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INTRODUCCIÓN GENERAL

Durante muchos años el genoma de los cultivos ha sido modificado por medio

del mejoramiento genético clásico pero, en la actualidad, las técnicas se basan

principalmente en la ingeniería genética. El desarrollo actual de la biotecnología, ha

posibilitado la creación de organismos portadores de combinaciones de

genesinterespecíficos generalmente no disponibles en la naturaleza, a los cuales se los

denomina organismos genéticamente modificados (OGM) Watson (2004).

Las plantas transgénicas implican la introducción y expresión de genes de una

especie en el genoma de otra yse han desarrollado con el objetivo de resolver una

diversidad de problemas, como la tolerancia a factores ambientales, el aumento en la

calidad nutricional de los cultivos y, especialmente, la resistencia a plagas y

enfermedades (Martínez, 2005).

La tecnología que permite la creación de cultivos resistentes a insectos, se basa

en la expresión en las plantas de genes provenientes de la bacteria Bacillus thuringiensis

(Berliner) (Bt), los cuales codifican proteínas, llamadas δ-endotoxinas tambien

conocidas como proteínas Cry, para el control de insectos, las que, una vez ingeridas,

tienen propiedades tóxicas (Hegalson, 2000).

La alta adopción de los cultivos Bt se debe a las ventajas que poseen. Entre ellas

se pueden mencionar: la expresión de las proteínas se produce durante todo el ciclo de

crecimiento del cultivo,por lo que no está sujeta a condicionamientos, como el momento

de la aplicación, el lavado del producto por precipitaciones, además.; se expresa en

partes de la planta donde algunos plaguicidas químicos y biológicos no son capaces de

llegar, otorgando así un control más efectivo (Permingeat & Margatit, 2005); se logran

aumentos de la producción (Betz et al., 2000); se reducen el número de las aplicaciones

de insecticidas, retrasando la aparición de resistencia a los plaguicidas (Mascarenhas &

Luttrell, 1997), permitiendo la conservación de los enemigos naturales en el medio (Orr

& Landis, 1997; Gould et al., 1998; Lozzia et al., 1998). La especificidad de las toxinas

hacia determinado grupo de insectos, permite un control de plagas específicas, sin

mostrar toxicidad hacia otros integrantes del ecosistema (Betz et al., 2000).
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Sin embargo, existe una serie de cuestionamientos respecto de los posibles riesgos que

pueden tener los cultivos transgénicos respecto a los artrópodos presentes en los

agroecosistemas. Los principales riesgos ecológicos que presenta el uso comercial de

cultivos transgénicos son:

a) que las plagas desarrollen rápidamente resistencia a los cultivos que contienen

la toxina Bt (Gould, 1994; Tabashnik et al., 1991; Brousseau et al., 1999).

b) que el uso masivo de la toxina Bt en cultivos, puede desencadenar

interacciones potencialmente negativas, que afecten a procesos ecológicos y a

organismos benéficos en la cadena trófica, pudiendo disminuir la cantidad o calidad de

los insectos plagas que constituye el alimento para sus depredadores (Orr & Landis,

1997; Hilbeck et al., 1998a, 1998b, 1999; Losey et al., 2004).

c) que las plagas secundarias emergentes de los cultivos transgénicos sólo

podrían ser controladas con aplicaciones de insecticidas, lo que lleva a su vez a la

eliminación de los enemigos naturales del medio (Sharma & Ortiz, 2000).

Las plantas transgénicas resistentes a insectos que expresan las toxinas derivadas

de la bacteria B. thuringiensis, se comenzaron a comercializar a partir de mediados de

1990 (Bárcena et al., 2004). Su uso está muy difundido en pocos países y en unos pocos

cultivos. Aunque hay muchas plantas transgénicas, sólo unas pocas se cultivan a nivel

comercial, como por ejemplo; soja, seguida por el maíz, el algodón y la colza. En el año

2006, 22 países sembraron 102 millones de hectáreas de OGM. El 98% del área global

se concentró sólo en ocho países: Estados Unidos, Argentina, Brasil, Canadá, India,

China, Paraguay y Sudáfrica (Graham & Barfoot, 2006).

LOS CULTIVOS TRANSGÉNICOS EN LA ARGENTINA

La tasa de adopción de plantas genéticamente modificadas (PGM), es una de las

más altas en cuanto a las tecnologías en el sector agropecuario argentino, mayor

inclusive a la observada años atrás con la incorporación de los híbridos. El informe de

Clive (2012) señala que Argentina continúa siendo uno de los principales países

productores de cultivos GM, con 23,9 millones de hectáreas en el año 2012 lo que
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representa el 14% del área total de cultivos transgénicos.En la campaña 2012/2013 se

continuó registrando una excelente adopción de maíz GM (estimada en un 90% del

maíz total) y algodón GM (casi el 100% del total), con un aumento en ambos casos de

la superficie sembrada con eventos acumulados (resistencia a insectos y tolerancia a

herbicida). Por su parte, la soja tolerante a glifosato se mantuvo en casi el 100% del

total, como en las campañas anteriores. (Fig. 1) (Clive, 2012).

Figura 1: Evolución de la superficie sembrada de maíces GM con tolerancia Bt y a

herbicidas (TH), y  con características apiladas (Bt x TH), en Argentina.

EL MAÍZ Bt

El maíz (Zea mays L.) es uno de los principales cereales cultivados a nivel

mundial para la alimentación humana y animal en muchos países (Zarkadas et al.,

1995). Se puede consumir como alimento humano de manera directa en forma de

mazorca, choclo, harinas o en forma indirecta, se puede convertir industrialmente en

productos con alto valor agregado como almidón, etanol, glucosa, fructosa, dextrosa y

aceites, o como parte de la materia prima para la elaboración de productos industriales,
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lo que demuestra su importancia en la nutrición y como componente básico para la

seguridad alimentaria de cualquier país.

A nivel mundial, se cultivan más de 140 millones de hectáreas, con una

producción anual de más de 800 millones de toneladas por lo que, actualmente, es la

especie más cultivada después del trigo, mientras que el arroz ocupa el tercer lugar

(FAO, 2012).

Una de las razones de su amplia distribución es la diversidad de ambientes bajo

los cuales se cultiva, desde los 58º de latitud norte en Canadá y Rusia y hasta los 40º de

latitud sur en Argentina y Chile, ya que está adaptado tanto a ambientes desérticos como

a los extremadamente húmedos. Si bien la mayor superficie cultivada es a altitudes

medias, podría expandirse a nuevas áreas y a nuevos ambientes, por tales motivos el

maíz es considerado como una especie estratégica (Paliwal,2001).

A pesar de esa flexibilidad, existen numerosos motivos por los cuales la

productividad del cultivo se ve sensiblemente reducida. Entre esas causas se encuentran

las plagas insectiles y en especial aquellas pertenecientes al orden Lepidoptera (Basset

& Samuelson 1996). Diatraea saccharalis(Fabricius)(Lepidoptera: Pyralidae), cuyo

estado larval es conocido popularmente como “barrenador del tallo”, es la plaga de

mayor impacto económico en Argentina, y ocasionaen promedio pérdidas anuales de

170 millones de dólares (Iannone, 2002).La proteínaCry controla eficientemente a los

lepidópteros plagas del maíz, especialmente aD. saccharalis, a los “gusanos de la

mazorca” Heliothis zea (Boddie) y Heliothis virescens(Fabricius) y al “gusano

cogollero” Spodoptera frugiperda(Smith).

El desarrollo de híbridos transgénicos que expresan la endotoxina insecticida,

ofrece una nueva práctica de control para estas plagas. Los maícesBt disponibles en el

mercado argentino tienen como principal objetivoel control del“barrenador del tallo”.

En la actualidad se dispone comercialmente degenotipos de maíz con3 eventosBt,

Mon810 (MG), BT11 (TDMAX) y TC1507 (HX). MON810 y BT11 controlan

eficazmente aD. saccharalisdurante todo el ciclo del cultivo y, parcialmente, al

“gusano cogollero” y la “isoca de la espiga”. El evento TC1507 permite, además del

control deD. saccharalisy Heliothisspp., el deS. frugiperda, principal plaga en zonas
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tropicales y subtropicales y, también parcialmenteel de la “oruga grasienta” (Agrotis

ipsilon)(Hufnagel).

Actualmente, el 39% del maíz cultivado en Argentina esBt (1,59 millones de

hectáreas). También, y con un crecimiento sostenido, se han cultivado en la campaña

2010/2011 híbridos que contienen dos características acumuladas: la resistencia a

insectos y la tolerancia a glifosato, llegando a 1,64 millones hectáreas (40% del maíz

total) (ArgenBio, 2012).

EXPRESIÓN DE LA TOXINA DEL Bacillus thuringiensis

La bacteriaB. thuringiensisfue descubierta en 1901 por el investigador japonés

Shigetane Ishiwata, causando mortalidad en las colonias del gusano de seda.

Posteriormente, otra cepa fue aislada por Ernst Berliner a partir de una plaga de los

graneros provenientes de la provincia alemana de Thüringen (Turingia), quien, debido a

su origen, la clasificó como una nueva especie:Bacillus thuringiensis. Aunque la

bacteria se utilizó como agente de control, su uso fue relegado debido, entre otras

causas,a la aparición de los insecticidas químicos. No fue sino hasta los años 50 en que

Edward Steinhaus reinició su estudio, comprobando su gran potencial como agente de

control de plagas, y promoviendo su desarrollo industrial y comercial como

bioinsecticida. Para 1959, ya existía en el mercado un producto comerciala base de esta

bacteria (Thomas, 1984).

Bacillus thuringiensisforma parte de un complejo subespecífico de bacilos

grampositivos que se desarrollan en condiciones aeróbicas. Generalmente se hallan

presentes en el suelo, en concentraciones que varían entre 10
2
y 10

4
unidades formadoras

de colonias (UFC) por gramo de suelo (Polanczyk & Alves, 2003). Bajo ciertas

condiciones esporula, sintetizando una gran cantidad de proteínas codificadas por genes

Cry que forman un cuerpo de inclusión cristalina. Dichas proteínas, llamadasCry,

presentan actividad insecticida (Polanczyk & Alves, 2003). Los genes insertados en el

maíz Bt corresponden aB. thuringiensisvar kurstaki (Btk) el cual expresa la toxina

Cry1Abde acción específica contra lepidópteros.
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La diferencia que existe entre las toxinas expresadas por la bacteria y las

contenidas en la planta es que en el primer caso son liberadas al ambiente como

protoxinas, requiriéndose de la acción de un medio alcalino y enzimas (proteasas) para

su activación mientras que, los cultivosBt, la contienen en una forma activada (Groot &

Dicke, 2002).

En condiciones naturales, el ingreso de las protoxinas al insectose producea

través de la ingestión de polen, de partes verdes de la planta,de raíz o de granos,por

ejemplo.y actúan a nivel del mesenterón o intestino medio(Polanczyk & Alves, 2003),

pero debenser activadas para poder tener efecto.Paraque ello ocurra y, debido a que la

proteína es altamente insoluble en condiciones neutras, necesita de un pH alto (9,5)

presente en el intestino, en el que ocurre una proteólisis, causada por las enzimas

estomacales del insecto (Knowles, 1994). En esta condición, se unea las células

epiteliales del tubo digestivo, creando poros en la membrana celularquepropician un

desequilibrio de iones,especialmente por lapérdida de iones K+,quealteran la presión

osmótica.La muerte del insecto se produce debido a una entrada masiva de aguaal

sistema digestivo que, finalmentese paraliza.Por último, las células epiteliales se lisan

y disminuyeel pH estomacal, por compensación con el pH sanguíneo. Esta condición

hace posible que las esporas bacterianas germinen y puedan invadir el huésped

causando una septicemia y daños en los tejidos.En laslarvas afectadas, la cápsula de la

cabeza puede aparecer deformada, se vuelven inactivas, flácidas, el contenido del

cuerpo se torna marrón-negruzco, según se va descomponiendo (Hoffmannet al., 1992)

(Fig. 2) y, finalmente mueren, generalmente en unos días posteriores a la infección.

Se estimaque en la actualidad existen unas 40.000 variedades de cepasBt con

especificidad para diferentes órdenes de insectos, dependiendo de la proteínasCry que

expresen (Bauer, 1995). A pesar de eso, sólo unas cuantas han sido utilizadas en el

desarrollo de plantas transgénicas y, si bien existe una gran cantidad de PMG con los

genes Cry de B. thuringiensis, sólo algunas han sido liberadas y explotadas

comercialmente.

El uso de las plantas que, como el maíz, expresan una proteína deB.

thuringiensis, puede serconsideradas como una táctica adicional para el control de las

plagas, y son compatiblescon los principios de manejo integrado de plagas (Fischhoff,
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1996; Paoletti & Pimentel, 2000), este último concepto es fuente de debate,respecto a la

compatibilidadde los organismos modificados genéticamente y el manejo integrado de

plagas.

El efecto que el maíz genéticamente modificado causa en los organismos que no

son objeto del control(`no target́) fue estudiado tanto en condiciones de laboratorio

(Doganet al., 1996; Hilbecket al., 1998a, 1998b; Lozziaet al., 1998) como a campo

(Orr & Landis, 1997; Pilcheret al., 1997), sin embargo, pocos estudios han evaluado su

efecto en una comunidad de insectos, como son los agroecosistemas (Lozzi, 1999).

