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RESUMEN

El uso de insecticidas para el control de insectos plagas es una practica que viene
extendiéndose de manera exponencial en Uruguay. A pesar de que se ha sugerido que
este tipo de manejo de plagas puede tener efectos nocivos sobre la fauna local, son
pocos los estudios que han evaluado este fenémeno, particularmente sobre la fauna
nativa de Uruguay. En el presente trabajo se evaluaron efectos letales y subletales de un
insecticida de amplio espectro para control de hemipteros en soja
(tiametoxam+lambdacialotrina) y un insecticida selectivo para control de larvas de
lepidopteros (metoxifenocida) sobre dos arafias lobo presentes en soja, Hogna cf.

bivittata y Lycosa poliostoma (Koch, 1847).

En el primer capitulo se calcularon las concentraciones (CLsg) de cada insecticida sobre
ambas especies de arafias, mediante bioensayos ecotoxicologicos en los que se aplico
topicamente un microlitro del insecticida en diferentes concentraciones y se registraron
las tasas de mortalidad a las 24 horas. Se evaluaron los efectos residuales de los dos
insecticidas con diferentes concentraciones sobre la superviviencia y consumo de presas
de H. cf. bivittata y L. poliostoma. Se trataron hembras adultas de ambas especies de
arafias con tiametoxam+lambdacialotrina y metoxifenocida a menores concentraciones
de las recomendadas para el campo. Se evalu¢ la tasa de supervivencia después de 120
horas postratamiento y la tasa de aceptacion de presas. Las arafias tratadas con
metoxifenocida no mostraron mortalidad en ninguna de las concentraciones evaluadas.
Sin embargo, todas las concentraciones de insecticidas de amplio espectro causaron
tasas de mortalidad significativamente mas altas y una tasa de aceptacion mas baja en

comparacion con el insecticida selectivo y el grupo control.

En el segundo capitulo se evalu6 el efecto de los insecticidas en la movilidad de las
arafias durante 72 horas. Para ello se trataron machos y hembras de ambas especies con
ambos insecticidas en tres dosis subletales, se registro la actividad mediante camaras de
seguridad de circuito cerrado durante 72 horas. Se analizaron las variables de
desplazamiento total, velocidad, e inactividad mediante el programa Ethovision XT11.5.
Se encontraron diferencias en la actividad de las arafias, siendo menor cuando
estuvieron expuestas a tiametoxam + lambdacialotrina y mas activas cuando estuvieron
expuestas a metoxifenocida, en este ultimo grupo la actividad fue mayor a la del el

grupo control. En el mismo capitulo se evalué ademas el efecto de los insecticidas sobre



la actividad de dos enzimas: glutation s-transferasa, relacionada con procesos de
destoxificacion y acetilcolinesterasa asociada a funciones del sistema nervioso. Para
ello, se trataron topicamente las arafias con ambos insecticidas, a las 12 horas fueron
sacrificadas mediante congelamiento, se extrajeron las enzimas que fueron cuantificadas
mediante el método de Bradford. La actividad de la enzima glutation s-transferasa fue
cuantificada mediante ensayos con cloro-dinitrobenceno (CDNB) como un sustrato y
con GSH a pH 6.5. Para la enzima acetilcolinesterasa se utilizo el método de Ellman. Se
observaron cambios en la actividad enzimatica de ambas especies cuando fueron
expuestas a los insecticidas, estos cambios dependieron del tipo de insecticida y de la
concentracion, registrandose para la Glutation s-Transferasa y la acetilcolinesterasa un
efecto de hormensis en ambos insecticidas.Estos resultados indican que ambos
insecticidas producen cambios a nivel fisioldogico y comportamental en las arafias
evaluadas. El insecticida de amplio espectro puede reducir el potencial controlador de
algunos enemigos naturales, mientras que metoxifenocida afecta la actividad

locomotora de las arafias posiblemente relacionada a procesos de detoxificacion.



INTRODUCCION GENERAL

El control biologico es una de las estrategias mas empleadas en el control de plagas, es
considerado ambientalmente sostenible, presenta un reducido impacto ambiental y
favorece la produccion de los agroecosistemas (Bouvet et al, 2019; Goldberger &
Lehrer, 2016). La mayoria de estudios se han enfocado en control por parasitoides y
depredadores, centrandose en depredadores especialistas, debido a que, atacan
especificamente algunas plagas (Hewlett ez al., 2019, Weber 2020). Algunos estudios
incluyen varios grupos de coledpteros especialistas como Coccinellas eptempunctata
(Linaeus, 1758) que puede reducir las poblaciones de afidos (Hewlett ef al., 2019) y del
coccinélido Hyperaspis polita (Weise, 1855) que es un importante controlador de las
poblaciones del hemiptero Phenacoccus solenopsis (Tinsley, 1898) conocido como
cochinilla de algodon (Seyfollahi et al., 2019).

Los depredadores generalistas son un grupo importante en el control biologico de plagas
y se usan en programas de control biologico conservativo, reduciendo las poblaciones
de algunas plagas de interés en los cultivos, causando ademas, una disminucién en el
consumo de plantas por parte de insectos fitofagos (Michalko et al., 2019). Al
comparar la eficiencia de los depredadores generalistas y especialistas, se ha
demostrado que algunas arafias consumen mayor proporcion de plagas en cultivos,
comparando con otros artropodos especialistas (Gajski & Pekar, 2021). Las arafias lobo
son arafias muy abundantes en cultivos (Armendano & Gonzalez, 2010; Benamu et al.,
2017b; Lacava et al., 2020) presentan una amplia variedad de estrategias de captura, que
les permiten consumir una amplia gama de presas con morfologias y comportamiento
antipredadores como grillos, larvas y adultos de lepidopteros, coledpteros y hormigas,
siendo estas presas de importancia econdémica en cultivos (Garcia et al., 2021; Lacava et
al., 2021; Ishijima et al., 2006; Marc & Canard, 1997; Rovner, 1980). Lycosa thorelli
(Keyserling, 1877) es capaz de consumir chinches (Piezodorus guildinii (Westwood,
1837)) y larvas del género Spodoptera. Lycosa cf. bivitatta puede consumir hormigas
cortadoras de hojas del género Acromyrmex y larvas de Anticarsia gemmatalis (Hibner,
1818), consideradas plagas de distinta importancia en cultivos de soja (Garcia et al.,
2021; Lacava et al., 2021). Todo lo anterior indica que se debe tener en cuenta la
utilizacion de fauna nativa para el control de plagas cultivos, por ello es fundamental
conocer como las précticas agricolas que modifican el ambiente, afectan a este grupo de

depredadores.
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Para el control de plagas se liberan plaguicidas en los agroecosistemas, particularmente
en monocultivos, donde controlan de manera efectiva una amplia variedad de plagas y
enfermedades, pero producen efectos adversos en los ecosistemas y por lo tanto son
también conocidos como ecotoxicos (Connell et al., 2009). Los ecotoxicos afectan de
manera diferencial a distintos grupos, considerando que pueden transformar el ambiente
afectando negativamente diferentes niveles de organizacion biologica (Pekar, 2012,
2013). También afectan la composicion de las comunidades de artropodos presentes en
agroecosistemas, la fisiologia de los organismos y en consecuencia su comportamiento,
lo cual incide de manera directa en su potencial como agentes controladores (Marké et
al., 2009; Park et al., 2007). MacFayden et al. (2011) plantearon que la disminucion de
la biodiversidad restringe el potencial controlador de los enemigos naturales porque
reducen las interacciones entre predadores y presas, permitiendo que las poblaciones de
insectos plaga aumenten con mayor velocidad. A pesar de lo anterior, el volumen de
informacion que existe en Latinoamérica acerca del efecto de los pesticidas sobre la
fauna benéfica nativa, es aun escasa. Existen trabajos que demuestran que algunos
depredadores y parasitoides se ven afectados negativamente por los manejos de ciertos
cultivos que actualmente representan una marcada importancia en la region, como la

soja ( Altieri & Nicholls, 2002; Bueno et al., 2017a).

Las arafias son afectadas negativamente por distintos agroquimicos como herbicidas e
insecticidas (Benamu et al., 2010; Lacava et al., 2021; Schneider et al., 2009). Varios
comportamientos, como el de captura, son afectados por los insecticidas. Se incluye
dentro de los aspectos afectados, la expresion de personalidad comprobada en Eris
militaris (Henz, 1845) (Salticidae) (Royauté et al., 2015). En la region, algunos estudios
han indicado que los insecticidas como el tiametoxam + lambdacialotrina y herbicidas
como el glifosato, afectan el comportamiento constructor y las propiedades de seda de
las arafias reduciendo su capacidad predadora (Benamu et al., 2010 a; Benamu et al,
2017 b). De manera similar, se ha encontrado que el herbicida glifosato reduce la tasa
de alimentacion en arafias lobo (Lacava ef al,. 2021). El movimiento en las arafias
también se ve afectado por los insecticidas (Baatrup & Bayley, 1993; Pekar & Benes,
2008; Pekar & Haddad, 2005), en alguos casos se observa ademas que estos cambios
también causan efectos negativos en el consumo de presas, como fue registrado en la

especie Pardosa amentata (Clerck, 1757) expuesta a cipermetrina (Shaw et al., 20006).
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A nivel fisiologico, los insecticidas tienen también efectos negativos sobre las arafias,
que pueden evidenciarse mediante los cambios en la actividad enzimatica. Por
ejemplo, se ha encontrado que Polybetes pythagoricus (Holmberg, 1875) expuesta al
piretrioide cipermetrina aumenta las actividades de enzimas relacionadas a la
detoxificacion, glutation s-transfersa, glutation reductasa y catalasa (Laino & Garcia,
2020) y en Neoscona theisi (Walckenaer, 1841) en las enzimas carboxilesterasa y
acetilcolinesterasa (Tahir et al., 2019). Los organofosforados también producen efectos
negativos similares en las actividades enzimaticas (Pedersen ef al., 2002; Peng et al.,
2010; Van Erp et al.,, 2002). Pese a lo avanzado de los estudios, se requiere profundizar

mas aspectos fisiologicos y comportamentales en arafias de la region.

