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Resumen

Spodoptera frugiperda, es una de las plagas polifagas de mayor importancia
econOmica en paises tropicales y subtropicales. En Colombia, el algodonero es
uno de sus principales hospederos, donde S. frugiperda causa pérdidas
considerables. Sin embargo, en la ultima década este cultivo ha tenido un
resurgimiento debido a la adopcién de variedades genéticamente modificadas
(GM) que afectan drasticamente la biologia del insecto. El uso de estas
variedades constituye una novedosa estrategia de manejo de S. frugiperda que
debe ser evaluada bajo condiciones controladas, razén por la cual el objetivo de
este estudio fue determinar el efecto de las tecnologias Bollgard® presentes en
variedades GM del algodonero sobre larvas y adultos de S. frugiperda en
condiciones de laboratorio (27 +1°C, 65 x10% HR y 12 h fotoperiodo). Para
larvas se calcularon indices metabdlicos y de consumo de alimento; en el caso de
adultos se establecieron tablas de vida. Las variedades GM evaluadas fueron:
NuOpal RR (Bollgard® Cry1Ac), DP 141 B2RF (Bollgard 1I® Cry1Ac+Cry2Ab) y
una variedad convencional Delta Opal RR (usado como control sin tecnologia
Bollgard®). En los ensayos con larvas se establecié una cohorte conformada por
195 larvas para cada variedad, la cual fue alimentada con hojas cosechadas del
tercio superior de la planta, del material a evaluar. En estos experimentos se
registré: (a) peso de larvas, (b) peso de heces, (c) peso del alimento suministrado
y (d) peso del alimento no consumido. Con esta informacién se calcul6 la Tasa
Relativa de consumo (TRCo), Tasa Relativa de crecimiento (TRCr), Eficiencia de
la Conversién del alimento ingerido (ECI) y la Digestibilidad aproximada (DA). En
el caso de adultos, se construyeron tablas de vida (35 parejas/variedad)
provenientes de larvas alimentadas con cada una de las variedades
mencionadas. Con los datos de supervivencia y fecundidad se calcularon los
parametros demograficos: Tasa reproductiva neta (R,), Tasa intrinseca de
crecimiento (rm), Tiempo medio generacional (T), Tiempo de doblaje (Dt) y Tasa
finita de crecimiento (A). Los indices nutricionales indicaron una actividad
antialimentaria de la variedad DP 141 B2RF sobre larvas representada en menor
tasa de crecimiento y conversién del alimento. La variedad causa ademas una
disminucion del 58.6% en el peso de las larvas y una supervivencia de 3.4%. En
las tablas de vida, las hembras provenientes de la variedad DP 141 B2RF
exhibieron menores tasas de reemplazo (R,) y mayor tiempo de doblaje (Dt)
comparado con los mismos parametros obtenidos sobre la variedad convencional
Delta Opal RR. Se concluye que la antibiosis de la variedad DP 141 B2RF sobre
larvas tiene un efecto subletal.

Palabras clave: Actividad antialimentaria, indices nutricionales, Estados
inmaduros, Adultos, Bollgard®



Abstract

Spodoptera frugiperda is one of the polyphagous pests of mayor economic
importance in tropical and subtropical countries. In Colombia, cotton crops are
one of its main host plants, causing considerable losses. Nevertheless, in the last
decade this cultivar has resurged due to the adoption of genetically modified (GM)
varieties that drastically affect the biology of the insects. The use of these varieties
is a new management strategy for S. frugiperda that must be tested under
controlled conditions. Hence, the object of this study is to determine the effect of
Bollgard® technologies, present in cotton GM varieties, on larvae and adults of S.
frugiperda under laboratory conditions (27 °C, 65 +10% HR and 12 h photoperiod).
Metabolic and food consumption indexes were calculated for larvae. For the case
of the adults, life tables were established. The evaluated GM varieties were:
NuOpal RR (Bollgard® Cry1Ac) and DP 141 B2RF (Bollgard 1I® Cry1Ac+Cry2Ab).
The conventional variety Delta Opal RR was used as a control without Bollgard®
technology. For larvae essays, a cohort composed by 195 larvae was set for each
variety that was fed with leaves from the third upper portion of each material to be
evaluated. The following variables were evaluated in this experiment: (a) weight of
larvae, (b) weight of feces, (c) weight of the provided food and, (d) weight of the
non-consumed food. With this information the following rates were calculated:
Relative Consumption Rate (RCR), Relative Growth Rate (RGR), Conversion
Efficiency of Ingested Food (CEIF) and Approximate Digestibility (AD). In the case
of adults, life tables were constructed with adults (35 couples/variety) that came
from larvae fed on the mentioned varieties. With the data of survival and fertility,
the following demographic parameters were calculated: Net Reproductive Rate
(Ro), Intrinsic Growth Rate (rm), Mean Generational Time (T), Doubling Time (Dt),
and Finite Growth Rate (A). The nutritional indexes indicated an antifeedant
activity of the DP 141 B2RF variety on larvae represented by a lower growth rate
and conversion of food. The variety also causes the reduction of 58.6% in the
weight of larvae and a survival of 3.4%. In the life tables, females coming from
variety DP 141 B2RF showed less replacement rates (R,) and higher doubling
time (Dt) compared with the same parameters obtained from the Delta Opal RR
variety. This study concludes that the antibiosis of variety 141 B2RF on larvae of
Spodoptera frugiperda has a sublethal effect.

Key words: Antifeedant activity, nutritional indexes, immature stages, adults,
Bollgard®



Introduccion

El falso bellotero del algodonero S. frugiperda se constituye en una de las plagas
polifaga mas importante desde el punto de vista econémico en Sur América. Las
larvas exhiben una marcada preferencia alimenticia por gramineas cultivadas y
silvestres (Casmuz et al.,, 2010). La importancia econémica de S. frugiperda
radica en el impacto que genera en diversos cultivos en Colombia y otros paises
(Jaramillo et al., 1989, Vélez, 1997). Se destaca el dafo que causa en cultivos
como maiz y el algodonero (Vélez, 1997, Zenner et al., 2005, Santos et al., 2009).
Para Colombia se reporta el ataque de S. frugiperda en maiz como tierrero,
cogollero, trozador y en casos muy esporadicos como gusano ejército (Garcia,
1975). El habito més frecuente en el cultivo de maiz es como cogollero
exhibiendo preferencia por las plantas cuando estan entre 40 y 60 cm de altura o
“rodillero” (Alvarez et al., 1991, Murillo, 1991).

En el algodonero el insecto puede presentarse durante todas las etapas del
cultivo, las larvas atacan como trozadores o tierreros hasta la lignificacion de los
tallos; posteriormente pasan a alimentarse del follaje; en la época de formacion de
botones las larvas atacan las estructuras desde la base a la punta (Garcia, 1975,
Murillo, 1991). Con respecto a la oviposicién, esta ocurre por lo general en el
envés de las hojas, con una preferencia hacia el tercio superior de la planta, sin
embargo se reporta que el 80% de las larvas se ubican en el tercio medio e
inferior (Garcia, 1975, Murillo, 1991). En Colombia a la fecha no existe
informacién confiable sobre las pérdidas ocasionadas por el ataque del insecto;
sin embargo para el caso de maiz tecnificado se estima que un 5 al 10% de los
costos de produccion estan dedicados al control quimico de la plaga (Zenner et
al., 2007, 2009).

En las zonas algodoneras del Tolima (Colombia) S. frugiperda se ha constituido
en el insecto que mas se ha hecho énfasis en la busqueda de estrategias de
manejo integrado de plagas, convirtiéndose en el enfoque principal para la
implementacidn del control biolégico con el propdsito de disminuir el impacto de la
plaga en campo (Alvarez y Sanchez, 1983, Vélez et al., 2008).

Las plantas GM a las cuales se les ha insertado, el gen Cry1Ac de Bacillus
thuringiensis var. Kurstaki (el cual expresa cristales proteicos delta-endotoxinas),
poseen efectividad insecticida contra larvas de algunas especies de lepidopteros
de las familia Gelechiidae y Noctuidae (Waquil et al., 2002, Tabashnik et al.,
2003). Un ejemplo de esta tecnologia lo constituye el Bollgard®, que fue creada
para el control del bellotero del algodonero Heliothis virescens Fabricius
(Lepidoptera: Noctuidae), principal plaga de este cultivo en paises de clima
templado (Monsanto, 2002). La literatura internacional indica que S. frugiperda no
es plaga de interés en los paises de clima templado, para los cuales fueron
desarrolladas las variedades GM, por este motivo en estas regiones no se
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realizaron los estudios basicos recomendados por la EPA (1998) para esta
especie.

Con estas tecnologias se espera un ajuste en la comunidad de insectos
asociados al algodonero como respuesta a la eliminacién o reducciéon de las
poblaciones de las especies sensibles a la proteina (Cry1Ac) y a la disminucion
del numero de aplicaciones de insecticidas (aumento de la calidad de habitat).
Sin embargo, uno de los riesgos asociados a esta tecnologia es el surgimiento de
especies secundarias, que pueden colonizar los nichos que quedan libres por la
mortalidad de las especies sensibles a estos materiales modificados (Altieri,
2000). Entre las especies potencialmente beneficiadas por esta situacion se
reportan las del complejo Spodoptera (Bacheler y Mott, 2003).

Diaz y Montenegro (2003), reportaron que especies como S. frugiperda, S. sunia
y S. ornithogalli presentaron una sobrevivencia superior al 50% en parcelas
experimentales con la variedad NuOpal (Cry1Ac, Bollgard®©) en la Costa Norte de
Colombia. Otros como Zenner et al. (2008), comprobaron que la susceptibilidad
de larvas de S. frugiperda y S. sunia colectadas en el Tolima a la toxina fue
practicamente nula; concluyendo que el algodonero modificado que se cultiva
actualmente en Colombia proporciona un control satisfactorio para los belloteros
H. virescens y Helicoverpa zea (Boddie) pero no para el complejo Spodoptera, lo
cual corrobora los resultados encontrados por Adamczyk et al. (1997) y Berrocal
et al. (2005).

El desarrollo de estrategias eficientes para el control de insectos como S.
frugiperda requiere del conocimiento de sus aspectos biolégicos y las relaciones
con su hospedero, en este caso plantas de algodonero genéticamente
modificadas. El analisis cuantitativo del consumo y utilizacién de las plantas es
una herramienta de uso comun en los estudios de las interacciones planta-insecto
(Scriber y Slansky, 1981). Teniendo en cuenta los reportes relacionados con la
menor susceptibilidad de S. frugiperda a algunos materiales de algodonero
genéticamente modificado, el objetivo del presente trabajo fue determinar los
efectos de cada una de las tecnologias sembradas en Colombia (Bollgard®
Cry1Ac y Bollgard Il® Cry1Ac+Cry2Ab), sobre el desarrollo, supervivencia y
parametros demograficos de S. frugiperda. Para cumplir este objetivo se evalud
una variedad de cada una de las tecnologias, asi como una variedad
convencional.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Determinar el efecto de las tecnologias Bollgard® de algodonero genéticamente
modificado sobre los estados inmaduros y adultos de S. frugiperda en condiciones
de laboratorio.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar la tasa de consumo de las larvas de S. frugiperda alimentados sobre
algodonero modificado genéticamente.

Conocer el efecto de estas tecnologias sobre el aprovechamiento eficiente del
alimento, reflejado en el peso de las pupas y la fecundidad de los adultos de S.

frugiperda.

Determinar si hay efectos deletéreos de las plantas hospederas modificadas
genéticamente sobre los parametros de tablas de vida de S. frugiperda.

14



3. Marco teérico
3.1 Clasificacion de Gossypium hirsutum L

El algodonero pertenece al género Gossypium, familia Malvaceae, el cual
comprende un amplio nimero de especies. Citolégicamente las especies de este
género se pueden dividir en: diploides (n=13) y tetraploides (n=26), cuya
distribucién geografica se encuentra por todo el mundo. De las especies diploides
Unicamente Gossypium herbaceum L. y Gossypium arboreum L. han sido
cultivadas comercialmente, y aln son importantes en areas restringidas de la
India, Asia y Africa. Entre las tetraploides, del Nuevo Mundo, solamente G.
hirsutum 'y Gossypium barbadense se cultivan ampliamente y son las
responsables del 98% de la produccién mundial de fibra de algodén (Cadena,
2000).