Figura 2:Acción de la toxinaBt en el insecto.
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HIPÓTESIS

Para la realización de la presente Tesis se partió de las siguientes Hipótesis:

Hipótesis nula

Los maícesBt ejercen una acción negativa, directa o indirecta, sobre los

herbívoros “no-target” y sobre los enemigos naturales.

Hipótesis alternativa

Los maícesBt no ejercen una acción negativa, directa o indirecta, sobre los

herbívoros “no-target” y sobre los enemigos naturales.

Para respaldar la hipótesis alternativa se plantearon los siguientes objetivos:

OBJETIVOS

Generales

1-Determinar el impacto de los maícesBt en la diversidad de los artrópodos que

no son objeto del control.

2-Determinar el impacto de los maícesBt sobre los enemigos naturales de

pulgones y lepidópteros, plagas clave del cultivo de maíz.

Específicos

1. Determinar la incidencia de los áfidos plaga y de sus predadores y parasitoides, en

ambos sistemas de cultivos.

2. Determinar la incidencia de las plagas del Orden Lepidoptera y sus parasitoides, en

maíces noBt y en maíces transgénicosBt.

3. Cuantificar y comparar la biodiversidad de artrópodos benéficos de suelo de la

Familia Carabidae y Araneae, en maícesBt y convencionales.

4. Determinar la incidencia de otros artrópodos plagas y la aparición de plagas

resurgentes en los maíces Bt.

5. Determinar el efecto de presas “target” y “non”target”” sobre la supervivencia larval

y la fecundidad y la fertilidad deEriopis connexa.
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CAPÍTULO 1

INCIDENCIA DE LOS ÁF IDOS PLAGAS Y DE SUSDEPREDADORES EN

SISTEMAS DE CULTIVO DE MAÍZ BT Y NO BT

RESUMEN

Las toxinas de maízBt son altamente selectivas y específicas hacia los

artrópodos“target” del control y, el impacto esperado sobre los“no blanco” se

considera mínimo. Sin embargo, la producción continua de proteínasBt por los tejidos

de la planta durante todo el período de crecimiento puede resultar en un nivel de

exposición que no ocurre con los insecticidas a base deBacillus thuringiensisBerliner.

Los áfidos son uno de los herbívoros plagas más comunes del maíz y el efectoque

podría ocasionar los híbridosBt sobre ellos, los enemigos naturales y los artrópodos que

se alimentan de la melaza que producen, han sido un motivo de preocupación. Se ha

demostrado que los pulgones no ingieren la toxinaBt debido a que se alimentan del

floema, donde ésta no se expresa, pero se ha encontrado información contrastante en

relación al efecto sobre la entomofauna benéfica. El objetivo de este capítulo

fuecomparar el efecto de los maíces transgénicos sobre la población de los áfidos plaga

y de sus depredadores y parasitoides. Los muestreos se realizaron a campo durante

cinco campañas agrícolas: 2005-2006, 2006-2007, 2007-2008, 2008-2009 y 2009-2010,

en una explotación comercial, ubicada sobre Ruta Provincial Nº 6 (Pujato Norte),

departamento Las Colonias (Santa Fe). Anualmente se sembraron 2 parcelas de maíz de

1 ha cada una: una con un hibrido que expresa la toxina Cry1Ab delB. thuringiensisy

otra con un híbrido convencional. Los monitoreos consistieron en recuentos visuales y

en el uso de trampas amarillas pegajosas. Los resultados muestran una mayor cantidad

de áfidos en los maícesBt debido, posiblemente, a una mayor concentración

deaminoácidos. En relación a los enemigos naturales, si bien la diversidad fue semejante

entre ambos cultivos, se registró una menor abundancia en el híbrido transgénico esto

podría ser atribuible a la disminución en la emisión de señales químicas debido a un

menor ataque en los cultivosBt.
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INTRODUCCIÓN

Las toxinas Bt son altamente selectivas y el impacto esperado sobre los

artrópodos se considera mínimo (Naranjo, 2009), sin embargo, la producción continua

durante todo el período de crecimiento, puede resultar en unalto nivel de exposición,

que no ocurre con los insecticidas a base deBacillus thuringiensisBerliner. Los efectos

imprevistosde la modificación genéticaen los cultivos,tantosobre los artrópodos plaga

como sobre los agentes de control biológico, también deben ser evaluados con el fin de

podergarantizarsuuso sustentable(Hellmich et al., 2008).

Los áfidos sonplagas comunes del maíz (Meissleet al., 2010) y es una

preocupación los efectos que lasplantas genéticamente modificadas (PGM)pueden

ocasionarsobrelos enemigos naturales que se alimentan de la melaza(“honeydew”) que

producen.

Los pulgones no ingieren la toxinaBt porque se alimentan del floema, donde

éstano se expresa (Rapset al., 2001; Dutton et al., 2002). Sin embargo, en ensayos a

campo, se ha encontradomayor cantidad deáfidos enlos híbridos de maíz transgénicos,

en comparación con los convencionales (Ponset al., 2005). La razón de estos resultados

segúnFariaet al.(2007), podría deberse a la variación en el contenido de aminoácidos

en los cultivos transgénicos, que los hacemás susceptibles a la infestación.

En Argentinason varios los pulgones que atacan al cultivo, siendo los más

frecuentes los que pertenecen al géneroRhopalosiphum, especialmenteR. maidis

(Fitch), más esporádica esMacrosiphum avenae(=Sitobium avenae) (Fabricius)y, otra

de reciente aparición y cuyos ataques se expanden esSipha(Rungsia) maydisPasserini.

El “pulgón del maíz”, R. maidis,fue citado por primera vez en la Argentina en el

año 1923 por Blanchard (Tapia, 1947). Es plaga de los cereales en regiones de clima

templado. Además del maíz se encuentra con frecuencia sobre el sorgo yla cebada,

cuyos ataques, en éste último, se han incrementado en los últimos años, aunque en los

cultivos comerciales no producen daños económicamente importantes.

El "pulgón negro de los cereales” (S. maydis) fue detectado en nuestro país en el

año 2002, en las provincias de Córdoba (Delfino, 2002), Mendoza (Ortego & Difabio,
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2002) y Entre Ríos (Saluso, 2002). Las colonias se establecen normalmente en la cara

superior de las hojas basales, próximas a la inserción con el tallo (Delfino, 2002; Saluso,

2002)aunque, cuando las poblaciones son elevadas, pueden encontrarse en el envés de

las hojas y en las hojas bandera.Debido a su reciente aparición aún no se han

cuantificado los daños directos quepudieron  ocasionar(Saluso, 2002).

El “pulgón de la espiga” (M. avenae) es monoica holocíclica en gramíneas y es

una de las plagas que más daño ocasiona a cereales comotrigo, cebada, maíz, centeno,

entre otros (Nieto Nafría & De Benito Dorrego, 1976). En altas densidades

poblacionalesprovoca daños de importanciay es, además trasmisor de virosis.

Los enemigos naturales poseenun papel importante en la reducción de las

poblaciones de áfidos (Starý, 1976; Van Emden, 1995). Los efectos sobre los

depredadoresafidófagos (Familia Coccinéllideas o Sirphidaeo sobre losgeneralistas

que se alimentan de áfidos(heterópteros, arachnidos, coccinellidos)han sidoevaluados

en condiciones de campo, sin que se hallaran diferencias en su abundancia y su

desempeño como controladores biológicosen maízBt y la líneaisogénicas (Dela Poza

et al.,2005).A iguales conclusiones llegaron Pons & Stay (2003), sobre ladiversidady

la abundancia de parasitoides.

Las interacciones entre los cultivos transgénicos y los enemigos naturales puede

serpositiva, negativao neutra (Schuleret al., 1999), con posiciones encontradaseneste

aspecto.Algunos autores, como O’Callaghan et al., (2005) opinan que las toxinas sólo

tienen efectos directos en la especies“target”perteneciente a los órdenesLepidoptera y

Coleoptera. Sin embargopodrían afectar a los enemigos naturales, ya seaen forma

directa, porsupresenciaen la presao el huésped,por la ingestión de parte de la planta o

por las consecuencias de dosis subletales en las que alteran lacalidad de la presa y, en

forma indirectapor los cambiosen sus la poblaciones,afectando su propia dinámica

poblacional y/o comportamiento, con consecuencias sobre su densidad, distribución

espacial, flujo génico.

Los depredadoresen general tienen un amplio rango de presasy actúandentro

de un contexto de múltiples especies. Su fisiología y su comportamiento están

influenciadostantopor los herbívoroscomo porlas plantas (Vet & Dicke, 1992). Por lo
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tanto, esimportante comprender el efectoque lasplantas genéticamente mejoradas

(PGM) pudieran tenersobreel tercer nivel trófico.

La exposición de losdepredadores a la toxina de las PGM incluyeno sólo el

consumo directo de presas(Schuler, 1999;Goot & Dicke, 2002).Los principales

riesgos se relacionan con el consumo deherbívorosquese alimentan deplantascon la

toxina en sus tejidos, así como por desempeño como potenciales agentes de control
biológico,al alimentarse depresas de menor tamaño o calidad nutricional.

La intoxicación porCry es más peligrosacuando laspresas nosonsusceptibles,

ya que ésta permanece en el cuerpo(Groot & Dicke, 2002),mientras queen los insectos

“blanco” la toxina se une a receptoresdel mesenterón, donde sereestructuray pierde

toxicidad (Massonet al., 1999).Otro efecto negativo es que puede acumulase en los

tejidos, como por ejemplo, segúnHarwoodet al., (2005), de losnábidos, antocóridos,

coccinélidos, carábidosy las arañas.

Muchas chinchesdepredadorascompletan la dietacon polen (Harwoodet al.,

2005). EnOrius insidiosus(Say), no se han encontrado efectos negativos ni en su

supervivencia ni en otros parámetros poblacionales cuando se encuentran en contacto

con maícesBt (Al-Deebet al., 2001; Harwoodet al.,2005; Pilcheret al., 2005). En los

coleópteros el consumo de la toxina se da por la ingesta completa de las presas y, en su

carácter de grupo megadiverso, que se alimenta de prácticamente todos los niveles

tróficos, los convierte en candidatos ideales para el estudio de riesgos en maízBt.

Otro grupo importante en el control de insectos perjudiciales son los

neurópteros. Si bien Pilcheret al., (2005) no han encontrado diferencias en la

abundanciain situ de Chrysoperla carnea(Stephens) en cultivosBt y no Bt, una serie

trabajos en laboratorio demostraron un aumento significativo en la mortalidad y un

retraso en el desarrollo cuandoconsumieron presas criadas sobre plantas transgénicas

(Hilbeck et al., 1998a, 1988b, 1999). Ademásla dieta de los adultos deChrysoperlasp.

Se conforma de polen y néctar,por lo que son atraídos por los maícesen antesis (Pilchet

et al., 2005).

No existen evidencias de intoxicación aguda para la mayoría de los

depredadores. Al-Deeb & Wilde (2003) encontraron que, los maíces genéticamente
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modificados para el control de Diabrotica virgifera Le Conte (Coleoptera:

Chrysomelidae), no tuvieron efectos deletéreos sobreinsectos benéficos. A

similaresconclusiones llegaron Moaret al. (2003) y Naranjo & Ellsworth (2002)en

estudios realizados en otros cultivos.

A gran escala, la adopción de cultivostransgénicopuede reducirla población de

la plaga y, por ende, de sus parasitoides. Sisterson & Tabashnik (2005) utilizaron un

modelo de dinámica poblacional paraestudiarlos efectos de los maícesBt sobre la

persistencia de los parasitoidesy concluyeronque, una vez eliminados regionalmente, la

probabilidad de que su población vuelva a incrementarsedepende de larotación de

cultivos Bt y no Bt. Sin embargo, los resultados sobre la abundancia de parasitoides en

amboscultivosson contradictorios(Pilcheret al., 2005;Orr & Landis, 1997).

Las plantas poseen defensas químicas facultativas o inducidas. Es decir que

sintetizan y emitenaleloquímicos en respuesta al daño y a lassecreciones salivales de

los herbívoros, que generalmente soncompuestos volátiles.Estos compuestos se

almacenan en los tejidos,se liberan cuandose produceel daño (De Moraeset al., 2000)

y atraena los parasitoides (Shiojiriet al., 2002; Lo Pintoet al., 2004). En las PGM al

presentarmenores daños, la densidad poblacionaldisminuye (Dean & De Moraes,

2006) porque migranhacia aquellos cultivosque emitenseñales (Johnson, 1997).

Además, estas sustanciaspuedenafectar la supervivencia, el desarrollo, la morfología y

el tamaño de los adultos (Barbosaet al.,1999). Las plantas de tabaco, algodón y maíz

producen compuestos volátiles en respuesta a los daños causados por lepidópteros, que

influencian aCardiochiles nigriceps(Viereck),parasitoide que puede discriminar entre

los compuestos químicos producidos por las plantas atacadas por distintos insectos

plagas (De Moraeset al., 1998). Este es un ejemplo de la interacción sofisticada

existente, ya que abarca a los herbívoros, al vegetal, y sus compuestos y a los

parasitoides (De Moraeset al., 2000).
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OBJETIVO

Determinar como loscultivos genéticamente modificadosinciden sobre las

poblaciones delos áfidos del maíz, sus depredadores y sus parasitoides.