Considerando esta necesidad el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de los
insecticidas en la supervivencia, alimentacion y ritmos de actividad, utilizando como
modelos dos especies de arafias lobo frecuentes en cultivos de soja del Uruguay. El
presente trabajo vincula la evidencia comportamental con la fisioldgica, mediante el
analisis de la cinética enzimatica de las arafias evaluadas ante distintos insecticidas. La
tesis se divide en dos capitulos, en el primero se evalua el efecto de insecticidas sobre
la supervivencia y alimentacion, mientras que el segundo analiza el efecto de
insecticidas sobre la actividad locomotora diaria y la cinética enzimatica. Ambos
objetivos se enmarcan en el drea de ecotoxicologia de arafias, desde una perspectiva

multidisciplinaria.
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CAPITULO I

EFECTO DE INSECTICIDAS SELECTIVOS Y NO SELECTIVOS SOBRE LA
SUPERVIVENCIA Y LA DEPREDACION DE HOGNA CF. BIVITATTA Y
LYCOSA POLIOSTOMA (ARANEAE, LYCOSIDAE)

INTRODUCCION

Las aranas son uno de los grupos de enemigos naturales con alta presencia en los
agroecosistemas, siendo potencialmente utiles como organismos benéficos (Sunderland
& Samu, 2000; Riechert & Lockley, 1984; Nyffeler & Sunderland, 2003). Su papel
como organismos de control biolégico contra plagas locales ha sido poco explorado en
Sudamérica (Avalos et al., 2013; Benamu & Aguilar, 2001; Benamu, 2010; Gonzalez et
al., 2009). Las arafias lobo, dentro del grupo de arafas cursoriales, son dominantes en
varios cultivos (Armendano & Gonzalez, 2010; Rendon et al., 2015). Se ha demostrado
ademas que las arafias lobo pueden actuar como agentes de control biologico (Garcia et
al., 2021; Nyffeler & Benz, 1988) reduciendo la densidad de poblaciones de plagas y
dafios causados por artropodos herbivoros en los cultivos (Suenaga & Hamamura,
2015). En los cultivos de soja de Uruguay se encuentran comtinmente dos especies, H.
cf. bivitatta Mello-Leitdo, 1938 y L. poliostoma Koch, 1847. Hogna cf. bivitatta es una
especie de tamafio pequefio (longitud corporal media: 10 mm), que a menudo se
encuentra en las hojas y en la parte inferior de las plantas de soja (Lacava 2014). Lycosa
poliostoma es de tamafio mediano (longitud corporal media: 21 mm), las hembras y los
juveniles pequefios viven en el suelo cavando cuevas o debajo de rocas (Capocasale
2001), y los machos son principalmente individuos errantes (Armendano & Gonzalez,
2011; Benamu, 2010). L. poliostoma también ha sido reportada como dominante en
otros cultivos de América del Sur, como alfalfa y trigo (Armendano & Gonzélez, 2010,
2011).

En Uruguay, el area de produccion de soja ha aumentado dréasticamente, lo que ha
provocado un aumento en la utilizacion de fertilizantes, herbicidas e insecticidas (Blum
et al., 2008a; Blum et al., 2008b). El uso excesivo de plaguicidas ha provocado una
serie de problemas ambientales, como contaminacion de cuerpos de agua y problemas

de salud reportados en Uruguay y paises vecinos (Etchegoyen et al., 2017; Ronco et al.,
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2008). En Uruguay los problemas ecologicos y sanitarios causados por el uso de los

principales plaguicidas han sido poco explorados (Céspedes-Payret et al., 2009).

Un tipo de aproximacion para analizar los efectos negativos de los insecticidas es la
evaluacion de como afectan a los organismos no blanco, incluidos los polinizadores y
enemigos naturales (Wolfenbarger et al, 2008). Los parametros relacionados con la
historia de vida, como la alimentacion y la reproduccion de parasitoides y depredadores
nativos presentes en los cultivos, se ven afectados negativamente por los insecticidas, lo
que reduce su potencial de control biologico (Blibech et al, 2015; Fernandes et al.,
2010; Koss et al., 2005; Tahir et al., 2019). Se ha demostrado que en algunos casos los
insecticidas de amplio espectro afectan de manera similar a los organismos blanco como
a los no blanco, y algunos de los ltimos, son organismos benéficos para la produccion
del propio cultivo (Cloyd, 2012). Por el contrario, los insecticidas mas especificos o
selectivos se consideran una forma alternativa y segura de atacar solo plagas especificas
y se utilizan complementariamente con algunos enemigos naturales (Gentz et al., 2010).
Sin embargo, en algunos casos, el uso de insecticidas selectivos puede ser controvertido,
ya que podrian ser seguros para los enemigos naturales a corto plazo, pero a largo plazo

pueden reducir la capacidad de alimentacién de las arafias (Rezag et al., 2010a).

Otros efectos secundarios de varios pesticidas se han analizado en las arafias
constructoras de telas, que ven afectadas sus construcciones, perdiendo la funcion de
capturar presas, ocasionando la muerte (Pekar 2002, 2012; Benamu et al. 2007, 2010,
2013). La exposicion por contacto de neonicotinoides afecta las propiedades mecanicas,
nanoestructuras y composicion de aminodcidos en la produccion de seda (Benamu et
al., 2017). La literatura se ha enfocado, como sefialamos anteriormente en arafias de
tela, pero hay muy poca informacion sobre los efectos secundarios de los plaguicidas en
arafias cursoriales de América del Sur. Por ello, en el presente estudio se evaluan los
efectos letales y subletales del insecticida selectivo Intrepid® (metoxifenocida) y el
insecticida no selectivo Geonex® (tiametoxam+lambdacialotrina) sobre la

supervivencia y el comportamiento alimentario de H. cf . bivitatta 'y L. poliostoma.
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MATERIALES Y METODOS
Aranias utilizadas como modelo

Fueron seleccionadas las especies L. poliostoma y H. cf. bivittata por su abundancia en
cultivos de soja (Lacava et al., 2020). Lycosa poliostoma es una especie de tamafio
mediano que vive debajo de sustratos, mientras que H. cf. bivittata es una arafia de
menor tamafio que vive asociada a la vegetacion y el suelo. Se recolectaron
manualmente juveniles de ambas especies en pastizales naturales del departamento de
San José¢ de Mayo (34°19'05.3"Sur 56°42'42.0"Oeste). Las arafias fueron colocadas
individualmente en placas de Petri® (10 x 1.5 cm) y se mantuvieron en condiciones de
laboratorio (temperatura: 25 + 5 © C, humedad: 75 + 5% HR y fotoperiodo: 12:12 h (L:
D) hasta alcanzar la adultez. Fueron alimentadas una vez por semana con larvas de
Tenebrio molitor (Coleoptera, Tenebrionidae). Quince dias después de la ultima muda,
los adultos que se utilizaron en los bioensayos fueron pesados, las hembras de H. cf.
bivittata presentaron un peso de 0.648 g (+ 0.041 ES), y los machos 0.614 g (+ 0.049
ES). Las hembras de L .poliostoma presentaron un peso de 0.922 g (= 0.058 ES) y los
machos: 0.867 g (+ 0.046 ES).

El voucher de los individuos utilizados en experimentos se conserva en el Laboratorio
de Ecotoxicologia e Invertebrados Terrestres del Centro Universitario de Rivera (CUR)

—Universidad de la Republica, Uruguay.

Concentraciones y aplicacion de insecticidas

Como insecticida de amplio espectro se utilizo Geonex® (tiametoxam 141 mg / ml +
lambdacialotrina 106 mg / ml, Tafirel S.A., Uruguay), compuesto por dos principios
activos complementarios el neonicotinoide tiametoxam y el piretroide lambdacialotrina.
El tiametoxam es un insecticida organico sintético que es eficaz para controlar la
mayoria de las plagas de insectos suctores y masticadores. Se rocia en la planta por
aplicacion foliar y es ingerida por insectos suctores / masticadores mientras se alimentan.
El insecticida lambdacialotrina actia de manera similar al tiametoxam, excepto que se
dirige a una variedad mas amplia de insectos. Como insecticida selectivo utilizamos el
insecticida conocido como acelerador de la muda Intrepid® SC (metoxifenocida 24

mg/ml, Dow AgroSciences, Argentina). El metoxifenocida es una diacilhidrazina
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considerada como un insecticida biorracional, es un potente agonista de la ecdisona
(Carlson et al., 2001) que ocasiona en larvas de lepidopteros el cese de la alimentacion
e induce una prematura muda que es mortal. Ambos insecticidas se utilizan para el

control de plagas en cultivos de soja en Uruguay (INIA 2018).

La concentracion letal media (CLs), se calculd para L. poliostoma y H. cf. bivitatta,
utilizando diferentes concentraciones de insecticida que correspondieron al 75%, 50%,
25%, 10% y 5% de las concentraciones de campo recomendadas para los insecticidas
metoxifeocida y tiametoxam + lambdacialotrina (Tabla 1). Para cada concentracion de
insecticida y el grupo control se utilizé un total de 4 réplicas de 10 arafas, sumando un
total de 40 arafias (20 machos y 20 hembras) por tratamiento, utilizando un total de 200
arafias por insecticida. Para la exposicion al insecticida, las arafias fueron anestesiadas
con gel refrigerante y se aplicd 1.0 pl de la solucion de insecticida en la region dorsal
de la arafia, utilizando acetona grado analitico como solvente, para a una rapida
evaporacion y disposicion homogénea de la solucion sobre la cuticula del organismo

(Benamu et al.,2010). En los grupos de control, solo se aplico acetona a las aranas.

La mortalidad se registrdé 24 horas postratamiento. Para evaluar el efecto letal de cada
concentracion, sobre cada especie de arafa, se utilizd6 un GLM binomial funcién de

vinculo probit (Pekar & Brabec, 2016).
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Tablal. Insecticidas usados en L. poliostoma y H. cf. bivittata

Principio activo(mg/ml)

Insecticida
Insecticida Engeo
Intrepid
Concentracion Lambda
Tiametoxam Metoxifenocida
de campo cialotrina
75% 1.06 0.79 0.18
50% 0.71 0.53 0.12
25% 0.35 0.27 0.06
20% 0.28 0.21 0.05
10% 0.14 0.11 0.02
5% 0.07 0.05 0.01

Determinacion de efectos subletales

Las concentraciones de ambos insecticidas fueron seleccionadas considerando los
resultados preliminares obtenidos en las pruebas piloto de CLs,. Se usaron diluciones
de 5, 10 y 20% de las correspondientes concentraciones de campo maximas

recomendadas para cada insecticida, mas el grupo control (Tabla 1)
Exposicion a insecticidas de manera residual.

Para evaluar el efecto de los insecticidas, se seleccionaron individuos aleatoriamente en
cada grupo, totalizando 10 machos y 10 hembras por cada concentracion de los
insecticidas utilizados y el grupo control. Se utilizaron 160 individuos por especie de
arafia. Se dispusieron de tres concentraciones para cada plaguicida, y un grupo control.
La exposicion se realizdo mediante un papel de filtro (10 x 10 cm) que se sumergio 5
segundos en cada concentracion de insecticida, se secd a temperatura ambiente (25 £+ 3
°C) 30 minutos y se coloco en una placa Petri® (10 x 1.5 cm), con un pequeiio orificio

en la parte superior para ventilaciéon (2 x 2 cm), cubierto con un malla fina. El
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procedimiento de exposicion para el grupo control fue el mismo que se uséd para las
arafias expuestas a insecticidas, pero usamos un papel de filtro con agua destilada. Las
arafias se colocaron en placas Petri® (10 x 1.5 cm) con papel de filtro tratado durante 30
minutos, siguiendo el protocolo de Reza¢ et al.( 2010). Después de la exposicion, las
araias se colocaron en placas Petri® limpias y se registrd la supervivencia vy el
consumo de presas posterior. La sobrevivencia postratamiento se registrd durante cinco
dias, en los cuales las arafias no fueron alimentadas. Para comparar la supervivencia
inter-tratamientos en cada especie, se realizd una regresion de supervivencia con
distribucion exponencial, utilizando cada tratamiento y el tiempo de muerte como
variables explicativas, mientras que la sobrevivencia se utilizd6 como variable de
respuesta. Las comparaciones post-hoc se realizaron utilizando la prueba de Tukey del

paquete de comparaciones multiples (Hothorn et al., 2016)

También se compard la supervivencia entre sexos. Para ello, se registrd para cada sexo a
partir del quinto dia de exposicion y se compararon mediante un Modelo Lineal
Generalizado de distribucion  binomial, tomando el sexo y el tratamiento como
variables explicativas y el porcentaje de supervivencia como variable de respuesta. Este

proceso se realizo para cada especie, por separado.

