhsan control de lepidopteros. Resultados praor

para las localidades de Argentina durante el @glécola 201/11.
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15 : diferencias no significativas (pz0,05) entre isolineas negativas y positivas de cada construccion

En el estadio V3 la altura de planta promedio deidalineas negativas fue de 10,4

para PHP1 y de 10,5 cm para PHP2 y PHP3. En |iBess positivas resulté de 10,9 cm
PHP1, de 10,7 cm para PHP2 y de 10,8 cm para PEH#33diferencias en alt. de plante
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entre las isolineas negativas y positivas fuergnifstativas solo para PHP1. Cuando se
compararon las isolineas positivas de las tres trwmtsones, estas no difirieron
significativamente entre si.

En el estadio R2 la altura de planta promedio t@®n las isolineas negativas 36,1 cm
para PHP1, 36,5 cm para PHP2 y 36,2 cm para PHRB{nas que en las isolineas positivas
fue de 36,5 cm para PHP1, de 35,1 cm para PHP28,decm para PHP3. Las diferencias de
altura de planta entre las isolineas negativassjtipas solo resultaron significativas para
PHP2. Cuando se compararon las isolineas posiéwé® construcciones, las de PHP2
difirieron significativamente de las de PHP1 y PHRf@entras que las de estas Ultimas no
presentaron diferencias significativas entre si.

En el estadio R8 la altura de planta promedio dasialineas negativas fue de 90,1 cm
para PHP1, de 91,6 cm para PHP2 y de 91,1 cm p#P8.FEn las isolineas positivas fue de
91,7 cm para PHP1, de 91,9 cm para PHP2 y de 81 2aca PHP3. Las isolineas negativas
no difirieron significativamente de las positivaarg las tres construcciones. Cuando se

compararon las isolineas positivas entre constnes, estas tampoco difirieron entre si.
Dias desde siembra a madurez:

La cantidad promedio de dias desde siembra a nmdleadas isolineas negativas y

positivas de las tres construcciones se muesteh@réfico 2.
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Grafico 2: Dias de siembra a madurez de las isolineas posytimagativas de las construcciones PHP1, PH
PHP3 en los ensayos con conde lepidoperos.Resultados promec para las localidades de Argentirurante
el ciclo agricola 20111.
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En las isolinas negativas la cantidad promedio de dias desddisiea madurez fue
112 dias para las tres construcciones, mientragpgtee las positivas fue de 112 dias |
PHP1, de 114 dias para PHP2 y de 111 dias para.RldB3solineas negativas difirier
significativamente de las positivas para PHP2 y PHR&ndo se compararon las isolin
positivas entre construcciones, las de PHP1 y RttP@firieron significativamente entre
pero silo hicieror las de PHP2 de las de PHP1y Pt

Rendimientc

El rendimiento promedio de las isolineas negativasositipas d cada una de Iz

construcciones se presentael Grafico .
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Gréfico 3: Rendimiento (kg/ha) de las isolineas positivasgatigas de las construcciones PHP1, PHP2 y F
en los ensayos con drol de lepid6pteros. Resultados promedio parddealidades de Argentineurante e

ciclo agricola 201(11.
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El rendimiento promedio de las isolineas negatifias 4.217 kg/ha para PHF
4.22¢kg/ha para PHP2 y 4.173 kg/ha para PHP3. Eiisolineas positivas fue 4.306 kg/
para PHP1, 4.011 kg/ha para PHP2 y 4.111 kg/ha P&3. Las isolineas negati
difirieron significativamente de las positivas sgara PHP2. Cuando se compararon
isolineas positivas entre construcciones, las cHP1 tuvieron un rendimieni
significativamente mayor al de las de PHP2 y PHRBtanto que las de estas Ultimas

difirieron entre s

3.1.2. Localidades de Estados Unidos, 20:

Rendimientc
El rendimiento promedio de las isolineas negatiyepositivas para cada una de

construcciones se muestra en el Gréafi
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Gréfico 4: Rendimiento (kg/ha) de las isolineas positivasgatigas de las construcciones PHP1, PHP2 y F
en los ensayos con control de lepidépteros. Refdtpromedio para las localidades de Estados Udigiaste
el afio 201(
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En las isolineas negativasl rendimiento promedio fue 3.997 kg/ha para PF
3.61:kg/ha para PHP2 y 3.434 kg/ha para PHP3. Las eadinpositivas tuvieron
rendimiento promedio de 4.010 kg/ha para PHP1,53Kiha para PHP2 y 3.455 kg/ha p
PHP3. Al igual que en las localices de Argentina, las isolineas negativas difirie
significativamente de las isolineas positivas guéwa PHP2. Cuando se compararon

isolineas positivas de las tres construccionesstddirieron significativamente entre
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3.2. Ensayos siicontrol de lepiddptero:s

3.2.1. Ciclo agricola 2010/1

Poblaciones de lepidoptert
La evolucién de la poblacion de lepidopteros aésadel desarrollo del cultivo en |

localidades de Pergamino y General Paz, se mwasehGrafico 5

Gréfico 5: Cantidar de larvas por metro obtenidas en los ensayos sitratade lepidépteros durante |
muestreos semanales, en las dos fechas de siemfrargamino (5A primera fecha de siembra y 5B sim
fecha de siembra) y General Paz (5C primera feehsiembra y 5D segunda fecha de siembiurante el ciclc

agricola 201(11.

5 e

g

Larvas/m

28-Ene

En la primera fecha de siembra de Pergamino (@&, la maxima cantidad de larv
se registré a principios de febrero, alcanzandpremedio 4,8 larvas pmetro (larvas/m)
En la segunda fecha de siembra de la misma lodalidaméaxima cantidad se present
principios de marzo, oervandose 3,5 larvas/n

En ambas fechas de siembra de Pergamino mas % de las larvas identificad

pertenecieron a isocas medidoras de la es|Rachiplusia nu Las otras especies preser
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fueror Helicoverpa gelotopoeon, Anticarsia gemmat Spodoptera frugiperda, Achy
bifidalis y Colias lesbii (Fabricius.

En los eisayos de General Paz el maximo namero de larvasmetro se alcanzé
mediados de marzo, siend® y 8,2 larvas/m para la primey segunda fecha de sieml
respectivamente (Gréaficos 5Cy 5

En ambas fechas de siembra de General Paz apraimate ¢ 70 % de las larvs
identificadas correspondio a isocas medic. Dentro de este Rachiplusia n fue la especi
de mayor importanciecPseudoplusia include se presentd en bajo niumero hacia fines
ciclo del cultivo. Un 25 % correspondié Anticarsiagemmatali y el 5 % restante a otr.
especies entre las que se identificaHelicoverpa gelotopoeon, Spodoptera cosmioiy
Spodoptera frugiperc.

El promedio a través de los cuatro ambientes d&ll de larvas por met de las isolinea
negativas y ositivas de las treconstrucciones y de la variedPHI3¢, se presenta en

Gréafico 6

Gréfico 6: Total de larvas por metro de las isolineas positivasgativas de las construcciones PHP1, PH
PHP3 y d la variedadPHI38 en los ensayos sicontrol de lepidépteros. Resultados promedio pasadbs

fechas de siembra de Pergamino y General lurante el ciclo agricola 20:11.

To'al larrasim

o0&

PHI38 PHP1 PHP2 PHP3
Construccion

* . diferencias significativas (p<0,05) entre isolineas negativas y positivas de cada construccién

ns : diferencias no significatives (p=0,05) entre isolineas negativas y positivas de cada construccion
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En las isolineas negativas el total de larvas petrorpromedio fue de 5 larvas/m para la
construccion PHP1, de 4,6 larvas/m para PHP2 y,3lé&avas/m para PHP3. Mientras que el
observado en las isolineas positivas fue de Ovadan para PHP1 y PHP3, y de 0,2 larvas/m
para PHP2. Las diferencias en la cantidad de laa&® las isolineas negativas y positivas
fueron significativas para todas las construccior@sando se compararon entre si las
isolineas positivas de las tres construccioneas et presentaron diferencias significativas en
la cantidad promedio de larvas/m.