MATERIALES Y MÉTODOS

Los muestreos a campo se realizaron durante cinco campañas agrícolas

consecutivaslos que estuvieron comprendidos entre los años: 2005-2006, 2006-2007,

2007-2008, 2008-2009 y 2009-2010 en una misma explotación comercial, ubicada

sobre Ruta Provincial Nº 6 (31º 30’ S 60º 55’ W) en la localidad de Pujato Norte,

departamento Las Colonias (Santa Fe).

Anualmente se sembraron 2 parcelas de 1 ha,con una distancia entre ambas de

15m. Una de las parcelas se embró conun hibrido de maízBt (AX 886 MG) que

expresa la toxina Cry1Ab deBacillus thuringiensisBerlinery otra con un híbrido

convencional(892CL), ambos del criadero Nidera.Las siembras se realizaron conuna

distancia entre surcos de0,70m. Las fechas en que se realizaron las siembras en cada

campaña agrícola se detallan en el Cuadro1.1. En ambos lotesanualmente se realizaron

tratamientos con herbicidas de pre-siembra (Atrazina y Glifosato)y post emergencia

(Iodosulfuron + Foramsulfuron y Sulfonilureas).

Cuadro1.1: Fechas de siembra de los maícesBt y no Bt, en las campañas agrícolas

2005-2006; 2006-2007; 2007-2008; 2008-2009 y 2009-2010.

Campaña Fecha de siembra
2005-2006 14 de octubre
2006-2007 29 de septiembre
2007-2008 25 de septiembre
2008-2009 20 de septiembre
2009-2010 15 de octubre
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Recuento de artrópodos

1- Recuentovisual

Teniendo en cuenta las características del cultivo se estimó que lamejor forma

de llevar a cabo este estudio erapor un lado,medianteconteo directo de los artrópodos

sobre la planta (Castañeraetal., 2004)y por otro con trampas pegajosas.

El recuento visual es un método de muestreo absoluto mediante el cual se logra

identificar y cuantificar la fauna existente sobre la planta.Se determinaron dos

tratamientos (noBt y Bt), con un diseño completamente aleatorizado.  Mediante sorteo

se estipuló la planta de inicio de los recuentos en cada lote(iniciando los muestreos

cada semana de un margen diferente del lote), a partir del cual semuestrearon 15

plantasconsecutivasen el surco.La unidad de muestreofue la plantacompleta. De cada

planta se examinaron detalladamente las hojas, el tallo y, en la etapa reproductiva, la

inflorescencia panoja y la mazorca. Con la finalidad de evitar el efecto de la vegetación

presente de los bordes, los sorteos se iniciaron dejando 10 m en cada margen del lote.

Los muestreos se realizaron con frecuencia semanal desde la siembra hasta la cosecha

del cultivo.

Se llevaron registros de losartrópodos presentes, y de su estado de desarrollo

(huevo, ninfa o larva, pupa y adulto), tanto los fitófagos como los enemigos naturales.

Siempre que fue posible los ejemplares adultos fueron identificados a campo, caso

contrario fueron colocados, individualmente, en frascos con alcohol 70%, debidamente

rotulados, para su posterior identificación en el laboratorio.

2- Trampas pegajosas

Las trampas pegajosas se emplearon con la finalidad deatrapar insectos alados

de difícil observación y captura medianteel método visual. Las mismas consistieron en

cartones de color amarillo con pegamento (marca comercial Subin), de15 cm de ancho

por 25 cm de largo. Las trampas se colocaron a partir de la sexta hoja del maíz, colgadas

sobre el estrato vegetal,de esta manera se mantuvieronsiempre ubicadas en el tercio

superior de la planta.En cada lote se colocaroncuatrotrampas equidistantes (Manachini

et al., 1999) (Fig. 1.1), las que semanalmente fueron reemplazadas y llevadas a

laboratorio para la identificación de los artrópodos capturados.
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Figura 1.1: Disposición de las trampas pegajosas en los lotes de maízBt y noBt,
indicando los metros que se dejaron en los bordes de los mismos.

Determinación taxonómicade los áfidospresentes

Las determinaciones de las especies, cuando fue posible se realizaron a campo

pero, en caso de dudas se tomaron muestras de individuos los que fueron colocados en

frascos de cierre herméticoEppendorf® (1,5 mm) con alcohol 70° y debidamente

rotulados, para su posterior identificacióntaxonómica. Para ello bajo lupa estereocópica

de 40x(Olympus SZ40)se utilizaron las claves de: Quintanilla (1979); Nieto Nafría

&Mier Durante (1984); Remaudiere & Seco Fernández(1990); Nieto Nafríaet al.

(1994); University of California. Agriculture and Natural Resourses (2010)para

determinar género y especie.

Determinación taxónomicade enemigos naturalespresentes

Depredadores

Los depredadoresde áfidos se monitorearon sobre las mismas plantas sorteadas,

para cada lote, utilizando elmétodo visual y de trampas pegajosas. En ambos casos se
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llevó registro del número, del estado de desarrollo y de las especies. Los estados

inmaduros se alimentaron con pulgones provenientes de crías en laboratorio, hasta la

obtención de los adultos, bajocondicionesregistradasde temperatura(25±3 ºC), de

fotoperíodo(14+10 horas de luz+oscuridad)y de humedad(65±5 % de HR). Tanto los

adultos provenientes de las crías, como los recolectados en el campo seconservaron

individualmente en frascos con alcohol 70ºy se identificaron taxonómicamente

mediante lupa estereoscópica de 40x (Olympus SZ40)utilizando para ello las guiasde

identificación por órdenes según:

Coleptera:Coccinéllidos: Saini (1985a); Majerus & Kearns (1989); Saini y De

Coll (1996); Gonzáles (2009); Hemipteros: Salas (1995); Saini (1985b); Saini (1988),

Saini y De Coll (1995); Dipteros:Sírfidos: Saini y Greco (1992), Saini y De Coll (1996);

Arañas: Foelix (1982), Kaston (1978); Neurópteros:Gonzaleset al., (2012). Otros

organismos: Barrientos (1988); Rupert & Barnes (1996).

Parasitoides

En el caso de los parasitoides de áfidos los monitoreos se realizaron visualmente

sobre las mismas plantas sobre las que se realizaron los recuentos de pulgones. Se

llevaron registros de la cantidad de pulgones sanos y de los parasitados por

microhimenópteros, los que se determinaron por la presencia de la “momia”

característica. En ataques severos se recolectó el 10% de los pulgones parasitados, pero

en todos los casos fueron colocados en frascos plásticos, individualizados según la

planta de procedencia, cultivo y fecha de recolección y llevados a la cámara de cría,

donde fueron mantenidos bajo las condiciones antes mencionadas. Las “momias” se

colocaron individualmente en tubos plásticos Eppendorf® (1,5 mm) hasta la obtención

de los adultos, los que, una vez emergidos se los colocó alcohol 70º para luego ser

identificados, bajo lupa esterescópica de 40x (Olympus SZ40). Se utilizaron las obras

de Goulet & Huber (1993); Starý (1976), Starý (1979).



Efecto de los maíces Bt sobre las plagas claves, secunadarias y los enemigos naturales- 23

Determinación de índices ecológicos

Para el caso de los enemigos naturales se calcularon distintos índices

ecológicos.A partir de las identificaciones de los distintos taxones provenientes de los

muestreos, se confeccionaron tablas de abundancia relativa de las especies, agrupadas

en los taxones Orden y Familia.

Se calcularon índices de diversidad Alfa, que hace referencia a la diversidad

local dentro de una comunidade índices dela diversidad Beta, la cual representa el

cambio en la diversidad entre dos o más comunidades. Se estimaron los siguientes

índices ecológicos (Martínezet al., 2009; Armendano & González, 2010), para la

diversidad Alfa: 1) Índice de Abundancia Relativa,2) Índice de diversidad de especie,

3) Índice de Equidad de Shannon,y para la diversidadBeta: 5)Índice de Bray & Curtis.

1-Abundancia relativa

Representa el porcentaje de una especie sobre el total, incluyendo a todas las

especies o familias observadas.

2-Diversidad de especies

Se aplicó el índice de Shannon-Wiener (H’), uno de los índicesmás utilizados en

ecología (Ludwig & Reynolds, 1989), utilizado para caracterizar la diversidad de

especies en cada híbrido (Bt y noBt), el que se estima según la siguiente ecuación:

Shannon-Weiner H '=- pi ln pi (Ecuación1)

Donde:

pi= proporción de individuos de la especiei respecto al total de individuos (es

decir la abundancia relativa de las especiei: (pi=ni/N)

ni= número de individuos de la especiei

N= número total de individuos de todas las especies (Σ ni)

3-Índice de equidad de Shannon(EH)



Efecto de los maíces Bt sobre las plagas claves, secunadarias y los enemigos naturales- 24

El índice de equidad Shannon se basa en la probabilidad de encontrar un

determinado individuo en un ecosistema. El índice contempla la cantidad de especies

presentes en el área de estudio (riqueza), y la cantidad relativa de individuos de cada

una deesas especies (abundancia) (Magurran, 2001).

Este índice indica que tan uniformemente están distribuidos los individuos entre

las especies (Newman& Unger, 2003), dicho de otro modo, compara la diversidad

observada en una comunidad con la diversidad máxima posible de una comunidad

hipotética, con el mismo número de especies.

LnS

H
EH

` (Ecuación2)

Donde:S es el número de especies (riqueza) yH’ el índice de diversidad de

Shannon. (verEcuación 2)

Se alcanza la uniformidadcuandopi = 1/S para toda pi,máxima, siendo pi la

proporción del número de individuos de la especiei con respecto al total (ni/N) (Franco

et al.,1989). Asume valores entre 0 y 1, en donde cuanto más cercano a 1 es el valor,

mayor es la uniformidad.

4-Indice de Bray & Curti s

Mide la similitud cuantitativa entre dos comunidades,  toma valoresiguales a 1

en casos de similitud completa, e igual a 0 si las comunidades son disímiles y no tienen

especies en común, se calcula mediante lasiguiente expresión matemática:

ii

ii
BC yx

yx
I 1 (Ecuación3)

Dondexies la abundancia de la especiei en una comunidade yila abundancia de

esa especie en otracomunidad.
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Análisis de los datos

Los datos se analizaron estadísticamente con el programa InfoStat (versión

2011). Para determinardiferencias entre tratamientos se realizó un test no paramétrico

de Mann-Whitney para datos apareados.

RESULTADOS

Incidencia de áfidos

Se hallaron un totalen los cinco años de muestreosde 10.268 áfidos,de los

cuales4.879se registraronen los maícesno Bt y 5.389 en el híbrido transgénico (Fig.

1.2). Los individuos ápteros representaron el57,0% de los recuentos enlos maíces no

Bty el 59,0 % en el híbrido transgénico. El 87,5% de los individuos aladosse

recolectaronmediantelas trampas pegajosas, mientras que los restantes, junto a las

colonias de pulgones ápteros, mediante los recuentos visuales.

Figura1.2: Abundancia Total (±D.E) de áfidos recolectados, por campaña agrícola,en
los maícesBt y noBt.
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Las especiesmás abundantesfueron R. maidisy S. maydisy, en menor

proporciónS. avenae. El “pulgón del maíz” presentó una mayor abundancia relativa,

con respecto a las restantes especies, con el 57,0 y 54,0 % para el híbridoBt y el

convencional, respectivamente, en tanto que paraS. maydisy S. avenaelos porcentajes

fueron 23,0 y 19,0 % respectivamente, para el híbridotransgénico y de25,0 y 20,0% en

el convencional (Fig. 1.3). No existieron diferencias entre los híbridos para cada una de

las especies encontradas.

Figura 1.3: Abundancia total(±EE), por especies de áfidos, en los maícesBt y no Bt
observadaen todaslas campañas agrícolas.

En cuanto a la dinámica poblacional,R. maidissepresentóencolonias aisladas al

comienzo del cultivo, representada en su mayoría por individuos alados, de los cuales

pocos desarrollaron colonias. La mayor abundancia se dio en estado vegetativo,a partir

de la sextahoja, con los mayores recuentosen el cogollo de las plantas. Un nuevo pico

poblacional se dio en la etapa reproductiva, con coloniasen la última hoja e

inflorescencias,masculina y femenina(Fig. 1.4).

Sipha maydistuvo una distribución más irregularcon colonia establecidasen las

hojas de la parte inferior del tallo. Los recuentos disminuyeron hasta mediados de

noviembre, momento a partir del cual comenzó a aumentar nuevamente, observándose

colonias en las inflorescencias masculinas. EnS. avenaese observó quelas colonias se

establecieron a partirde la emergencia de las plántulas y se mantuvo observándose un
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pico poblacional durante los meses de octubre, noviembre y parte de diciembre, para

decaer en enero. En otoño se observó una nueva aparición (Fig.1.4). Las fluctuaciones

poblacionales fueron similares en los dos tipos de híbridos.

Figura1.4: Curva poblacional de las especiesR. maidis, S. maydisy S. avenae.
Valores promedios de las campañas agrícolasy de los híbridosBt y noBt.

Un primer picopoblacionalde los áfidos se dio entre los meses de octubre y

noviembre, con el mayor pico poblacional deR. maidis, cuandola planta se encuentraba

entre los estado vegetativo V4 yV6 y la calidad de las plantas es la propiciapara el

desarrollo de las colonias de áfidos. Luego de este pico y con el crecimiento del cultivo

las poblaciones manifestaron un marcado descenso, en los meses de verano,

aparentementemuy afectados por las altas temperaturas.S. maydisfue la única especie
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que pudo mantener sus poblaciones durantelos meses deenero y febrero, ubicándose en

las hojas más viejas y en la parte inferior de los tallos. Un segundo pico de esta especie

se dio en la etapa reproductiva, entre fines de febrero principios de marzo, ubicándose

las poblaciones en la última hoja y en las inflorescencias masculinas principalmente,

con un aumento también de las restantes especies.