La especie de algodonero que se cultiva comercialmente en el pais es G.
hirsutum y es originaria de México y Centro América, en donde se pueden
encontrar plantas nativas creciendo como arbustos de caracter perenne y
crecimiento indeterminado. A través del mejoramiento genético el habito de
crecimiento de esta planta ha sido modificado para adaptarla a la produccion
comercial, pasando de las plantas nativas, perennes e indeterminadas a plantas
anuales y de crecimiento mas o menos determinado que producen algodon
semilla mas temprano que las plantas nativas (Cadena, 2000).

3.2 Mejoramiento de Gossypium hirsutum L

En los ultimos 60 anos, el mejoramiento genético convencional de la especie,
para introducir caracteristicas Utiles en la planta como productividad, precocidad,
resistencia a insectos y enfermedades, arquitectura de la planta y calidad de fibra,
etc. han permitido obtener nuevas y mejores variedades. A pesar del incremento
en el rendimiento promedio global de 8 kg/ha/afo entre 1959 y 1990; la
productividad del algodonero registré un estancamiento a partir de 1992 con un
promedio de 592 kg/ha de fibra. En Colombia este rendimiento ha fluctuado entre
500 y 710 kg/ha en los ultimos 20 anos (Mendoza, 2000). Las técnicas de
mejoramiento convencional requieren gran cantidad de tiempo para seleccionar y
establecer una caracteristica particular y deseable en una variedad y en algunos
casos es imposible incorporar estas caracteristicas por métodos tradicionales.

Desde hace 15 afos, la ingenieria genética, también llamada tecnologia del ADN
recombinante, se aplica para obtener plantas de algodonero genéticamente
modificadas (GM), resistentes a insectos y tolerantes a herbicidas lo cual
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representa un gran potencial para introducir otras caracteristicas deseables en la
planta. Esta nueva tecnologia es considerada como un instrumento alternativo
para modificar y mejorar los cultivos, particularmente en el caso del algodonero
donde las pérdidas por insectos y malezas son altamente significativas. El uso
excesivo de plaguicidas para el control de insectos y malezas obliga a desarrollar
plantas que disminuyan ciertas poblaciones de insectos y faciliten el manejo de
malezas, para disminuir asi el acelerado deterioro del medio ambiente (Silva,
2005)

3.3 Importancia del cultivo

El algodonero es la principal planta cultivada para produccion de fibra en el
mundo, de gran importancia como materia prima para la fabricacién de tejidos y
prendas de vestir. Subproductos como el aceite extraido de la semilla es de alta
calidad y de uso frecuente por las amas de casa; otro subproducto importante es
la torta de algod6on obtenida de la semilla, la cual tiene alto contenido de
nutrientes y es usada en la fabricacion de alimentos concentrados para animales.
Las fibras cortas, que quedan luego de remover la totalidad de la fibra, son
procesadas para obtener productos dietéticos de alto contenido de fibra, tiene
ademas algunos usos alimenticios que incluyen forros para embutidos. Los
procesados también se utilizan para mejorar la viscosidad de ciertos productos
como pasta dental y helados, entre otros (Silva, 2005).

3.4 Situacion global de los cultivos Genéticamente Modificados (GM)

Entre los 28 paises que sembraron cultivos GM en 2012, se registran 20 en
desarrollo y 8 industrializados. De esta forma, hay tres veces mas paises en
desarrollo plantando cultivos GM que paises industrializados, cada uno de los
diez primeros paises cultiva mas de 1 milldbn de hectareas. El afo 2012 marcé
una cifra sin precedentes, alcanzando un aumento de 100 veces en las hectareas
de cultivos GM, de 1,7 millones de hectareas en 1996 a 170 millones de
hectareas en 2012. Segun el reporte del International Service for the Acquisition
of Agri-biotech Applications (ISAAA), para el afo 2012 los cultivos GM crecieron
un 6%, (10,3 millones de hectareas mas con respecto al afo 2011). Colombia
ocupa el puesto 19 de los paises que sembraron cultivos biotecnoldgicos, con el
cultivo del algodonero (James, 2012).
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3.5 Cultivos Genéticamente modificados (GM) en Colombia

Desde el 2002, afno en que Colombia empez6 a cultivar semillas genéticamente
modificadas, hasta ahora el numero de hectareas de cultivos GM ha aumentado
significativamente. Ocho afos después de la implementacion de esta tecnologia,
el incremento en la adopcién de estos cultivos refleja los grandes beneficios que
han aportado al sector agricola. En el 2012, se sembraron 28.172 ha. lo que
representd una disminucion en su uso, debido a factores como la afectacion por
los factores climaticos (Agrobio, 2012).

El cultivo de maiz GM también aumentd con respecto al 2011. En el 2012 se
sembraron 75.046 hectareas, lo que significé un incremento de 15.807 ha. con
respecto al afo anterior (en el 2011 se sembraron 59.239 hectareas). Cabe
recordar que el maiz genéticamente modificado se cultiva bajo el esquema de
'siembras controladas' y todavia no esta aprobado para comercializacion. Desde
2009, Colombia aprobd la siembra comercial de rosas azules genéticamente
modificadas, las cuales estan destinadas exclusivamente para exportacion
(Agrobio, 2012).

3.5.1 Algodonero Bt resistente a insectos

Es una tecnologia desarrollada para proteger las plantas del dafo de ciertos
insectos, a través de la insercién de un gen o genes de una bacteria natural del
suelo, Bacillus thuringiensis, comunmente conocido como Bt, lo que las hace
producir, durante todo su ciclo de vida, pequenas cantidades de una proteina Cry
0-endotoxina que es tdxica para ciertos insectos (Haile et al., 2004, Torres y
Ruberson, 2008, Blanco et al., 2008).

Una vez insertado el gen del Bt en el genoma de variedades de algodonero de
alto rendimiento, las caracteristicas de la proteina Cry son transferidas, sin afectar
propiedades agricolas como mayor rendimiento, mejor calidad de fibra y otras
caracteristicas importantes (Silva, 2005).

El término “Cry” hace referencia a “cristalina”, reflejando la apariencia cristalina de
la &-endotoxina; “Cry” es usada para denotar proteina, mientras “cry” denota el
respectivo gen que codifica para la produccion de la toxina. Inicialmente las
proteinas Bt fueron clasificadas en cuatro clases, basadas en el rango de sus
hospederos. Asi, por ejemplo Cry1 es activa frente a lepidopteros, Cry2 actua
contra lepidépteros y dipteros, Cry3 contra coledpteros y Cry4 contra dipteros.
Existen 376 genes cry distintos que se clasificaron de acuerdo con la similitud de
secuencias en 54 grupos divididos en diferentes clases y subclases (Crickmore et
al., 1998, 2008). Una lista actualizada de todos estos genes cry, cuyo numero
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aumenta dia a dia, se encuentra disponible con acceso libre en internet
[hitp://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/] (Hbfte y Whiteley, 1989,
Feitelson et al., 1992, Krattiger, 1997, Crickmore et al., 2008).

Las primeras variedades Bt que se introdujeron comercialmente contenian la
proteina Cry1Ac, derivada de la bacteria B. thuringiensis subsp. kurstaki, (B.t.K.) y
se comercializan con el nombre de Bollgard® (Ellsworth et al., 1995a, Perlak et
al., 2001, Edge et al., 2001).

Promovido por el potencial de las primeras variedades Bt y para dar los primeros
indicios del alto grado de eficacia contra plagas tan importantes como
Pectinophora gossypiella Saunders y otras plagas de insectos (Wilson et al.,
1992, Ellsworth et al., 1995a, 1995b, 1996, Flint et al., 1996), varios programas de
investigacién desarrollaron nuevos genes Bt para introducirlos en el algodonero.
El objetivo en el desarrollo de estos nuevos genes Bt era mejorar la eficacia, para
proporcionar un amplio espectro de control a insectos, con el fin de retrasar la
apariciébn de insectos resistentes; uno de esos productos, desarrollados por
Monsanto fue designado como Bollgard II®, tecnologia que consiste en una
combinacién de dos genes Bt, el gen original Cry1Ac Bollgard y un nuevo gen Bt,
Cry2Ab (Marchosky et al., 2001).

3.5.2 Modo de accion del Bt

Las proteinas Cry deben ser ingeridas para tener una actividad insecticida. En el
intestino del insecto, la proteina se solubiliza debido al pH alcalino y se degrada
hasta quedar el ndcleo proteico que genera la actividad toxica. El nucleo de la
proteina se une a receptores especificos en el intestino medio de insectos
lepidépteros, se inserta dentro de la membrana y forma poros que rompen el flujo
de iones existentes en el tubo digestivo. De esta forma se produce parélisis en la
digestion y se causa la muerte del insecto por inanicion (De Maagd et al., 2001,
Bravo et al., 2004, Broderick et al., 2006, Zhang et al., 2006).

Las proteinas Cry se han estudiado intensamente por su elevada potencia
insecticida contra varias plagas polifagas del orden Lepidoptera, estan
compuestas por tres dominios estructurales que participan de manera diferente
durante la ruta toxica (Prieto et al., 1997). El dominio | esta constituido por un
grupo de siete hélices-a anfipaticas, con la hélice-a cinco en el centro; la funcién
de este dominio se ha asociado con procesos de formacidén de poros en vesiculas
y balsas lipidicas. EI dominio Il consiste en tres laminas-B antiparalelas
dispuestas en una topologia tipica de llave griega; este dominio se ha asociado
con el proceso de reconocimiento y de unién al receptor en las microvellosidades
del epitelio intestinal, y mas recientemente, a la formacién de la estructura
oligomérica pre-poro (Herrero et al., 2004). El dominio Il consta de dos laminas-
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plegadas con una conformacién de laminas-p intercaladas, y al parecer contiene
los determinantes de la especificidad por el insecto “diana”. El intercambio del
dominio Il entre diferentes toxinas Cry ha motivado la construccion de proteinas
quiméricas con un mayor espectro de accion y actividad insecticida (Vazquez et
al., 1998, Karlova et al., 2005).

3.6 Aspectos generales S. frugiperda

En Colombia, S. frugiperda ha presentado acelerados incrementos poblacionales
en Medellin (1914), norte del Tolima (1964), Sucre (1978, 1985, 1986), C6rdoba
(1979) y en el Sinu (1984, 1985) (Santos et al., 2009). Este comportamiento se
ajusta a las predicciones planteadas para individuos que evolucionan en
ambientes impredecibles (estrategas “r’) y para especies que exhiben plasticidad
fenotipica; por un lado, tiene un ciclo de vida corto, madurez sexual temprana, alta
inversiébn energética en la reproduccién y baja, en el cuidado parental, gran
namero de descendientes (Risch et al., 1987, Stenseth et al., 1987, Nothnagle et
al.,, 1987, Mason et al., 1987), amplia distribucién geografica (Sparks, 1979) y
gran capacidad de desplazamiento, que en este caso estd apoyada por un
sistema de ecolocalizacién unico en invertebrados (Beerwinkle et al., 1994).

S. frugiperda es una especie generalista que se encuentra desde el nivel del mar
hasta los 2.000 msnm con mas de 186 hospederos cultivados y silvestres
distribuidos en 42 familias (Westbrook y Sparks, 1986, Casmuz et al., 2010). El
insecto presenta gran variabilidad en ciertas caracteristicas del ciclo de vida entre
regiones (tropical y subtropical), y aun dentro de las mismas regiones, como
respuesta a las condiciones ambientales bidticas y abidticas, entre estas
caracteristicas, se han registrado variabilidad en el nUmero de huevos puestos por
hembra, la duracién del ciclo de vida e incluso el numero de instares (Andrews,
1988). Ademas, en el Tolima se han identificado biotipos (maiz y arroz) que son
idénticos morfolégicamente, pero que difieren en su composicidon genética,
resistencia a insecticidas sintéticos y biolégicos como B. thuringiensis; con
respecto a esta caracteristica, el biotipo de maiz es mas resistente que el biotipo
de arroz (Vélez et al., 2008). Por estas razones existe un riesgo potencial para
que una proporcidbn de la poblacion sobreviva y se ajuste a los cambios
ambientales lo cual conduce a que en condiciones éptimas se incrementen las
poblaciones a niveles economicamente importantes en muy corto tiempo (Sparks,
1979).

Ademas de las caracteristicas bioldgicas de S. frugiperda, Colombia presenta una
alta heterogeneidad biofisica en los agroecosistemas algodoneros y una rotacion
permanente de cultivos que garantizan la reproduccién continua de muchas
especies de herbivoros (Vélez, 1997).
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3.6.1 Descripcion de los estados de desarrollo y actividad

-Adultos: presentan aspectos variables, la expansion alar oscila entre 30 y 35
mm. El insecto presenta pubescencia en el térax y abdomen, color ceniciento y
antenas filiformes. Las alas anteriores del macho son de color pardo oscuro,
mientras que las posteriores son de color blanco con un ribete oscuro en los
bordes externos; las hembras tienen una coloraciébn gris mas homogénea
comparada con los machos, observdndose también arabescos, aunque menos
conspicuos (Vélez, 1997).