La variedad PHI38 tuvo una cantidad significativateemayor de larvas/m que las

isolineas positivas de cada una de las construegion
Defoliacion:

La evolucion de la defoliaciéon a través del dedkrrdel cultivo, se muestra en el

Grafico 7.
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Grafico 7: Porcentaje de defoliacion obtenido en los ensayosatrol de lepiddpteros durante los muest

semanales, en las dos fechas de siembra de Peogéfimprimera fecha de siembra y 7B segunda fe@

siembra) y General Paz (7C primera fecha de sie y 7D segunda fecha de siembrurante el ciclo agricol

201011. Se indica con flechas azules sobre el grafico ehemto de ocurrencia de los estadios fenoldgicos
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En la primera fecha de siembra de Pergamino lalidei@n comenz a principios de

febrero y alcanzé el méximo de 4,4 % a principiesntarzo (Gréafico 7A). En la segun

fecha de siembra la maxima defoliacion alcanzada de 2,3 % a fines de mar

(Gréficc 7B). En los ensayos de General Paz la maxima deféh se restro a fines di

marzo, la cual fue de 3,6 % para la primera fechaidmbra y de 7,4 % para la segu
(Graficos 7Cy 7D

La defoliacion promedio de las isolineas negatywpssitivas de las tres construccione

dela variedacPHI3€ en cada uno de lambientes, se presenta en el Gréfic
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Grafico 8: Porcentaje de defoliacion de las isolineas positivaegativas de las corucciones PHP1, PHP2
PHP3 y dela variedadPHI38 en los ensayos sin control de lepidépteros. Ratgdtgpara las dos fechas

siembra de Pergamino y General Pwrante el ciclo agricola 20111.
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* . diferencias significativas (p<0,05) entre isolineas negativas y positivas de cada construccion

ns : diferencias no significativas (pz0,05) entre isolineas negativas y positivas de cada construccién

En la primera fecha de siembra de Pergamino lbliacion de las isolineas negativas
de 4,3 % para PHP1, de 3,9 % para PHP2 y de 2 &&RHP3. En las isolineas positivas
cercana a cero para las tres construcciones. béiatebn en la variedaPHI38fue de 4,7 ¥

En la segunda fecha de sieia de Pergamino la defoliacién de las isolineastiegafue
de 1,8 % para PHP1, de 1,6 % para PHP2 y de 1 dra PHP3. En las isolineas positivas
de 0,03 % para las tres construcciones. La defohanla variedacPHI3E fue de 2 %

En la primeraecha de siembra de General Paz la defoliacion desddineas negativi
fue de 2,9 % para la construccion PHP1, de 2,719 PEP2 y de 2,2 % para PHP3, mien
que para las isolineas positivas fue de % para las tres construcciones. La defoliaen
la variedacPHI3¢ fue de 3,3 %

En la segunda fecha de siembra de General PaZdikad®n de las isolineas negati
fue de 8,7 % para PHP1, de 6,4 % para PHP2 y2i% para PHP3. La defoliacion en
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isolineas positivas fue de 0,7 % para Ptde 1 % para PHP2 y PHP3. La defoliacion e
variedacPHI38fue de 8,9 ¥

En todos los ambientes la defoliacion de las isanpositivas fue significativamer
menor a la de las isolineas negativas y de la variedaPHI3¢. Cuando se compararon
isolineas positivas de las tres construccionesubo diferencias significativas entre esta:
los ensayos de Pergamino y en la primera fechaed#s deGeneral Paz. En la segur
fecha de siembra de General Paz la defoliacidraslésblineas pctivas de la construccic
PHP1 fue significativamente menor a la de las d®PkK PHP3, mientras que en e

tltimas las diferencias no resultaron significagicaando se compararon entr

Rendimientc
El rendimiento promedio de las isolinenegativas y positivas de las tres construccior

dela variedacPHI3E, se muestra en el Grafico 9 para cada uno derbgeates

Gréfico 9: Rendimiento (kg/ha) de las isolineas positivasgatigas de las construcciones PHP1, PHP2 y F
y dela vaiedadPHI3E€ en los ensayos sin control de lepidopteros. Refdtpara las dos fechas de siembr
Pergamino y General Paz, durante el ciclicola 201011,

| Perg. 1FS Il Perg. 275 Il G.Paz1FS IV G.Paz 2FS Coler por
Isolinea
4500 Hneg
WPHI3S
. POS
. ns @ = Forma por
4000 * ns e Isolinea
Hneg
& PHI3E
POS
3800 . _ @ POS
ns
= ] ]
+ % ns
3000
W
£ -
= 2500 +
=
= L]
2 * #*
s d =
E ) <m :
= 2000 s . nSp
= *
g NS m
1800
1000
500
o
PHI3E  PHP1  PHFZ  PHF3 FHI3 PHF1  PFHFZ FHF3 PHI38 PHF1  FHPZ  FHP3 FHI36 FHF1  PHPZ PHP3

Constriccion

* : diferencias significativas (p<0,05) entre isolineas negativas y positivas de cada consiruccion

ns : diferencias no significativas (p=z0,05) entre Isolineas negativas y positivas de cada construccién

3C



En la primera fecha de siembra de Pergamino elimeexto promedio de las isolineas
negativas fue 4.087 kg/ha para PHP1, 4.102 kg/he PEP2 y 3.979 kg/ha para PHP3. En
las isolineas positivas fue 4.113 kg/ha para PBPRS8 kg/ha para PHP2 y 4.013 kg/ha para
PHP3. La variedad PHI38 rindi6 en promedio 4.27h&glLas diferencias de rendimiento
entre las isolineas positivas y negativas fuergmifitativas solo para PHP2. Cuando se
compararon las isolineas positivas de las trestmmtsones, estas no mostraron diferencias
significativas entre si.

En la segunda fecha de siembra de Pergamino elhremdo de las isolineas negativas
fue 3.367 kg/ha para PHP1 y 3.343 kg/ha para PHPRIR3. En las isolineas positivas fue
3.504 kg/ha para PHP1, 3.138 kg/ha para PHP2 yi&@/a para PHP3. La variedad PHI38
rindié en promedio 3.510 kg/ha. Las isolineas negsitdifirieron significativamente de las
positivas solo para PHP2. Cuando se compararasdiseas positivas entre construcciones,
las de PHP1 difirieron significativamente de lasRi#P2 y PHP3. Las diferencias entre las
isolineas positivas de estas ultimas dos constmesino fueron significativas.

En la primera fecha de siembra de General Panédimiento promedio de las isolineas
negativas fue 1.792 kg/ha para PHP1, 2.067 kg/he PEHP2 y 1.973 kg/ha para PHP3. En
las isolineas positivas fue 1.913 kg/ha para PHEB2 kg/ha para PHP2 y 1.746 kg/ha para
PHP3. La variedad PHI38 rindié en promedio 2.21h&glLas isolineas negativas difirieron
significativamente de las positivas solo para PHE3ando se compararon las isolineas
positivas entre construcciones, las de PHP2 y Phhi@8traron diferencias significativas entre
si, mientras que las de PHP1 no difirieron de éRBP2 ni de las de PHP3.

En la segunda fecha de siembra de General Pamdimiento promedio de las isolineas
negativas fue 2.194 kg/ha para PHP1, 2.379 kg/ha PEP2 y 2.000 kg/ha para PHP3. En
las isolineas positivas fue 2.357 kg/ha para PRRB7 kg/ha para PHP2 y 2.001 kg/ha para
PHP3. La variedad PHI38 rindi6 en promedio 2.51/h&glas isolineas positivas difirieron
significativamente de las negativas para las coosibnes PHP1 y PHP2. Cuando se
compararon las isolineas positivas entre constroesi, las de PHP1 difirieron
significativamente de las de PHP2 y PHP3, miemses las de estas Ultimas no mostraron
diferencias significativas.

En el analisis a través de todas las localidadesgrelimiento de la variedad PHI38

resulté significativamente mayor al de las isolfnpasitivas de las tres construcciones.
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3.2.2. Ciclo agricola 2011/1
Poblaciones de lepidéptert

La evolucién de la poblacion de lepidopteros a saled desarrollo del cultivo, se mues

en e Gréfico 1(

Grafico 10: Cantidar de larvas por metro obtenidas en los ensayos sitratade lepidopteros durante |
muestreos semanales. Resultados de las dos feelsisntbra de Pergamino (10A primera fecha de sem

10B segunda fecha de siembra), de General Paz {y18€Yinocc(10D), curante el ciclo agricola 20112.