Incidencia de los enemigos naturales

Dentro de los artrópodos enemigos naturales de los áfidos se recolectaron un

total de 17.965 y 8.584 para el híbridono Bt yBt, respectivamente,distribuidos en 9

familias de depredadoresy una de parasitoides.La abundancia de los enemigos

naturalesfue un 94,0% mayoren los híbridos noBt. Existieron diferencias significativas

según eltest no paramétrico de Mann-Whitney el cual arrojó un valor de(p=0,004).

Depredadores

Se recolectaron 13.588individuosen los maícesconvencionalesy 5.986 en los

Bt, siendo las principales familiasde depredadores generalistasCoccinellidae,

Anthocoridae, Syrphidae y Chrysopidae. Un grupo importante recolectado,

principalmente en la parte aérea estuvo representado por las arañas, agrupadas en las

siguientes familias:Thomisidae, Lycosidae, Oxyopidae, Araneidae y Anyphanidae.

En los maícesBt el 27,0% de los artrópodos benéficos perteneció a la familia

Anthocoridae, con el representanteOrius sp., el 23,0% correspondió a la familia

Coccinellidaeidentificándose alas especiesEriopis connexa,Cycloneda sanguíneay

Coccinella ancorallis; el 21,0% a la familia Chrysopidae conun único representante

Chrysoperla sp. y el restante 15,0% a Syrphidae,con dos especies identificadas,

Allograpta exoticay Pseudodorus clavatus.

En los maícesconvencionalesla mayor abundancia relativa fue también para

Orius sp.,con el 27,0%, seguido por la familia Coccinellidae con el 22,0%, Chrysopidae

con el 17,0%, siguiendo en importancia Syrphidae 16,0%. En los coccinélidosla
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especie másnumerosa fueE. connexacon una abundancia relativa del 66,6%,luego

C.sanguineacon el 24,5% y C.ancorallis en un 8,8%, con unarelación de abundancia

similar enambos cultivos.

La familia Anthocoridae tuvouna abundancia121% mayor en los maíces noBt.,

también Coccinellidae, Syrphidae y Chrysopidae, fueron superiores en este híbrido en

un 134,5, 163,7 y 93%. Para todas las familias existieron diferencias significativas en la

ambundancia de depredadores entre los maíces noBt y Bt, según el test de Mann-

Whitney, el cual arrojó un valor de p= 0,0286(Cuadro 1.2).

Cuadro1.2: Abundanciapromedio por año(± D.E.) de depredadorespresentes
en los maíces noBt y Bt, durante los cinco años de muestreos.

no Bt Bt
ANTHOCORIDAE 853 a

±89,87
384,8 b

±51,44

COCCINELLIDAE 736,4 a
±137,27

314 b
±67,23

SYRPHIDAE 545,4 a
±207,97

206,8 b
±92,87

CRYSOPIDAE 562,8 a
±164,33

291,6 b
±87,25

*Letras iguales en las columnas no son significativamente diferente (≤0,05) según el Test no

paramétrico de Mann-Whiney para muestras apareadas.

A diferencia de lo observado en los insectos, los arácnidos tuvieron una

distribusión similar en ambos híbridos, siendo un 6,0% mayor en los maíces

transgénicos. La familia más abundante fue Thomisidae (37,0% y 52,0% en los híbridos

no Bt y Bt, respectivamente), seguida por la familia Lycosidae (31,0% y 19,0%, en el

maíz convencional y transgénico, respectivamente) (Cuadro 1.3).

Analizando según los métodos de muestreos empleados en los híbridos noBt los

antócoridos y coccinélidos presentaron una distribución semejante entre las

observaciones directas y las trampas pegajosas, en cada caso ambas familias tuvieron

una abundancia próxima al 50,0%. En el caso de las “vaquitas” la mayor cantidad de

observaciones correspondieron al método visual ya que en planta se hallaron el 64,5%

de las larvas, 30% de los adultos, el resto correspondióa los desoves. Algo similar
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ocurrió con los neurópteros (60,9% de las observaciones en las plantas) (Cuadro1.3),

correspondiendo el 85,0% y el 15,0% a los estados de huevo y larvas. En cuanto a las

arañas en su totalidad fueron recolectadas sobre las plantas mediante los recuentos

visuales.

Cuadro1.3: Abundancia por familia, en observaciones directas y con trampas pegajosas,
en los cultivos noBt (A) y Bt (B).

Familias de
depredadores

Maíces noBt MaícesBt.
Observaciones

directas
Trampas
pegajosas

Observaciones
directas

Trampas
pegajosas

Anthocoridae 2215 2150 855 1069
Coccinellidae 1942 1740 858 712
Syrphidae 194 2533 270 764
Chrysopidae 1714 1100 1028 430
Thomisidae 508 0 821 0
Lycosidae 431 0 311 0
Oxyopidae 262 0 99 0
Araneidae 69 0 272 0
Anyphaenidae 82 0 62 0

Parasitoides

Respecto al parasitismo efectivo en los áfidos, se contabilizaron en el campo un

total de 2.829 pulgones sobre las plantas en los maíces noBt y 3.071 en los

transgénicos, de los cuales solo el 6,0% y el 8,0% estuvieron parasitados,

respectivamente. El género identificado fueAphidiusspp. (Hymenoptera: Braconidae,

Aphidinii).

Determinación de índices ecológicos para los enemigos naturales

El Índice de Abundancia Relativa, dentro de la diversidad Alfa, se aplicó para

las especies más abundantes. Dentro de los insectos depredadores los mayores valores

correspondieron aOrius spp.,Chrysoperlaspp.yE. connexa(Cuadro 1.4). Tanto los

insectos como las familias de arañas tuvieron mayor abundancia relativa en el híbrido

convencional.

Para la determinación la diversidad en ambas comunidades de artrópodos

benéficos se utilizó el índice de Shannon-Wiener (H’) el cual dio como resultado una

diversidad similar entre ambas comunidades, teniendo valores deH’= 2,709239 para los
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maíces noBt y deH’= 2,672584para los maícesBt. Algo similar sucedió con el índice

de equidad de Shannon, que fue deEH’=0,88 y EH’=0,87 en el cultivo noBt y Bt,

respectivamente,lo que indicaría que la abundancia de las distintas especies es bastante

equitativa sin que ninguna de ellas tenga una abundancia dominante sobre las otras.

En cuanto a la diversidad Beta se determinó la similitud entre las dos

comunidades mediante el índice de Bray y Curtis (IAB), el cual con un valor de 0,79,

está indicando que las comunidades de artrópodos benéficos, en ambos maíces, si bien

son similares en diversidad, presentan una diferencia en la abundanciade los mismos en

cada una de las comunidades.

Cuadro1.4: Abundancia relativa de las principales especiesy familias de artrópodos
benéficos,enlos maíces noBt y Bt.

Familia Especie Abundancia
relativa no Bt

Abundancia
relativa Bt

Anthocoridae Oriusspp. 16,70 14,00
Coccinellidae E. connexa 9,10 8,10

C. sanguinea 3,60 2,50
C. ancorallis 1,30 0,91

Syrphidae A. exotica 6,00 4,30
P. clavatus 4,30 3,20

Chrysopidae Chrysoperla spp. 10,70 10,40
Thomisidae sp.1, sp.2 ,sp.3, sp.4. 1,90 3,00
Lycosidae sp1,sp.2,sp.3,sp.4,

sp.5.
1,60 2,20

Oxyopidae sp.1, sp.2, sp.3. 1,00 2,00
Araneidae sp.1, sp. 2, sp.3. 0,26 0,73
Anyphaenidae sd. 0,31 0,45
Otras familias 35,2 47,3
Total 100 100

Análisis de las poblaciones según las campañas agrícolas

Al analizar las poblaciones de los áfidos y de los enemigos naturales durante los

cinco años de muestreos, es necesario considerar las precipitaciones, ya que durante

algunos ciclos estudiados las sequías afectaron seriamente al cultivo. Como se observa

en el Cuadro 1.5 las precipitaciones mensuales en la región centro de la provincia de

Santa Fe, en las campañas 2005-2006 y 2008-2009 estuvieron muy por debajo de las

medias de las restantes, sobre todo en los meses críticos para el cultivo de maíz.
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Cuadro 1.5: Precipitacionesmensuales (mm) enlas campañas agrícolas 2005-2006,
2006-2007, 2007-2008, 2009-2010;durante el ciclo del maíz.

Campaña

agrícola Precipitaciones mensuales (mm)en la localidad de Sauce viejo

Septiembre Octubre Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo Abril

2005-2006 18,29 86,61 4,06 36,34 71,63 30,23 127,01 117,85

2006-2007 4,57 77,21 101,86 311,90 57,67 94,25 558,79 58,17

2007-2008 99,83 124,21 13,21 120,16 102,11 87,64 35,81 49,78

2008-2009 41,40 90,17 83,06 29.73 25,65 135,13 156,22 42,16

2009-2010 111,01 63,00 471,67 309,62 111,24 261,88 184,40 113,02

Fuente: tu tiempo.net

La densidad de la familia Aphididae varió entre los 300 individuos en los años

secos y 1.400 individuos en los años con lluvias normales en los maíces noBt, mientras

que en losBt los valores oscilaron entre los 600 y 1.500 individuos, respectivamente. En

cuanto a los depredadores, la densidad de los representantes de las familias Anthoridae

y Coccinellidae, en los maíces noBt fue superior a los 400 y 800 individuos en los años

secos y húmedos, respectivamente, mientras que en los transgénicos esos valores fueron

de 150 y 450 individuos, respectivamente (Fig. 1.5).

En los maícesBt se presenta una marcada diferencia entre la abundancia de la

familia plaga (Aphididae) y la de los enemigos naturales (Anthocoridae, Coccinellidae,

Syphidae, Chrysopidae y Braconidae), observándose también una leve disminución de

la cantidad de enemigos naturales con el transcurrir de los años, a pesar que la familia

Aphididae aumentó su población. Por el contrario, en los maíces convencionales las

curvas de los áfidos y de sus enemigos naturales se encuentran en un rango semejante

de abundancia, y esta se mantiene relativamente constante en los distintos años, sin

considerar los años de sequía (Fig. 1.5).
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B

Figura 1.5: Abundancia(promediopor familia) para cada año de muestreos en los
maíces noBt (A), y maícesBt (B).

En los maíces convencionales la cantidadtotal de enemigos naturales superó

ampliamente a la cantidad de áfidosen el híbrido convencional, aún en los años críticos

de sequíapara el cultivo(Fig. 1.6). En tanto que en los maíces transgénicos, si bien la



Efecto de los maíces Bt sobre las plagas claves, secunadarias y los enemigos naturales- 34

cantidad total de enemigos naturales fuesuperiora la de la plaga, esto no ocurrióen los

años críticos donde la cantidad delos organismos enemigos naturalesfue inferior.

Figura 1.6: Comparación de la abundanciade Aphididae y la abundanciatotal delos
enemigos naturales(± D. E.), en los maíces noBt (A) y Bt (B).
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DISCUSIÓN

La mayor cantidad de áfidos se halló en los maícesBt, estos resultados coinciden

con los estudios sobre el efecto del maíztransgénicoen las comunidades de

áfidos(Duttonet al., 2002; Bourgetet al.,2002; Ramírez-Romeroet al.,2008).También

en un estudiorealizado acampo, Ponset al., (2005) encontraronmayor cantidad de

pulgonesen las plantasBt que en las plantas de su línea isogénica.A iguales resultados

llegaron Liu et al. (2005), en un estudio realizado en el cultivo de algodón

genéticamente mejorado.Faria et al. (2007) concluyen que los áfidos se desempeñan

mejor en las líneas transgénicas (Bt) debido a que los análisis de la savia de la que se

alimentaban revelaron una concentración de aminoácidos mucho mayor en el maíz

transgénico.

En relación a las curvas poblacionales lapresencia decolonias de pulgones al

inicio del cultivo, pudo deberse aqueprovinieronde los cereales de invierno (Ponset

al., 2003). Estas colonias, compuestas en su mayoría por individuos aladosno pudieron

persistirdebido, posiblemente,a la presenciade sustancias alcaloides y compuestos

fenólicos (Leszczynski et al., 1995) y ácidos hidroxámicos (Niemeyer, 1992),

relacionados con la resistencia delos cereales a los pulgones. El pico poblacional en

estado vegetativo, a partir de lacuarta y sexta hoja, pudo deberse a adecuadacalidad

nutricional de la planta (Kennedy & Stroyan, 1959), la que al ir disminuyendo durante

los meses de verano(Frazer, 1988), unida a las condiciones de altastemperaturas,

provocaría la disminución poblacional.