Efecto de los insecticidas en la aceptacion y consumo de presas

Para este bioensayo se utilizaron arafias que sobrevivieron a los diferentes tratamientos
(tabla 4 de resultados). Se ofreci6é una larva de T. molitor a cada arafa, seis dias pos
tratamiento y se registrd el consumo después de 30 minutos. Para evitar sesgos de
tamafio de presa, utilizamos larvas de 7. molitor equivalentes a la longitud del prosoma
de la arafia. La tasa de aceptacion se estim6 como el cociente entre nimero de presas
aceptadas sobre numero total de presas ofrecidas. Se compard la aceptacion entre
tratamientos para cada especie, mediante un Modelo Lineal Generalizado binomial, con
el tratamiento como variable explicativa y la aceptaciéon como variable de respuesta.
Todas las comparaciones estadisticas se realizaron con un nivel de significancia del

95%.
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RESULTADOS
Determinacion de CL 5y

Se encontré un efecto significativo sobre la mortalidad en la concentracion de ambos
insecticidas (Xzzg = 69.945; p <0.01), sin embargo el tiametoxam + lambdacialotrina
mostr6 una CLsy significativamente menor (X229 = 74.58; p <0.01) que el
metoxifenocida (Tabla 2). La mortalidad en ambas especies fue similar frente a los
insecticidas evaluados (X3 = 0.41; p = 0.673), por lo que usamos las mismas

concentraciones de insecticida para estudiar los efectos subletales.

Tabla 2. Concentracion letal media de los insecticidas para L. poliostoma y H. cf.

bivittata, media y desvio estandar calculados a partir del GLM binomial.

Especie CLso= SD Geonex, CLsox SD Intrepid,

(tiametoxam + lambdacialotrina)  (metoxifenocida)

%concentracion de campo % concentracion de campo
Lycosa poliostoma  0.10 +0.01 0.64 +0.06
Hogna cf. bivittata  0.08 + 0.02 0.65+ 0.08

Andlisis de supervivencia de contaminacion residual

La supervivencia mostr6 una tendencia similar en ambas especies, ya que fue
significativamente diferente al grupo control en L. poliostoma (X*55 = 96.28; p <0.01) y
en H. cf. bivittata (X*ys = 97.89; p <0.01). Para H. cf. bvittata, encontramos tasas de
supervivencia similares entre el grupo de control y todas las concentraciones evaluadas
para el metoxifenocida (Fig. 1A), donde no hubo mortalidad. Por el contrario, se
registrd una supervivencia significativamente menor ante las diferentes concentraciones
del tiametoxam + lambdacialotrina utilizado. Hubo diferencias significativas en las
respuestas ante las concentraciones mas altas del tiametoxam + lambdacialotrina con

respecto a las demas concentraciones del mismo insecticida (Tabla 2).
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Se observo una tendencia diferente para L. poliostoma. La supervivencia fue mayor en

el grupo control y en todos los tratamientos del metoxifenocida (Intrepid) y en la

concentracion mas baja del tiametoxam + lambdacialotrina (Geonex) (Tabla 3). La

mortalidad aumentd significativamente en las concentraciones mas altas del insecticida

de amplio espectro (Figura 1B).
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Figura 1. Andlisis de superviviencia parar A) H. cf. bivitatta y B) L. poliostoma luego

de la exposicion a los residuos de los insecticidas. Las diferentes letras muestran

diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).
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Tabla 3. Valores de z (valor del estadistico) y p (probabilidad)de las comparaciones
mediante el paquete multcomp test de Tukey (partir de modelo de sobrevivencia), entre
las sobrevivencias de los dos insecticidas. Tiam.lambda (Tiametoxam +

lambdacialotrina), Metox (Metoxifenocida)

Lycosa poliostoma Hogna cf. bivitatta

z p z p
Tiam.lambda 10 - Tiam.lambda 5 3117 0.02065 * 0.778 0.98128
Tiam.lambda 20 - Tiam.lambda 5 4.53 <0.00] *** 357 0.00441 **
Metox 5 - Tiam.lambda 5 1.346 0.77758 2.757 0.06117
Metox 10 - Tiam.lambda 5 0.961 0.94581 2.822 0.05103
Metox 20 - Tiam.lambda 5 1.364 0.76662 2.972 0.03263 *
Tiam.lambda 20 - Tiam.lambda 10 22.068 0.3 421 <0.00] ***
Metox 5 - Tiam.lambda 10 3.162 0.01794 * 2.169 0.24985
Metox 10 - Tiam.lambda 10 3.439 0.00706 ** 2.464 0.13027
Metox 20 - Tiam.lambda 10 3.181 0.01676 * 2.475 0.1272
Metox 5 - Tiam.lambda 20 3.903 0.00114 ** 5.068 <0.00] ***
Metox 10 - Tiam.lambda 20 4.477 <0.00] *** 4.191 <0.00] ***
Metox 20 - Tiam.lambda 20 3.922 0.00104 ** 4.893 <0.00] ***
Metox 10 -Metox 5 -0.549 0.997 0.997 0.93715
Metox 20 - Metox 5 0.014 1 0.536 0.99748
Metox 20 - Metox 10 0.566 0.99647 -0.54 0.99733

Al comparar las tasas de mortalidad, encontramos una interaccion significativa entre
sexo para los tratamientos en H. cf. bivittata (X*s = 3.48; p <0.01), donde los machos
tuvieron una mayor mortalidad en todos los tratamientos (Fig. 2A,;Tabla 4). No
encontramos en L. poliostoma una interaccion significativa entre sexo y tratamiento

(X% = 0.44; p = 0.59) ya que machos y hembras sobrevivieron en proporciones
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similares en todos los tratamientos (Fig. 2B;Tabla 4, sin embargo encontramos
diferencias significativas en cuanto a la mortalidad entre tratamientos, siendo mas alto
ante el insecticida tiametoxam + lambdacialotrina en comparacion con el tratamiento

control y el insecticida metoxifenocida (X% = 15.67; p <0.001).
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Figura 2. Supervivencia por sexo de A) H. cf. bivittata y B) L. poliostoma luego del
tratamiento con diferentes insecticidas. Las diferentes letras muestran diferencias
significativas entre los tratamientos (p<0.05). Los tratamientos que no tuvieron

mortalidad no se incluyeron en  la grafica. Tiam lambda (Tiametoxam +

lambdacialotrina), Metoxi (Metoxifenocida)
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Tabla 4: Numero de machos y hembras supervivientes de ambas especies para los

diferentes grupos experimentales. Un niimero inicial de 10 Se utiliz6 individuos para

cada tratamiento y sexo.

Tratamientos Concentracién Lycosa poliostoma Hogna cf. bivitatta
de campo Macho Hembra Machos Hembra
Tiametoxam + 5% 7 9 1 8
lambdacialotrina 10% 2 4 2 9
20% 0 2 0 1
Metoxifenocida 5% 10 9 8 9
10% 9 9 9 10
20% 9 10 10 8
Control 0% 10 10 10 10

Aceptacion de presas

La aceptacion de presas para los individuos sobrevivientes (Fig. 2) mostré una
tendencia similar en ambas especies (Fig 3A, 3B). Ninguna de las concentraciones
utilizadas de los insecticidas selectivos afectd la aceptacion, pero el insecticida de
amplio espectro disminuyé significativamente la aceptacion en H. cf. bivitatta (X6 =
69.81; p <0.001) y L. poliostoma (X*s= 222.96; p <0.001) en las concentraciones més
altas. En H. cf. bivitatta, la concentracion mas baja del insecticida tiametoxam +
lambdacialotrina y el insecticida metoxifenocida no presentd diferencias con el grupo
control. Se encontré una ligera tendencia diferencial para L. poliostoma, ya que la

menor aceptacion de presas correspondié a la menor concentracion de tiametoxam +

lambdacialotrina.
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Figura 3.Proporcion de la tasa de captura por A) H. cf. bivittata y B) L. poliostoma
luego del tratamiento con insecticidas. Las diferentes letras muestran diferencias
significativas entre los tratamientos (p<0.05). Se excluyeron tratamientos con pocos
individuos (menores de 5). Tiam lambda (Tiametoxam + lambdacialotrina), Metoxi

(Metoxifenocida)
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DISCUSION

Los resultados muestran que el insecticida tiametoxam + lambdacialotrina afect6 los
aspectos de supervivencia y alimentacion en ambas especies de arafias lobo, mientras
que el insecticida metoxifenocida es menos dafiino. Benamu et. a/ (2017b) demostraron
que el tiametoxam+ lambdacialotrina tiene efectos negativos sobre los enemigos
naturales, lo que es consistente con nuestros resultados. El tiametoxam afecta la
supervivencia y reproduccion de una amplia variedad de depredadores y parasitoides,
incluidas las aranas (Prabhaker et al., 2011; Yao et al., 2015; Rezag et al., 2019a), y la
lambdacialotrina es ligeramente dafiina para algunos depredadores como los insectos
(Cloyd, 2012)y reduce la eficiencia de alimentacion de acaros depredadores (Cloyd,

2012).

En el caso particular de las arafias, autores como Rodrigues et al., (2013) y Spindola et
al., (2013) mostraron que el uso de lambdacialotrina en cultivos de arroz, disminuy¢ la
abundancia, riqueza y diversidad de varias familias de arafas en parcelas fumigadas. De
manera similar, la lambdacialotrina tuvo efectos negativos sobre la arana Neoscona
theisi (Araneae, Araneidae) al reducir la actividad depredadora y aumentar la mortalidad
(Tahir et al., 2019). A pesar de esto, solo unos pocos estudios han explorado los efectos
secundarios del insecticida combinado tiametoxam + lambdacialotrina sobre los
enemigos naturales (Benamu et al., 2017b; Thangavel et al, 2018). Asogwa et al,
(2011) demostraron que cuando se usaban juntos el tiametoxam + lambdacialotrina
inducia la mortalidad de las chinches depredadoras de los miridos, incluso a
concentraciones bajas, coincidiendo con nuestras observaciones sobre una baja

supervivencia de las arafas al 20% y al 10% de las concentraciones de campo.