Larvas,/m

18-Ene 25-Ene 1I-Feh  SFeh  15Feh 22Feb  20-Feb  T-Mar 1dMar 23-ar

En los ensayos de Pergamino (Graficos 10A y 10B)na&or numero de larvas
observo desde mediados de febrero hasta me: de marzo, con un promedio maximo
12,2 y 6 larvas/m en la primera y segunda feclsiatabra, respectivamer

En ambas fechas de siembra la especie encontraaayer proporcién fuHelicoverpa
gelotopoeo. Esta representd un 55 % y un 42 % del de larvas diferenciadas en
primera y segunda fecha de siembra, respectivanmentsegundo lugar, las isocas medid:

de la especiRachiplusia n representaron un 44 % en la primera fecha de se&eynbn 20 %
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en la segundanticarsia gemmatalisepresento el 35 % de la poblacion de lepidéptends
segunda fecha de siembra. Otras especies pre$eatens Spodoptera frugiperdg Colias
lesbia

En General Paz (Grafico 10C) el méximo numero deatafue 12,7 larvas/m, el cual se
presentd a mediados de febrero.

En esta localidad la especie predominante Amgicarsia gemmatalisEsta ultima
representd un 55 % del total de larvas diferensiadmuiéndole en importancia las isocas
medidoras de la especRachiplusia nucon un 42 %. Otras especies presentes fueron
Helicoverpa gelotopoeon, Spodoptera frugipeydgpodoptera cosmioides.

En Tinoco (Grafico 10D) el mayor nimero de larvagegistro a fines de marzo con un
maximo de 26,1 larvas/m.

La especie predominante en esta localidadAfmticarsia gemmataligjue represento el
82 % de las larvas diferenciadas, mientras quegunnslo lugaRachiplusia nuepresent6 un
15 %. Ademas de esta ultima, a fines del ciclocddtivo también se hicieron presentes en
bajo numero isocas medidoras pertenecientes a peciesPseudoplusia includens
Helicoverpa gelotopoeon, Spodoptera frugiperdaSpodoptera cosmioideBieron otras
especies encontradas en baja frecuencia en eat@léat

El promedio a través de los cuatro ambientes dal t® larvas por metro observado en
las isolineas negativas y positivas de las trestoaetiones y en la variedad PHI38, se

presenta en el Grafico 11.
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Grafico 11: Total de larvas por meo de las isolineas positivas y negativas de lastngrtiones PHP1, PHPZ
PHP3 y d la variedacPHI38en los ensayos sin control de lepidépteros. Retndtaromedio de las dos fect

de siembra de Pergamino, de General Paz y de Tidurante el ciclcagricola 201:12.
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El promedio del total de larvas por metro en laingas negativas fue 10,9 larvas/m g
la construcciéon PHP1, 10,3 larvas/m para PHP2 Ja@yas/m para PHP3. En las isolin
positivas fue 0,3 larvas/m para la construccion B, 0,9 larvas/m para PHP2 y 0,2 larva:s
para PHP3. Las isolineas positivas de las tres tremegones tuvieron una cantid
significativamente menor de larvas que sus isolimemativas y qula variedacPHI38 En
cuanto a la comparacion de las isolineositivas entre construcciones, las de PHP2 difin
significativamente de las de PHP1 y de las de PHi8ntras que las de estas Ultimas
difirieron entre s

Al realizar el muestreo de insectos se observO aggenas isolineas positivas
comportalan de manera diferente arHelicoverpa gelotopoe(, por lo que se procedid
realizar el analisis discriminando a esta espeglieesto de los lepidbpter
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La cantidad promedio de larvas Helicoverpa gelotopoe« por metro de las isoline
negativas y positivas de las tres construccione® ya variedacPHI3€E, se muestra en

Gréfico 12 para cada uno de los ambie

Grafico 12: Cantidad de larvas cHelicoverpa gelotopcon por metro de las isolineas posas y negativas c
las construcciones PHP1, PHP2 y PHP3 la variedadPHI38 en los ensayos sin control de lepidopte
Resultados de las dos fechas de siembra de PemateirGeneral Paz y de Tinoco, durante el cigricola
201112.
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En la primera fecha de siembra de Pergamino laidsghtpromedio de larvas
Helicoverpa gelotopoe« por metro en las isolineas negativas fue de & a$/m pari
PHP1, de 3,9 larvas/m para PHPde 2,7 larvas/m para PH. En las isolineas positivas
cantidad promedio de larvas de esta especie fiel&@as/m para PHP1, 1,5 larvas/m g
PHP2 y 0,1 larvas/m para PHP3. Las isolineas negatituvieron una cantide
significativamente mayor de larvas Helicoverpa gelotopoe« que las isolineas posias

para las tres construcciones. Cuando se compar&en isolineas positivas eni
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construcciones, las de PHP1 y PHP3 no difirierdreesi, en tanto que las de PHP2 difirieron
significativamente de las de PHP1 y de las de PHP3.

En la segunda fecha de siembra de Pergamino ladadnpromedio de larvas de
Helicoverpa gelotopoeopor metro en las isolineas negativas fue dervasém para PHP1y
de 1,2 larvas/m para PHP2 y PHP3. Mientras qua®isblineas positivas fue 0,2 larvas/m
para PHP1 y PHP3, y 1 larva/m para PHP2. Las isadimegativas tuvieron una cantidad
significativamente mayor de larvas Helicoverpa gelotopoeogue sus isolineas positivas
para las construcciones PHP1 y PHP3, mientras gua PHP2 no hubo diferencias
significativas. Cuando se compararon las isolipesitivas de las tres construcciones, las de
PHP2 difirieron significativamente de las de PHRIeylas de PHP3, en tanto que las de estas
altimas no difirieron entre si.

En General Paz la cantidad promedio de larvadalieoverpa gelotopoeopor metro en
las isolineas negativas fue de 0,5 larvas/m paf@1Pke 0,4 larvas/m para PHP2 y de 0,2
larvas/m para PHP3. En las isolineas positivagiéu® larvas/m para PHP1 y PHP3 y de 0,2
larvas/m para PHP2. La cantidad promedio de laeassta especie en las isolineas negativas
difiri6 de la cantidad en las isolineas negatisa$p para PHP1. Cuando se compararon las
isolineas positivas de las tres construccionesubo diferencias significativas en la cantidad
de larvas de esta especie.

En Tinoco la cantidad promedio de larvasHidicoverpa gelotopoeopor metro en las
isolineas negativas fue de 0,2 para PHP1 y de &4 PHP2 y PHP3. Para las isolineas
positivas fue de 0,03 larvas/m para PHP1 y 0,lakn para PHP2 y PHP3 respectivamente.
Las isolineas negativas no difirieron de sus isalénpositivas en las tres construcciones.
Cuando se compararon las isolineas positivas entrstrucciones, estas tampoco difirieron
entre si.

El promedio a través de los cuatro ambientes dal te larvas por metro excluyendo
Helicoverpa gelotopoeorobservado en las isolineas negativas y positivaslad tres

construcciones y en la variedad PHI38, se presam& Grafico 13.

36



Gréfico 13: Total de larvas por metro excluyenHelicoverpa gelotopconde las isolineas positivas y negati
de las construcciones PHP1, PHP2 y PHP3 la variedacPHI38 en los ensayos sin control de lepiddpte
Resultados promedio de las dos fechas de ra de Pergamino, de General Paz y de Tinoco, duehmielo
agicola 201112.