Respecto a los enemigos naturales se encontraron diferencias en la abundancia

de los mismos entre loshíbridos estudiados. Lo Pinto et at. (2004) consideran que los

estímulos que guían a los parasitoides ydepredadoresen el campo son los componentes

volátiles emitidos por las plantas en respuesta al ataque de herbívoros hospederos, por

lo que la emisión de estos por parte de los cultivos transgénicos es menor, encontrando

los pulgones menor resistencia en sus ataques. Por lo anteriormente expuesto puede

entenderse la mayor cantidad de áfidos en los cultivosBt, ya que no son afectados por la

toxina y son beneficiados por la menor concurrencia dedepredadores.
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Los himenópteros parasitoides contribuyen a controlar de forma importante los

áfidos (Bishop & Milne, 1986). Los afidiinos (Hymenoptera, Braconidae) son

endoparásitos koinobiontesde afidos, se trata por tanto de parasitoidesespecialistas

(Pennacchio & Tremblay, 1987).El género identificado en este estudioes Aphidius

sp.En este estudio la tasade parasitismode los áfidos, en ambos híbridos,no fue

elevada. A guales conclusiones llegóLanger (2001),en Dinamarca,con respecto a los

himenópterosde pulgonesqueafectan a la alfalfa. La mayor tasa deparasitismoocurre

cuando la densidad de población de pulgones es elevada (Garcíaet al.,2010); es decir

los picos de individuosde ataquescorresponden a los picos de mayor densidad de

población de pulgones, puessincronizan su ciclo biológico con el de sus huéspedes

(Christiansen-Weniger & Hardie, 1997).

Las plantas se enfrentan constantemente al ataque de herbívoros a lo cual

responden con cambios en la expresión de genes que promueven el fenómeno de

resistencia inducida (Karban & Baldwin, 1997). Dentro de estos mecanismos de defensa

inducida (defensa química de las plantas)se encuentran los compuestos orgánicos

volátiles (Heil & Silva Bueno, 2007).

Las diferencias reportadas en la abundancia de enemigos naturales, entre las

plantasBt y no Bt incluyen cambios en la mezcla de volátiles emitidos por las plantas

(Yan et al.,2004; Turlingset al.,2005; Dean y De Moraes 2006; Ibrahimet al.,2008),

el contenido de aminoácidos de la savia (Fariaet al.,2007) y la composición de melazas

(Lawo et al., 2009). Estos cambios potenciales en la calidad de las plantas debido a la

modificación genética de plantas de maíz podrían afectar el desarrollo y la mortalidad

de parasitoides (Vinson 1976; Oliveret al., 2005; Bukovinszky et al.,2008). En nuestro

trabajo se encontró que el maízBt no afecta los porcentajes de parasitismo de los

pulgones del maíz, ya que si bien la abundancia de parasitoides fue menor el porcentaje

de parasitismo fue similar.

Del mismo modo Krimsky & Wrubel (1996) y Rissler & Mellon (1996)

analizaron las ventajas y desventajas de los maícesBt remarcando que uno de los

aspectos negativos en el uso masivo de la toxinaBt en cultivos es que puede

desencadenar interacciones potencialmente negativas que afecten a procesos ecológicos

y a organismos benéficos en la cadena trófica pudiendo disminuir la cantidad o calidad
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de los insectos plagas que constituye el alimento para susdepredadores. Stephenet al.

(2012) demostraron que las proteínas pueden pasar de laplanta al predador, a través de

los áfidos, pero las concentraciones disminuyen al aumentar las cadenas tróficas (García

et al., 2010).En este trabajo se observó una leve disminución de los enemigos naturales

en los últimos años de muestreos. A conclusiones similares llegaron Sisterson &

Tabashnik (2005) utilizando un modelo de dinámica poblacional para analizar el efecto

de estos cultivos sobre la persistencia de los parasitoides. Por lo tanto la toxinaBt

podría aumentar la mortalidad de ciertos herbívoros presa y, en consecuencia, a

poblaciones dedepredadores. Además, el gen de la toxina puede tener efectos subletales

sobre presas de herbívoros (presas enfermas), lo que podría reducir su calidadcomo

“presa” para losdepredadores(Krimsky & Wrubel, 1996; Rissler & Mellon, 1996).

El maízBt es una herramienta eficaz para el control plagas clave y permite la

combinación con otrasmedidasde controlparael manejo de otros insectos plaga pero,

coincidiendo con lo mencionado por Lang & Otto (2010), es necesaria la continuación

de estudios que permitan medir el impacto a largo plazo y a gran escala de las PGM

sobre la población de organismos, que incluyan diferentes áreas geográficas, para una

valoración más robusta del riesgo de estos cultivos en el futuro.

CONCLUSIÓN

Se observó que en el cultivo de maízBtse incrementó la densidad poblacional de

áfidos en comparación con el genotipo noBt

En los maíces noBt las poblaciones de los predadores y parasitoides de áfidos

fueron más abundantes,asociadaprincipalmente a la mayor cantidadde señales

químicaspor parte de los cultivos.

La medición de laevolución de las poblaciones a lo largo de lascinco campañas

agrícolas permitió determinaruna leve disminución de la abundancia de artrópodos

benéficos en los maícesBt.
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CAPÍTULO 2

INCIDENCIA DE LOS INSECTOS PLAGA DEL ORDEN

LEPIDOPTERA Y SUS PARASITOIDES, EN MAÍCE S CONVENCIONALES Y

GENÉTICAMENTE MEJORA DOS

RESUMEN

Los cultivos transgénicos tienen un excelente control de las plagas para las

cuales fueron diseñados, dentro de ellos uno de los más extendidos a nivel mundial es el

maízBt para el control de lepidópteros, que son una de las plagas más importantes del

maíz en la Argentina, ocasionando, en promedio, pérdidas de aproximadamente el 21%.

Muchos entomófagos (predadores y parasitoides) y entomopatógenos (hongos, bacterias

y virus), juegan un importante papel en la reducción de las poblaciones de plaga. Los

efectos de los cultivos transgénicos sobre los parasitoides en el campo no han sido

debidamente estudiados. El objetivo de este trabajo fue evaluar el impacto de los maíces

Bt en las plagas claves y sus parasitoides presentes en cultivos de la zona centro de la

provincia de Santa Fe. Los muestreos a campo se realizaron durante cinco campañas

agrícolas: 2005-2006, 2006-2007, 2007-2008, 2008-2009 y 2009-2010. Para ello se

tomaron diferentes lotes, dentro de la misma explotación comercial, ubicada sobre Ruta

Provincial Nº 6 (Pujato Norte), departamento Las Colonias (Santa Fe). Anualmente se

sembraron 2 parcelas de maíz de 1 ha cada una, una con un hibrido que expresa la

toxinaCry1AbdeBacillus thuringiensisBerlinery otra con un híbrido convencional. Se

utilizaron dos métodos de muestreos, trampas amarillas pegajosas y recuentos visuales.

Los datos se analizaron estadísticamente con el programa InfoStat (versión 2011). Para

determinar diferencia entre tratamientos se realizó un test no paramétrico de Mann-

Whitney para datos apareados. Las principales familias de Lepidoptera en los recuentos

visuales fueron Noctuidae y Pyralidae. De Noctuidae se hallaronS. frugiperda y

Heliothis zea, mientras que de Pyralidae,D. saccharalis. Existieron diferencias

significativas en la abundancia de Lepidopteros entre ambos híbridos, siendo 70%

superior en el noBt. En relación a los enemigos naturales existieron diferencias en la

abundancia de parasitoides, entre los maícesBt y noBt, a favor de éstos últimos, si bien

el porcentaje de parasitismo fue similar en los dos tipos de híbridos.
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INTRODUCCIÓN

Las plantas genéticamente modificadas (PGM) surgencomo alternativa para el

control de plagacon el objetivo de reducir el daño de insectos fitófagos sobrelos

cultivos, así como la disminución de los problemas de resistencia a los insecticidaspor

parte de estos. Los cultivos transgénicos tienen un excelente control de las plagas para

las cuales fueron diseñadas (“blanco”) (Estruch et al., 1997; Federici, 1988) y, dentro de

ellos, uno de los más extendidos a nivel mundial es el maízBt para el control de

lepidópteros, considerados especies “blanco” u “objetivos” de éstos cultivos.

Los eventos de maíz transgénicos liberados en nuestro país tuvieron como

especie “blanco” al “barrenador europeo del maíz” Ostrinia nubilalis(Hübner), a pesar

de que esta especie no se encuentra presente en nuestra región, el uso se ve justificado

para el control de otros de Lepidopteros plagas en Argentina, como Diatraea

saccharalis(Fabricius),Spodoptera frugiperda(Smith),Heliothis virescens(Fabricius),

(Bohorovaet al., 1995; Aragónet al., 2000; Buntinet al., 2004).El “barrenador del

maíz”, D. saccharalis,es una de las plagas más importantes del cultivo de maíz en la

Argentina (Igarzábalet al., 1994) ocasionando, en promedio, pérdidas de rendimiento

de aproximadamente el 21% (Leiva & Iannone, 1993), provocadas por las larvas. Éstas,

ni bien nacen se alimentan de tejido foliar y a los dos o tres días (Alvaradoet al.,1980)

o después del segundo estadio (Greco, 1995) penetran en el tallo. Cuando el ataque se

produce en una planta joven, pueden dañar el brote terminal provocando su muerte

(Alvaradoet al., 1980).

Las poblaciones del barrenador aumentan desde la siembra hasta la cosecha

(Parisi & Dagoberto, 1979; Dagoberto & Lecuona, 1982), llegando a tener, según las

regiones, entre tres y cuatro generaciones anuales (Aragón, 1996). Los daños directos

son la disminución del rendimiento de la planta, al cortar los haces vasculares y

disminuir la conducción de fotoasimilados a la espiga (Alonso & Miguez, 1984;

Aragón, 1996). La presencia de un orificio o entrenudo barrenado por tallo genera una

disminución de 2 a2,5 qq/ha (Iannone, 2001; Serra, 2003). Producen además, daños

indirectos como el quebrado de plantas, el ingreso de patógenos, y las pérdidas durante

la cosecha debido a la caída de espigas como consecuencia del barrenado del pedúnculo

y base de las mismas (Leiva & Iannone, 1993).
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La “oruga cogollera”, S. frugiperda es otra plaga principal que afecta la

producción del maíz en regiones tropicales y subtropicales del mundo (Vianaet al.,

2004), si bien es nativa del trópico, poseeuna amplia distribución geográfica, desde

Argentina y Chile, hasta el sur de Estados Unidos (Lópezet al., 1999; Pashleyet al.,

2004; Martinelliet al.,2007). Es de hábito polífago, ocasionando pérdidas en diversos

cultivos, entre ellos algodón, sorgo, soja, girasol y maíz, (Pastrana & Hernández, 1979;

Alonso-Álvarez, 1991; Murillo, 1991; Maloet al., 2001). Esta característica, junto a su

poder de aclimatación a diferentes condiciones, permite su amplia distribución

geográfica (Andrews, 1988; Willinket al., 1993; Artigas, 1994; Virlaet al., 1999;

Clavijo & Pérez Greiner, 2000; Pogue, 2002).

Las larvas deS. frugiperda atacan al maíz actuando como cortadoras,

defoliadoras y cogolleras, produciendo también daños directos cuando se alimentan de

los granos (Willinket al., 1993). Las hembras adultas prefieren depositar los huevos en

hojas del maíz que han sufrido menor daño por larvas co-específicas (Alonso-Álvarez,

1991). Un aspecto interesante de su comportamiento, es la migración de las larvas a

partir del 2do estadio, con el fin de buscar nuevas plantas sobre la superficie del suelo o

ayudadas por el viento, por lo tanto a partir de pocas posturas se puede lograr una

infestación generalizada en los lotes (Murillo, 1991). Cuando afecta las plantas jóvenes

los daños pueden ser totales, mientras que si afecta las plantas en estados fenológicos

avanzados, éstas pueden reponerse llegando a dar una producción normal. En Argentina,

S.frugiperdaes la plaga principal en las regiones del noroeste y noreste del país

(Willink et al., 1990). Los maíces de siembra tardía son los más afectados, requiriendo

hasta tres aplicaciones de piretroides para su control (Willinket al., 1991). Estudios

realizado por Carpenter & Young (1991) mencionan problemas de resistencia de esta

plaga a los insecticidas convencionales.

El maízBt produce niveles altos de proteínaCry, que eliminan tanto a las larvas

homocigotas susceptibles (ss) como a las heterocigotas (sr) y permiten la supervivencia

de una pequeña porción de resistentes (rr). Los adultos susceptibles al cruzarse con los

resistentes, permite restablecer la frecuencia normal de susceptibles/resistentes (Forjan,

2002).
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La siembra de refugios, es un recurso ligado a la tecnologíaBt, integrada a su

metodología de manejo. Consiste en la siembra de un bloque o una franja de híbridos

que no contengan los genes deBt. Estas áreas funcionan como reservorio de individuos

susceptibles, siendo éste un carácter dominante sobre el de resistencia(ASA-Asociación

Semilleros Argentinos, 2002). En Argentina, se recomienda que la superficie destinada

a los refugios debe ser el 10% del área cultivada(Forjan, 2002), mientras que en los

EE.UU. y Canadá, la recomendación es del 20%, como mínimo (EPA, 2001).

Hasta hace poco se estimaba poco probable encontrar alelos resistentes en

poblaciones de insectos susceptibles, sin embargo, ya se ha comprobado quePlutella

xylostella(Linnaeus)ha desarrollado resistencia a cuatro tipos de toxinasBt: Cry1Aa,

Cry1Ab, CryAc y Cry1F. Ello parece indicar que las plagas pueden tornarse resistentes

mucho más rápido de lo previsto (Pengue, 2004). En los últimos años por lo menos 12

especies de lepidópteros, entre ellasHeliothis virescens(Fabricius),Trichoplusia ni

(Hübner), Spodoptera litoralis (Boisduval) y Spodoptera exigua(Hübner), han

presentado resistencia en ensayos de laboratorio, mientras quePlodia

interpunctella(Hübner) y P. xylostella, la presentaron en poblaciones silvestres,

demostrando que tienen la capacidad genética de adaptarse a los cultivosBt (Fakrudinet

al., 2004; Pengue, 2004).