Machos y hembras muestran habitos nocturnos y son atraidos facilmente por la
luz. Las hembras tienen un periodo precopulatorio de 1 a 2 dias y otro de
preoviposicion de 2 dias aproximadamente (Vélez, 1979, 1997).

-Huevos: Son esféricos, algo aplanados en la parte superior, con 0.5 mm de
didmetro aproximadamente y con la superficie externa estriada en forma radial, su
color es blanco amarillento, con cierto brillo nacarado cuando estan recién
puestos, tornandose de coloracién gris rojizo a medida que avanza el proceso de
incubacion. Los huevos son puestos en masas y son cubiertos por secreciones
de la hembra y escamas. La oviposicién generalmente ocurre en el envés de las
hojas del cultivo hospedero o de las arvenses asociadas (Vélez, 1997).

-Larvas: Son eruciformes, con tres pares de patas toracicas, cuatro pares de
seudopatas abdominales y un par anal o telson. Recién salidas de los huevos
tienen aproximadamente 1.5 mm de largo, color blanquecino, cabeza negra y
prominente, el cuerpo cubierto de finas setas; en estado mas avanzado de
desarrollo muestran una coloracién variable, desde color verdoso hasta gris
oscuro. Son la Unica etapa danina del insecto, después de emerger se alimentan
del corion, son trozadoras o tierreras en muchos cultivos; los tres primeros
instares requieren menos del 2% del follaje total consumido, sin embargo una
larva puede llegar a consumir 140 cm? de Digitaria sanguinalis (graminea) para
completar su desarrollo (Vélez, 1997).

-Pupas: Miden aproximadamente 18 mm de longitud, son de tipo obtectas, de
color café oscuro, lisas y brillantes, el cremaster esta constituido por dos espinas
pequenas en forma de V invertida. Una vez la larva alcanza su desarrollo
(aproximadamente 44 mm de largo) suspende su alimentacion y baja al suelo
donde forma una camara pupal, muda por ultima vez y se convierte en pupa
(Vélez, 1997).
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3.6.2 Ciclo de vida

El ciclo de vida de este insecto se ve modificado por la calidad del alimento y las
condiciones ambientales especialmente la temperatura. Los adultos pueden durar
entre 10 a 12 dias, el numero de huevos por hembra puede variar entre 600 y
1,780. La duracién del huevo esta entre 2 y 4 dias. Para las larvas la duracién va
de acuerdo al cultivo, siendo de 15 a 24 dias en algodonero y 16 a 20 dias en
promedio para maiz. El estado de prepupa es de 1 a 3 dias, para las pupas varia
entre 6 a 10 dias en algodonero y de 12 a 15 dias en maiz (Gallego, 1946,
Labrador, 1967, Vélez, 1997).

3.7 Evaluacion de la resistencia de plantas a insectos

Existen diferentes factores que afectan el desarrollo normal de un insecto al
colonizar una planta, entre estos factores esta la alteracion del comportamiento y
el metabolismo del insecto. Seis categorias principales o factores de respuesta
son consideradas para medir la resistencia de plantas a insectos en ensayos con
ambiente controlado. Estos factores son la orientacién, el contacto,
establecimiento o colonizacién, la alimentacion, el metabolismo de los alimentos
ingeridos, el crecimiento, la longevidad de adultos y la oviposicién (Saxena, 1969,
1974, Visser, 1983). La viabilidad de los huevos es también un factor importante
para el establecimiento de los insectos, particularmente aquellos que ponen sus
huevos dentro del tejido de la planta (Saxena y Pathak, 1977). El grado en que
un insecto responde a cada una de las categorias de respuesta determina el
establecimiento o no sobre diferentes plantas. Parece que la interrupcién de una
0 mas de estas respuestas de los insectos debido a caracteres desfavorables de
la planta se debe a diferentes grados de resistencia de las plantas (Visser, 1983).
Para una determinacion real de la resistencia de una planta a un insecto, es
conveniente entender las respuestas fisiolégicas y de comportamiento de los
insectos durante las diferentes fases del establecimiento en la planta. La
interaccion es la suma de algunas o todas estas respuestas que determinan los
diferentes grados de susceptibilidad o resistencia de una planta a una especie de
insecto (Smith et al., 1994).

3.7.1 Metabolismo

El consumo del tejido de la planta por un insecto debe estar seguido por una

adecuada asimilacion de los alimentos ingeridos antes de contribuir en los

procesos de crecimiento, supervivencia y fecundidad de los insectos. Por lo tanto,

los analisis de la utilizacion de los alimentos han demostrado ser util en las

investigaciones de los mecanismos de resistencia de las plantas a los insectos y
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en la clasificacion de los niveles de resistencia (Kogan y Parra, 1981). Diversos
estudios han tratado de cuantificar la eficiencia con la cual los insectos explotan
las fuentes alimenticias, en este caso el tejido de diferentes partes de la planta.
La asimilacion de los alimentos ingeridos por los insectos consiste en metabolizar
correctamente los componentes de los alimentos no absorbibles y la absorcion de
los compuestos absorbibles de los alimentos, lo que resulta en la eficiente
conversion de componentes a los tejidos del cuerpo del insecto (Saxena, 1969).
La asimilacién, la cual se traduce en ganancia de peso del insecto, depende del
grado en que los constituyentes de los alimentos absorbidos pueden satisfacer las
exigencias del metabolismo intermediario y la ausencia de cualquier toxina en el
alimento absorbido que podria inhibir el metabolismo. Por lo tanto, el valor
nutritivo de una planta como un alimento esta determinado por su facilidad de
absorcién y asimilacién por el insecto. Ademas, las diferencias en la eficiencia de
la digestion y la conversién de los alimentos por los insectos también contribuyen
al valor nutritivo de una planta para un insecto (Smith et al., 1994).

En la mayoria de los casos, la medicién de la utilizacién de los alimentos por los
insectos se ha determinado mediante los métodos gravimétricos descritos por
(Waldbauer, 1964, 1968). Otros métodos, como la colorimetria, radioisotopica,
calorimétrica, enzimaticos y respirométricos, dependen de mediciones indirectas
de la utilizacién metabdlica. Los indices utilizados en el andlisis de utilizaciéon de
los alimentos en general, requieren la medicién de los pesos inicial y final de
insectos, pesos iniciales y final de los alimentos, y la cantidad de materia fecal
acumulada durante el experimento (Kogan y Parra, 1981). Numerosos métodos
se han utilizado para cuantificar la utilizacién de los alimentos por insectos
masticadores, chupadores y raspadores.

Los indices nutricionales son ampliamente utilizados para detectar la resistencia a
insectos en varios cultivos, por ejemplo, en maiz contra gusano cogollero,
Spodoptera eridania (Cramer) (Manuwoto y Scriber, 1982), en algodonero contra
Alabama argillacea (Hubner) (Montandon et al, 1987), en tabaco para H.
virescens (Mulrooney et al., 1985, Montandon et al, 1987), en papa para
Leptinotarsa decemlineata (Say) (Cantelo et al., 1987) y en soya para
Pseudoplusia includens (Walker) (Reynolds et al., 1984).

3.8 Tablas de vida

Los parametros biolégicos, asi como los principales estadisticos vitales de una
poblacion de un insecto plaga, estimados con base en tablas de vida
desarrolladas en condiciones de laboratorio, son una herramienta basica para la
implementacion de estrategias de manejo (Southwood, 1966, Horn, 1988, Carey,
1993).
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Estas estimaciones han sido empleadas en estudios tendientes a evaluar
resistencia de plantas (Trichilo y Leigh, 1985) y ademas como un patrén para la
seleccién de enemigos naturales (Janssen y Sabelis, 1992). Las tablas de vida
suministran informacién valida para la comprension de la dinamica poblacional de
una especie en particular (Carey, 1993); éstas resumen la informacién esencial de
una poblacion con respecto a la tasa de mortalidad, supervivencia y esperanza de
vida de la especie (Silveira et al., 1976). Segun Carey (1993), las tablas de vida
pueden ser completas (en la cual las funciones se computan para cada dia de la
vida) o abreviadas.

Los principales parametros asociados con las tablas de vida son: a) La tasa neta
reproductiva (Ro), b) La tasa intrinseca de crecimiento (rm), ¢) El tiempo medio
generacional (T), d) El tiempo de doblaje (Dt) y e) La tasa finita de crecimiento (A)
(Andrewartha y Birch, 1954). La dinamica poblacional de insectos puede variar
ampliamente, dependiendo de un sin nimero de caracteristicas. La edad es una
de las mas influyentes; por ejemplo, los estados inmaduros a menudo consumen
mas alimento que los adultos, lo que significa que el nivel de dafo econémico
puede ser mas bajo para los inmaduros que para los adultos, por lo tanto es util
subdividir una poblaciéon en edades y analizar la mortalidad separadamente para
cada edad, esto es efectuado mediante un muestreo intensivo para expresar los
resultados en forma de tabla de vida, que no es otra cosa que un resumen de
tabular la supervivencia y mortalidad de las generaciones (Horn, 1988, Bellows et
al., 1992).

3.9 Construccion de una tabla de vida

Las tablas de vida pueden ser de edad especifica (horizontal) o de tiempo
especifico (vertical). En las primeras, el seguimiento de una cohorte de individuos
se registra desde su nacimiento colectivo hasta la muerte del ultimo sobreviviente,
y la supervivencia estda determinada por la observacidén directa. Aunque éstas
tablas son validas desde el punto de vista estadistico debido a que la cohorte
representa individuos de una sola poblacién y una sola generacién, a veces son
menos factibles cuando las generaciones se solapan, o cuando presentan un
desarrollo substancial tardio (Andrewartha y Birch, 1954, Horn, 1988).

3.9.1 Expectativa reproductiva diaria

Las hembras de una especie estan en capacidad de producir una progenie solo
en cierta etapa de sus vidas, debido a que gran parte del tiempo estan en estado
inmaduro o son demasiado viejas. Mediante observacién directa se puede hacer
un estimativo del nimero de hijas que una hembra puede producir para dejar
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cada mes, my (el numero esperado de hijas que seran producidas en una edad
por una hembra) (Price, 1997).

La sumatoria total de la columna my da como resultado la tasa reproductiva bruta
que representa el numero total esperado de nacimientos producidos por una
hembra que vive a través de todas las edades. Pero el crecimiento de la
poblacion depende del numero de hembras sobrevivientes y su produccion
individual de progenies, representado por el producto de Ik y my. Esto da la
expectativa reproductiva de una hembra a una edad x por una hembra de la
generacién completa (Price, 1997).

3.9.2 Tasa reproductiva neta (Ro)

La tasa reproductiva es la caracteristica que define la capacidad de una especie
para incrementar en nimero. La capacidad innata de un animal para incrementar
depende de su fecundidad, longevidad y velocidad de desarrollo. En una
poblacion estos son medidos por la tasa de nacimientos y de sobrevivencia (0 su
inverso, la tasa de mortalidad) (Andrewartha y Birch, 1954).

Cuando la tasa de muerte excede la tasa de nacimientos, la poblacién declina y la
proporcién depende de las diferencias entre ellos. Cuando estos son iguales, el
namero de la poblacién permanece estable. Cuando la tasa de nacimientos
excede la tasa de muerte, la poblacion se incrementa. Aunque este argumento es
bastante simple, la complejidad es introducida tan pronto como se busque estimar
la tasa cuantitativa con la cual la poblacion incremente o decline (Andrewartha y
Birch, 1954).

Segun Horn (1988) una tabla de vida valida puede ser usada para determinar si
una poblacién esta creciendo, declinando o permanece estable. La tasa de
reproduccion neta o de reposicién, Ro, se calcula a partir de la sobrevivencia de
las hembras adultas (lx) y del promedio de la fecundidad (mx, fecundidad por
hembra individual), dado por la siguiente férmula:

R, =leﬁcm1

Luego de construir una tabla de vida para una poblacién de insectos, esta puede
ser usada para simular las consecuencias de las decisiones de manejo. (Horn,
1988).
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3.9.3 Tasa intrinseca de crecimiento poblacional (ry).