Color por
10 Isolinea
Eneg
] W P38
* POS
2 [ ]
* Forma por
* Isolines
8 Eneg
& PHI3S
L] @ros
#*
E
2
o
O
2 &
)
]
w
on
g 5
2
o
L
o
£ 4
=
w
@
m
= 3
o]
=
k=]
A
2
1
0
i Iy & g
I = I I
T T T T

Construccion

* . diferencias significativas (p<0,05) entre isolineas negativas y positivas de cada construccion

ns : diferencias no significativas (pz0,05) entre isolineas negativas y positivas de cada construccién

En las isolineas negativas el promedio del totaladeas/m excluyendMelicoverpa
gelotopoeo fue de 9,5 larvas/m para PHP1, de 8,9 larvas/ra fHP2 y de7,6 larvas/n
para PHP. En las isolineas positivas fue de 0,2 larvasdna PHP1 y PHP2, y 0,1 larvas
para PHP3. Las isolineas negativas de las trestraoo®nes tuvieron name
significativament mayor de larvas que sus isolineas positivas. Cuaedoompararoras

isolineas positivas de las tres construccioneas st mostraron diferencias significati'

Defoliacion
La evolucion del porcentaje de defoliacion a tradésdesarrollo del cultivo, se mues
en el Grafico 14
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Gréfico 14: Porcentaje de defoliacidn obtenido en los ensayosontrol de lepidopteros durante los muest
semanales. Resultados de las dos fechas de sielmtPargamino (14A y 14B), de General Paz (14C)
Tinoco (14D), wrante el ciclo agricola 20112. Seindica con flechas azules sobre el grafico el mdmele

ocurrencia de los estadios fenolégicos (R1, R385y R7)
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En la primera fecha de siembra de Pergamino la medefoliacién se produjo
mediados de marzo, alcanzando un 5,7 % (Graficd. En la segunda fecha de siembre

esta localidad el méaximo de 6,2 % se alcanzd ecipios de marzo (Grafico 14B). E

General Paz la maxima defoliacién se produjo a atedide marzo, la cual fue de %

(Gréfico 14C); mientras que en Tinoco la defodn resultd méxima a principios de akb

alcanzando un 15,9 % (Gréfico 14
Los valores de defoliacion observados en cada entosl ambientes en las isolint

positivas y negativas de las tres construcciones la variedadPHI3€, se muestran en

Gréafico 15
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Grafico 15: Porcentaje de defoliacion de las isolineas posityvaegativas de las construcciones PHP1, P+
PHP3 y d la variedacPHI38en los ensayos sin control de lepidépteros. Retadtde las dos fechas de sierr

de Pergamino, de General Paz y de Tinourante el ciclo agricola 20712.
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En la primera fecha de siembra de Pergamino el gaande defoliacién observado en
isolineas negativas fue de % para la construccion PHP1, de 3,4 % para PHP223;5%
para PHP3. Mientras que en las isolineas pos fue de 0,1 % para PHP1 y PHP3, y %
para PHP2. Las isolineas negativas difirieron figativamente de sus isoeas positivas €
las tres construccioneAl comparar las isolineas positivas entre constomas PHP1 y
PHP3 ncmostraron diferencias significativas, mientras sjueifirieron las de PHP2 de las
PHP1y PHP:

En la segunda fecha de siembraPergamino el promedio de defoliacién observad
lasisolineas negativas fue de % para PHP1de 3,8 % para PHP2 de 3,5% para PHP:
En lacisolineas positivas fue de (% para PHPy PHP3, ' de 3% para PHP2. Las isoline
negativas de PHP1 y PHIdifirieron de manera significativa de sus isolingasitivas, et

tanto queen PHP: las diferencias no resultar significativas.Cuando se compararon |
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isolineas positivas entre construcciones, las dezPiifirieron significativamente de las de
PHP1y PHP3, mientras que estas ultimas no dimientre si.

En General Paz la defoliacion de las isolineas thegafue de 22,1 % para PHP1, de
22,3 % para PHP2 y de 20,3 % para PHP3. En lagésd positivas fue de 0,04 % para
PHP1, de 0,2 % para PHP2 y de 0,1 % para PHP3.idoliseas negativas de las tres
construcciones tuvieron una defoliacion significatnente mayor que sus isolineas positivas.
Cuando se compararon las isolineas positivas deesgonstrucciones, las de PHP1 y PHP2
difirieron significativamente entre si, en tantedas de PHP3 no difirieron de las de PHP1y
PHP2.

En Tinoco la defoliacion de las isolineas negatives13,6 % para PHP1, 10,8 % para
PHP2y 9,6 % para PHP3. En las isolineas positivasle 0,02 % para PHP1, de 0,6 % para
PHP2 y de 0,1 % para PHP3. Las isolineas negaliwdas tres construcciones tuvieron una
defoliacion significativamente mayor que las ise#is positivas. Cuando se compararon las
isolineas positivas entre construcciones, las dezRtifirieron de manera significativa de las
de PHP1 y PHP3, mientras que estas Ultimas ndeddfir entre si.

En cuanto a la variedad PHI38, el promedio de @eafidin en cada una de las localidades
resulto: 3,4 % y 4,3 % en la primera y segundadetd siembra de Pergamino, 19,6 % en
General Paz y 15,3 % en Tinoco. En todos los artdsda defoliacion fue significativamente

mayor a la de las isolineas positivas de las tvastoucciones.
Dafio de Brotes:

Se observo dafio de brotes producido pleticoverpa gelotopoeorsolamente en la

primera fecha de siembra de Pergamino (Grafico 16).
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Gréfico 16: Porcentaje de brotes dafiados Helicoverpa gelotopoec de las isolineas positivas y negativas
las construcciones PHP1, PHP2 y PHP3 la variedadPHI38 en los ensayos sin control de lepidopte

Resultados de la primera fecha de siembra de Pargaturante el ciclo agricola 20712.
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El promedio del porcentaje de brotes dafiados ersddimeas negativas fue de 17,1
para PHP1, de 13,2 % pcPHP2 y de 18 % para PHP3. En las isolineas positivas re:
0% para PHP1 y PHP3, y de 3,3 % para PHP2. Lasedif@&s en el dafio de brotes entre
isolineas negativas y positivas fueron signifiaivpara todas las construcciones.
comparar laisolineas positivas entre construcciones, el dafibrdtes no difirié entre PHF
y PHP3; mientras que PHP2 difirié de estas

El promedio del porcentaje de brotes dafiadcla variedacPHI38fue de 17,7 %, el cu
fue significativamente mayor al obvado en las isolineas positivas de las

construccione
Dafo de vaina:

En las dos fechas de siembra de Pergamino seréedaio en las vainas, producido
Helicoverpa gelotopoet. El promedio del porcentaje de vainas dafiadasasrisblinea
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positivas y negativas de las tres construcciol enla variedacPHI38 para las dos fechas

siembra, se muestra en el Graficc

Gréfico 17: Porcentaje de vainas dafiadas Helicoverpa gelotopoet de las isolineas positivas y negativas
las construcciones PHP1, PHP2 y PHP3 la variedadPHI38 en los ensayos sin control de lepid6pte

Resultados promedio de las dos fechas de siemtb?ardamino, urante el ciclo agricola 20712.
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El prorredio del porcentaje de vainas dafiadas fue endisdéas negativas de 14 % p
PHP1, de 16 % para PHP2 y de 12,4 % para PHP3. En las iso positivas resultd 2,7 ¢
para PHP1, 10 % para PHP2 y 1,9 % para PHP3. Las diferencias| elafeo de vaina
observado entre las isolineas negativas y positfuason significativas para las tr
construcciones. Cuando se compararon las isolipesgivas entre construcciones, to
difirieron significativamente entre

El promedio del porcentaje de vainas dafiadda variedacPHI38fue de 15,6 %, el cu

difiri6 significativamente del observado en ladiiseas positivas de las tres construccic
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Rendimientc
El rendimiento promedio de las isolineas negatjpositivas de las tres construccione
dela variedacPHI3E, se presenta en el Gréfico

Gréfico 18: Rendimiento (kg/ha) de las isolineas positivas gatieas de las construcciones PHP1, PHI
PHP3 y d la variedacPHI38en los ensayos sin control de lepidépteros. Retdtaromedio de las dos fect

de siembra de Pergamino, de General Paz y de Tidurante el ciclo agricola 207112,
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El rendimiento promedio de las isolineas negatiuasde 2.361 kg/ha para PHP1,
2.329 kg/ha para PHP2 y de 2.206 kg/ha para PHP&sHsolineas positivas fue 2.840 kg
para PHP1, 2.549 kg/ha para PHP2 y 2.700 kg/haRidR8. Las isolineas posas tuvieror
un rendimiento significativamente mayor al de sdimeas negativas para cada una di
tres construcciones. Cuando se compararon lasésaipositivas entre construcciones, t
mostraron diferencias significativas entre