Los parasitoides koinobiontes se caracterizan por su especificidad y la

sincronización de sus ciclos vitales con los de sus huéspedes, convirtiéndose en agentes

importantes de control biológico (Godfray, 1994), razón por las cuales existen mayores

evidencias y, por ende, mayor consenso en lo que refiere al impacto negativo de los

PGM sobre sus poblaciones. Una serie de estudios reportan una disminución de la

supervivencia de estos enemigos naturales cuando se desarrollan a expensas de

herbívoros alimentados con toxinaCry (Groot & Dicke, 2002; Lövei & Arpaia, 2005).

A gran escala la adopción de cultivosBt puede reducir enormemente la

población de la plaga y, por ende, de sus parasitoides especialistas. Sisterson &

Tabashnik (2005) concluyeron que, una vez eliminados a nivel local, la probabilidad de

que su población vuelva a incrementarse, esta en relación directa con el porcentaje de

rotación de maícesBt y no Bt. Sin embargo, los resultados sobre la abundancia de
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parasitoides en cultivos genéticamente mejorados y sus pares isogénicos son

contradictoria(Pilcheret al., 2005; Orr& Landis, 1997).

OBJETIVO

Determinar la incidencia de las plagas del Orden Lepidoptera y sus parasitoides,

en maíces convencionales(no Bt)y en maícesgenéticamente modificados(Bt).

MATERIALES Y METODOS

Los muestreos a campo se realizaron durante cinco campañas agrícolas

consecutivas: 2005-2006, 2006-2007, 2007-2008, 2008-2009 y 2009-2010 en la misma

explotación comercial, ubicada sobre RutaProvincial Nº 6 (31º 30’ S 60º 55’ W) en la

localidad de Pujato Norte, departamento Las Colonias (Santa Fe).

Anualmente se sembraron dos parcelas de 1 ha, una de ellas con un hibrido de

maíz Bt (AX 886 MG) que expresa la toxina Cry1Ab deBacillus thuringiensis

Berlinery otra con un híbrido convencional(892CL), ambos del criadero Nidera.Las

siembras se realizaron con una distancia entre surcos de0,70 m. Las fechas en que se

realizaron las siembras en cada campaña agrícola sesituaron entre los meses de

septiembre y octubre(Cuadro 2.1). En ambas parcelasanualmente se realizaron,

tratamientos con herbicidas de pre-siembra (Atrazina y Glifosato)y post emergencia

(Iodosulfuron + Foramsulfuron y Sulfonilureas).

Cuadro 2.1: Fechas de siembra de los maícesBt y no Bt, en las campañas agrícolas
2005-2006; 2006-2007; 2007-2008; 2008-2009 y 2009-2010.

Campaña Fecha de siembra

2005-2006 14 de octubre
2006-2007 29 de septiembre
2007-2008 25 de septiembre
2008-2009 20 de septiembre
2009-2010 15 de octubre

El recuento visual es un método de muestreo absoluto mediante el cual se logra

identificar y cuantificar la fauna existente sobre la planta. Se determinaron dos
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tratamientos (noBt y Bt), completamente aleatorizados. Mediante sorteo se estipuló la

planta de inicio de los recuentos en cada lote, a partir del cual se muestrearon 15 plantas

consecutivasen el surco.La unidad de muestreo era la plantacompleta.De cada planta

se examinaron detalladamente las hojas, el tallo y, en la etapa reproductiva, la

inflorescencia panoja y la mazorca. Con la finalidad de evitar el efecto de la vegetación

presente de los bordes, los sorteos se iniciaron dejando 10 m en cada margen del lote.

Los muestreos se realizaron con frecuencia semanal, desde la siembra hasta la cosecha

del cultivo.

Para cuantificar la presencia de lepidópteros barrenadores de los tallos, los

muestreos fueron de tipo destructivos, ya que se observaron externamente las hojas, con

la finalidad de determinar la presencia de desoves y larvas de los dos primeros estadios,

los tallos y el interior de los mismos, para el caso de larvas y pupas deD. saccharalis.

Se llevaron registros de las especies de las larvas de otros lepidópteros, las que

fueron clasificadas en larvaschicas, las pertenecientes a los estadiosde desarrollo1,2

y3 (menos de 0,015 m de logitud)y larvas grandes(más de 0,015m de longitud),

cuando pertenecieron a estadios más avanzados (Siebertet al., 2008b).

Con el objetivo de determinar la presencia de parasitoides las larvas se

introdujeron individualmente en recipientes y fueron llevadas a la cámara de cría de

insectos de la Facultad de Ciencias Agrarias, debidamente rotuladas. En el laboratorio,

cada una fue colocada separadamente en cajas de Petri de 9 cm de diámetro, con papel

de filtro humedecido y, diariamente, se las alimentó con hojas y tallos de maíces no

transgénicos, provenientes de cultivos en laboratorio. Diariamente se realizaron

observaciones hasta la emergencia de las mariposas o de los adultos de los parasitoides.

Las crías se mantuvieron en condiciones controladas de 70±10 % de HR, 25ºC y 16:8

horas de luz:oscuridad.

Las mariposas adultas fueron identificadas, mientras que los adultos de

parasitoides se introdujeron en frascos con alcohol 70º, para su posterior identificación.

Para determinar el porcentaje de parasitismo de huevos de lepidópteros, se

recolectaron los desoves en el campo y fueron rotulados según el maíz de procedencia.
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Del total de desoves encontrados se tomó el 20% por año de muestro.Una vez en la

cámara decría en primer lugar se registró la cantidad de huevos de cada uno, bajo lupa

binocular (Olympus SZ40). Luego se los colocó en cajas de Petri de 5cm de diámetro,

en iguales condiciones que las mencionadas para las larvas. Diariamente se realizaron

observaciones, hasta el nacimiento de las larvas de lepidópteros o de los adultos de los

parasitoides, en este último caso se procedió de igual modo que con los adultos

emergidos de las larvas.

Por otro lado, la presencia de adultos de parasitoides de lepidópteros en el

cultivo, se determinó mediante el uso de trampas amarillas pegajosas. Las mismas

consistieron en cartones de color amarillo con pegamento, de 15 cm de ancho por 25

cmde largo (marca comercial Sübin) que se colocaron colgadas sobre el estrato vegetal,

quedando siempre en el tercio superior de las plantas. En cada parcela se utilizaron4

trampas equidistantes (Manachiniet al., 1999), las que semanalmente fueron

reemplazadas y llevadas al laboratorio donde se contabilizó y se clasificó a nivel

taxonómico de familia y género los representantes recogidos. Para ello se utilizó lupa

estereoscópica de 40x y se recurrió al uso de las siguientes obras: Starý (1976 a, b);

Navarroet al. (2009).

Análisis de los datos

Los datos se analizaron estadísticamente con el programa InfoStat (versión

2011). Para determinar diferencia entre tratamientos se realizó un test no paramétrico de

Mann-Whitney para datos apareados.

RESULTADOS

Incidencia de Lepidoptera

Los representantes identificados de la familia Noctuidae fueronS. frugiperday,

en menor cantidad,Heliothis zeay Rachiplusia un y de la familia Pyralidae,D.

saccharalis. En los híbridos noBt la abundancia total de larvas de lepidópteros fue de

2.112 individuos de los cuales el 61% correspondió aS. frugiperda, el 24% aD.
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saccharalisy el 15% restante aH. zea, mientras que en los maícesBt, con un total de

603 individuos, los porcentajes fueron del 62%, 22% y 16%, en ese orden de especies

mencionado. El análisis de la abundancia de lepidópteros entre ambos híbridos presentó

diferencias significativas (p=0,0258),según análisis de Mann-Whitney, siendo en los

cultivos noBt, un 70% mayor (Fig. 2.1).

Figura 2.1: Abundancia de larvas de Lepidoptera (media ± DE) en los híbridos noBt y
Bt.

Letras distintasdenotan diferenciassignificativamente entre sí(Test no paramétrico de Mann-Whitney

para muestras apareadas).

Sólo se analizó lo observado conS. frugiperday D. saccharalis, por ser las

especies más abundantes.En el Cuadro 2.2 se puede observar la abundancia mediade

ambas especies, en las cinco campañas agrícolas, discriminadas por estado y, dentro de

las larvas, por tamaño.
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Cuadro 2.2: Abundanciapromedio (± D.E.)de los distintos estados de desarrollo deD.
saccharalisy S. frugiperda,en los maícesBt y no Bt, durante las campañas agrícolas
2005-2006, 2006-2007, 2007-2008, 2008-2009 y 2009-2010.

Abundancia

Estados
inmaduros

D. saccharalis S. frugiperda

Bt no Bt Bt no Bt

Desoves 14±7,97a 17,8±6,83a 25,2±8,87a 39,8±14,99ab

L. chicas 11,4±3,29a 68,4±27,18ab 35,8±14,96ab 105,2±39,85b

L. grandes 0 a 17,4±8,02a 14,20±7,56a 115±46,81b

Total 137 518 376 1300

Referencias: L. chicas=Larvas chicas;  L. grandes= Larvas grandes

Letras distintas en las filas denotan diferencias significativamente entre sí (Test no paramétrico de

Mann-Whitney para muestras apareadas).

En los maícesBt, paraD. saccharalis,el 55% de las observaciones correspondió

a los desoves y el 45% restante larvas chicas. Se puede ver, que no se encontraron larvas

grandes, en tanto que en el maíz noBt, si bien estuvieron presentes, se hallaron en baja

cantidad, alcanzando los 87 ejemplares en todas las campañas agrícolas. La abundancia

total fue 253% mayor en el híbrido convencional (Fig. 2.2).

Con respecto aS. frugiperda,se encontraron en el cultivoBt, desoves, larvas

chicas y larvas grandes, tanto los desoves como las larvas chicas fueron numéricamente

superiores. En el híbrido convencional, el 33% de los registros fueron desoves, mientras

que el resto de las observaciones fueron larvas chicas (47%) y larvas grandes(18%). Si

comparamos entre los híbridos observamos que la cantidad de desoves fue similar, en

tanto que las larvas chicas fueron 276% más abundantes en el maíz convencional.

Respecto a las larvas grandes, en el híbrido convencional la cantidad fue un 708%

superior  respecto al genotipoBt. Existiendo diferencias significativas con un p=0,0023

según el test no paramétrico de de Mann-Whitney (Fig. 2.2).
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Figura 2.2: Abundancia total por estado inmaduro deD. saccharalis y S.

frugiperda, en los híbridosBt y noBt en los cinco años de muestreos.

En general, las posturas deS. frugiperdasiempre se ubicaron en el envés de las

hojas, pero algunas se encontraron en el haz. Independientemente de su ubicación, la

presencia de las mismas siempre estuvo restringida a los estados V2-V4, (cuando las

plantas tenían entre dos a cuatro hojas desplegadas). Respecto de las larvas, la mayoría

de los individuos se encontraronen el cogollo de las plantas. Durante el estado

vegetativo temprano (V4-V6), predominaron larvas del primer al tercer estadio,

pudiéndose encontrar en algunas ocasiones, hasta cincolarvaspor planta, mientras que

en los estados fenológicos más avanzados por lo general, se encontró un individuo por

planta.

Una de las cuestiones importantes de destacar es que en los cultivosBt, existió

un atraso en el ciclo, en relación al cultivo convencional, con la aparición de las larvas

más tardíamente que en los maíces convencionales, lo que nos podría hacer presumir un

alargamiento del ciclo de la plaga en los maícesBt, ya que las posturas se encontraron

en las mismas fechas de muestreos, si bien esta cuestión debe ser estudiada

particularmente (Fig. 2.3).
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Figura 2.3: Número de larvas(±DE) deS. frugiperdapor parceladurante el ciclo de los
maícesBt y noBt.

Las larvas deS. frugiperda, en los maícesBt no llegaron a causar daños severos

en las plantas (daño grado 1 y 2) según escala de Fernández & Expósito (2000),

remitiéndose el mismo sólo a pequeños perforaciones en las hojas (Fig. 2.4). En tanto en

los maíces convencionales, se observaron daños severos grado 3, 4 y 5 en el cogollo del

75% de lasplantas monitoreadas (Fig. 2.5) (Fernández & Expósito, 2000).

Figura 2.4: Daño deS. frugiperdagrado 1 y 2 en hojas de plantas demaícescon
genotipoBt.
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Figura 2.5: Daño deS. frugiperdagrado 3, 4 y 5 en plantas demaícescon genotipono
Bt.

Incidencia de parasitoides de Lepidoptera

Se registró la presencia de representantes de tres familias de parasitoides de

lepidópteros: Ichneumonidae, Braconidae y Trichogramatidae.

La mayoría de los individuos se encontraron en estado adulto. Entre los

ichneumónidos el principal género fueOphionsp., seguido porCasinariasp. (Blanch.).

La abundancia en los maíces no Bt fue del 74,0% y del 26,0% paraOphion sp. y

Casinaria sp., respectivamente, mientras que en el híbridomodificadogenéticamente,

los porcentajes fueron del 88,0% en el caso deOphion sp. y del 12,0 % restante a

Casinariasp(Fig. 2.6).