Aunque la tasa intrinseca de crecimiento ry,, fue originalmente utilizada en
estudios de poblaciones humanas (Lotka, 1925) su relevancia para estudios
ecolégicos estaba ya implicita en libros como: “Elements of Physical Biology” de
A.J. Lotka en 1925, y en “The Genetical Theory of Natural Selection” en 1930 por
R.A. Fisher. Sin embargo a Leslie y Ranson de la division de poblacion animal en
Oxford, se le puede atribuir el crédito de tener adaptado la estadistica ry, para el
roedor Microtus agrestis (Leslie y Ranson, 1940). Desde entonces su uso ha sido
extendido para poblaciones de insectos por varios autores (Birch, 1948, 1953a,
1953b, Leslie y Park, 1949, Evans y Smith, 1952, Howe, 1953a, 1953b). La tasa
intrinseca de incremento natural puede ser determinada a partir del conocimiento
de la tasa de reproduccion neta (Ro) y la longevidad de la generacién; ambas
estadisticas pueden ser facilmente estimadas a partir de las tablas donde estan
consignados los dias de nacimiento y tasa de supervivencia (Andrewartha y
Birch, 1954).

Esta estadistica es caracteristica para cada especie de insecto bajo condiciones
ambientales apropiadas y es un indicador Gtil de la velocidad con la cual una
plaga puede estar creciendo para alcanzar el nivel de dafno econémico (Horn,
1988). Conociendo R, y T se puede estimar la tasa intrinseca de crecimiento:

r, = loge Rﬂ,’T
3.9.4 Tiempo medio generacional (T)

La duracion media de una generacion estd definida como el periodo medio a
transcurrir desde el nacimiento de los padres hasta el nacimiento de la progenie
(Andrewartha y Birch, 1954).

Se pueden considerar que los nacimientos de cada generacion estan
concentrados en un momento, con generaciones sucesivas espaciadas en T
unidades, donde T es la duracion media de una generacion (Dublin y Lotka,
1925). Este célculo esta dado por la formula:

T =ZLI £ m, *X,’le em,
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3.9.5 Tiempo de doblaje (Dt)
Es el tiempo necesario para doblar la poblacion inicial, se estima mediante la
ecuacion:

Dt = In(2)/7,

3.9.6 Tasa finita de crecimiento (A)

Segun Andrewartha y Birch (1954), la tasa finita de crecimiento es un factor de
multiplicacion de la poblacién por hembra por semana, es decir que da el
crecimiento semanal estimado para una poblaciéon determinada en condiciones
naturales. La tasa finita de incremento sirve para determinar como es la curva de
la poblacién y obtener una tasa méaxima de aumento (Silveira et al., 1976). La
ecuacion es:

A = Antilog 7,
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4. Materiales y Métodos

4.1 Localizacion

Los ensayos se llevaron a cabo en las instalaciones del Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT) ubicado en Palmira, Valle del Cauca, Colombia, en
condiciones de invernadero para la siembra de las plantas y de laboratorio para
las evaluaciones con los insectos. La ubicacién geografica del CIAT es: 3° 31’ de
latitud norte, 76° 20’ de longitud oeste; a 1000 m.s.n.m.

4.2 Material vegetal

Las variedades de algodonero que se usaron para las pruebas de alimentacion
fueron: NuOpal RR (Bollgard® Cry1Ac), DP 141 B2RF (Bollgard II®
Cry1Ac+Cry2ab) y Delta Opal RR® como testigo (material convencional), todas
propiedad de la compania Monsanto. Estos materiales se seleccionaron teniendo
en cuenta su importancia como cultivos GM comerciales en Colombia. Las
variedades se sembraron bajo condiciones de casa de malla o invernadero, en
potes plasticos numero 28 con capacidad aproximada para 10 kilogramos, con
una mezcla de suelo y arena en proporcion 1:1. Las hojas que se usaron para la
alimentacioén de las larvas en los ensayos fueron cosechadas del tercio superior,
cuando la planta estaba en periodo de prefloracién (entre 35 y 40 dias después de
germinar), para asegurar el suministro de hojas de la misma edad se hicieron
siembras cada semana durante seis semanas aproximadamente, las siembras
fueron coordinadas con la disponibilidad de larvas para los ensayos.

4.3 Insectos

S. frugiperda es una plaga secundaria en el algodonero; por esta razén, con el fin
de obtener larvas pre-acondicionadas al consumo del cultivo y evitar el
incremento en la mortalidad al ser sometidas directamente a cada una de las
variedades a evaluar, se colectaron larvas en lotes comerciales de maiz en CIAT,
las cuales fueron alimentadas con hojas de higuerilla (Ricinus communis L.). Con
la primera generacién (Fi) se establecié una colonia en laboratorio alimentada
unicamente con hojas de la variedad convencional (Delta Opal RR), las larvas se
mantuvieron inicialmente en bandejas plasticas con tapa, hasta que alcanzaban el
instar 2 0 3, para ser individualizadas en copas desechables de dos onzas con
tapa, para evitar la mortalidad por canibalismo, dentro de cada copa se introducia
una pequefia mota de algodén humedecido para mantener la humedad en el
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interior y evitar la deshidratacion del trozo de hoja. Las pupas también se
mantuvieron en estas mismas copas con el algodéon humedecido para evitar su
deshidratacion, la humedad del algodén se revisaba y se adicionaba agua
destilada estéril cuando era necesario. Con las larvas de la segunda generacién
(F2) provenientes de las larvas pre-acondicionadas se establecieron los ensayos
de alimentacién en cada una de las variedades (Fig. 1). Los insectos fueron
mantenidos en condiciones de laboratorio (27 £1°C, 65 £10% HR y 12 h
fotoperiodo). En todos los casos los adultos fueron alimentados con una solucién
de miel de abeja y agua en proporcién 1:3. El proceso se pre-acondicionamiento
fue repetido antes de dar inicio a cada una de las cuatro repeticiones para evaluar
los indices metabdlicos, asi como antes de dar inicio a las cohortes para la
elaboracién de las tablas de vida.

Colectaen canmpo en maiz Calonia Ricirus contmunis L Preacondicionamicnto
convencional CIAT Algodonero Delzz Opal RR (F,}

Peblacion
predtondicioiada (F,)

Individual Instar 3 hasta pupa

Figura 1. Resumen metodologia de pre-acondicionamiento de larvas de S.
frugiperda en algodonero convencional.

4.4 Pruebas de alimentacién para medir antibiosis

Para la evaluacion del consumo vy utilizacion del alimento, en cada variedad se
individualizaron 50 larvas recién emergidas en copas desechables de dos onzas,
en las cuales previamente se habia puesto un trozo de hoja del tercio superior de
plantas en periodo de prefloracion, de la variedad a evaluar; las 50 larvas
corresponden a una repeticién. El cambio de alimento y la evaluacion de (a) peso
de las larvas, (b) peso de las heces, (c) peso del alimento suministrado y (d) peso
del alimento no consumido se realiz6 cada dos dias. Las heces y la fraccién de
alimento no consumido se sometieron a secado durante 96 horas a 65°C, para
obtener el peso seco. El peso se tomé hasta que la ultima larva en cada variedad
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dejara de alimentarse, fendmeno que indicaba la entrada al estado de pre-pupa.
Cuando se presentaron las pupas, estas se revisaron para registrar su peso y
sexo. Para cada larva se tuvo una repeticién control (sin larva) con una fraccion
de hoja también del tercio superior, de peso conocido para determinar la pérdida
de peso causada por la evaporacién con el fin de estimar el alimento consumido
por cada larva, esta hoja también se cambié cada 48 horas y se sometié al
proceso de secado para hallar el peso seco.

Se establecieron cuatro repeticiones en el tiempo de 50 larvas hasta que se
completaron 195 larvas evaluadas en total, de segunda generacién por variedad,
para la cuarta y ultima repeticion solo se tomaron 45 larvas debido a que todas las
larvas debian tener la misma edad y esa fue la cantidad que logré recuperarse
para el dia de iniciar los ensayos. En la Figura 2, se resume la metodologia de
evaluacion para el calculo de indices metabdlicos en estados inmaduros (larvas).

Invernadero o casa de malla = -Peso [resco alimenlo

-Peso fresco alimento no
consumido

A [ -Peso seco alimento no consumido
-Peso fresco heces

-Peso seco heces

-Peso larva

Delta Opal RR NuQypal RR
Convencional CrylAc

-Peso fresco hoja cantrol
-Peso fresco hoja control (48 h)
-Peso seco hoja control

CALCULO INDICES CONSUMO /
CRECIMIENTO Y DIGESTIBILIDAD /
CONVERSION

v'El proceso se repit © cuatro veces hasta
B 50 copas sin larvas para cada variedad {control) completar 195 larvas evaluadas/variedad

Figura 2. Resumen metodologia indices metabdlicos para estados inmaduros de
S. frugiperda

4.4.1 indices de consumo y crecimiento

Con los datos obtenidos se calcularon los siguientes indices nutricionales,
metodologia propuesta por Waldbauer (1964), (1968) y modificada por Scriber y
Slansky (1981):
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Tasa Relativa de Consumo (TRCo)

Peso fresco del alimento consumido
TRCo= A (o)

Duracién periodo alimentacion (d) x Peso medio de larvas durante el ensayo (g)

Tasa Relativa de Crecimiento (TRCr)

TRC Peso fresco ganado por las larvas durante en ensayo (g)
'r' =

Duracion periodo alimentacion (d) X Peso medio larvas durante ensayo
4.4.2 indices de digestibilidad y eficiencia de conversion

La eficiencia en la conversion del alimento es un parametro que mide la habilidad
que tiene el insecto en utilizar, para su crecimiento, el alimento que ingiere. Este
indice se calculé mediante las siguientes féormulas:

ECI = Peso fresco ganado por las larvas durante el ensayo + 100
B Peso seco del alimento ingerido

DA — Peso seco alimentoingerido (g) — Peso seco heces (g) <100
B Peso seco del alimento ingerido (g)

4.5 Tablas de vida

A través de las tablas de fecundidad se midieron los efectos subletales de los
materiales sobre la biologia reproductiva de los adultos de S. frugiperda, después
de alimentar las larvas del insecto en las variedades GM, NuOpal RR (Bollgard®
Cry1Ac), DP 141 B2RF (Bollgard 1I® Cry1Ac+Cry2ab) y convencional Delta Opal
RR®. Para lograr esto se asumié que el porcentaje de supervivencia de
inmaduros fue del 100%.

En las tablas de vida completas se tuvo en cuenta el porcentaje real de
supervivencia de inmaduros con el fin de determinar los efectos totales sobre la
biologia del insecto, desde el nacimiento hasta su muerte. En otras palabras, las
tablas de vida completas midieron el impacto total de la antibiosis en la
demografia de los insectos.
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4.6 Construccion de tablas de vida

Las tablas de vida se establecieron sobre las variedades NuOpal RR (Bollgard®
Cry1Ac), DP 141 B2RF (Bollgard [I® Cry1Ac+Cry2ab) y Delta Opal RR
(convencional). Una vez emergidos los adultos provenientes de cada genotipo, se
confinaron 70 individuos (35 hembras y 35 machos) completando asi la cohorte
total para cada tabla de vida. Se individualizaron parejas las cuales se
mantuvieron en jaulas de tul de 30 cm de alto por 15 cm de ancho; en el fondo de
cada jaula se puso una caja petri con un algodén impregnado de una solucion de
miel de abeja y agua en proporcién 1:3. Los adultos fueron cambiados de jaula
diariamente con el fin de contar los huevos ovipositados por cada hembra, asi
mismo se registré la mortalidad de los adultos. Con los datos obtenidos se
establecié:

e La supervivencia y longevidad de hembras y machos. Con esta informacion
se genero la curva de supervivencia (ly).

e La fecundidad de las hembras (nUmero de posturas diarias). Esto permitié
graficar (my).

e El peso seco de los adultos al morir.
Con los datos obtenidos se calcularon las siguientes estadisticas de poblacion
(Andrewartha y Birch, 1954), mediante la técnica Jackknife implementada por
Maia et al. (2000), por medio del paquete estadistico SAS (SAS, 2004):

e |,= Proporcion de hembras que sobreviven en los intervalos de edad.

¢ my= Numero de hembras producidas por cada hembra a la edad x

e R, = Tasa reproductiva neta, es decir, el numero de hijas que reemplazan a
cada madre al cabo de una generacion.

* = Tasa intrinseca de crecimiento de la poblacion
e T =Tiempo medio generacional
e Dt = Tiempo de doblaje

e A\ = Tasa finita de crecimiento.