El rendimento promedio de las isolineas positivede la variedaiPHI38 para cada un

de los ambientes, se muestra en el Grafic«
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Gréfico 19: Rendimiento (kg/ha) de las isolineas positivasagecbnstrucciones PHP1, PHP2 y PHP3 la
variedad PHI38 en los ensayos sin control de pidépteros. Resultadode las dos fechas de siembra

Pergamino, de General Paz y de Tinoco, durantelel afjicola 201112,
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El rendimiento promedio de la variedPHI3¢ fue de 2.817 kg/ha para la primera fe
de siembra ¢ Pergamino. Este resulto significativamente menale las isolineas positivi
de PHP1 y PHP3, y no difiri6 del de las de PHP2.l&msegunda fecha de siembra
Pergaminola variedadPHI3¢ rindié 2.020 kg/ha y fue significativamente menbrda las
isolineas positivas de las tres construcciones. Elmgadto dila variedacPHI38en Genera
Paz fue de 2.8 kg/ha, siendo significativamente menor al de lafineas positivas de I
tres construcciones. Por ultimo, en Tinda variedadPHI3¢ rindié 1.33¢ kg/ha resultand
significativamente menor al rendimiento de lasiisas positivas de PHPLa variedac
PHI3¢& no mostrd diferencias significativas con las isedi® positivas de PHP2 y PHP3

esta Ultima localida
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4. DISCUSION

4.1. Ensayos con control de lepidopteros

Los caracteres agrondmicos de las lineas portaderées construcciones PHP1, PHP2 y
PHP3 tuvieron un comportamiento estable ante lasrsks condiciones ambientales en las
gue fueron realizados los ensayos. Esto se evalehservando la interaccidon entre isolineas,
localidades y construcciones para cada una deafébles, la cual no resulté significativa. La
diversidad de los ambientes se manifestd a tragdssddiferentes niveles de productividad
alcanzados en cada uno de estos, como se muesbtsagraficos del Anexo Il.

Para el caso particular del rendimiento, este cotapiento estable también se observa al
contrastar los datos de Argentina con los de Estabiodos. En ambos paises se obtuvieron
similares resultados al comparar el rendimienttadasolineas positivas y negativas de cada
una de las construcciones. Las isolineas positivadifirieron de las negativas para PHP1 y
PHP3, en tanto que las isolineas positivas de PHideron un rendimiento
significativamente menor al de sus isolineas neggtiEn las localidades de Argentina esta
diferencia fue de un 5 %, mientras que en las dadis Unidos la merma de rendimiento
ascendié al 15 %. Similares disminuciones de reldito fueron encontradas por Elmore
et al. (2001), quienes compararon lineas transgénicasjdaesistentes a glifosato, las cuales
rindieron un 5 % menos que sus lineas hermanassigigntes a este herbicida. De acuerdo a
los autores, esta disminucion del rendimiento skeda tanto al gen que confiere la
resistencia como al proceso de su insercion.

En cuanto a la comparacion de las isolineas pasitantre si, las de PHP1 tuvieron un
rendimiento mayor al de las de PHP2 y PHP3 tantla®focalidades de Argentina como en
las de Estados Unidos. El rendimiento de las iseBrpositivas de PHP3 fue superior al de
PHP2 en ambos paises aunque en las localidadesydatifsa estas diferencias no resultaron
significativas. Por el contrario, en las localidadie Estados Unidos las isolineas positivas de
PHP2 y PHP3 difirieron significativamente. Esto geliedeberse a la mayor cantidad de
ambientes evaluados en este Ultimo pais, lo cuaéata la potencia para detectar diferencias
estadisticas (Kuehl, 2001).

Las lineas portadoras de PHP1 y las de PHP3 noranmstdiferencias respecto a sus

isolineas negativas para la mayoria de las vagahlaluadas. Por lo tanto, la introgresion de
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estas dos construcciones en la variedad PHI38 gdujor alteraciones en el comportamiento
agronomico. Similares resultados fueron reportaosoja por otros investigadores (MacRae
et al., 2005; Miklos et al., 2007; McPherson y MacRae, 2009a). Mikles al. (2007),
compararon isolineas negativas y positivas de poj@doras del gearylA proveniente de
Bacillus thuringiensisy no encontraron diferencias en altura de plam@durez vy
rendimiento, entre otros caracteres agrondmicosRdeet al. (2005), asi como McPherson
y MacRae (2009a), evaluaron el rendimiento de finemsgénicas de soja portadoras del gen
crylA y el de sus isolineas negativas o de lineas gecertiente similares. Cuando
compararon estos materiales entre si, en ensayoapaciones de insecticidas para el
control de poblaciones de lepidopteros, no encanradiferencias significativas en
rendimiento.

Contrariamente, las lineas portadoras de la carcsnu PHP2 tuvieron diferencias con
sus isolineas negativas en altura de planta estadie R2, en dias de siembra a madurez y en
rendimiento. Homrictet al. (2008b) compararon el cultivar de soja IAS5 cos giogenies
transgénicas portadoras del gaglAcy también encontraron diferencias significativas e
altura de planta y rendimiento. Estos autores no@aci que las variaciones en los caracteres
agronémicos pueden darse como consecuencia dansfdrmacion con genes extrafios al
cultivo. Filipecki y Malepszy (2006) mencionan gastas diferencias pueden deberse a:
1) efectos pleitropicos del ADN introgresado; 2)nfluencia del sitio de integraciéon y la
arquitectura del transgen sobre el nivel de expnegila estabilidad del transgen; y 3) al
estrés ocasionado por el manejo de tejido, la exgeion y la propagacion clonal.

El gen que codifica para la sintesis de proteingse@ PHP2 difiere del incluido en las
otras dos construcciones. Por lo tanto, las diéasren el comportamiento agronémico de las
lineas que portan esta construccion podrian debezfectos pleiotropicos de dicho gen. Para
corroborar esta hipétesis deberian evaluarse difsseconstrucciones que contengan el gen
que codifica para la proteina PrA.

La influencia del sitio de integracion, que invaluefectos de posicidén y de insercidon
(Filipecki y Malepszy, 2006), se atenuaria en @lliais a nivel de construccion dado que en
este estudio se evaluaron varios eventos de tramsé@n en cada construccion.

Del mismo modo, los cambios debidos al estrés osadb por las técnicas de
regeneraciomn vitro no se deberian tener en cuenta por estar utiizpadh la comparacion

de las isolineas positivas sus isolineas negathrabas fueron derivadas de la misma planta
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obtenida luego del proceso de transformacion, @guk la comparacion entre estas anula el
efecto del estrés antes mencionado.

En cuanto a la arquitectura del transgen, en lastagcciones PHP1 y PHP2 el promotor
utilizado es el mismo, mientras que en PHP3 estdiferente. Dado que tanto PHP1 como
PHP3 no produjeron alteraciones considerables eangbortamiento agronémico, podriamos
inferir que el promotor no estaria provocando espms de cambios observados en las lineas
conteniendo PHP2.

Por dltimo, podriamos relacionar estos cambios ebmivel de expresion del gen
introgresado. Magbool y Christou (1999), evaluapiintas transgénicas de arroz (Oryza
sativa L.) transformadas con diferentes plasmidwgeniendo los genesylAcy cry2A
encontraron defectos en el desarrollo en condisialee muy altos niveles de expresion de
genes extrafios al cultivo. En estudios futuros ipadieterminarse el nivel de expresion de los
eventos incluidos en este trabajo para asi relacieste con su comportamiento agronémico.

Dado que las lineas portadoras de PHP1 y las d& RPHRuvieron diferencias con sus
isolineas negativas en la mayoria de los caractagr®ndémicos evaluados, estas
construcciones serian las mas promisorias para asanzadas en un programa de
mejoramiento. En una etapa siguiente de evaluakiémismas deberian introgresarse dentro

de un mayor grupo de variedades para validar essodtados.