Al analizar la mortalidad para cada sexo encontramos que fue mayor para los machos en
comparacion con las hembras en H. cf. bivittata especialmente con el tratamiento de
tiametoxam + lambdacialotrina. Estos resultados concuerdan con observaciones previas
que han demostrado que los machos de otras especies de arafias lobo son mas
susceptibles a los insecticidas que las hembras (Van Erp et al, 2002), aunque la
explicacion de esta susceptibilidad no es clara. Dinter & Poehling (1995) sostienen que
la mayor susceptibilidad puede deberse a la menor relacion entre peso y area corporal de
los machos, coincidiendo con los resultados de este estudio, ya que L. poliostoma, es

mas pesada que H. cf. bivittata y mostro una mortalidad similar entre machos y
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hembras. Sin embargo no esta claro por qué pese a la diferencia entre los pesos que
tienen las especies no se encontraron diferencias significativas en sus mortalidades, una
explicacion puede ser que H. cf. bivitatta tenga mecanismos de detoxificacion mas
eficientes que L. poliostomaDebido a los efectos de tiametoxam + lambdacialotrina,
pudimos usar menos concentraciones de este insecticida en experimentos de captura de
presas. Encontramos que disminuy6 la aceptacion de presas, mientras que la mayoria de
las concentraciones de metoxifenocida no afectaron el comportamiento de alimentacion.
La modificacion del comportamiento de alimentacion de los depredadores es un rasgo
muy negativo causado por los insecticidas de amplio espectro que altera drasticamente
la fecundacion y la fertilidad (Benamu et al, 2007, 2010a, 2013; Hanna & Hanna,
2013). En los neonicotinoides se ha demostrado que estos pueden afectar el sistema
nervioso al alterar los receptores de acetilcolina (Martinou & Stavrinides, 2015), como
consecuencia de ello algunas respuestas conductuales como la captura de presas podrian
alterarse (Benamu et al., 2013), esto podria explicar la menor tasa de aceptacion de

presas por arafias expuestas a este insecticida.

Los efectos inocuos observados para el metoxifenocida, concuerdan con estudios
previos que sugirieron su compatibilidad con algunos grupos de enemigos naturales. Se
ha demostrado que el metoxifenocida no afecta la supervivencia ni la reproduccion
cuando se evalia en algunos parasitoides y depredadores (Brunner ez al., 2001; Rimoldi
et al., 2012). Ademas, el hecho de que este insecticida actie principalmente por
ingestion, podria haber mitigado su efecto sobre las arafias. Estos resultados sugieren
que los efectos residuales de la metoxifenocida parecen ser menos dafiinos y podrian ser
compatibles con el uso de arafias como agentes de control bioldgico, asi como con otros
grupos de enemigos naturales (Hewa-Kapuge et al., 2003; Schneider et al., 2008; Gentz
et al, 2010; Rimoldi et al, 2012). A pesar de ello, conviene analizar aspectos
adicionales, ya que el metoxifenocida imita las hormonas de muda de los artropodos
(Giuggia et al, 2011), y se deben realizar mas estudios para evaluar si afecta el
desarrollo de las arafias. Ademas, se deben explorar otras vias de exposicion como la
topica o por ingestion en los dos insecticidas utilizados, ya que estos podrian tener

efectos subletales mas fuertes en la arafias de acuerdo al modo de exposicion.

En conclusion, estos resultados sugieren que el uso de insecticida de amplio espectro
(tiametoxam 14,1% + lambdacialotrina 10,6%, Tafirel SA, Uruguay) tiene un efecto

negativo en dos especies de depredadores nativos y podria ser potencialmente nocivo
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para otros grupos, por lo tanto debe limitarse su aplicacion. Por el contrario, el
insecticida selectivo metoxifenocida no afectd la supervivencia y tiene un bajo efecto en
la aceptacion de la presa en H. cf. bivittata. Sin embargo, es recomendable realizar mas
experimentos para comprender los impactos letales indirectos y subletales del
metoxifenocida en otros invertebrados no objetivo. Este trabajo destaca una vez mas la
relevancia de las evaluaciones de efectos subletales en estudios toxicologicos y
ecotoxicologicos para reformular estrategias de control de plagas en agroecosistemas.
Dado que estos resultados son potencialmente aplicables a los programas de MIP en
Uruguay, estudios posteriores evaluaran el efecto de este insecticida sobre otros

parametros del ciclo de vida de ambas especies y otros grupos de enemigos naturales.
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CAPITULO I

EFECTOS DE DOS INSECTICIDAS SOBRE LA MOVILIDAD Y ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE ARANAS LOBO DE CULTIVOS DE SOJA

Introduccion

Los enemigos naturales impactan positivamente en la produccion de los
agroecosistemas (Goldberger & Lehrer, 2016; Bouvet et al., 2019), reduciendo las
poblaciones de plagas mediante la depredacion (Greenop et al., 2019; Escobar-Ramirez
et al., 2019). La funcion depredadora afecta fundamentalmente a insectos reconocidos
como plagas en cultivos, como, coledpteros, hemipteros y lepidopteros. Sin embargo, en
Latinoamérica hay poco conocimiento de los grupos de artrépodos que forman una

parte importante de la fauna autoctona benéfica de los agroecosistemas.

Las arafias lobo han sido reportadas como enemigos naturales en cultivos, debido a su
abundancia y presencia en la mayoria del afio (Lacava et al, 2020; Nyffeler &
Sunderland, 2003; Armendano & Gonzélez, 2010), estas arafias han sido catalogadas
dentro del gremio de corredoras de suelo, ya que utilizan su movilidad para encontrar y
capturar presas ( Ford & Url. 2013; Persons & Uetz, 1997; Cardoso et al., 2011). Esta
forma errante de vida, les permite a estas arafias llamadas “vagabundas™ la colonizacion
de sitios y es importante esta cualidad para promover los fenémenos migratorios de
fauna a nivel de los agroecosistemas (Bishop & Riechert, 1990; Buddle & Rypstra,
2003; Rez4g et al., 2019b). La importancia que tiene la movilidad y el desplazamiento
en arafias se ve afectada por distintos parametros bidticos como, otros depredadores
(Wilder & Rypstra, 2004), presas disponibles (Persons & Rypstra, 2001)y el estado de
desarrollo y sexo de las arafas (Kreiter & Wise, 2001). Ademas, existen otros factores
abidticos y quimicos que afectan de manera significativa la movilidad en arafias. Dentro
de los tltimos, los insecticidas han demostrado tener un efecto mixto en la movilidad de
este grupo animal, reduciendo la velocidad y las distancias que recorren las arafias
(Pekar & Benes, 2008). La aplicacion de cipermetrina reduce el movimiento en Pardosa
amentata (Baatrup & Bayley, 1993) mientras que otros agroquimicos, como malation
produce un aumento de la movilidad (Tietjen & Cady, 2007). La reduccion en la
locomocion, ademas de afectar la captura de presas (Michalko & Kosuli¢, 2016; Rezag
et al., 2010) es un parametro de gran importancia en la migracion. Varias especies ven

limitada su movilidad debido a que evitan superficies contaminadas con plaguicidas,
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permaneciendo mas tiempo en las superficies sin insecticidas (Pekar & Haddad, 2005;
Reza¢ et al, 2019a). Ademas de la movilidad, se ha encontrado que los insecticidas
afectan los ritmos de actividad locomotora de las arafias (Baatrup & Bayley, 1993;
Tietjen & Cady, 2007), aunque este parametro ha sido escasamente evaluado (Pekar,
2012). Tietjen & Cady (2007) evaluaron los efectos del malation en los ritmos de
actividad de cuatro especies de araias. Estos mismos autores registraron un cambio en
el ritmo y aumento de la actividad en Salticus scenicus (Clerck, 1757) y Rabidosa
rabida (Walckenaer, 1837), asociado a cambios fisiologicos ya que el malation es un
inhibidor de la actividad de la acetilcolinesterasa, enzima que disminuye un

neurotransmisor, la acetilcolina.

El efecto de los insecticidas, no solo se refleja en el comportamiento de las arafias y
otros artropodos, sino ademas en otros aspectos fisiologicos, como la actividad
enzimatica. Por ejemplo, se ha encontrado que la exposicion de arafias lobo al
insecticida dimetoato inhibe la actividad de la enzima acetilcolinesterasa (Pedersen et
al., 2002). Laino & Garcia (2020) encontraron un cambio en la actividad de varias
enzimas (superoxidodismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation reductasa (GR),
glutation-S-transferasa (GsT) y acetilcolinesterasa (AChE) utilizando Polybetes
phytagoricus expuestas a cipermetrina. Tahir et al.(2019) encontraron un aumento en la
actividad de la acetilcolinesterasa y la carboxilesterasa en arafias expuestas a herbicidas
e insecticidas, demostrando que actuan a nivel del sistema nervioso, (Pekar 2012,
2013). Los pocos estudios ecotoxicologicos en Latinoamérica se han focalizado en
analizar efectos de diversos insecticidas sobre la alimentacion y reproduccion. Pero, se
desconoce aun el efecto sobre aspectos como la movilidad y su posible relacién con

parametros fisiologicos que la regulan, como la actividad enzimatica.

Las especies L. poliostoma y H. cf. bivitatta, son abundantes en el cultivo de soja y se
consideran como posibles enemigos naturales (Armendano & Gonzalez, 2010; Lacava
et al., 2020) y modelos para evaluar el efecto de agroquimicos. Por ello, en la tematica
de este capitulo se aborda la evaluacion de los efectos de los insecticidas tiametoxam +
lambdacialotrina y metoxifenocida sobre la movilidad, los ritmos de actividad y la
actividad de enzimas relacionadas con la movilidad (AChE) y la detoxificacion (GsT)
de las arafias L. poliostoma y H. cf. bivitatta. Se espera, teniendo en cuenta los
resultados del Capitulo 1, que el metoxifenocida no tenga efectos en los parametros

evaluados y que el tiametoxam + lambdacialotrina, aumente la actividad de gutation s-
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transferasa (GsT), una disminucion de la movilidad y un aumento de la actividad de la

acetilcolinesterasa (AChE).
Objetivo general:

Evaluar efectos comportamentales y fisiologicos de los insecticidas tiametoxam-+

lambdacioalotrina y metoxifenocida en L. poliostoma 'y H. cf. bivitatta
Objetivos especificos:

1- Evaluar los efectos de los insecticidas tiametoxam+ lambdacioalotrina y
metoxifenocida en el desplazamiento de ambas especies de aranas.

2- Evaluar los efectos de los insecticidas tiametoxam+ lambdacioalotrina y
metoxifenocida en la velocidad maximas alcanzadas por ambas especies

3- Evaluar los efectos de los insecticidas tiametoxam+ lambdacioalotrina y
metoxifenocida en los ritmos de actividad de ambas especies

4- Evaluar los efectos de los insecticidas tiametoxam+ lambdacioalotrina y

metoxifenocida en la velocidad en la actividad de las enzimas GsT Y AChE.
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Materiales y métodos

Recoleccion y acondicionamiento de los ejemplares en el laboratorio:

Las arafias empleadas en todos los experimentos, fueron recolectadas manualmente de
tres sitios: el campus del CURE, Universidad de la Republica, Treinta y Tres
(33°15'24.7"S; 54°25'30.2"0); alrededores de la represa Cuchilla Negra del
departamento de Rivera (30°52'09.6"S; 55°36'06.0"O) y en monte nativo sin produccion
agropecuaria, en San José(34°19'08.1"S; 56°42'39.2"0). Todos los sitios estuvieron
libres de aplicaciones de plaguicidas. Las arafias recolectadas fueron trasladadas y
acondicionadas individualmente en recipientes plasticos, en el laboratorio de
Ecotoxicologia de Artropodos Terrestres (CENUR Noreste sede Rivera). Las arafias
recolectadas se alimentaron con larvas de Tenebrio molitor (Coleoptera, Tenebrionidae)

¢ hidratadas a través de algodon htimedo.