Después de individualizadas las parejas se siguieron contando diariamente los
insectos que emergieron por cohorte inicial (cuyo numero inicial varié de acuerdo
a la mortalidad de las larvas en cada variedad) hasta completar la informacién con
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respecto al numero total de adultos emergidos, relacién de sexos, duracién del
ciclo en dias, peso seco de los adultos, también se calculd el porcentaje de
emergencia. Para obtener el peso seco de los adultos se retiraron los insectos
muertos separando los machos de las hembras y se sometieron a secado en
horno (65°C + 10) durante 96 horas. En la figura 3, se resume el proceso para la
construccién de tablas de vida.

lnvernaders o casa @
demalla

@, % Dclta Jpal RR
o Convencionel

ﬁ- ’

0P 141 B2RF
' Cry A Crv 3 Al

Criaparacadavariedad Individual hasta 35 parcjas po- Contzoh.cvos/
(Hasta instar 2) pupa-Adulto varicdad hembrz / dia

Figura 3. Resumen metodologia de elaboracién de Tablas de vida S. frugiperda
4.7 Calculo de los parametros asociados con las tablas de vida
4.7.1 Tasa reproductiva neta (Ro)

Este parametro representa la principal contribucion neta por hembra a la préxima
generacion, expresada en el total de progenies hembras por hembra, durante el
periodo completo de oviposicidon. Primero se calculé el nUmero de progenies
hembras que vienen de cada hembra por dia (my), para esto se tuvo en cuenta la
proporcion de hembras de cada cohorte. En segundo lugar se calculd la
supervivencia acumulada por dia (ly), para finalmente establecer la tasa
reproductiva neta por medio de la siguiente férmula:

R, =21x*mx
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4.7.2 Tiempo medio generacional (T)

Es el tiempo transcurrido entre el nacimiento de los individuos de una generacion
y los de la préxima. Este se calculd a partir del modelo de crecimiento
exponencial, o mediante la formula de:

T =le *m, *X;'le M,

4.7.3 Tasa intrinseca de crecimiento (ry)

La expresion para estimar rp, se derivé del modelo de crecimiento exponencial:

r_=loge R”,J'T
4.7.4 Tiempo de doblaje (Dt)

Es el tiempo necesario para doblar la poblacién inicial. Este se calculd a partir del
modelo de crecimiento exponencial, considerando:

Dt = In(2)/7,
4.7.5 Tasa finita de crecimiento (A)

Es el antilogaritmo de r,,. Es un factor de multiplicacion de la poblacion original
por periodo de tiempo. La parte decimal de la tasa finita de crecimiento
corresponde a la tasa semanal de incremento expresada en porcentaje:

A = Antilog 7,
4.8 Analisis estadistico

Los efectos de las variedades sobre la tasa de consumo de las larvas y los
parametros de ciclo de vida para S. frugiperda se estimaron utilizando anélisis de
varianza (ANOVA) y separacion de medias por diferencia minima significativa
(DMS) al 5% para los parametros: a) peso seco de hembras, b) peso seco de
machos, c) porcentaje de emergencia de adultos, d) relacién de sexos y e) dias a
emergencia.
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El andlisis estadistico de los parametros poblacionales (Ro, rm, T, Ay Dt), no se
puede hacer mediante el andlisis de varianza; para este caso, la varianza se
determin6 empleando el método de Monte Carlo, como la prueba de Jackknife
(Maia et al., 2000), con el paquete estadistico SAS (SAS, 2004).
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5. Resultados y discusion
5.1 indices de crecimiento y desarrollo de S. frugiperda
5.1.1 Supervivencia de larvas en pruebas de alimentacion

Se encontraron diferencias significativas en los valores de supervivencia de las
larvas cuando se alimentaron con las variedades GM. Este parametro para larvas
de S. frugiperda alimentadas con las hojas de la variedad DP 141 B2RF (Bollgard
[l® Cry1Ac+Cry2Ab) fue de 1,8 %, cifra menor a la obtenida cuando las larvas se
alimentaron con la variedad NuOpal RR (Bollgard® Cry1Ac) que fue de 37,3 % y
la variedad convencional Delta Opal RR con un 55,1 % (Fig. 4).

_. 80 -

X

o a

S 60 -

=]

ki b

£ 40

S

e

g 20-

b C

8

a 0 - T T __I
Delta Opal RR NuOpal RR (Cry1Ac) DP 141 B2RF
(Convencional) (Cry1Ac+Cry2Ab)

Figura 4. Supervivencia de inmaduros de S. frugiperda alimentados sobre
variedades GM (NuOpal RR Bollgard® Cry1Ac y DP 141 B2RF Bollgard 1I®
Cry1Ac+Cry2Ab) y convencional (Delta Opal RR) (p<0.05, DMS). (Cria para
pruebas de alimentacion)

Los resultados obtenidos demuestran que la accion especifica de las endotoxinas
sintetizadas de los genes Cry1Ac y Cry2Ab fue letal para las larvas de S.
frugiperda, resultados similares fueron encontrados para larvas de S. frugiperda
colectadas en diversas regiones del mundo y otras especies de lepidépteros
(Gore et al., 2001, Adamczyk Jr et al., 2001, 2008).
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Este comportamiento coincide con lo reportado por De Sousa Ramalho et al.
(2011), quienes reportan que la supervivencia de las larvas alimentadas con
algodonero Bt fue un 22.6% menor a la observada para las larvas alimentadas
con algodonero convencional. Otros estudios hechos bajo condiciones de
laboratorio y campo han mostrado que el algodonero Bt es efectivo para el control
de larvas de H. virescens, H. zea y de otras especies de lepiddpteros incluyendo
S. frugiperda. Estos materiales inducen una caida en las densidades de
poblacién en cultivos del algodonero (Gore et al., 2001, Marchosky et al., 2001,
Shelton et al., 2002, Wu et al., 2003, Adamczyk Jr et al., 2008, Greenberg et al.,
2010, Greenberg y Adamczyk, 2010, 2011).

Zenner et al. (2005) concluyeron que: 1) Después de solo una generacién de
alimentacién con tejido vegetal de algodonero modificado, el ciclo de vida de la
plaga se alarga, lo cual podria disminuir el nUmero de generaciones por ano, 2) la
concentracion de la D-endotoxina Cryl1Ac existente en cotiledones, hojas
terminales y botones florales de la planta utilizada como alimento para las larvas,
no causa mortalidad al insecto, pero si influye negativamente en el peso de las
pupas, 3) La disminucién de peso de pupas, tanto de machos como de hembras,
no afecta la fertilidad y fecundidad de la plaga.

Igualmente en trabajos realizados por Zenner et al. (2008) afirman que desde el
punto de vista del manejo del falso bellotero en el algodonero modificado, la
toxina Cry1Ac en las concentraciones disponibles en la planta no ejerce un control
para S. frugiperda.

5.1.2 Dias a emergencia (DAE)

La duracion de los dias a emergencia de los adultos de S. frugiperda fue afectada
por la variedad de la cual se alimentaron las larvas, este tiempo fue mas
prolongado en larvas alimentadas con la variedad DP 141 B2RF (Bollgard II®
Cry1Ac+Cry2Ab) con 43,8 dias. Para el caso de las variedades NuOpal RR
(Bollgard® Cry1Ac) y convencional Delta Opal RR y no se exhibi6é diferencia
significativa en la duracion 33,8 y 36,5 dias respectivamente (Fig. 5). Estos
resultados coinciden con lo reportado por De Sousa Ramalho et al. (2011),
quienes observaron una diferencia en el periodo larval entre algodonero Bt y
convencional de 2,8 dias.
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Figura 5. Duracion de los dias a emergencia de adultos de S. frugiperda
provenientes de larvas alimentadas sobre hojas de variedades GM (NuOpal RR
Bollgard® Cry1Ac y DP 141 B2RF Bollgard II® Cry1Ac+Cry2Ab) y convencional
(Delta Opal RR) (p<0.05, DMS).

5.1.3 Peso de las pupas

Se observd un efecto significativo de la variedad DP 141 B2RF (Bollgard 1I®
Cry1Ac+Cry2Ab) sobre este parametro; las pupas de las larvas alimentadas con
este material presentaron un peso 1.34 veces menor que el peso de la larvas
cuando se alimentaron con la variedad convencional Delta Opal RR (Fig. 6).

Estos resultados coinciden con los reportes de De Sousa Ramalho et al. (2011)
quienes encontraron que las larvas alimentadas con algodonero Bt exhibieron un
peso 1.45 veces menor comparado con las larvas alimentadas con la variedad
convencional Delta Opal RR. De igual manera, estudios con S. exigua muestran
una relacién directa entre el peso de las pupas y la fecundidad de las hembras,
mostrando una fecundidad muy baja en los adultos cuando el alimento de las
larvas era de baja calidad (Greenberg et al., 2001, Tisdale y Sappington, 2001).

La influencia que tiene la calidad del alimento sobre el peso de las pupas de S.
frugiperda ha sido ampliamente estudiada mediante el uso de sustratos naturales
y dietas artificiales por varios autores (Pencoe y Martin, 1981, Pitre y Hogg, 1983,
Parra y Carvalho, 1984, Melo y Silva, 1987, Vendramim y Fancelli, 1988).
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Figura 6. Peso de las pupas de S. frugiperda provenientes de variedades GM
(NuOpal RR Bollgard® Cry1Ac y DP 141 B2RF Bollgard 1I® Cry1Ac+Cry2Ab) y
convencional (Delta Opal RR) (p<0.05, DMS).

Williams et al. (1997) y Buntin et al. (2001), en sus respectivos trabajos
observaron que el peso de las larvas de S. frugiperda, alimentadas con maiz GM,
fue menor con respecto a las larvas que se alimentaron con maiz convencional;
Por lo tanto estos autores infieren que si el peso de las larvas fue inferior en el
maiz GM, es posible que el peso de las pupas obtenido también fue menor, ya
que este parametro se ve afectado directamente por la utilizacién nutricional de la
alimentacion de las larvas (Crocomo, 1983, Parra y Carvalho, 1984).

5.1.4 Peso de las heces y peso ganado por las larvas

Las larvas que se alimentaron de las hojas de la variedad DP 141 B2RF (Bollgard
[I® Cry1Ac+Cry2Ab) y NuOpal RR (Bollgard® Cry1Ac) produjeron heces que
pesaron 52,4 y 113,7 mg, respectivamente, valor menor al obtenido de larvas
alimentadas con la variedad convencional Delta Opal RR, cuyas heces
pesaron126,7 mg (Fig. 7), estos valores son dos veces menor a los encontrados
por De Sousa Ramalho et al. (2011), quienes evaluaron larvas de S. frugiperda
alimentadas con una variedad de la tecnologia Bollgard®.
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Figura 7. Peso seco de heces de larvas de S. frugiperda alimentadas con
variedades GM (NuOpal RR Bollgard® Cry1Ac y DP 141 B2RF Bollgard 1I®
Cry1Ac+Cry2Ab) y convencional (Delta Opal RR) (p<0.05, DMS).

Este comportamiento fue similar para el peso ganado por las larvas donde se
encontraron diferencias significativas para este parametro. Las larvas
alimentadas con la variedad DP 141 B2RF (Bollgard 1I® Cry1Ac+Cry2Ab)
exhibieron un peso 58.6% menor al peso de las larvas alimentadas con la
variedad convencional (Fig. 8). La calidad del alimento es un factor determinante
en la utilizacion de alimento por parte de un insecto (Hédar et al., 2002), debido a
que los componentes de una planta hospedera afectan directamente los
componentes del organismo que la consume (Awmack y Leather, 2002). Estudios
demuestran que el consumo y la alimentacion de larvas de S. frugiperda en
variedades de la tecnologia Bollgard |I® puede ocurrir, pero las toxinas reducen el
crecimiento y el desarrollo (Armstrong et al., 2011). Estudios hechos por
Fernandes et al. (2003), también encontraron que al alimentar larvas de S.
frugiperda con maiz MON810 (Cry1Ab) el peso se redujo en comparacién a las
larvas que se alimentaron con el maiz convencional, los autores concluyen que
hay un efecto negativo de la proteina Cry1Ab sobre las larvas que impide la
ganancia de peso.
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Figura 8. Peso ganado por larvas de S. frugiperda alimentadas con variedades
GM (NuOpal RR Bollgard® Cry1Ac y DP 141 B2RF Bollgard II® Cry1Ac+Cry2Ab)
y convencional (Delta Opal RR) (p<0.05, DMS).