4.2. Ensayos sin control de lepidopteros

Las poblaciones de lepiddpteros en los distintobiembes presentaron como especies
predominantes Rachiplusia nuAnticarsia gemmatalig/o Helicoverpa gelotopoeorTanto
Rachiplusia nucomo Anticarsia gemmatalise encontraron entre las especies con mayor
proporcién en los ciclos agricolas 2010/11 y 202 1Aientras quélelicoverpa gelotopoeon
tuvo densidades poblacionales considerables sollmsensayos de Pergamino durante el
ciclo agricola 2011/12. Otras especies presen@wwiilPseudoplusia includens, Spodoptera
frugiperda, Spodoptera cosmioides, Achyra bifidgli€olias lesbia las cuales presentaron
densidades poblaciones demasiado bajas para poetermdchar la eficacia de las
construcciones Bt ante estas.

El control de lepidépteros fue eficaz por partdadelineas portadoras de PHP1, PHP2 6
PHP3 en todos los ambientes de evaluacion. Estwidencio a través del total de larvas de

lepidopteros, el cual fue en la variedad PHI38 yasnisolineas negativas mayor que en las
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isolineas positivas para cada una de las conshnesi Estos resultados se observaron tanto
ante bajas densidades poblacionales de lepidopterns ocurrié durante 2010/11, asi como
ante densidades poblacionales mas altas como éasegpresentaron durante 2011/12. Otros
autores (Walkeet al.,2000; MacRaet al.,2005; Mikloset al.,2007; Homrichet al.,2008b;
McPherson y MacRae, 2009a; b; Bernatdal.,2012) también encontraron un control eficaz
frente a diferentes especies de lepidopteros, tale® Anticarsia gemmatalis, Pseudoplusia
includens, Helicoverpa zea, Rachiplusig etc., por parte de lineas transgénicas de s@a qu
expresan proteinas Cry Bacillus thuringiensis

Se observd que algunas isolineas positivas se ctabpo de manera diferente ante la
presencia deHelicoverpa gelotopoeomurante el ciclo agricola 2011/12, por lo cual se
procedié a realizar el analisis discriminando aa estpecie del resto de los lepidopteros.
Cuando se excluy6 a esta del andlisis, la canttathedio de larvas de lepidopteros por
metro en las isolineas positivas de las tres astmes no difirid y fue cercana a cero para
todos los ambientes, durante los dos ciclos agsdcale evaluacion. Por otro lado,
Helicoverpa gelotopoeofue controlada con una alta eficacia por PHP1 P®iendo en las
isolineas positivas de estas dos construccionedneéro de larvas por metro de esta especie
cercano a cero y significativamente menor al désaneas negativas. Sin embrago, en los
ambientes que presentaron las poblaciones masdalkdslicoverpa gelotopoegia cantidad
de larvas de esta especie en las isolineas pasitey®HP2 fue significativamente mayor al de
las isolineas positivas de PHP1 y PHR8Imismo, en estos ambientes la cantidad de larvas
de Helicoverpa gelotopoeonen las isolineas positivas de PHP2 no siempre fue
significativamente menor al de las isolineas neggati Esto explica la mayor cantidad de
larvas totales presentes en las isolineas positleaPHP2 respecto a las presentes en las
isolineas positivas de las otras dos construccidoeante el ciclo agricola 2011/12, en el
andlisis a travées de todos los ambientes.

La defoliacién en todos los ambientes resultd magmorla variedad PHI38 y en las
isolineas negativas que en las isolineas positigdas tres construcciones, a excepcion de la
segunda fecha de siembra de Pergamino en 201Hnhl&sta Ultima las isolineas positivas y
negativas de PHP2 no difirieron entre si. Estoed®da a que en ese ambiente la cantidad de
larvas deHelicoverpa gelotopoegnla cual habria causado esta defoliacion, no mostr

diferencias significativas entre las isolineas {pass y negativas de esta construccion.
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La defoliacion de las isolineas positivas en lobiantes en que soRachiplusia nuwy/o
Anticarsia gemmatalisfueron las especies predominante® difirid entre las tres
construcciones para la mayoria de los ambienteslo&rcasos en que hubo diferencias
significativas, las magnitudes de las mismas fuenag bajas por lo que dificilmente puedan
percibirse a campo y no se espera que tengan nwaen el rendimiento. En los ambientes
en que Helicoverpa gelotopoeorestuvo entre las especies predominantes, lasneéssli
positivas de PHP2 resultaron significativamente uhéf®liadas que las de PHP1 y PHP3.
Esto concuerda con la mayor cantidad de larvastdeespecie en las isolineas positivas de
PHP2 con respecto a las de PHP1 y PHP3 en esosragdlias isolineas positivas de PHP1
y PHP3 no difirieron entre si para la mayoria ake dmbientes, independientemente de la
especie de lepidoptero considerada.

En los ambientes en qtielicoverpa gelotopoeoastuvo entre las especies predominantes
también se observé dafio de vainas y brotes. Anipas de dafios fueron causados por esta
especie. El comportamiento de las isolineas pasitrespecto de las isolineas negativas y la
variedad PHI38 resultd similar al observado a ad@ los niveles de poblacion de
lepidopteros y de la defoliacion. Las isolineastp@s tuvieron un dafio de vainas y de brotes
significativamente menor que las isolineas negstivajue la variedad PHI38 en las tres
construcciones. Las isolineas positivas de PHPZeruv un dafio de vainas y brotes
significativamente mayor al de las de PHP1 y PHE3as ultimas no difirieron entre si en
cuanto a dafio de brotes. A pesar de que las iasslimasitivas de PHP1 y PHP3 difirieron en
el dafo de vainas, la diferencia fue en promedioan@l 1 % de vainas dafiadas lo cual
dificilmente pueda percibirse a campo y no se esgee tenga incidencia significativa en el
rendimiento. El control de lepidopteros por parte ks lineas portadoras de estas
construcciones a nivel de vainas y brotes, indiga lgs proteinas PrA y PrB se expresarian
también en estos érganos.

Lo anteriormente expuesto indica que las lineasodeeventos ENO8 y EN13 de la
construccion PHP2, tuvieron un control parcialHidicoverpa gelotopoeorDado que estos
son solo dos de los seis eventos de PHP2 incleid@ste trabajo, no se pudo determinar si el
comportamiento observado de debié a un efecto de esentos en particular o es un
comportamiento general de la construcclara determinar esto se deberian evaluar todos los

eventos de PHP2 ante poblaciones de esta especie.
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El control parcial de las lineas portadoras de PldR2 Helicoverpa gelotopoegrse
podria explicar por el gen que codifica la proteR@ en esta construccion, la cual es
diferente a la proteina PrB codificada por el gartuido en PHP1 y PHP3. Por lo tanto, PrA
podria no resultar altamente eficaz para el conttel poblaciones deHelicoverpa
gelotopoeonEsto podria ser determinado en futuros estudidayendo todos los eventos de
esta construccion en ensayos con infestacionesmpaza bien en laboratorio. Walket al.,
(2000), evaluando una linea transgénica de sojaud@var Jack que expresa la proteina Bt
CrylAc, encontraron que esta linea comparada ceul@var Jack sin transformar tuvo un
menor control deHelicoverpa zeajue deAnticarsia gemmatalisEsto podria asemejarse al
menor control producido por PHP2 ante una espeelendsmo género Helicoverpa
gelotopoeoh respecto del observado amticarsia gemmatalisy Rachiplusia nuen el
presente estudio. En algunas zonas de EstadosdJsediban informado casos de incremento
de la resistencia delelicoverpa zeaa toxinas Bt CrylAc que se expresan en el cultivo
transgénico de algoddn (Tabasheatkal.,2008). Para revertir esto se desarrollaron mégsria
que incluyen un segundo gen que codifica para déepgra Cry2Ab. De esta manera, las
plantas que expresan CrylAc y Cry2Ab tuvieron ujomeontrol que aquellas que expresan
Unicamente la proteina CrylAc (Chitkowséd al., 2003). Cry2Ab seria la proteina que
contribuye en mayor medida a la toxicidad ade&ticoverpa zean las plantas que expresan
ambas proteinas (Greenplateal.,2003). De acuerdo a lo mencionado anteriormeiaty;iq
utilizarse una estrategia que permita el apilamielet los genes considerados en este trabajo,
de manera de que las lineas transgénicas prodartas proteinas Cry, PrA 'y PrB. Asi se
esperaria contar con un mas amplio espectro deotala insectos (Chitkowslat al., 2003;
Yanget al.,2011) y una mayor durabilidad de la resistencialkéf et al.,2000; Zhacet al.,
2003).