El voucher de los individuos utilizados en experimentos se conserva en el Laboratorio
de Ecotoxicologia e Invertebrados Terrestres del Centro Universitario de Rivera (CUR)

—Universidad de la Republica, Uruguay.
Exposicion a los insecticidas

Para evaluar los efectos de los insecticidas tiametoxam + lamdacialotriana (Engeo®) y
metoxifenocida (Intrepid™), se prepararon diferentes concentraciones utilizando como
solvente acetona grado analitico, (Tabla 1 y 2), para el grupo control se utilizo acetona

grado analitico

Treinta arafias por tratamiento fueron anestesiadas colocandolas durante cinco minutos
en una bandeja con gel refrigerante en la base forrada con papel aluminio.
Posteriormente se manipularon delicadamente con pinzas y cuando se registr6 una
disminucioén en el desplazamiento, se coloco 1.0ul de la soluciéon del insecticida sobre el
abdomen con un microaplicador Hamilton (Benamu et al., 2010, 2013, 2017).Se

registrd la movilidad en las arafias posteriormente a la aplicacion. .
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Analisis de movimiento

Luego de ser expuestas a las diferentes concentraciones de insecticida (Tabla 1), las
araias de la especie H. cf. bivitatta fueron colocadas en placas de Petri® de 6 cm de
didmetro y las arafias L. poliostoma en placas de Petri® de 10 cm de diametro. Fueron
filmadas durante 72 horas, utilizando camaras de seguridad HD de circuito cerrado. Se
mantuvo un fotoperiodo con luz natural, de aproximadamente 10 horas luz, 11 horas

oscuridad y 3 horas de penumbra

Tabla 1. Concentraciones de insecticida utilizada en los ensayos.

Concentracion Tiametoxam Lambdacialotrina Metoxifenocida
recomendada para | (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml)

campo

10% 0.14 0.11 0.02

25% 0.35 0.27 0.06

Los videos fueron analizados mediante el programa Ethovision (Noldus et al., 2001),
generando analisis de intervalos de media hora durante las 72 h de observacion
postratamiento, alcanzando un total de 144 intervalos por arafa. Las variables
registradas fueron el desplazamiento total y la velocidad maxima alcanzada en cada
intervalo analizado. Se seleccion6 la velocidad maxima debido a que es un indicador
del estado fisico de la arana y la distancia total recorrida que se utiliza generalmente
para medir la actividad. Con los valores obtenidos del desplazamiento total resultante en

cada intervalo se realiz6 un analisis de periodicidad.

Analisis de datos

El desplazamiento total de cada intervalo y la velocidad maxima fueron analizados
mediante un modelo lineal generalizado mixto (GLMM) (Zuur et al. 2017) de
distribucién normal, tomando como efecto aleatorio a cada uno de los individuos. El

analisis de estas variables se realizo con los datos de los intervalos de media hora y los
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totales por individuo, para la distancia recorrida y la velocidad maxima de cada

individuo.

Se realizd6 un analisis de periodicidad de la actividad tomando la wvariable
desplazamiento en cada arafia, por cada tratamiento, utilizando modelos de estadistica
circular, en L. poliostoma se utilizo la transformacion continua de Wavelet, (Sinha et
al., 2005) y en H.cf. bivitatta 1a de chi chuadrado (Sokolove & Bushell, 1978), que
permiten analizar cambios ciclicos en las variables para la mayoria de las muestras.
Para ello, se utilizo el paquete Zeitgerbr (Geissmann et al., 2018) del software R,
disefiado especialmente para el analisis de periodicidad y construccion de
periodogramas Los periodos obtenidos fueron evaluados mediante el test no paranétrico

de Wilcoxon.

Para analizar los efectos en la actividad enzimatica de las arafias, se siguid el mismo
protocolo de exposicion de las arafias utilizado para la evaluacion de los efectos de los
insecticidas sobre la movilidad, utilizando las concentraciones de insecticidas de la tabla

2.

Tabla 2. Concentraciones de insecticida utilizada en los ensayos.

Concentracion Tiametoxam Lambdacialotrina Metoxifenocida
recomendada para | (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml)

campo

5% 0.07 0.05 -

10% 0.14 0.11 0.02

25% - - 0.06

Las arafias fueron sacrificadas 12 hs. postratamiento por congelamiento; posteriormente,
para obtener las enzimas, se realizo la extraccion de proteinas y con las muestras frescas

se cuantifico la cantidad de proteina midiéndose la actividad enzimatica.

Protocolo de extraccion y cuantificacion de proteina.

Se realizé una maceracion de las arafias en una solucion de homogenizacion (pH 7.4,

0.28 mg/ml MgCl, 112,8mg/ml sacarosa, 0.945mg/ml fosfato monosddico, 0.54mg/ml
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fosfato disodico) hasta lograr una homogenizacion de la muestra a 4° C. Los
homogeneizados se centrifugaron durante 10 min a 1000 g a 4 © C. Se realizaron los
ensayos enzimaticos con las fracciones subcelulares obtenidas frescas. El contenido de
proteina de las fracciones subcelulares se determind mediante la técnica de Bradford

(Bradford, 1976).

Para medir la actividad de la acetilcolinesterasa se siguid la metodologia de Ellman et
al. (1961) midiendo la relacion de hidrdlisis de la acetiltiocolina en presencia de DTNB

y la formacion de acido tionitrobenzoico, monitorizado a 412 nm.

Para la cuantificacion de la actividad se colocaron 1000ml de buffer, 6.5 ml de
acetilcolina, 33.5 ml del reactivo de Ellman (DTNB) y 16.5 de la muestra. Se registro la
absorbancia durante 150 segundos a 412 nm. Cada muestra fue procesada por

duplicado, si no se observaba actividad, se realizé una tercera experiencia.

Para el analisis de la actividad enzimatica se calculd la cantidad de proteina de cada

muestra utilizando la curva de calibracion realizada.

La actividad de la acetilcolinesterasa se calcul6 a partir de la ecuacion

umol

Tfnn_glr = ([Vol. ensayO(ml))/(

1000
EmM

ADO
[prot]

% 1) * Vol Homog. (ml)] *

Actividad de la GsT

Para cuantificar la actividad de la GsT se sigui6 el protocolo planteado por Habig et
al.(1974). La reaccion se lleva a cabo en un tampon fosfato 100 mM a pH 6.5 Para
medir la actividad de glutation S-transferasa (GsT) se utiliz6 | mM CDNB (1-cloro-2.4-
dinitrobenceno) y 1 mM de GSH (glutation reducido) como sustratos. Se midio el
aumento en la absorbancia a 340 nm del conjugado CDNB-GSH (Habig & Jakoby,
1981) utilizando 1-cloro-2.4-dinitrobenceno (CDNB) como sustrato, durante 150
segundos. Cada muestra fue procesada por duplicado, en el caso que no se viera una

actividad se realizaba un tercer ensayo.

La actividad de la GST se calcul6 mediante la ecuacion:
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mUGST /mg = ADO x Vol.ensayo (ml)/(EmM *Vol Homog. (ml) * [prot.])*1000

Descripcion de las unidades utilizadas en las ecuaciones:
EmM: coeficiente de extincion molar del conjugado CDNB-GSH (9.6 mM-1cm-1)
[prot.]: Concentracion de proteina total en la muestra, obtenida por el método de Lowry.

UGST: Se define la unidad de actividad enzimatica (U) como la cantidad de enzima que
cataliza la conversion de 1 pmol de sustrato en un minuto. La actividad especifica es el
nimero de unidades de enzima por miligramo de proteina (U/mg prot) o por mililitro de

disolucion (U/ml).
VolHomog: volumen de homogeinato (ml)
Vol. Ensayo: volumen de ensayo (ml)

ADO: diferencia entre absorbancia inicial y absorbancia final.

Analisis de datos.

Los datos fueron analizados mediante el software R utilizando un GLMM en donde se
puso como variable aleatoria la muestra y como variables explicativas el tipo de
tratamiento. Se realizaron regresiones polinomiales entre la actividad enzimatica y las
dosis de insecticida recibidas por cada arafia, utilizando el software Past. La dosis se
expres6 como la relacion entre el peso insecticida aplicado sobre peso de la arafia. Se
calculo la cantidad de pg de insecticida por g de arafia de la manera siguiente (Benamu

2010):

concentracion insecticida x volumen de gota

Dosis insecticida = =
peso de la arana x 10°
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RESULTADOS
Analisis de la movilidad

Las dos especies de arafias recorrieron diferentes distancias cuando estuvieron activas
en los diferentes tratamientos (LMM, {=7.59, DF=146, p<0.001), y los efectos fueron
diferentes en cada especie con diferencia significativa (LMM, f=5.87,DF=146,
p<0.001). En H. cf. bivitatta hubo un aumento de la movilidad en la exposicion al
insecticida metoxifenocida y esta diferencia fue significativa para las dos
concentraciones  respecto al grupo control ante concentracion de 10 % (contraste:
p=0.008) y ante la concentracion de 25% (contraste:p=0.001) (Fig. 1). Ademas se
observd una mayor dispersion en las distancias recorridas por las arafias expuestas a ese
insecticida, principalmente ante la concentracion de 25%. Con el tiametoxan +
lambdacialotrina H. cf. bivitatta disminuy6 las distancias recorridas durante 30 min. sin
mostrar diferencias significativas respecto al control (contraste: p>0.05 en ambos
casos). Adicionalmente la variacion del efecto del insecticida sobre la distancia

recorrida fue mucho menor a la presentada por metoxifenocida.
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Figura 1: Box plot de promedios de las distancias recorridas durante 30 min. por H.cf.

bivitatta. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los grupos.
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Lycosa poliostoma recorrid menores distancias que H. cf. bivitatta (LMM, {=45.24,
DF=146, p<0.001) (Figs. 1 y 2). Lycosa poliostoma también presentd6 cambios en la
movilidad segiin el tipo de insecticida de exposicion. El metoxifenocida al 10%
increment6 las distancias recorridas respecto al grupo control (contraste:p=0.01). Sin

embargo, con el aument

o de concentracion (25%) produjo una disminucion de la movilidad respecto al grupo
control pero sin diferencias significativas (Fig. 2). El tiametoxam + lambdacialotrina
produjo en ambas concentraciones una disminucion de las distancias recorridas
respecto al grupo control al 10% (contraste: p=0.001) y al 25% (contraste: p=0.003).
Las dispersiones de las distancias recorridas fueron similares ante exposicion a

metoxifenocida en sus diferentes concentraciones y el grupo control.
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Figura 2: Box plot de promedios de las distancias recorridas durante 30 min. por L.

poliostoma). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los grupos.
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En H. cf. bivitatta se observo un efecto significativo de los tratamientos y las
velocidades maximas alcanzadas (LMM, f=24.6, DF=111, p<0.001). Las arafias
expuestas a metoxifenocida presentaron mayores velocidades maximas en los periodos
de actividad y diferentes significativamente del grupo control (Fig. 3) (contrastes:
p<0.001 para ambas concentraciones). Ademas este insecticida produjo una mayor
variacion en las velocidades maximas alcanzadas respecto a los demads tratamientos.
Tiametoxam + lambdacialotrina en ambas concentraciones presenté diferencias

significativas respecto al grupo control (contraste: p<<0.001).
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Figura 3: Box plot de los promedios de las velocidades maximas alcanzadas durante
30 min. por H. cf. bivitatta Letras diferentes indican diferencias significativas entre los

grupos.
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Las velocidades maximas alcanzadas en los periodos de actividad por L.
poliostoma presentaron cambios segun el tipo de tratamiento (LMM, f=14.39, DF=53,
p<0.001). En todas las concentraciones de metoxifenocida hubo un aumento en las
velocidades maximas pero no fueron significativamente diferentes al grupo control (Fig.
4.). Las arafias expuestas a tiametoxam + lambdacialotrina presentaron un
comportamiento contrario al observado en H. cf. bivitatta, las arafias alcanzaron
menores velocidades maximas respecto al grupo control, con diferencias significativas
(contraste: p=0.01 para el 10%, contraste: p=0.02 para el 25%). También hubo
diferencias entre los tratamientos metoxifenocida y tiametoxam -+lambdacialotrina. La
dispersion encontrada en los valores fue mayor en el tratamiento con metoxifenocida en

ambas concentraciones respecto al grupo control y al grupo tratado con tiametoxan +

lambdacialotrina.
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Figura 4: Box plot de los promedios de las velocidades méaximas alcanzadas durante
30 min. por L. poliostoma. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los

grupos.
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Las velocidades maximas alcanzadas por ambas especies fueron diferentes, siendo H.
cf. bivitatta la que presentd mayores velocidades maximas registradas (LMM, =286,

DF=146, p<0.001).