5.1.5 Pruebas de alimentacion

Para la cantidad de alimento ingerido o tasa relativa de consumo (TRCo) no se
encontraron diferencias significativas en las tres variedades utilizadas, siendo este
indice de 1,36 gramos/gramos*dia (g/g'*d) para las larvas que se alimentaron de
la variedad convencional Delta Opal RR y de 1,14 y 1,32 g/g/d para las larvas
alimentadas con las variedades NuOpal RR (Bollgard® Cry1Ac) y DP 141 B2RF
(Bollgard 1I® Cry1Ac+Cry2Ab), respectivamente. Este indice indica que el
ejercicio de comer lo hacen igual las larvas en las tres variedades pero no
significa que haya asimilacién del alimento, el indice de crecimiento confirma esta
informacion debido a que las variedades GM DP 141 B2RF (Bollgard |I®
Cry1Ac+Cry2Ab) y NuOpal RR (Bollgard® Cry1Ac) muestran un efecto
antialimentario en las larvas de S. frugiperda, siendo el efecto inhibidor mas fuerte
para la variedad DP 141 B2RF (Bollgard 1l® Cry1Ac+Cry2Ab) 0,11 g/g'*d (Tabla

1).

Para el caso de la Eficiencia de conversién del alimento ingerido (ECI), se
observé un valor significativamente més bajo para la variedad DP 141 B2RF
(Bollgard [l® Cry1Ac+Cry2Ab) (45,9%) en relacién al material convencional Delta
Opal RR (66,3), lo cual sugiere que los componentes del material vegetal tienen
una incidencia negativa sobre las larvas y su capacidad para aprovechar los
nutrientes, en resumen se puede decir que a pesar que las larvas se alimentan de
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las variedades GM no metabolizan el alimento consumido por lo tanto no hay un
conversion del alimento en biomasa o ganancia de peso (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de variedades GM (NuOpal RR Bollgard® Cry1Ac y DP 141 B2RF
Bollgard [l® Cry1Ac+Cry2Ab) y convencional (Delta Opal RR) sobre el
crecimiento, consumo y utilizacién del alimento de larvas de S. frugiperda.

TRCo TRCr ECI DA
Variedad:
(9/g" * dia) (9/g” "dia) (%) (%)
Delta Opal RR (Convencional) 1.358 a* 0.184 a 66.372 a 47.179 b
NuOpal RR (Cry1Ac) 1.141 a 0.152 b 90.806 a 38.335 c
DP 141 B2RF (Cry1Ac+Cry2Ab) 1.328 a 0.116 ¢ 45923 b  70.784 a

TRCo: Tasa Relativa de Consumo, TRCr: Tasa Relativa de crecimiento, ECI: Conversion
del alimento ingerido, DA: Digestibilidad aproximada

*Medias seguidas por la misma letra, dentro de cada columna, indican que no hay
diferencia significativa (p<0.05, DMS)

La caida en la ECI de 1.5 veces en la variedad DP 141 B2RF (Bollgard II®
Cry1Ac+Cry2Ab) con respecto a la variedad convencional Delta Opal RR puede
deberse a la concentracion de la energia para la regeneracién del epitelio de
intestino medio dafiado por las endotoxinas presentes en la variedad GM (Liithy y
Wolfersberger, 2000), en lugar del crecimiento larval. Los resultados de esta
investigacién son similares a los reportados por Chen et al. (2005), para
Helicoverpa armigera (HUbner), donde las larvas alimentadas con algodonero Bt
redujeron drasticamente la conversion del alimento ingerido.

La variedad DP 141 B2RF (Bollgard 1I® Cry1Ac+Cry2Ab) caus6 una caida en la
conversion del alimento ingerido y en la ganancia de biomasa por dia sobre las
larvas de S. frugiperda, lo cual ocasion6 una caida en la produccion de heces y en
la ganancia de peso, mientras que para la variedad NuOpal RR (Bollgard®
Cry1Ac) se observo un efecto adverso en la ganancia de biomasa por dia y en la
digestibilidad aproximada, resultados que coinciden con lo encontrado por De
Sousa Ramalho et al. (2011) en larvas de S. frugiperda alimentadas con el
algodonero de la tecnologia Bollgard®.

Para el caso de la digestibilidad aproximada (DA) (Tabla 1), hay una diferencia
significativa para las tres variedades; las larvas de la variedad DP 141 B2RF
(Bollgard 1I® Cry1Ac+Cry2Ab) exhibieron el mayor valor con 1,5 veces mas que la
variedad convencional; cuando los valores de la DA son muy altos se asocia a
una mayor retencion del alimento en el intestino del insecto, permitiendo un
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aumento de la digestion y absorcion de nutrientes (Koul y Isman, 1991, Rossetti et
al., 2008). Para la variedad NuOpal RR (Bollgard® Cry1Ac) este parametro de
DA fue 1,2 veces menor comparado con la variedad convencional, resultados
similares obtuvieron Schmidt et al. (1997), con larvas Spodoptera eridania
(Cramer), los autores relacionan esta disminucion en la DA con dafos
ocasionados por extractos sobre células epiteliales y muasculo liso del intestino
medio, lo que puede disminuir la absorcién y digestién del alimento y posterior
transporte en el intestino. Otros autores como Boucias y Pendland (1998),
aseguran que los valores bajos de DA se deben a que el alimento no esta siendo
retenido en el intestino de la larva. La rapida transicién del alimento a través del
tracto digestivo del insecto reduce la interaccién de las enzimas proteoliticas
sobre el bolo alimenticio, causando una caida en las toxinas activas en el lumen
del intestino (Dinglasan et al., 2009).

Las larvas alimentadas con la variedad DP 141 B2RF (Bollgard |I®
Cry1Ac+Cry2Ab) siempre mostraron menor crecimiento, asi como una mayor
duracién de esta etapa de desarrollo, por lo que su energia la estaban utilizando
para mantener la vida y no para convertirla en biomasa y terminar su ciclo, esto
trajo como consecuencia que las larvas murieran en el intento de pupar y
completar su ciclo biolégico, se observa un impacto letal de la variedad DP 141
B2RF (Bollgard 1I® Cry1Ac+Cry2Ab) sobre las larvas de S. frugiperda, debido a
que es el tratamiento donde las pupas obtuvieron menor peso, su eficiencia de
conversion del alimento fue baja, y los porcentajes de emergencia de adultos
fueron muy inferiores comparados con la variedad convencional Delta Opal RR.

Estos resultados asociados con la caida en los indices nutricionales indican que la
presencia de las proteinas Cry1Ac y Cry2Ab en la variedad de algodon Bt, DP 141
B2RF (Bollgard II® Cry1Ac+Cry2Ab), tuvieron un efecto negativo para las larvas
de S. frugiperda. Esto causa una caida en el crecimiento de las larvas y en el
consumo de alimento, debido a que no hay disponibilidad de los elementos que
tienen impacto directo sobre el crecimiento del insecto y las tasas de desarrollo,
por tanto, el menor crecimiento de las larvas de S. frugiperda son el resultado de
una deficiencia en la asimilacién y conversién de nutrientes en biomasa corporal
(Scriber y Slansky, 1981). En trabajos de Pritz y Dettner (2004), se atribuye el
bajo consumo de hojas de variedades Bt, a la paralisis parcial del intestino medio
ocasionado por la presencia de endotoxinas, en el tracto digestivo de las larvas.

También autores como Cooksey (1971), Gupta et al. (1985), Adang et al. (1985),
Aronson et al. (1986), Schnepf et al. (1998) y Wang (2008) mencionan en sus
trabajos que cuando las larvas de insectos susceptibles ingieren los cristales y
esporas de Bt ocurre una paralisis en partes de la boca y del intestino, lo que lleva
a un cese de la alimentacién, entre otros sintomas estan el vémito, diarrea,
paralisis total y finalmente la muerte. Posterior al inicio de la pardlisis intestinal,
hay una hinchazén de las microvellosidades presentes en la superficie luminal de
las células del epitelio del intestino medio, la inflamacién de estas células provoca
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cambios en el reticulo endoplasmatico y en las mitocondrias, alteracion de
transporte de iones y glucosa, absorcién de oxigeno, pérdida de adenosin
trifosfato de las células del intestino medio, y ocurre una eventual separacién de
las células del intestino medio de la membrana basal y el estallido de las células
separadas en el lumen del intestino medio (Cooksey, 1971, Burges, 1982,
Dulmage y Aizawa, 1982)

Figura 9. Larvas de S. frugiperda con sintomas de intoxicacion de Bacillus
thuringiensis, alimentadas con la variedad DP 141 B2RF Bollgard |I®
Cry1Ac+Cry2Ab (arriba) y larvas sanas alimentadas con la variedad convencional
Delta Opal RR (abajo)

Esto desencadena una serie de eventos, conllevando a un desequilibrio osmético
en las células epiteliales y posterior rompimiento de las células, lo cual permite la
entrada de las toxinas dentro del hemocele, causando la muerte por inanicion y
septicemia, en la figura 9 se observan los sintomas de intoxicacién de Bt producto
de la alimentacion de las larvas de S. frugiperda en la variedad DP 141 B2RF

N
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(Bollgard ll® Cry1Ac+Cry2Ab), mientras que abajo se ven larvas sanas que se
alimentaron con la variedad convencional Delta Opal RR.

5.2 Tablas de fecundidad de S. frugiperda sobre variedades GM vy
convencional

La supervivencia de larvas de S. frugiperda alimentadas con las hojas de la
variedad DP 141 B2RF (Bollgard 1I® Cry1Ac+Cry2Ab) fue de 3,4 %, este valor fue
estadisticamente menor al que obtuvieron las larvas alimentadas sobre la
variedad NuOpal RR (Bollgard® Cry1Ac), las cuales exhibieron una supervivencia
del 35,3%. En el caso de la variedad convencional Delta Opal RR se obtuvo una
supervivencia 53,3 % (Fig. 10).
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Figura 10. Supervivencia de inmaduros de S. frugiperda alimentados con
variedades GM (NuOpal RR Bollgard® Cry1Ac y DP 141 B2RF Bollgard 1I®
Cry1Ac+Cry2Ab) y convencional (Delta Opal RR) (p<0.05, DMS). (Cria para
construccién de Tablas de vida)

La supervivencia de larvas de S. frugiperda en la variedad DP 141 B2RF (Bollgard
[l® Cry1Ac+Cry2Ab), se redujo significativamente con respecto a la variedad
convencional Delta Opal RR. La antibiosis de este material se vio reflejada en la
alta mortalidad de larvas de primer y segundo instar, lo que repercutié en la menor
emergencia de adultos.
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5.2.1 Parametros bioldgicos de S. frugiperda

-Porcentaje de hembras

Como se observa en la tabla 2, las variedades donde se presentd menor
proporcibn de hembras es en las variedades que expresan Bt, NuOpal RR
(Bollgard® Cry1Ac) y DP 141 B2RF (Bollgard ll® Cry1Ac+Cry2Ab), que
presentaron un 30,3 y 28,2% menos hembras comparado con la variedad
convencional Delta Opal RR. Esta reduccion se debe posiblemente a efectos
antibiéticos ocasionados por el material, ya que en condiciones de cria con dietas
artificiales la relacién de hembras y machos es 1:1 como lo reporta Murla et al.
(2003) en estudios con S. frugiperda.

En contraste, los trabajos hechos por Fernandes et al (2003), mostraron que la
proporcion de sexos no cambidé cuando las larvas de S. frugiperda se alimentaron
del maiz GM (MON810) y convencional durante tres generaciones evaluadas, los
resultados de estos autores coinciden con los obtenidos por Giles et al. (2000),
quienes evaluaron el efecto de los granos de maiz GM (proteinas Cry1Ab, Cry1Ac
y Cry9C) sobre la biologia del lepidéptero Plodia interpunctella Hubner, cuya
proporcién de sexos tampoco cambid.

Tabla 2. Variables medidas a partir de la cria de S. frugiperda sobre variedades
GM (NuOpal RR Bollgard® Cry1Ac y DP 141 B2RF Bollgard |I® Cry1Ac+Cry2Ab)
y convencional (Delta Opal RR)

. Porcentaje Peso seco de Peso seco de
Larvas alimentadas en: J

Hembras machos (mg) hembras (mg)
Delta Opal RR (Convencional) 53.4 ab 234.7 a 167.4 ab
NuOpal RR (Cry1Ac) 37.2b 1629 b 169.7 a
DP 141 B2RF (Cry1Ac+Cry2Ab) 38.3b 1356 b 147.4 b

Medias seguidas por la misma letra, dentro de cada columna, indican que no hay
diferencia significativa (p<0.05, DMS)

-Peso seco de machos y hembras

El peso seco de hembras y machos presentd una disminucion significativa cuando
las larvas se alimentaron en la variedad DP 141 B2RF (Bollgard 1I®
Cry1Ac+Cry2Ab). Para el caso de los machos, esta disminucion fue de 1,7 veces
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con respecto a la variedad convencional Delta Opal RR y de 1,1 veces para el
peso de las hembras. Esta disminucion se debe a que los adultos sobrevivientes
a la antibiosis vienen mal alimentados, es posible que por consecuencia de las
proteinas Bt que expresan las hojas de la planta que son adversas sobre la
biologia de S. frugiperda. Como lo describe Smith (1998) una de las formas como
se manifiesta la antibiosis es con la emergencia de adultos muy pequefos o
malformados.