Por otro lado, si bien la diferencia de controlgrieelacionarse a la susceptibilidad ante
toxinas Bt de cada especie, también existen vanasi en la susceptibilidad entre
poblaciones de la misma especie (Lutteelal, 1999). Ali y Luttrell (2004yeportaron que la
variabilidad en la susceptibilidad a CrylAc portpatte diferentes poblaciones Heliothis
virescensgy Helicoverpa zeaarié alrededor de 10 veces.

Podriamos también relacionar las diferencias ea&h con los niveles de expresion de la
proteina PrA en ENO8 y EN13, que serian suficiepi@s el control de especies como

Anticarsia gemmatalig Rachiplusia nupero no para controlar adecuadamétdicoverpa
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gelotopoeonEl nivel de expresion esta determinado por dif@®riactores entre los que
encontramos aquellos inherentes a la construceiés tomo las secuencias regulatorias; y
otros que resultan de la incorporacion del tranggeal genoma vegetal. Entre estos ultimos
podemos mencionar efectos de posicién y cambioétiges y epigenéticos.

Dentro de las secuencias regulatorias del trangygmpomotor es la mas importante en la
determinacion del nivel de expresion (Digizal, 2010). PHP1 y PHP2 poseen la misma
secuencia que dirige la expresion de la proteinayBtado que el control de PHP1 fue
altamente eficaz para todas las especies presantes ambientes de estudio, el promotor no
seria el causante de las diferencias en eficasiereddas entre estas construcciones.

El material genético transferido mediante bombard®o microproyectiles se integra al
azar en el ADN cromosomico de la planta. La poridi@ genoma donde se insertd el
transgen puede afectar el nivel de expresion, & se conoce como “efecto de posicion”
(Diazet al, 2010).

El cultivo de tejidos origina cambios en las plantageneradas los cuales pueden ser
genéticos o epigenéticos (Jain, 2001). Estos Udtis® refieren a cambios que si bien son
heredables en el fenotipo, no se deben a alteexien la secuencia del ADN. Uno de estos
mecanismos epigenéticos es la metilacion del ARNgUal esta asociada a cambios en la
expresion génica (Dia al, 2010).

Otros cambios genéticos a nivel de la secuencidD@&l podrian ser originados a partir
del bombardeo con microproyectiles, los cuales E@mpueden modificar la expresion del
transgen. Durante este proceso se pueden prodysascsimples intactas del transgen como
también configuraciones mas complejas compuestas cppias intactas, repeticiones
invertidas o en tandem, copias multiples de unanmisecuencia de nucledtidos, secuencias
truncadas y re-arregladas y ADN gendémico interaal(&ebhli et al, 2003).

Durante 2010/11 las densidades poblacionales dedpscies de lepidopteros fueron
bajas. Estas poblaciones en la mayoria de loss gasalujeron la maxima defoliacion en
estadios reproductivos avanzados tales como ekoamide llenado de granos (R5, R5.5), el
cual es el mas susceptible a la disminucion deiméadto debido a este tipo de dafio (Board
et al, 1994; Boarcet al, 2010; Fehet al, 1981; Goli y Weaver, 1986). A pesar de esto, dado
que en todos los ambientes se produjeron niveleefidiacion menores al 10 % en parcelas
gue no correspondian a lineas Bt, en la mayoriasieasos no se tradujeron en diferencias

significativas de rendimiento. Esto coincide corrdportado por Perotti y Gamundi (2009),
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quienes evaluaron defoliaciones naturales provecguoa larvas deRachiplusia nuy
Anticarsia gemmatalisEn sojas de primera fecha de siembra encontrdigminuciones
significativas de rendimiento a partir de 15 % ddollacion, mientras que en sojas de
segunda época de siembra a partir de 14 % halfaesmas que justificaron la aplicacion de
una medida de control. Dado que la defoliacion peath no fue suficiente para traducirse en
mermas significativas de rendimiento, el comporéna del rendimiento de las isolineas
positivas respecto de las negativas asi como lalsdeositivas entre si, muestra una tendencia
similar al encontrado en los ensayos con controlepgaldpteros. En la primera fecha de
siembra de General Paz se observa un comportanakyttaliferente el cual podria deberse a
las condiciones ambientales al momento de la madgue produjeron dehiscencia natural de
vainas. Esto, sumado a un retraso en la coseclitiapbaber generado diferencias de
rendimiento que no pueden atribuirse al ef@eosede las construcciones, sino mas bien a
un efecto ambiental que contribuy6 al error expenital.

El mayor rendimiento de la variedad PHI38, respattde las isolineas positivas de las
tres construcciones durante 2010/11, podria delserstectos no deseados en las plantas
transgénicas (Filipecki y Malepszy, 2006), tal colos discutidos anteriormente para los
ensayos con control de lepidopteros. Podria adezngsarte deberse a variaciones genéticas
existentes entre las isolineas sometidas al prodestransformacion y la variedad sin
transformar, que exceden al transgen introgreshds. variedades poseen una pequefia
fraccion de variabilidad genética proveniente dakzamiento original del cual fue derivada
(Sebastiaret al, 2010). Si bien las isolineas positivas y negatfugron obtenidas a partir de
tejido proveniente de la variedad PHI38, cada ueaestas isolineas no representan la
variabilidad genética existente dentro de la vadedo transformada dado que provienen de
un unico individuo de esta.

En los ensayos del ciclo agricola 2011/12 dondedigencia de lepidopteros fue mayor,
el rendimiento de las isolineas positivas fue sope de sus isolineas negativas para cada
una de las construcciones a través de todos logeatab. También fue mayor que el de la
variedad PHI38 en la mayoria de los casos. En ptangetravés de los cuatro ambientes, las
isolineas positivas de PHP1 rindieron un 20% ma&ssys isolineas negativas, las de PHP2
un 10 % mas, y las de PHP3 un 22 % mas. Esto sé debontrol efectivo por parte de las

tres construcciones ante las poblaciones de lef@digppresentes en cada uno los ambientes.
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En las localidades de Cordoba se observaron loomesyniveles de defoliacion. La
misma alcanzo el 15 % en Tinoco hacia fines debgderde llenado de granos y en General
Paz fue superior al 20 % desde principios de llendel grano hasta madurez fisioldgica,
alcanzando como maximo cerca del 30 % de defohackn ambos casos el nivel de
defoliacion fue superior al umbral del 14 % expdespor Perotti y Gamundi (2009) como
necesario para causar mermas de rendimiento enltalocde soja en segunda época de
siembra. Boaraet al. (2010) encontraron que con un 33 % de defoliadidrante el periodo
de llenado de granos, el rendimiento se redujo de28 %, siendo en algunos casos estas
diferencias significativas al 5% de probabilidatimsina et al. (2007) produciendo
defoliaciones de un 30 % en el estadio R5, enaamireeducciones de rendimiento de un
4,2 % en fechas de siembras tempranas y de hastdl,B8r%%6 en fechas de siembra de
principios de enero. La defoliacion en Tinoco habténido un mayor efecto en la
disminucion del rendimiento ya que el cultivo alb&poco desarrollo. Esto fue consecuencia
de la fecha de siembra tardia y al espaciamiefiipagio en este trabajo. En épocas tardias de
siembra el cultivo acelera su desarrollo por lo pregluce plantas de tamafio reducido y poco
ramificadas. Debido a esto y a la utilizacion deegpaciamiento de 70 cm, el cultivo no pudo
alcanzar la cobertura necesaria que permita imtcesl 95 % de la radiacion antes del
desarrollo de vainas (R4) por lo que la plasticidid cultivo se vio afectada (Vega y
Andrade, 2002).

En el caso de los ambientes de Pergamino, durdntecle agricola 2011/12, la
defoliacion estuvo por debajo del 7 % en parcelas rp correspondian a lineas Bt durante
todo el ciclo del cultivo. Si bien la defoliaciouef baja como para producir mermas
significativas en el rendimiento segun lo reportado Perotti y Gamundi (2009), hubo dafio
en brotesy vainas por parte ddelicoverpa gelotopoeogue habrian provocado una merma
de rendimiento en las isolineas negativas y eari@dad PHI38.