Metoxifenocida produjo un aumento en la actividad de H. cf. bivitatta y fue mayor que
las del grupo control, incluso en momentos de menor actividad (Fig. 5). Se observo que
los intervalos de confianza de las arafias tratadas con metoxifenocida no se solapan en
los momentos de mayor actividad con el grupo control. Adicionalmente puede
observarse que existe una mayor diferencia entre los periodos de alta actividad y baja
actividad de las arafas tratadas con metoxifenocida respecto al grupo control. Por otro
lado, las arafias tratadas con tiametoxam + lambdacialotrina presentaron una menor
movilidad respecto al grupo control. También pudo observarse, que los intervalos de
confianza no se solapan la mayor parte del tiempo entre las arafias tratadas con el
insecticida y las del control. A las 24 hs postratamiento se observa una mayor
actividad en las arafas tratadas con tiametoxam + lambdacialotrina al 10 %. A las 48 hs
postratamiento las arafias tratadas con tiametoxam + lambdacialotrina al 25%

aumentaron su actividad.
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Figura 5: Promedios (indicados por las lineas) e intervalos de confianza de 95% (indicados
por el sombreado) de las distancias recorridas durante 30 min, por H. cf. bivitatta en los
distintos tratamientos durante las72 hs postratamiento. El solapamiento de los intervalos de
confianza indica que no hay diferencias significativas entre las medias calculadas. Los

individuos que murieron no fueron incluidos en el analisis.

Metoxifenocida produjo un aumento en la actividad de L. poliostoma 'y H. cf. bivitatta,
pero en L. poliostoma no fue mayor que las del grupo control, como se observa en el
grado de solapamiento de los intervalos de confianza entre las arafias tratadas y el
grupo control (Fig. 6). Adicionalmente, la actividad de las arafias tratadas con
metoxifenocida fue mayor en las primeras 24 hs y fue decayendo a las 48 hs hasta
alcanzar distancias similares a las del grupo control. Por otro lado, las arafas tratadas
con tiametoxam + lambdacialotrina presentaron una menor movilidad respecto al grupo
control en algunos intervalos de tiempo, y la actividad en general fue constante. A
diferencia de lo observado con H. cf. bivitatta, no se ven grandes cambios entre los

periodos de mayor actividad y los de menor actividad.
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Figura 6: Promedios (indicados por las lineas) e intervalos de confianza de 95%
(indicados por el sombreado) de las distancias recorridas por L. poliostoma en los
distintos tratamientos durante las 72 hs postratamiento. El solapamiento de los
intervalos de confianza indica que no hay diferencias significativas. Los individuos que

murieron no fueron incluidos en el analisis

El analisis de periodicidad de la actividad de H. cf. bivitatta se ajustd al modelo de
periodicidad de chi cuadrado (Sokolove and Bushell 1978). No todas las arafias
evaluadas presentaron periodos significativos, por lo tanto no fueron consideradas en
posteriores comparaciones. El grupo control de H. cf. bivitatta presentd ciclos de
actividad de aproximadamente 26 horas, mientras los tratados con insecticidas

presentaron ciclos de actividad mas cortos (Fig. 7).

Al compararse los valores de los ciclos de actividad entre los tratamientos se encontrd
un efecto significativo del tratamiento sobre los valores de los ciclos (f=2.62, p=0.046).
Se encontraron diferencias significativas entre los dos tratamientos de tiametoxam +
lambdacialotrina y el control (p<0.001, para las dos concentraciones) y entre los dos
tratamientos de tiametoxam + lambdacialotrina y metoxifenocida al 10% (p=0.02 para

las dos concentraciones) (Fig. 7).
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Figura 7. Duracion de los ciclos de actividad de H. cf. bivittata entre los distintos

tratamientos. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los grupos.

Los valores del poder de los componentes espectrales (power spectra) en las diferentes
horas del ciclo de H. cf. bivitatta, fueron mayores en las tratadas con insecticida que las
del grupo control, siendo mas pronunciado en las arafias expuestas a metoxifenocida
(Fig. 8). La falta de solapamiento entre algunos de los intervalos de confianza en los
tratamientos de metoxifenocida con el grupo control, concuerdan con las diferencias
significativas observadas en este parametro (Fig.8). Por lo tanto, las diferencias de
actividad en los ciclos son mas pronunciadas cuando las arafias son expuestas a los
insecticidas, respecto al grupo control (Fig. 5). Los picos de actividad en las arafias
tratadas con el tiemetoxam + lambdacialotrina son de menor duraciéon en comparacion
con otros grupos experimentales (Fig. 8). Adicionalmente los tratamientos con
insecticida presentaron un mayor rango en los valores del power spectra en relacion al
grupo control. Se observdo ademas en los tratamientos con  tiametoxam +
lambdacialotrina un cambio muy pronunciado en este pardmetro, pasando de los valores

mas bajos a los mas altos en un rango de aproximadamente una hora.
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Figura 8. Promedios (indicados por las lineas) e intervalos de confianza de 95%
(indicados por el sombreado) de los valores del poder de los componentes espectrales
(power spectra) de Hogna H. cf. bivitatta. El solapamiento de los intervalos de confianza

indica que no hay diferencias significativas.

Los ciclos de actividad de las arafias presentaron un efecto diferente al encontrado en H.
cf. bivitatta, los ciclos de actividad de las arafias tratadas con los insecticidas fueron
mayores al grupo control, sin embargo solo presentd diferencias significativas entre

tiametoxam + lambdacialotrina al 10 % y el grupo control (contraste: p=0.03) (Fig. 9)
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Figura 9. Duracién de los ciclos de actividad de L. poliostoma entre los distintos

tratamientos. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los grupos.

Los valores del power spectra en las diferentes horas del ciclo de L. polisotoma con los
diferentes tratamientos, mostraron que fueron mayores ante metoxifenocida. Sin
embargo, estos valores fueron mas bajos que los encontrados en H. cf. bivitatta, y no
varian mucho en los momentos de mayor actividad respecto a los de menor actividad
(Fig. 10). Las arafas tratadas con tiametoxam + lambdacialotrina al 10% presentaron
los valores mas bajos de power spectra y fueron significativamente diferentes a los del
grupo control, la mayor parte del tiempo (Fig. 6). Los tratamientos con metoxifenocida
presentaron valores mas variados del power spectra que los demas tratamientos,
indicando respuestas muy variadas en estos tratamientos, situacion reflejada en la

movilidad encontrada en estos tratamientos.
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Figura 10. Promedios (indicados por las lineas) e intervalos de confianza de 95%
(indicados por el sombreado) de Valores de power spectra de los periodogramas

calculados de L. poliostoma. El solapamiento de los intervalos de confianza indica que no

hay diferencias significativas.
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actividad. AChE

Andlisis de las actividades enzimdticas.

La mayor actividad de la AChE ocurri6 en los tratamientos con metoxifenocida pero,
cuando se compararon estas actividades en L. poliostoma no se encontraron diferencias

significativas respecto a las concentraciones y tipo de insecticida (mediante GLMM) (
Fig.11).
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Figura 11. Medias e intervalos de confianza de la actividad de la AChE
(umol/min/mgr) en L. poliostoma en los diferentes tratamientos. Letras iguales indican

que no hay diferencias significativas entre los grupos.

Sin embargo, se encontrd un cambio en la actividad de la enzima cuando se analizaron
las dosis que recibié cada arafia de cada insecticida de manera independiente (Fig. 12).
Cuando se compararon las actividades de AChE en funcion de la dosis de tiametoxam
+ lambdacialotrina, la actividad se ajust6 a un modelo polinomial de segundo orden

(actividad AChE= — 59.08 X? +43.59 X+19.74, siendo X la dosis del insecticida,
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Actividad GsT

Actividad AChE

R?=0,27, p=0.01) en este modelo se estima un aumento de la actividad de AChE en
dosis mas bajas llegando a una asintota, seguida de una disminucion con dosis mas
altas. Con el insecticida metoxifenocida la actividad de AChE tuvo un aumento de
actividad siguiendo un patrén similar a un modelo de segundo orden en funcion de la
dosis del insecticida (actividad de AChE=-255.2 X* +103.99 X+17.68, siendo X la dosis
del insecticida, R*=0.33, p=0.002).
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Figura 12: Actividad enzimatica de GsT y AChE en L. poliostoma en funcion de la dosis en
ug/g. En el caso del insecticida Engeo®en el eje de las X se dan las dosis de cada principio
activo lambdacialotrina arriba y tiametoxam debajo. Las lineas indican las regresiones de

cada caso.
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La actividad de la GsT en L. poliostoma no presentd un efecto significativo debido al
tratamiento (GLMM f=1.14 p=0.35). Sin embargo, presento diferencias significativas
entre el grupo control y los tratados con tiametoxam + lambdacialotrina al 5%, p=0.03,
mediante el analisis de contrastes (Fig.13). Adicionalmente, el comportamiento de la
actividad enzimatica de la GsT respecto a la dosis de insecticida se ajustd a regresiones
de diferente orden, segun el tipo de insecticida. Las arafias expuestas a tiametoxam +
lambdacialotrina presentaron un mejor ajuste con una regresion polinomial de tercer
orden (Actividad GsT= 40789.8 X° — 56086.5 X*> +17746 X+1997, X=dosis del
insecticida, R?=0.52, p<0.001), con un aumento de la actividad de la enzima en dosis
menores y disminuyendo ante dosis altas Fig. 12). La actividad de la GsT con las
arafias tratadas con metoxifenocida presentd un aumento en funcion de la dosis del
insecticida ajustandose a una regresion polinomial de segundo orden (Actividad GsT =

35848.3 X* +17894 X+1675, X=dosis del insecticida, R*=0.56, p<0.001)(Fig.12).
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Figura 13: Medias e intervalos de confianza de la actividad de la GsT en los diferentes
tratamientos. Los grupos con letras diferentes indican que hay diferencias significativas

entre los grupos.
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actividad AChE (Umol/min/mgr)