En el caso de los bracónidos, el único género parasitoide de larvas de

Lepidoptera identificado fueApanteles(Cotesia) sp., con una abundancia relativa un

43,0% mayor en los maíces noBt. (Fig. 2.6).
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Figura 2.6: Abundancia(± DE.) de parasitoidesadultosen los maícesBt y noBt.

Al analizar el parasitismo larval, se determinó que fue del 2,0% en los maícesBt

y del 4,0% en los noBt., correspondiéndole a los bracónidos el 56,0% del total. Esta

relación fue similar en ambos híbridos estudiados.

Respecto a los parasitoides de huevos de lepidópteros, se encontraron individuos

de la familia Trichogrammatidae, con el géneroTrichogrammasp. Para determinar el

porcentaje de parasitismo se tomaron desoves deS. frugiperda(ya que fueron más

abundantes que los deD. saccharalis). En los maíces noBt, se tomaron 37 desoves, de

los cuales 11 presentaron huevos parasitados (30,0%), mientras que en los maícesBt de

los 25 desoves, 6 presentaron huevos parasitados (24,0%). El promedio de huevospor

desove fue 115, siendo el porcentaje de parasitismo del 70,0 y del 73,0% en el híbrido

convencional y transgénico, respectivamente. Por lo que el porcentaje de parasitismo de

huevos no se vio afectado por el tipo de maíz.
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DISCUSIÓN

Se pudo observar un eficiente control de los cultivos transgénicos sobre las

plagas objetivos, ya que la abundancia de lepidópteros en los cultivosBt fue muy

reducidaen comparación con los noBt, obteniendo resultados similares, Williams et al.

(1998). Sin embargo, nose observaron diferencias tan marcadas en las oviposiciones de

los mismos entre los cultivosBt y no Bt.Esto fue corroborado en otros trabajos

(Hellmich et al., 1999; Fernández, 2002; Giavenoet al.,2010)en los que se demostró

que las hembras de distintos lepidópterosno discriminan entre los cultivosBt y no Bt al

realizar las oviposiciones. Por otro lado, la no preferencia por el lugar de oviposición es

un mecanismo importante en la tolerancia a plagas en maíz (Williams et al., 1997).

Resultados similares fueron observados paraOstrinia nubilalis(Hellmich et al., 1999;

Pilcher & Rice, 2001). Para el caso deS. frugiperda,la mayoría de las oviposiciones se

dieron en la cara inferior de las hojas(datos no presentados), esta preferencia por parte

de las mariposas fue informada también por Menezeset al.(1991).

También es razonable el haber encontrado larvas chicas de lepidóptero en los

maícesBt ya que estas pueden sobrevivir un tiempo sobre el cultivo; en principio se

alimentan, luego de un tiempo, dejan de hacerlo por el efecto de la toxina y a los pocos

días mueren, por lo que a pesar de encontrar larvas chicas no se observaron daños (Rice,

2001).

Respecto aD. saccharalisla abundancia fue baja tanto en los cultivosBt como

en los convencionales, encontrándose en los maíces transgénicos sólo larvas chicas, en

los maíces noBt, si bien se encontraron larvas grandes estas no alcanzaron un número

importante.

Para las larvas deS frugiperdaespecialmente, fueron notorias las diferencias

entre ambos cultivos ya que en el maízBt si bien se encontraron larvas no existió daño

visible, en tanto que en el maíz noBt la cantidad de larvas fue sustancialmente mayor,

así como también el daño. Reducciones importantes en el tamaño de la población de

larvas debido alefecto de la proteínaCry 1Ab fueron informados por Williamset al.

(1997). Resultados semejantes fueron obtenidos por Waquilet al.(2002).
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Algunos autores han reportado una importante disminución en el consumo de

área foliar por las larvas deS. frugiperda en los maícesBt en comparación con los

convencionales (Giavenoet al.,2010).

Respecto a los enemigos naturales, merece especial atención la ubicación en que

se sitúaS. frugiperda, cuyas larvas se desarrollan en el brote terminal (cogollo) de la

planta de maíz, donde cohabita una comunidad de insectos con diferentes hábitos, tales

como predadores, parasitoides, hiperparasitoides, entomopatógenos, coprófagos,

micófagos, entre otros. El cogollo posee características muy particulares, pues las hojas

se desarrollan semi-enrolladas unas con otras, hay menor incidencia de las corrientes de

aire, de la radiación solary mayor humedad relativa, condiciones que propician una

buena protección a los primeros estadios larvales y a sus enemigos naturales.

La reducción paulatina de poblaciones de larvas deS. frugiperda, así como la

acumulación de cadáveres de larvas jóvenes infectadas por la bacteriaBt, contribuirán a

desequilibrios poblacionales del complejo de artrópodos que allí se desarrollan.

Los endoparasitoides koinobiontes, presentan una especificidad mucho mayor

que los depredadores, además de una sincronización de los ciclos vitales con sus

huéspedes (Godfray, 1994).Al igual que los estudios dePilcher et al.,(2005), en el

presente estudio se han encontrados diferencias en la abundancia relativa delos

parasitoides entre los cultivosBt y no Bt; esto podría deberse a que los parasitoides en

el campo son guiados por una serie de compuestos volátiles emitido por las plantas en

respuesta al ataque de los herbívoros plagas (Shiojiriet al.,2002; Lo Pintoet al.,2004).

Como se registran menores daños en los cultivos transgénicos,no solo disminuyela

concentración de estos volátiles  en estos genotipos, sino queademás se registran

diferencias cualitativas ensucomposición (Dean & De Moraes, 2006). Esto llevaría a la

emigración de los enemigos naturales a ambientes con mayor número de señales

(Johnson, 1997).

Nuestros estudios coinciden con lo reportado porWhite & Andow (2003), que

las poblaciones de los enemigos naturales pueden verse reducidas porque los cultivos no

contienen los huéspedes apropiados y también por la falta de señales químicas por parte

de los cultivosBt,debido a la mejor sanidad de los mismos (Dean & De Moraes, 2006).
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CONCLUSIONES

Laspoblaciones delarvas deD. saccharalisdisminuyoenlos maícesBt.

En los maícesBt si bien se encontraron larvas deS. frugiperda, estas no fueron

muy abundantes y no se pudo observar daño de consideración.

Las familias y especies de parasitoides encontradasen ambos maíces fueron las

mismas.

Los maíces noBt presentaron mayor abundancia de parasitoides, pero los

porcentajes de parasitismoefectivofueron similares en los dos híbridos.
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CAPÍTULO 3

BIODIVERSIDAD DE ART RÓPODOS BENÉFICOS DESUELO, DE LAS

FAMILIAS CARABIDAE Y ARANEAE, EN MAÍCES BT Y NO BT

RESUMEN

Las raíces del maízBt liberan la toxina al suelo, adonde pueden permanecer

unidas a las partículas. No se sabe si este efecto llevará a largo plazo a una acumulación

de la toxinaBt del maíz, ni cómo podría afectar a microorganismos o insectos que viven

en él, a los cuales no se pretende controlar. Los insectos de la familia Carabidae y las

arañas son numéricamente los artrópodos predadores dominantes en el suelo de zonas

cultivadas. Los carábidos son importantes depredadores de larvas de lepidópteros plagas

y, al igual que las arañas son considerados buenos indicadores de la biodiversidad en los

agroecosistemas. El objetivo de este trabajo es cuantificar y comparar la biodiversidad

de artrópodos enemigos naturales presentes en el suelo de las familias Carabidae y

Araneae, en maícesBt y no Bt. Se realizaron muestreos en explotaciones comerciales de

la localidad de Pujato Norte departamento Las Colonias (Santa Fe) durante cinco

campañas agrícolas (2005 hasta 2010). Anualmente se sembraron dos lotes de 1 ha, uno

con maízBt y otro con convencional. Para la captura de los artrópodos se utilizaron

trampas de caída o Pitfall, a razón de cuatro por lote. Se realizaron recuentos semanales

desde la siembra hasta la cosecha del cultivo. Se estimaron los siguientes índices

ecológicos: Índice de Abundancia Relativa, Diversidad de Especies, Índice de Equidad

de Shannon, y se calculó el Índice de Bray & Curtis para comparar las poblaciones de

los dos cultivos. Las poblaciones se evaluaron mediante test no paramétrico de Mann-

Whitney para datos apareados. Los datos se analizaron con el programa InfoStat

(versión 2011). No se hallaron diferencias ni en la diversidad ni en la abundancia de las

especies de las familias Carabidae y Araneae, así como tampoco en ninguna de las otras

familias de artrópodos benéficos de suelo. Las arañas con mayor abundancia en el suelo

pertenecieron a la familia Lycosidae.
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INTRODUCCION

La liberación al suelo de las proteínas de plantas genéticamente mejoradas

(PMG), puede ocurrir de varias formas: mediante la deposición y descomposición de

material vegetal (Tapp & Stotzky, 1995; Loseyet al., 1999; Zwahlenet al., 2003 a),

mediante el proceso de exudación radicular de compuestos, entre losque se encuentran

las proteínasCry1Ab(Walkeret al., 2003; Saxenaet al., 1999, 2004; Saxena & Stotzky,

2000, 2002; Margaritet al., 2006) y mediante la deposición de polen (Loseyet al.,

1999).

Saxenaet al. (1999) demostraron, que las PGM de maíz, que expresan el gen

Cry1Ab son capaces de exudar la proteína deBt hacia la rizósfera en un proceso

continuo durante todo el ciclo de la planta, cuya permanencia depende de una serie de

factores, tales como la composición física del suelo, la actividad microbiológica y de

factores abióticos, como la temperatura y las precipitaciones. Saxena & Stotzky (2001)

la detectaron durante180 días luego de la liberación por exudación y, en condiciones de

laboratorio, hasta de 350 días luego de la deposición del material vegetal (Saxenaet al.,

2004).

Las toxinas liberadas se unen a ciertos componentes, donde pueden permanecer

por más de 200 días, protegidas de la degradación y manteniendo su capacidad de matar

las larvas de insectos(Saxenaet al., 1999), característica que puede ser considerada una

ventaja, cuando la acción está dirigida a las plagasdel suelo, pero se desconoce como

podrían afectar a los microorganismos o alos artrópodos “no target”. A este respecto

Stotzky (2000) y Dubelmanet al., (2005) concluyeron que es poco probable que las

proteínasCry tengan efectos negativos, inclusoen las enzimaspresentes enel suelo.

La toxinaCry aumenta en más de 2.500 veces su concentración en los suelos con

cultivares Bt (Blackwood & Buyer, 2004), pudiendo quedar unidas a las arcillas

(Stotzky, 2000). En estudios realizados en laboratorio, Crecchio & Stotzky (1998),

demostraron que, a diferencia de las libres, no son degradadas por los microorganismos

ni pierden su capacidad biocida, pero que se descomponen lentamente a pH inferiores a

5, condiciones que no son aptas para el crecimiento del maíz, razón por la cual no

afectarían a los organismos terrestres. A este respecto, Gonzálezet al. (2005) no
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detectaron niveles apreciables en las arcillas de suelos con maíztransgénico, cuyas

concentraciones en los restos vegetales, llegan a ser indetectables a partir de la semana

17 posteriores a la cosecha. Cortetet al. (2006) concluyeque, después de 4 meses las

toxinasBt no afectanlos procesos de descomposiciónde la materia organicapor los

microorganismos.

Sims & Martin (1997), Escheret al.(2000), Saxena & Stotzky (2001) y Koskella

& Stozky (2002) no encontraron efectos de la toxina en organismos tales como,

Collembola, Isopoda, protozoos, nematodos, hongos, bacterias, algas y lombrices. Sin

embargo, Blackwood & Buyer (2004) observaron efectos negativos sobre la comunidad

microbiana.

Muchos artrópodos benéficos del suelo son considerados indicadores de la

diversidad de los sistemas agrícolas, entre ellos los representantes de Carabidae

(Coleoptera), depredadores de larvas de lepidópteros de los cultivos extensivo (Lövei &

Sunderland,1996; Oliver & Beattie, 1996; Pearce & Venier, 2006), y las arañas

(Billeter et al., 2008).Los carábidos constituyen un grupo ampliamente utilizado para

estudiar el efecto de ciertos manejos agrícolas en las poblaciones de artrópodos

benéficos (Coleet al., 2002;Purtaufet al., 2005), ya que son coleópteros abundantes en

los sistemas agrícolas y tienen un rol importante en el control de plagas, dado que son

depredadores generalistas(O'neal, 2005). Además, son bastante móviles y sensibles a

las condiciones ambientales y de hábitat, por lo que el estudio de las comunidades de

carábidos constituye un buen bioindicador de calidad de los agroecosistemas (Lövei &

Sunderland, 1996). Por otra parte, el monitoreo de estos insectos es sencillo, para lo

cual se utilizan trampas de caída o pitfall, metodología que, si bien no está exenta de

controversia (Holland & Smith, 1999), ha demostrado ser útilpara determinar la

diversidad, abundancia y/o actividad de estos coleópteros (Baars, 1979; Raworth, 2001).

Las arañas han ganado una amplia aceptación en los estudios ecológicos como

indicadores de calidad ambiental (Clausen 1986, Maelfaitet al., 1990, Willett, 2001,

Pinkus Rendónet al. 2006, Tsaiet al., 2006), ya que las comunidades de arañas han

mostrado ser fuertemente influenciadas, y de manera predecible, por el tipo de hábitat y

el patrón de uso de la tierra (Weeks &Holtzer 2000).
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Manachini et al. (1999) no encontraron diferencias significativas en las

poblaciones de carábidos entre los maícesBt y no Bt, mientras que Harwoodet al.