5.2.2 Curvas de supervivencia (I) e hijas esperadas (my)

En la figura 11 aparecen los datos de supervivencia (ly) para cada uno de los
intervalos de edad, con estos datos se hizo el analisis estadistico mediante la
técnica de Jackknife, desarrollada por Maia et al. (2000), que hace parte del
paquete estadistico de SAS. Para estas curvas solo se toma la etapa de adulto y
se asumio un 100% de supervivencia.

La curva de supervivencia o (ly) representa la proporcién de individuos vivos a una
cierta edad, en relacién con el numero inicial o edad primera. Para el caso de los
adultos de S. frugiperda esta curva se identifica con la curva tipo | segun
Rabinovich (1978), que corresponde a poblaciones cuya probabilidad de
sobrevivir durante todas las etapas de la vida hasta practicamente el final es
constante e igual a 1, en este caso ocurre una muerte masiva hacia las edades
finales 0 maximas de los individuos, en decir, este tipo de curva de supervivencia
refleja una mortalidad concentrada en los individuos viejos. La supervivencia ()
de las hembras de S. frugiperda provenientes de la variedad convencional Delta
Opal RR fue de dos dias mas a lo reportado por Barros et al. (2010b), quienes
evaluaron el desarrollo de esta misma especie en cuatro hospederos diferentes
dentro de los cuales estaba el algoddén convencional. Para la variedad DP 141
B2RF (Bollgard 1I® Cry1Ac+Cry2Ab) la diferencia fue de dos dias con respecto a
la variedad convencional Delta Opal RR, mientras que en la variedad NuOpal RR
(Bollgard® Cry1Ac) esta supervivencia se prolongd cinco dias mas con relacién a
la variedad convencional Delta Opal RR

Con respecto a la fecundidad o hijas esperadas (my), todas las hembras
presentaron solo un pico pronunciado de oviposicion independientemente de la
procedencia, este pico estuvo alrededor del dia 3 y 5, y a partir de alli empieza el
descenso, en términos generales mantuvieron sincronia en la oviposicion (Fig.
12); las hembras provenientes de la variedad DP 141 B2RF (Bollgard 1I®
Cry1Ac+Cry2Ab) exhibieron una caida en la oviposicibn de mas del 50%
comparada a las hembras provenientes de la variedad convencional Delta Opal
RR, lo que puede interpretarse como un efecto subletal provocada por la
antibiosis en los estados inmaduros. Los resultados encontrados aqui para la
variedad convencional Delta Opal RR fueron similares a los hallados por Murta y
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Virla (2004) cuando las larvas de S. frugiperda fueron alimentadas con maiz
convencional.
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Figura 11. Curvas de supervivencia (ly) de S. frugiperda en variedades GM
(NuOpal RR Bollgard® Cry1Ac y DP 141 B2RF Bollgard 1I® Cry1Ac+Cry2Ab) y
convencional (Delta Opal RR) (Tablas de vida de fecundidad).
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Figura 12. Hijas esperadas (my) de S. frugiperda en variedades GM (NuOpal RR

Bollgard® Cry1Ac y DP 141 B2RF Bollgard II® Cry1Ac+Cry2Ab) y convencional
(Delta Opal RR).
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5.2.3 Efectos subletales causados sobre la biologia reproductiva de S.
frugiperda

Las tablas de fecundidad son muy utiles a la hora de evaluar el efecto que tiene
un genotipo determinado sobre los parametros reproductivos de los adultos de
insectos, en este caso se evalud el efecto subletal que tienen las variedades
modificadas genéticamente de algoddn sobre los adultos de S. frugiperda cuando
las larvas se alimentaron de estas variedades, ya que los adultos no tienen el
mismo hébito de alimentacién de los estados inmaduros. Para determinar los
efectos subletales se asumi6é un porcentaje de supervivencia de inmaduros del
100% y la edad inicial del insecto adultos como x=0 + 0.5 (factor de correccién).

Los efectos subletales dependen de la variacion de los parametros evaluados,
tales como la tasa reproductiva neta (R,), tasa intrinseca de crecimiento (rm), el
tiempo medio generacional (T) y la tasa finita de crecimiento (A) (Maia et al., 2000)
(Tabla 3).

Tabla 3. Parametros demograficos en hembras de S. frugiperda provenientes de
larvas criadas en variedades GM (NuOpal RR Bollgard® Cry1Ac y DP 141 B2RF
Bollgard 1I® Cry1Ac+Cry2Ab) y convencional (Delta Opal RR) mediante tablas de
vida de fecundidad.

Larvas alimentadas en: Ro fm T A

Delta Opal RR (Convencional) 493.95ab 151ab 4.12a 4.49 ab
NuOpal RR (Cry1Ac) 34593bc 1.63a 3.60b 5.06 a
DP 141 B2RF (Cry1Ac+Cry2Ab) 202.55 ¢ 1.31b 406ab 3.68Db

*Medias seguidas por la misma letra, dentro de cada columna, indican que no hay
diferencia significativa (p<0.05) para cada comparacion multiple

-Tasa reproductiva neta (R,)

Los parametros de crecimiento de la poblacion de S. frugiperda varian
considerablemente dependiendo de factores como el hospedero y las condiciones
ambientales (Barros et al.,, 2010a, 2010b). En las condiciones evaluadas, las
hembras que provienen de larvas alimentadas con las variedades modificadas DP
141 B2RF (Bollgard [I® Cry1Ac+Cry2Ab) y NuOpal RR (Bollgard® Cry1Ac)
presentaron una tasa reproductiva neta (Ro) de 58,9 y 29,9% respectivamente,
inferior al obtenido con la variedad convencional Delta Opal RR, bajo las
condiciones de laboratorio usadas, en ausencia de enemigos naturales y/o otros
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factores de mortalidad (Tabla 3). La Ro 493.95 hembras/hembra de la variedad
convencional fue 1,3 veces mayor a lo que encontraron Barros et al. (2010a) en
algodonero, quienes evaluaron la oviposicion, desenvolvimiento y reproduccién de
S. frugiperda en diferentes hospederos de importancia econémica.

-Tasa intrinseca de crecimiento (rp,)

Esta define la capacidad innata de aumento de una poblacién que crece en
condiciones 6ptimas, es decir la expresidén del potencial biético de una poblacion
(Price, 1997). La tasa intrinseca de crecimiento para S. frugiperda bajo las
condiciones de laboratorio varié entre 1,31 y 1,63 siendo el valor mas alto para la
variedad GM NuOpal RR (Bollgard® Cry1Ac) y el mas bajo para la variedad GM
DP 141 B2RF (Bollgard 1I® Cry1Ac+Cry2Ab) (Tabla 3). Esto sugiere que si solo
se tiene en cuenta la edad adulto del insecto, el algodonero ofrece buenas
condiciones para que la poblacién crezca, ya que todos los valores son positivos.
Estos valores son superiores a los reportados para S. frugiperda por Murda y Virla
(2004) para maiz y por Barros et al. (2010a) para algodonero, ambos
convencionales.

-Tiempo medio generacional (T)

El tiempo medio generacional en las tablas de fecundidad solo tiene en cuenta el
tiempo transcurrido desde el nacimiento de la madre hasta el nacimiento de los
hijos (adulto a huevo) y no el tiempo que pasa entre una generacion a otra como
si ocurre en las tablas de vida completas. Para S. frugiperda el tiempo
transcurrido para que ocurra la tasa de reemplazo mencionada anteriormente
varié entre 3,6 y 4,1 dias; este tiempo fue muy similar entre todas las variedades
lo cual sugiere que las hembras empezaron el periodo de oviposicion dentro de
los primeros cuatro dias de su vida y de forma sincronizada. El efecto de las
variedades que consumen los estados inmaduros esta reflejado en la tasa de
reemplazo que logran en este tiempo los adultos (Tabla 3). En la literatura los
trabajos realizados con esta especie esta reportado el tiempo generacional
completo, es decir el tiempo transcurrido desde el estado de huevo hasta el
estado de adulto, por lo tanto no se pueden comparar los resultados encontrados
en el presente trabajo.

-Tasa finita de crecimiento (A)

La tasa finita de crecimiento (A) estd relacionada directamente con la tasa
intrinseca de crecimiento (rm), y corresponde al nimero de individuos que se
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adicionan a una poblacion por individuo y por unidad de tiempo
(individuo/hembra/dia). Para S. frugiperda en las variedades evaluadas la tasa
finita varié entre 3,68 y 5,1 hembras/hembra/dia siendo mas baja esta adicion en
la variedad DP 141 B2RF (Bollgard II® Cry1Ac+Cry2Ab) y mientras que el mayor
valor correspondié a la variedad NuOpal RR (Bollgard® Cry1Ac) (Tabla 3).

5.3 Tablas de vida completas para S. frugiperda

Las tablas de vida completas miden el impacto total que causa un material
resistente al ataque de un insecto en particular sobre la biologia, ya que éstas
tienen en cuenta todos los estados de desarrollo del insecto, desde huevo hasta
adulto. El desempeno de un hospedero, especialmente la limitacion del alimento,
es un factor importante en la regulacion de poblaciones de insectos (Umbanhowar
y Hastings, 2002), asi como las caracteristicas del ciclo de vida de insectos plaga
pueden verse afectados por la variaciébn en los rasgos de la planta huésped
(Awmack y Leather, 2002). Por ejemplo, los parametros del ciclo de vida tales
como la fecundidad, longevidad y la supervivencia pueden estar influenciados por
la variacion de la calidad del hospedero (Awmack y Leather, 2002).

5.3.1 Emergencia de adultos

La emergencia de adultos a partir de larvas alimentadas con la variedad
convencional y las GM inicié entre el dia 27 y 32, para el caso de las hembras
(Fig. 13), para los machos entre el dia 27 y 35 (Fig. 14). Las hembras y los
machos que provienen de la variedad DP 141 B2RF (Bollgard II®
Cry1Ac+Cry2Ab) tardan el inicio de emergencia entre dos y siete dias con
respecto a las variedades convencional Delta Opal RR y NuOpal RR (Bollgard®
Cry1Ac), asi mismo hembras y machos tardan alrededor de diez dias mas en
terminar la emergencia cuando provienen de la variedad DP 141 B2RF (Bollgard
[l® Cry1Ac+Cry2Ab), esta prolongacién del tiempo de emergencia puede deberse
a efectos deletéreos de las proteinas presentes en esta variedad sobre los
estados inmaduros conforme se ha discutido anteriormente.

Los machos y hembras de la variedad NuOpal RR (Bollgard® Cry1Ac) empezaron
y terminaron la emergencia antes que los de la variedad convencional Delta Opal
RR y DP 141 B2RF (Bollgard [I® Cry1Ac+Cry2Ab). El comportamiento de la
emergencia es irregular en todos los casos. Se observé también que los machos
se demoran alrededor de 5 dias mas para empezar a emerger con relaciéon a las
hembras a excepcién de los machos de la variedad NuOpal RR (Bollgard®
Cry1Ac).
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Hembras emergidas (%)
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Figura 13. Emergencia de hembras de S. frugiperda a partir de la cria de larvas
en variedades GM (NuOpal RR Bollgard® Cry1Ac y DP 141 B2RF Bollgard II®
Cry1Ac+Cry2Ab) y convencional (Delta Opal RR). Dias contados de huevo-adulto

Machos emergidos (%)
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Figura 14. Emergencia de machos de S. frugiperda a partir de la cria de larvas en
variedades GM (NuOpal RR Bollgard® Cry1Ac y DP 141 B2RF Bollgard 1I®
Cry1Ac+Cry2Ab) y convencional (Delta Opal RR). Dias contados de huevo-adulto

5.3.2 Curvas de supervivencia (Ix) e hijas esperadas (my) con valores reales
de supervivencia de inmaduros

La figura 15, corresponde a las curvas de supervivencia (l) usadas para el calculo
de los parametros demogréaficos y la determinacion del impacto total sobre la
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biologia de S. frugiperda. Los insectos provenientes de la variedad convencional
Delta Opal RR exhibieron el mayor porcentaje de supervivencia (53,3%), seguido
de la variedad NuOpal RR (Bollgard® Cry1Ac) (35,0%) y la variedad DP 141
B2RF (Bollgard II® Cry1Ac+Cry2Ab) (3,4%). Estos resultados son similares a los
encontrados por Adamczyk Jr et al. (2008) y Armstrong et al. (2011), quienes
encontraron mortalidad en larvas de S. frugiperda por encima del 90%
alimentadas con una variedad de la tecnologia Bollgard [I®. Aunque en estas
investigaciones no se hizo el seguimiento hasta el estado adulto, por la elevada
mortalidad de larvas registrada, se puede intuir que la emergencia de adultos fue
muy baja.