La comparacion de la actividad de AChE en H. cf. bivitatta no presentd un efecto
significativo del tratamiento (GLMM f=1.86, p=1.3). Sin embargo, la actividad de
AChE presentd diferencias significativas entre las concentraciones utilizadas de
tiametoxam + lambda cialotrina (contraste: p=0.04) (Fig. 14). La comparacion de la
actividad de AChE en funcion de la dosis de insecticida, mostrd una tendencia a
disminuir la actividad de AChE ante Tiametoxam + lambdacialotrina pero no fue
significativa (Fig. 15). Ante metoxifenocida, la actividad de AChE presentd una
tendencia al aumento en funcion de la dosis del insecticida de manera lineal, pero dentro

del limite de significancia (1.16X+11.55, R*= 0.10, p=0.05).
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Figura 14: Medias e intervalos de confianza de la actividad de la AChE
(umol/min/mgr) en H. cf. bivitatta en los diferentes tratamientos. Letras diferentes

indican diferencias significativas entre los grupos.
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(GLMM, F=8.79, p<0.001) (Fig.16).
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Se observaron diferencias
tlametoxam +

p<0.001, en ambas

concentraciones). En las concentraciones de metoxifenocida al 10% se observaron

valores significativos (contraste: p=0.03 con tiemtoxam + lambdacialotrina a 1 10%;

contraste:p=0.02 con tiametoxam + lambdacialotrina al 5%). Respecto a las

concentraciones de metoxifenocida al 25% se encontr6 una diferencia muy significativa

en ambas comparaciones (contraste: p<0.001) (Fig. 15). Adicionalmente, la actividad de

la GsT present6 diferencias significativas entre la concentracion de metoxifenocida al

10% respecto al control (contraste: p<0.001)(Fig. 15).
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Se encontré que la actividad enzimadtica respecto a la dosis de insecticida se ajusto a
diferentes regresiones polinomiales segln el tipo de insecticida. Las arafias expuestas a
tiametoxam + lambdacialotrina presentaron un mejor ajuste a una regresion polinomial
de segundo orden (Actividad GsT= —67.9 X* +499.06 X+763.35,X= dosis insecticida,
R’=0.55, p<0.001). La actividad de la enzima aumenté en las dosis menores y
disminuy6 ante dosis mas altas (Fig.15). La actividad de GsT con las arafias tratadas
con metoxifenocida, se ajustd a una regresion polinomial de tercer orden observando
aumento de actividad de GsT en dosis mas bajas y disminucion en dosis mas elevadas
(actividad de GsT=382.9 X° — 1584.14 X* +1673.2 X+673.9, R*=0.47, p<0.001)
(Fig.15).

Al comparar las actividades enzimaticas de los grupos control de ambas especies se
encontraron diferencias significativas en la actividad deGsT ( t=-4.97,p<0.001) y de
AChE( t=-3.66, p=0.002), observando una mayor actividad en las ezimas en ambos

casos de L. poliostoma (figuras anteriores).
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Figura 16: Medias ¢ intervalos de confianza de la actividad de la enzima GsT en H. cf.
Bivitatta en los diferentes tratamiento. Letras diferentes indican diferencias significativas

entre los grupos.
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DISCUSION

El efecto de los dos insecticidas sobre las dos especies de arafias fue diferente. Los
cambios en la movilidad respecto al grupo control, pudo deberse a los diferentes
principios activos y mecanismos de accion de los distintos insecticidas. Ante la
exposicion de tiametoxam + lambdacialotrina la disminucion en las trayectorias que
recorrian las arafias fue similar entre las especies, probablemente porque el insecticida
estd compuesto por un piretroide mas un neonicotinoide, principios activos que afectan
los canales de sodio- potasio a nivel del sistema nervioso (He, 1994). Los efectos de
descoordinacion de la actividad locomotora hasta paralisis fueron observados también
por Pekar, (2012),y aparecen también en otros artropodos benéficos, enemigos
naturales como Coccinella septempunctata  (Linnaeus, 1758) (Coleoptera,
Coccinellidae) ante tiametoxam y lambdacialotrina (Afza et al, 2020). Otros
neonicotinoides afectan a Stethorus punctillum (Weise, 1891) (Coleoptera,
Coccinellidae) y Chrysoperla rufilabris (Burmeister, 1839) (Neuroptera, Chrysopidae)
(Szczepaniec et al., 2011), y abejas expuestas a imidacloprid (Lambin et al., 2001).Se
han registrado efectos negativos en arafas de la familia Lyniphiidae expuestas a

Cipermetrina (Shaw et al., 2005).

El aumento en la movilidad producido por metoxifenocida respecto a tiametoxam +
lambdacialotrina en H. cf. bivitatta, contrasta con lo encontrado en miridos, en donde
metoxifenocida no produce cambios en la movilidad (Kim et al., 2006). Pese a ello,
debe destacarse que en este caso particular, no se cuantificaron las distancias recorridas,
lo que dificulta la evaluacion de este parametro, a efectos comparativos. En otros
estudios se registr6 que otros agroquimicos estimulan la movilidad en insectos
expuestos a concentraciones subletales de insecticidas (Tooming et al, 2017) y en
arafas expuestas a herbicidas (Pekar & Benes, 2008). El aumento de la movilidad de
las arafas expuestas al metoxifenocida al 10% y una reduccion frente a la concentracion
del 25%, de L. poliostoma podria deberse a la hormesis, efecto que consiste en que el
insecticida en bajas concentraciones produce un aumento en la actividad (movimiento)
y en altas dosis produce el efecto contrario(Cutler & Guedes, 2017;Mallqui et al.,
2014). Este mismo efecto ha sido observado en varios insectos ante distintos

insecticidas en diferentes parametros evaluados (Cutler & Guedes, 2017;Mallqui et al.,
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2014). El aumento en las velocidades maximas de las arafas de H. cf. bivitatta ante
metoxifenocida coinciden con las mayores distancias recorridas, sin embargo, ante
tiametoxam + lambdacialotina se registraron mayores velocidades maximas, pero
menores distancias recorridas, debido probablemente a que las arafias presentaron alta
movilidad en un breve periodo de tiempo, porque el insecticida produce una alta
irritabilidad en artropodos (Spindola et al. 2013). Por otro lado, las arafias de L.
poliostoma expuestas a metoxifenocida no presentaron diferencias respecto al control en
sus velocidades maximas, aunque manifestaron una disminucion de las velocidades
cuando fueron expuestas a tiametoxam + lambdacialotrina, debido posiblemente a que
los insecticidas neonicotinoides y piretroides causan ataxia (movimientos locomotores

descoordinados) y postracion (Punzo 1993).

La movilidad y velocidad maximas alcanzadas coinciden con los ritmos de actividad de
la especie H. cf. bivitatta. En esta especie se vio un cambio en la movilidad mas
marcado entre los periodos de mayor actividad respecto a los de menor actividad, en
arafias expuestas a metoxifenocida en comparacion al grupo control. Este
comportamiento podria explicar las mayores variaciones encontradas en la distancia
recorrida cada media hora y las velocidades maximas alcanzadas. Por otro lado, ante
tiemetoxam + lambdacialotrina no tuvo este contraste entre los periodos de maxima y
minima actividad, lo que explica las dispersiones en los parametros de movilidad y
velocidad similares a las del grupo control. La exposicion de las arafias ante
metoxifenocida produjo ciclos de actividad mas cortos respecto al control, que podria
explicarse como una aceleracion en la actividad ligada a cambios fisiologicos en las
arafias. Los ritmos de actividad en artropodos corresponden a diversos cambios en el
sistema nervioso, como el conjunto de proteinas PER y CRY y expresion de genes
como timeless (tim), doubletime (dbt), dClock (dClk), existentes en la escala zoologica,
desde artropodos hasta mamiferos (Panda ef al., 2002). Estos cambios mencionados
podrian manifestarse en las arafias expuestas al metoxifenocida, ya que se ha
encontrado, que la expresion de genes relacionados a la detoxificacion pueden ser
regulados por los ritmos circadianos (Hamby et al., 2013). Por otro lado, los ciclos de
actividad de las arafias de H. cf. bivitatta expuestas a tiametoxam + lambdacialotrina,
aunque fueron mas cortos no pueden asociarse con una aceleracion ya que las arafias
presentaron picos de actividad muy variados y posiblemente la disminucién en los

ciclos de actividad se deban a los efectos que tienen los piretroides y neonicotinoides
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sobre el sistema nervioso, como ataxia y paralisis (Afza et al., 2020; Pekar, 2012; Shaw

et al., 20006).

La diferencia en los efectos de los insecticidas encontrados en L. poliostoma respecto a
H. cf. bivitatta, no fueron significativamente diferentes a los del grupo control, esto
puede deberse a que L. poliostoma tiene una amplia variacion de respuestas a los
insecticidas, que se evidenciaron en las grandes dispersiones de los resultados
encontrados. Las diferencias encontradas entre las arafias tratadas con tiemetoxam +
lambdacialotrina al 10% en los valores del power spectra fueron los mas bajos,
indicando que las variacion entre los periodos de alta actividad y menor actividad no
son marcadas, por lo tanto no podriamos afirmar que hay un cambio en los ritmos de

actividad de L.poliostoma.

Lycosa poliostoma y H. cf. bivitatta ante metoxifenocida presentaron mayor variacion
en las respuestas comportamentales de movilidad y velocidad, reflejandose en esto las
mayores dispersiones encontradas. Por lo tanto, surge la hipétesis de que la baja
toxicidad del insecticida produciria diferentes respuestas en los individuos de la misma

especie asociadas a componentes genéticos y o ambientales.

Considerando la actividad enzimatica, las arafias presentaron diferentes respuestas
fisiologicas cuando fueron expuestas a los insecticidas, esta afirmacion se ve reflejada
en los diferentes ajustes a las regresiones polinomiales encontradas entre la dosis del
insecticida y la actividad de cada enzima. En L. poliostma la actividad de la AChE
presentd una respuesta similar a una hormensis con el tiametoxam + lambdacialotrina,
esta repuesta fue diferente para el caso de H. cf. bivitatta,se vio una disminuciéon menos
significativa, esto estaria indicando que la actividad de la actividad de la AChE se ve
afectada por la aplicacion de tiametoxam+lambdacialotrina. El efecto podria explicarse
porque los principios activos del insecticida actian uniéndose a los receptores
nicotinicos de la acetilcolina del sistema nervioso de los insectos (Wiesner & Kayser,
2000). En contraste con estos resultados, el metoxifenocida, que actiia a nivel hormonal,
no produjo el mismo efecto en la AChE en las dos especies, solo se observo un aumento
de la AChE para L. poliostoma. Se han registrado en otros estudios, una disminucion de
la actividad de la AChE en abejas Apis mellifera expuesta al insecticida foliar del tipo
organofosforado Bracket®(acefato97%), sin embargo con otros insecticidas no se vio

ningin efecto (Zhu et al., 2017). Cabe destacar que varios de estos trabajos evalian la
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comparacion de tratamientos (Kocamaz & Oruc, 2020; Laino & Garcia, 2020; Wilczek
et al., 2003; Zhu et al., 2017) y no la concentracion que recibe cada individuo como en
el presente estudio. Los diferentes pesos de las arafias generaron variacion en los
resultados que no permiten apreciar diferencias en los tratamientos. Pese a lo escaso de
este tipo de evaluacion, hay trabajos evaluando los efectos de las radiaciones sobre las
actividades enzimaticas en abejas, donde al igual que en este estudio, se ajustaron a

regresiones polinomiales de segundo y tercer orden (Gagnaire et al., 2019).