Si bien el control délelicoverpa gelotopoeopor parte de las lineas portadoras de PHP2
no fue tan eficaz como el de las de PHP1 y PHP&mlol efectivo del resto de especies de
lepidopteros presentes sumado al control parcig&sti especie, fue suficiente para poner en
ventaja en rendimiento a las isolineas positivapeeto de las negativas. En cuanto a la
comparacion de las isolineas positivas entre &is @sostraron un comportamiento similar al

de los ensayos con control de lepidépteros.
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5. CONCLUSIONES

Las poblaciones de lepidopteros que se presentdomieron como especies
predominantes @achiplusia nuy Anticarsia gemmatalisHelicoverpa gelotopoeon

estuvo entre las predominantes en Pergamino dueshségundo afio de evaluacion.

La transformacion de la variedad PHI38 con las ttoosiones PHP1 y PHP3 no produjo

alteraciones en el comportamiento agronémico.

La transformacion de la variedad PHI38 con la qooston PHP2 causo alteraciones en
la altura de planta en el estadio R2, los diast¢randos desde siembra hasta madurez y

el rendimiento.

Las lineas Bt portadoras de las construcciones BHIa& de PHP3 resultaron eficaces

controlanddRachiplusia nuAnticarsia gemmatalig Helicoverpa gelotopoeon

Las lineas Bt portadoras de la construccibn PHP&rofu eficaces controlando

Rachiplusia ny Anticarsia gemmatalis.

Las lineas Bt conteniendo los eventos ENO8 y ENdLBactonstruccion PHP2 mostraron

un control parcial délelicoverpa gelotopoeon.

Las lineas Bt que contienen las construcciones PPARR2 6 PHP3 mostraron control de

Helicoverpa gelotopoeoan hojas, brotes y vainas.

Las lineas Bt portadoras de las construcciones PHRiEs de PHP3 serian las mas

promisorias para ser avanzadas en un programajdeaménto genético.
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ANEXO |

Tabla 7: Significancia de los analisis de varianza pareolmparacion de las isolineas positivas y negatvas
los ensayos con control de lepidopteros. Analisidad variables altura de planta en los estadiQsRZ3y RS,
dias a madurez y rendimiento para las localidade#\rgentina durante el ciclo agricola 2010/11; ylae

variable rendimiento para las localidades de Estabhodos durante 2010.

| Variable
Altura de planta Alturade planta Alturade planta Dias a Rendimiento Rendimiento
Fuente de variacion V3 R2 R8 madurez Argentina  Estados Unidos
Localidad * * * ns * *
Construcccion ns ns ns * * *
Construccion*Localidad ns ns ns ns * *
Evento(Construccién) * * * * * *
Evento*Localidad(Construccién) ns ns * * ns *
Isolinea * ns ns ns ns *
Construccion*lsolinea ns * ns * * *
Isolinea*Localidad ns ns ns ns ns ns
Construccion*Isolinea*Localidad ns ns ns ns ns ns
Evento*Isolinea(Construccidn) ns * ns * * *
Evento*Isolinea*Localidad(Construccion) ns ns ns ns ns ns

* . diferencias significativas (p<0,05)

ns: diferencias no significativas (p=0,05)

Tabla 8: Significancia de los analisis de varianza pareolmparacion de las isolineas positivas y negatvas
los ensayos sin control de lepidépteros. Analigidas$ variables total de larvas/m, defoliacion pdimiento
para las dos fechas de siembra de Pergamino y &é&tear, durante el ciclo agricola 2010/11.

Variable
Fuente de variacion Total larvas/m Defoliacion Rendimiento
Localidad * * *
Construcccién * * *
Construccién*Localidad ns ns ns
Evento(Construccién) ns * *
Evento*Localidad(Construccion) ns ns *
Isolinea * * *
Construccion*Isolinea ns * *
Isolinea*Localidad * * ns
Construccion*lsolinea*Localidad ns * *
Evento*Isolinea(Construccion) ns * *
Evento*Isolinea*Localidad(Construccién) ns * ns

* :diferencias significativas (p<0,05)

ns:diferencias no significativas (p=0,05)
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Tabla 9: Significancia de los andlisis de varianza paradmparacién de la variedad PHI38 y las isolineas
positivas en los ensayos sin control de lepidéptefmalisis de las variables total de larvas/mplikefion y

rendimiento para las dos fechas de siembra de Rargy General Paz, durante el ciclo agricola 201.0/

Variable
Fuente de variacion Total larvas/m Defoliacion Rendimiento
Localidad * * *
Construccién * * *
Construccidon*Localidad * * ns
Evento(Construccién) ns * *
Evento*Localidad(Construccidn) ns * *

* .diferencias significativas (p<0,05)

ns:diferencias no significativas (p=0,05)

Tabla 10: Significancia de los andlisis de varianza pareolaparacion de las isolineas positivas y negatwas
los ensayos sin control de lepidopteros. Andligslas variables total de larvas/m, larvas Hidicoverpa
gelotopoeofm, total de larvas excluyenddelicoverpa gelotopoegrdefoliacion y rendimiento para Tinoco,
General Paz y las dos fechas de siembra de Pemgyadafio de brotes para la primera fecha de sieghra
Pergamino; y dafio de vainas para las dos fechsieara de Pergamino. Resultados obtenidos duehnielo
agricola 2011/12.

| Variable
Larvas Total larvas excluy.
Fuente de variacién Total larvas/m H. gelotop /m H. gelotop /m Defoliacion Dafio de brotes Dafio de vainas Rendimiento
Localidad * * * * n/a ns *
Construcccion * * * * ns * *
Construccidn*Localidad ns * ns * n/a ns ns
Evento(Construccion) ns ns ns * ns ns *
Evento*Localidad(Construccidn) ns ns ns ns n/a * *
Isolinea * * * * * * *
Construccion*Isolinea * * ns * * * *
Isolinea*Localidad * * * * n/a ns *
Construccién*Isolinea*Localidad ns * ns * n/a ns ns
Evento*Isolinea(Construccion) ns ns ns ns ns ns ns
Evento*Isolinea*Localidad(Construccion) ns ns ns ns n/a ns ns

* :diferencias significativas (p<0,05)
ns:diferencias no significativas (p=0,05)

n/a: No aplica para esa variable
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Tabla 11: Significancia de los analisis de varianza paradiamaracion de la variedad PHI38 y las isolineas
positivas en los ensayos sin control de lepidéptefmalisis de las variables total de larvas/mplikefion y
rendimiento para Tinoco, General Paz y las dos fedeassiembra de Pergamino; dafio de brotes parariarp
fecha de siembra de Pergamino; y dafio de vainaslpardos fechas de siembra de Pergamino. Resslltado

obtenidos durante el ciclo agricola 2011/12.

I Variable
Fuente de variacion Total larvas/m Defoliacion Daiio de brotes Dafio de vainas  Rendimiento
Localidad * * n/a ns *
Construccion * * * * *
Construccion*Localidad * * n/a ns *
Evento(Construccidn) * ns ns ns *
Evento*Localidad(Construccidn) ns ns n/a ns ns

* :diferencias significativas (p<0,05)
ns:diferencias no significativas (p=0,05)

n/a: No aplica para esa variable
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ANEXO Il

Gréafico 20: Rendimiento (kg/ha) de las isolineas positivas gatieas de las construcciones PHP1, PHI

PHP3 enlos ensayos con control depidépteros. Resultados de localidades de Arger(#meecifes y M.
Ocampo)durante el ciclo agricola 20711.
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Gréfico 21: Rendimiento (kg/ha) de las isolineas positivas gatigas de las construcciones PHP1, 2 y
PHP3 en los ensayos con control de lepidépterosulRelosde s localidades de Estados UnidBevington
Griswolc, Johnsto, Mansfieldy Montezuma durante el afio 201

Bevington Griswold Johnston Mansfield Montezuma E:i.c,\ ;0'
5000 Mneg
. mPOS
Formapor
4500 : isolines
. Eneg
. " . . @FOS
4000 . . :
a
3500
L ]
N
3000 R
= .
£ " i .
) . M
= 2500
o
=
=
£
= 2000
=
z
o
1500
1000
500
"]
- o [ ] = o~ o — ™ [a] - o L] = o~ o
i b @ B i @ B [N iy i o o B i @
I I I I I I I I I I I I I I I
T T T T T T T i T T T T T T T

Construccién

67