Delta Opal RR (Convencional)

1.2 1
— —&—NuOpal RR (Cry1Ac)
° -
& 1 —&—DP 141 B2RF (Cry1Ac+Cry2Ab)
(1]
‘5 0.8 1
o
.2 06 T
>
5 0.4 -
S H—Ha—m\._: :
@ 0.2-

O 1 1 1 1 1 1 1 1

29.5 315 335 355 375 395 415 435 455 475 495 515
Edad en dias

Figura 15. Curvas de supervivencia (ly) de S. frugiperda en variedades GM
(NuOpal RR Bollgard® Cry1Ac y DP 141 B2RF Bollgard 1I® Cry1Ac+Cry2Ab) y
convencional (Delta Opal RR) (Tablas de vida completas).

También se registrd6 que los adultos provenientes de la variedad DP 141 B2RF
(Bollgard II® Cry1Ac+Cry2Ab) tardaron cinco dias mas en emerger con respecto a
la variedad convencional Delta Opal RR y nueve dias mas con respecto a la
variedad NuOpal RR (Bollgard® Cry1Ac), tienen menor supervivencia,
posiblemente porque vienen mal alimentados y no alcanzan a acumular
suficientes reservas para cumplir con su reproduccién. Algunas de las
caracteristicas que describe Smith (1998) para caracterizar los efectos
ocasionados por la antibiosis son: la prolongacion de la duracién de los primeros
instares, el aumento del tiempo de desarrollo y en consecuencia una emergencia
de adultos tardia. Los valores de my para las tablas completas son los mismos
gue se usaron en las tablas de vida de fecundidad (Fig. 12).
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5.3.3 Efectos totales sobre la biologia de S. frugiperda

Las tablas de vida completas midieron el impacto total sobre la biologia de S.
frugiperda, a diferencia de las tablas de vida de fecundidad éstas tienen en cuenta
el porcentaje real de supervivencia o adultos que logran sobrevivir al efecto de las
proteinas de las variedades que son ingeridas por las larvas, para el caso de las
variedades GM, asi como el tiempo que transcurre entre una progenie y otra.

Tabla 4. Parametros demograficos en hembras de S. frugiperda provenientes de
larvas criadas en variedades GM (NuOpal RR Bollgard® Cry1Ac y DP 141 B2RF
Bollgard 1I® Cry1Ac+Cry2Ab) y convencional (Delta Opal RR) mediante tablas de
vida completas.

Larvas alimentadas en: Ro fm T A Dt

Delta Opal RR (Convencional) 261.8a 0.164a 340b 1.178a 4.2b
NuOpal RR (Cry1Ac) 121.1b 0.158a 30.5c 1.171a 44b
DP 141 B2RF (Cry1Ac+Cry2ADb) 41¢c 0.038b 37.1a 1.039b 17.7a

*Medias seguidas por la misma letra, dentro de cada columna, indican que no hay
diferencia significativa (p<0.05) para cada comparacion multiple

Como se observa en la Tabla 4, en el caso de las tablas de vida completas fueron
calculados todos los parametros demograficos, incluido el tiempo de doblaje (Dt)

-Tasa reproductiva neta (R,)

El nimero de hembras que van a reemplazar a una hembra en la siguiente
generacién o tasa neta reproductiva (R,) depende de la cantidad de hijas
esperadas (m,) y del porcentaje de supervivencia de inmaduros (l); en la Tabla 4
se observa que cuando las larvas de S. frugiperda provienen de la variedad DP
141 B2RF (Bollgard Il® Cry1Ac+Cry2Ab) la tasa de reemplazo se reduce en un
98,4 y 53,7% comparado con las variedades convencional Delta Opal RR y
NuOpal RR (Bollgard® Cry1Ac) respectivamente. En trabajos realizados con S.
litura el valor de la tasa de reemplazo en tres variedades de la tecnologia Bollgard
[l® varié entre 16.3 y 20.3, valores un poco mas altos, pero debe tenerse en
cuenta que es otra especie del género Spodoptera (Rao et al., 2011).

Aunque para S. frugiperda no hay muchos trabajos sobre los parametros
asociados a efectos subletales en los adultos, ocasionados por variedades de
algodonero GM, existen numerosos registros de los efectos que ejercen algunas
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variedades de la tecnologia Bollgard Il sobre los estados inmaduros, se reporta
alta mortalidad de larvas de primer y segundo instar, bajo peso de las pupas, bajo
porcentaje de produccion de pupas y prolongacion en los estados larvales
(Stewart et al., 2001, Chitkowski et al., 2003, Leonard et al., 2006, Adamczyk Jr et
al., 2008, Sivasupramaniam et al., 2008, Hardke, 2011)

-Tasa intrinseca de crecimiento (rn,)

La tasa intrinseca de crecimiento depende directamente de la tasa reproductiva
(Ro) y de una forma inversa del Tiempo medio generacional (T), por lo tanto el
crecimiento innato de la poblacién sera alto en la medida que Ro sea altay T sea
bajo. Este parametro se calcula en condiciones especificas y cada especie de
insecto tiene una tasa innata determinada, por lo tanto no se puede generalizar a
otras poblaciones de insectos y mucho menos en otras condiciones. Para las
condiciones del ensayo, el crecimiento de S. frugiperda en la variedad DP 141
B2RF (Bollgard 1I® Cry1Ac+Cry2Ab) se ve reducido en un 76,8% en comparacion
con la variedad convencional Delta Opal RR (Tabla 4). Barros et al. (2010a)
reportaron un crecimiento innato para S. frugiperda de 0,216 sobre el algodonero
convencional en un tiempo de 27,4 dias, que equivale a 1,3 veces mas de lo
encontrado para la variedad convencional Delta Opal RR en esta investigacion.
Por su parte, Rao et al. (2011) reportan un crecimiento innato de 0,05 para S.
litura sobre tres variedades de la tecnologia Bollgard ®, valores muy similares a
los de S. frugiperda en esta investigacion.

Un alto valor de la tasa intrinseca de crecimiento indica la susceptibilidad de un
hospedero a la alimentacion de los insectos, mientras que un valor bajo indica que
la planta es resistente a la plaga (Woods, 1999).

-Tiempo medio generacional (T)

El tiempo medio generacional (T) es el transcurrido entre el nacimiento de las
madres y el nacimiento de las hijas de una generacién a otra, para el caso de S.
frugiperda el tiempo varié entre 30,5 y 37,1 dias en la variedad NuOpal RR
(Bollgard® Cry1Ac) y DP 141 B2RF (Bollgard 1l® Cry1Ac+Cry2Ab)
respectivamente (Tabla 4). La variedad convencional Delta Opal RR tuvo un
tiempo de 34,0 dias, similar a lo reportado por (Barros et al., 2010a) para S.
frugiperda en el algodonero convencional.
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-Tasa finita de crecimiento (A)

La tasa finita de crecimiento de S. frugiperda en la variedad DP 141 B2RF
(Bollgard 1I® Cry1Ac+Cry2Ab) tuvo un descenso de 1,1 veces con respecto a la
variedad convencional Delta Opal RR, comportamiento similar a lo reportado para
S. litura por Rao et al. (2011), donde el crecimiento finito de esta especie
descendi6 1,0 vez en las variedades de la tecnologia Bollgard I[I® con respecto a
la variedad convencional. Para el caso de S. exigua Farahani et al. (2011)
reportan un crecimiento en algodonero convencional igual al encontrado para S.
frugiperda en esta investigaciéon en la variedad convencional Delta Opal RR.

-Tiempo de doblaje (Dt)

Como su nombre lo indica es el tiempo necesario para que la poblacién sea el
doble de la inicial; como se observa en la tabla 4, la poblacién de S. frugiperda
proveniente de la variedad DP 141 B2RF (Bollgard 1I® Cry1Ac+Cry2Ab), requiere
4,0 veces mas el tiempo para doblar a la poblacion inicial comparado con las
variedades NuOpal RR (Bollgard® Cry1Ac) y la variedad convencional Delta Opal
RR. El tiempo de doblaje de la poblacién de S. frugiperda en la variedad
convencional coincide con lo reportado por Farahani et al. (2011), para S. exigua
sobre algodonero también convencional. Para S. litura se reporta un tiempo de
doblaje 2,0 veces superior en las tres variedades de la tecnologia Bollgardll® con
respecto a la variedad convencional evaluada Delta Opal RR, lo que sugiere que
las variedades GM tuvieron efectos negativos sobre el crecimiento y desarrollo de
la poblacion (Rao et al., 2011)
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6. Conclusiones

-La informaciéon obtenida sobre la actividad antialimentaria y el efecto toxico
producido por las variedades GM sobre larvas y adultos de S. frugiperda, induce a
evaluar los efectos secundarios de las tecnologias Bt sobre este insecto. Esto
con el fin de medir el impacto de estas variedades GM en los sistemas de cultivo y
asi poder implementar un sistema de manejo que integre el efecto negativo de la
variedad DP 141 B2RF (Bollgard 1l® Cry1Ac+Cry2Ab) sobre la biologia y
reproduccion de S. frugiperda, con otros sistemas de control (biolégico, cultural
etc.), que permitan, primero mantener las poblaciones del insecto por debajo del
umbral de dafo, y segundo sensibilizar al agricultor sobre los beneficios y
ventajas que tienen las variedades GM sobre los insecticidas tradicionales.

-Los indices metabdlicos y las tablas de vida se constituyen en una herramienta
atil para evaluar el impacto del hospedero sobre el huésped. Para el caso
especifico de cultivos genéticamente modificados poder determinar efectos
secundarios de estas tecnologias sobre la biologia del insecto plaga blanco.

-Aunque no se encontr6 diferencia significativa en el alimento consumido por las
larvas, en este caso hojas de algodonero GM y convencional, la tasa de
crecimiento demostré que éste no fue metabolizado por las larvas y se notd un
impacto negativo sobre las larvas, por lo tanto, el hecho que haya consumo no se
traduce en biomasa.

-Bajo las condiciones de esta investigacion la variedad DP 141 B2RF (Bollgard 1I®
Cry1Ac+Cry2Ab) tuvo mayor impacto sobre el metabolismo de las larvas, asi
como en la biologia reproductiva de S. frugiperda, ya que tuvo una tasa de
crecimiento significativamente menor a la variedad convencional (Delta Opal RR)
y una supervivencia de inmaduros que no superd el 5%, ademas el peso ganado
por las larvas se redujo en un 50% comparado igual con la variedad convencional
Delta Opal RR.

-El impacto de la variedad DP 141 B2RF (Bollgard II® Cry1Ac+Cry2Ab) sobre las
larvas se reflejé en efectos subletales sobre la demografia de los adultos, lo que
ocasiono que la tasa de reemplazo (Ro) se redujera en un 98% con respecto a la
variedad convencional Delta Opal RR. El tiempo de doblaje se prolongé cuatro
veces mas con relacién a la variedad convencional Delta Opal RR. Esto tendra
como consecuencia que el numero de generaciones en campo durante el ciclo de
cultivo del algodonero.

-Para las condiciones del ensayo no se encontraron efectos contundentes
ocasionados por la variedad NuOpal RR (Bollgard® Cry1Ac) en comparacién con
la variedad DP 141 B2RF (Bollgard II® Cry1Ac+Cry2Ab), debido a que presentd
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una supervivencia por encima del 30%, sin embargo se logra una reduccién en la
tasa de reemplazo de un 50% comparado con la variedad convencional Delta
Opal RR.

-De acuerdo a los resultados de la presente investigacién el mecanismo de
resistencia que ofrecen las variedades del algodonero modificadas genéticamente
(GM) es Antibiosis, una vez ingeridas se expresé en larvas y adultos de S.
frugiperda en efectos fisiologicos adversos como: muerte de inmaduros
tempranos (instares 1y 2), tasas de crecimiento anormales (prolongacién del ciclo
de vida), conversion anormal del alimento, fallas en el proceso de pupa, fallas en
la emergencia de adultos a partir de la pupa, emergencia de adultos pequeinos o
malformados y fecundidad reducida.
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