La variedad de la actividad de la GsT en ambas especies, en los dos insecticidas
evaluados y en las dosis recibidas por las arafias, se debi6 a que esta enzima es una
barrera fisiologica para la desintoxicacion, ya que modifica los xenobidticos solubles en
agua para facilitar su excrecion (Habig et al, 1974).En las arafias expuestas a
tiametoxam + lambdacialotrina se observd un proceso similar a la hormesis registrado
en varios insectos (Cutler & Guedes, 2017), ante bajas dosis del insecticida, hay un
estimulo en la actividad enzimatica y a altas dosis una disminucion, cuando las dosis del
insecticida se acerca a la letalidad (Cutler & Guedes, 2017). La diferente respuesta de
las actividades enzimaticas entre las especies expuestas a metoxifenocida, aumentando
en L. poliostoma y similar a una hormesis en H. cf. bivitatta, podria deberse a que las
concentraciones de metoxifenocida son menos letales que las de tiametoxam +
lamndacialotrina y a que las arafias presentan actividades enzimaticas diferentes. L.
poliostoma es una especie que tiene mucho mas actividad de las enzimas de AChE y
GST que H. ¢f- bivitatta, incluso en los grupos control, marcando diferentes estrategias
de defensa y de detoxificacion ante xenobidticos, que pueden explicar las diferencias

encontradas.

Considerando que la baja actividad de la AChE esta relacionada a una hiperactividad
(Pekar, 2012), el aumento de movilidad y actividad de la enzima observado en las
arafias expuestas a metoxifenocida, parecen contradictorios . Posiblemente, podrian
estar ocurriendo otros procesos fisiologicos no evaluados en este trabajo, que expliquen
porque hay un aumento en la movilidad de las especies, aun teniendo un aumento en la

actividad de la AChE.

En este trabajo se observa que las arafias responden fisiologicamente y comportalmente
a los insecticidas, los cambios vistos en la movilidad y las actividades enzimaticas

indican que los individuos desencadenan una serie de respuestas que involucran el
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proceso de detoxificacion. Es conocido que los mecanismos fisiologicos de
desintoxicacion son procesos que incluyen un paquete de enzimas que aceleran la
excrecion de xenobioticos (Wilczek et al., 2004; Wilczek et al., 2003). En el caso
particular ante metoxifenocida, el aumento en la movilidad de las arafas podria jugar un
papel importante en la desintoxicacion ya que el movimiento en las arafias se produce
por cambios en las presiones de la hemolinfa (Foelix, 2011). La actividad locomotora
es un comportamiento qué aumenta la circulaciéon y podria permitir excretar
rapidamente el xenobidtico. Esta respuesta ya ha sido registrada en cangrejos de la
especie Trichodactylus borellianus (Nobili, 1896), que luego de ser expuestos a
insecticidas aumentaron su metabolismo y locomociéon (Montagna & Collins, 2008).
En L. poliostoma ante metoxifenocida se observdo en las primeras 48 horas
postratamientoun aumento en la movilidad y que se redujo luego de las 48 horas,
posiblementeen dichotiempo puedan metabolizar el insecticida. Algunos trabajos
sugieren que metoxifenocida es de rapida metabolizacion en himenopteros (Schneider et
al., 2008). Hay trabajos que proponen que la irritabilidad es un comportamiento que
podria ser adaptativo frente a la exposicion de los organismos a xenobioticos (Gould,
1984), también podria ser un comportamiento relacionado a la metabolizacion y
excrecion del organismo, pero se necesitan estudios que evalten las movilidades de las

arafas y la capacidad de excrecion de xenobioticos.

A nivel general la exposicion a tiametoxan + lambdacialotrina causa efectos nocivos
sobre las arafias en concentraciones similares a metoxifenocida. Por ello, es esperable
que tiametoxam + lamndacialotina cause mayores efectos a corto plazo sobre los
enemigos naturales respecto a metoxifenocida. la diferencia de efectos que tuvieron los
insecticidas tanto a nivel comportamental en la movilidad, la velocidad de periodos de
actividad en general y la actividad enzimatica en ambas especies, indicaria que existen
distintos mecanismos en cada especie para reaccionar ante los insecticidas. Sin
embargo, algunos efectos fueron similares como el aumento en las actividades de la
GsT y en la movilidad cuando las arafias estuvieron expuestas a metoxifenocida,
indicando respuestas conservativas a los insecticidas dentro de las especies de esta
familia. Futuros estudios deberian vincular las respuestas a los insecticidas con
aspectos evolutivos, para lograr entender como estas especies se encuentran asociadas a

los agroecosistemas
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DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

Los insecticidas evaluados en este trabajo, tiametoxam + lambdacialotrina y
metoxifenocida, impactaron a las especies L. poliostoma y H. cf. bivitatta, a nivel letal
y subletal. En el caso de los subletales se vieron reflejados en distintos aspectos a nivel
comportamental como la captura de presas, movilidad, los ritmos de actividad y efectos
fisiologicos como actividad enzimatica. El insecticida de amplio espectro tiametoxam +
lambdacialotrina  produce efectos mas nocivos en las arafias en comparacion al
metoxifenocida, reflejado en la mayor mortalidad encontrada, la reduccion en la captura
de presas y la movilidad. Se ha encontrado que el tiametoxam suele producir
mortalidad en enemigos naturales (Prabhaker et al., 2011; Yao et al., 2015; Rezag et al.,
2019a,b)y en menor medida la lambdacialotrina (Cloyd, 2012). Sinembargo algunos
trabajos plantean que cuando estos principios activos se combinan en un solo insecticida
pueden producir efectos sinérgicos aumentando su mortalidad (Asogwa et al., 2011).
Por otro lado, el metoxifenocida tuvo una tasa de mortalidad menor y por lo tanto
parece ser menos nocivo para las aranas. Resultados similares se han encontrado con
otros enemigos naturales en el que el insecticida metoxifenocida causa muy baja
mortalidad (Schneider et al., 2008; Rezag et al., 2010). No obstante se ha encontrado

que puede disminuir la fecundidad en algunos insectos (Kim et al., 2006)

Respecto a los efectos subletales encontrados a nivel comportamental y fisiologico para
el insecticida tiametoxam + lambdacialotrina, tanto para L. poliostoma como para H. cf.
bivitatta se encontraron efectos adversos. La falta de movilidad que fue producida por el
insecticida tiametoxam + lambdacialotrina fue uno de los aspectos mas determinantes,
pues puede influir en varios factores relacionados con la sobrevivencia, dentro de ellas
la reduccion en la captura de presas. Esto ultimo se ha registrado en otras especies con
insecticidas considerados de amplio espectro (Benamu et al. 2007, 2013; Hanna &
Hanna, 2013).La pérdida de movilidad también se ha encontrado como un efecto
subletal en otros enemigos naturales contaminados con piretriodes, neonicotinoides, y
organofosforados en altas dosis, este efecto es atribuido a los principios activos de los
insecticidas que actuan produciendo una desregulacion de la sinapsis en el sistema
nervioso (Baatrup & Bayley, 1993; Campos et al., 2011; Shaw et al., 2006). Los
cambios que se vieron en los ritmos de actividad también pueden explicarse por el

factor mencionado anteriormente.
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Por otro lado, el metoxifenocida parece ser relativamente inocuo para algunos procesos
como la captura de presas, sin embargo las arafias expuestas a este insecticida tuvieron
cambios en los otros comportamientos evaluados como la movilidad y los ritmos de
actividad. El aumento en la movilidad observado en ambas especies y los cambios en
los ritmos de actividad observados en H. cf. bivitatta podrian asociarse a variaciones en
procesos fisiologicos, debido a que estos involucran cambios en la expresion de genes y
actividades enzimaticas (Panda et al., 2002; Tietjen & Cady, 2007). El aumento en la
movilidad ha sido registrado para algunos insecticidas como organofosforados en
isopodos de la especie Porcellio scaber (Latreille, 1804) (Baatrup & Bayley, 1993;
Bayley & Baatrup, 1996), pero es la primera vez que se registra con este tipo de
insecticida en arafias. Por otro lado, el cambio en los ritmos de actividad observado en
H. cf bivitatta puede asociarse con cambios fisiologicos en las actividades enzimaticas.
A pesar que el metoxifenocida ha sido recomendado debido a la compatibilidad que se
ha demostrado en otros enemigos naturales (Brunner et al., 2001; Hewa-Kapuge et al.,
2003; Schneider et al., 2008; Gentz et al., 2010; Rimoldi et al., 2012), los efectos
obtenidos en este estudio sugieren que el insecticida si estaria produciendo efectos que

pueden repercutir en la sobrevivencia de estas especies.

Los efectos a nivel fisiologico de las actividades enzimaticas de la GsT y AChE
muestran que el tiametoxam + lambdacialotrina produce mayores efectos en este nivel
que el metoxifenocida. La GsT es una de las principales enzimas de desintoxicacion
relacionada a el metabolismo de xenobioticos de los organismos (Sheehan et al. 2001) y
su actividad vario mas que la AChE, que actia a nivel de proteinas asociadas a la
sinapsis neuronal. Estos cambios enzimaticos se han registrado para varios piretrioides
y organofosforados (Laino & Garcia, 2020; Van Erp et al., 2002), por lo tanto ambas
especies de arafas respondieron fisiologicamente a ambos insecticidas. El hecho de que
el aumento de movilidad se viera también reflejado en una disminucion de la AChE era
un posible resultado esperado, ya que la AChE disminuye la acetilcolina que es el
neurotransmisor responsable de la sinapsis neuronal, pero no fue observado en este
estudio, probablemente haya otros procesos no evaluados aqui que expliquen porque
hay un aumento en la movilidad y no una disminucion de la actividad de AChE en

ninguna de las especies estudiadas.

Si bien ambas especies tienen tamafios muy diferentes presentaron CLsy similares en

ambos insecticidas, efecto que no se mantuvo con las demas variables evaluadas en este
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trabajo. Los cambios comportamentales de las arafias expuestas a los insecticidas,
fueron mas evidentes en H. cf. bivitatta indicando una mayor magnitud de los efectos
para esta especie. Otro aspecto a destacar es que fisiologicamente son muy diferentes,
en los grupos control de ambas especies L. poliostoma tiene mayor actividad enzimatica
que H. cf. Bivitatta, por lo cual es esperable que bajo condiciones naturales este
fendmeno se repita. Se ha encontrado que en algunas especies las enzimas relacionadas
al metabolismo de xenobioticos como la GsT ya tiene elevadas tasas de actividad sin
necesidad de estar expuestas al xenobiotico. Estas diferencias tanto a nivel
comportamental como fisioldégico podria explicar el porqué pese a la diferencia del

tamafio presentan CLs, similares.

Estos resultados, muestran en general la relevancia que tiene abordar los estudios
ecotoxicologicos desde una perspectiva multidisciplinaria, incluyendo estudios
comportamentales complementados con aproximaciones fisioldgicas que permitan

explicar los cambios observados en los organismos usados como modelo de estudio.
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