(2005) mencionan que, los representantes de los Araneae monitoreados en maíces

transgénicos contenían importantes cantidades de la endotoxinaCry1Ab, indicando que

los efectos se trasladan a los niveles tróficos superiores.

Debido al gran cuestionamiento del efecto de los cultivaresBt sobre los

organismos del suelo, especialmente los benéficos, es necesario profundizar los estudios

que permitan evaluar su impacto en estas comunidades de invertebrados (Altieri, 2000).

OBJETIVO

Cuantificar y comparar la biodiversidad de artrópodos benéficos de suelo de la Familia

Carabidae y Araneae, en maícesBt y noBt.

MATERIALES Y METODOS

Los muestreos de los artrópodos del suelo se realizaron en los mismos lotes de

maíz y durante las cinco campañas agrícolas consecutivas, cuyas características fueron

detalladas en capítulos anteriores.

Para determinar el efecto de los maíces transgénicos y convencionales, en la

población de artrópodos terrestres, se utilizaron trampas de caída (“pitfall”) (Fig. 3.1).

Las mismas consistieron en recipientes de plástico de 10 cm de alto, 6 cm de diámetro

inferior y 7,5 cm de diámetro superior, los que fueron enterrados, quedando su parte

superior al ras del suelo y se llenaron una solución de ácido acético al 6%, el que fue

semanalmente renovado, con el fin de facilitar la conservación de los artrópodos. Hasta

el momento estas trampas son el método mejor conocido y más ampliamente utilizado

en el estudio de poblaciones de artrópodos del suelo en los ecosistemas agrícolas (Duelli

et al., 1999).
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En cada lote, se colocaron 4 trampas equidistantes (Manachiniet al., 1999)con

una frecuencia semanal las capturas se introdujeronen frascos, debidamente etiquetados

y se llevaronal laboratorio de la cátedra de Zoología Agrícola de la Facultad de

Ciencias Agrarias (Esperanza), dondefueron conservadosen recipientes Eppendorf®

(1,5 mm) con alcohol 70º, para su posterior identificación.

Los reconocimientos se realizaron bajo lupa esterocópica de 40x (Olympus

SZ40), para tal fin en el caso de las arañas se utilizaron las obras de Kaston (1978) y

Foelix (1982) y para los carábidos las de Martínez (2005) y Choate (2001). Para los

demás artrópodos las identificaciones fueron a nivelde orden utilizando la obra de

Barrientos (1988).

Figura 3.1:Aspectos que presentaron las trampas de caída (“pitfall”), utilizadas
en el trabajo.

Análisis de los Datos

A partir del análisis de las muestras se confeccionaron tablas de abundancia

relativa de las especies, lo cual permitió la estimación de índices ecológicos (Martínez

et al., 2009; Armendano & González, 2010).

Los índices de diversidad aplicados fueron Alfa, que permiten estimar la

diversidad dentro de una comunidad e índices Beta, que estima el cambio en la

diversidad entre dos o más comunidades. Siguiendo las pautas de Martínezet al. (2009)
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y Armendano & González (2010), para la diversidad Alfa se aplicaron:1) Índice de

Abundancia Relativa, 2) Índice de Diversidad de Especies, 3) Índice de Equidad de

Shannon y, para la diversidad Beta, se calculó el Índice de Bray & Curtis.

Para ello las especies de arañas fueron agrupadas en gremios (Root, 1967; Uetz

et al., 1999) según los siguientes criterios que hacen al tipo de recurso explotado y

forma de obtenerlo: tamaño del adulto, estrato donde preferentemente vive, hábitos de

desplazamiento y período de actividad. De acuerdo a la bibliografía mencionada, se

estipularon los siguientes gremios:

- I) Arañas de tamaño pequeño a mediano (hasta 10 mm), deambuladoras, que

ocupan los niveles medio y superior de las plantas, cazan al acecho

confundiéndose con el sustrato por sus colores miméticos y con actividad

preferentemente diurna (Thomisidae, Anyphaenidae y Philodromidae)

- II) Similar al anterior, excepto que las arañas son en general de colores vivaces y

cazan desplazándose por el sustrato con actividad diurna o nocturna, de buena

visión (Salticidae y Oxyopidae).

- III) Ar añas de tamaño mediano (10-15 mm), sedentarias, ocupan los niveles

medio y superior de las plantas, cazan sus presas mediante telas orbiculares que

tejen entre los tallos de las plantas y tienen actividad crepuscular y nocturna

(Araneidae excepto el géneroAlpaida).

- IV) Semejante al anterior, se diferencia por ocupar preferentemente el nivel

inferior de la vegetación (géneroAlpaida).

- V) Arañas de tamaño mediano-grande (15-20 mm), deambuladoras, ocupan

preferentemente el suelo, cazan desplazándose por elsustrato y tienen actividad

preferentemente nocturna (Lycosidae y Gnaphosidae).

- VI) Arañas de tamaño pequeño-mediano (5-12 mm), sedentarias, ocupan los

niveles bajos de la vegetación y el suelo, cazan sus presas mediante telas

irregulares, a veces enmarañadas (Theridiidae, Corinnidae, Linyphidae y

Dyctinidae).
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Los datos se analizaron estadísticamente con el programa InfoStat (versión

2011). Para determinar diferencia entre tratamientos se realizó un test no paramétrico de

Mann-Whitney para datos apareados.

RESULTADOS

Se recolectaron un total de 24.251 artrópodos en las cinco campañas agrícolas,

siendo 9.479benéficos, de los cuales 5.144 y 4.479 correspondieron a los maícesno Bt

y Bt, respectivamente (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1: Abundancia de artrópodosbenéficos de suelo en maícesBt y noBt.

Familias

Abundancia

Genero y especie no Bt Bt

Carabidae Calosoma argentinensis 1116 974

Galerita collaris 702 150

Scaritessp. 110 56

Thomisidae
Misumenopssp1, Misumenops
sp.2, Misumenopssp.3,
Misumenopssp, 4

134 97

Lycosidae
Lycosasp1, Lycosa sp.2, Lycosa
sp.3,Lycosa sp4, Lycosasp5

431 311

Araneidae Alpaida sp., sp.2, sp.3 sd. 224 199

Oxyopidae sp.1, sp. 2, sp.3 sd. 43 99

Anyphaenidae Gayennasp. 32 42

Forficulidae Dorus luteipes 720 843

Sarcophagidae sd. 1632 1708

TOTAL 5.144 4.479

Referencia:sd.= sin identificar
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No se hallaron diferencias significativas en la abundancia de la fauna benéfica

del suelo entre ambos cultivos, según la aplicación del test de Mann-Whitney, el cual

arrojó un valor de p=0,5798 (Fig. 3.2).

Los órdenes más abundantes, con el 80% del total de las capturas, fueron

Coleoptera (familia Carabidae) y Araneae (familias Lycosidae, Araneidae, Oxyopidae,

Thomisidae y Anyphaenidae). También se recolectaron ejemplares del orden

Dermaptera y de Diptera (familia Sarcophagidae). Esta última con abundancia relativa

elevada (Fig. 3.3).

Figura 3.2: Abundancia media (± DE) de artrópodos benéficos del suelo, en los maíces
noBt y Bt.

Letras iguales indican que no haydiferencias significativas(p≤ 0,05) según Test no paramétrico de

Mann-Whitney para muestras apareadas.
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Figura 3.3: Proporción de lasfamilias de artrópodos enemigos naturalesrecolectados
con trampas de caída.

Al comparar la diversidad de especies en las dos comunidades de maíz, el Índice

de Shannon- Wiener (H`) arroja un valor semejante para ambos maíces (Cuadro 3.2).

Del mismo modo, el índice de equitatividad (EH’ al ser parecidos entre sí, indica que la

relación entre la abundancia de cada especie fue muy similaren los dos híbridos

analizados (Cuadro 3.2).

Cuadro 3.2: Abundancia, índice de Diversidad específica (H’), índice de Equitatividad
(EH’) de los artrópodos benéficos en el maízBt y noBt.

Cultivo Abundancia H’ E H’

Maíz no Bt 5.144 2,61797 0,90

Maíz Bt 4.479 2,54940 0,88

Por último el índice de Bray & Curtis indica una alta similitud en ambas

comunidades, con un valor de 0,92 para los artrópodos benéficos de suelo, teniendo en
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cuenta que este índice de similitud tiene un valor 1 cuando las dos comunidades son

idénticas.

La familia Carabidae, fue la más abundante, con dos especies identificadas:

Calosomaargentinensis(Csiki) (subfamilia Carabinae, tribu Carabina), la especie más

abundante en ambos híbridos;Galleritacollaris (Dejean) (subfamilia Harpalinae,

Galeritini). Por último se recolectaron representantes deScarites(Fab.) spp. (subfamilia

Scaritinae, tribu Scaritini).Como se observa en el cuadro 3.3 existieron diferencias

significativas en la abundancia de las distintas especies en algunos meses del desarrollo

del cultivo de maíz.C. argentinensisfue la especie más abundante en todos los meses

monitoreados, con picos poblacionales en verano. Fue la única especie presente en el

mes de diciembre, momento en que se da el pico poblacional, que sibiendisminuye en

enero se mantuvo conrespecto a las restantes especies encontradas.Gallerita collaris y

Scarites spp. con pocos individuos colectados presentaron un comportamiento

semejante, aunque, las capturas de la primera comenzaron a partir de octubre yScarites

sp. fue de aparición más tardía, con capturas a partir de de noviembre, (cuadro 3.3).

Si bien en el maíz convencional los carábidos fueron más abundantes, no se

observaron diferencias significativas al comparar la abundancia con el híbrido Bt, en

ninguno de los meses muestreados (Cuadro 3.4).
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Cuadro 3.3: Abundancia (media mensual ± desvío estándar) de géneros de carábidos presentes en el maíz.

Géneros

Meses

Sept.* Oct.* Nov.* Dic.* En.* Feb.* Mar.* Abr.*

Calosoma 26,0±7,0b 35,0±14,1a 82,0±21,2a 419,0±74,2b 382,0±4,9b 190,0±90,5a 28,0±7,0a 5,5±7,7a

Galerita 0,0a 5,5±7,7a 50,5±37,4a 150±131,0a 120,0±83,0a 82,0±106a 17,6±4,0a 4,5±6,3a

Scarites. 0,0a 0,00a 11,5±2,1a 34±15,5a 33,5±20,5a 8,0±5,6a 4,0±5,6a 0,0a

*Letras igualasen la columna no son significativamente diferente según el Test no paramétrico de Mann-Whitney para muestras apareadas.

Cuadro 3.4: Abundancia (media mensual ± desvío estándar) del total de carábidos, en los híbridos de maíz noBt y Bt.

Cultivo Meses

Sept.* Oct.* Nov.* Dic.* En.* Feb.* Mar.* Abr.*

no Bt 10,3±17,9a 18,6±23,6a 62,3±43,8a 218,3±162,4a 204,3±170,4a 141±121,7a 19,0±9,6a 3,6±5,2a

Bt 7,0±12,1a 8,3±14,4a 33,6±29,7a 184±249,3a 153±196,8a 45,6±69,5a 11,3±18,7a 3,6±6,3a

*Letras igualasen la columna no son significativamente diferente según el Test no paramétrico de Mann-Whitney para muestras apareadas.
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Dentro del Orden Araneae, la familia con mayor abundancia en la superficie del

suelo fue Lycosidae (gremio V), querepresentó el 49% del total de los arácnidos

colectados y de la cual se identificaron cinco especies pertenecientes al géneroLycosa

(Latreille). La segunda familia más abundante fue Araneidae (gremio IV), representada

por el géneroAlpaida (Pickard-Cambridge) sp. y dos especies no identificadas.De la

familia Thomisidae (gremio I), se identificaron cuatro especies del géneroMisumenops

(Pickard-Cambridge). Siguen en importanciaOxyopidae (gremio II), representada por

tres especies que no se pudieron identificar y por último la familia Anyphaenidae

(gremio I), de la cual se identificó el géneroGayenna(Nicolet) spp.Los representantes

de Oxyopidae y de Thomisidae posiblemente hayan sido capturadosen las trampas de

caída,accidentalmente ya que su abundanciay hábitos de vida están más relacionados

con el estrato herbáceo(Root, 1967; Uetzet al., 1999).

Considerando la abundancia relativa por gremios, el más abundante fue el

gremio II, de hábitos deambuladores nocturnos (familia Lycosidae), seguido por los

sedentarios que ocupan el estrato más bajo de la vegetación (gremio V) y en tercer lugar

siguieron los tomísidos (gremio I) que si bien se mueven en los estratos superiores y

medios de la planta, en este estudio fueron colectados en un número importante en las

trampas de caída(Root, 1967; Uetzet al., 1999).

Se encontraron arañas durante todo el ciclo fenológico del cultivo,observándose

el valor máximo de abundanciaen el mes de diciembre, con una marcada disminución a

medida que nos acercamos al otoño, asociado probablemente al final del ciclo del maíz

(Fig. 3.4).
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Figura 3.4: Abundancia promedio de arañas(±DE) durante el desarrollo fenológico del
cultivo de maíz, en los híbridos convencionales y transgénicos.

Comose observa en la fig. 3.5, los picos poblacionales de arañas y carábidosse

observaron durante los meses de diciembre, enero y febrero. Durantes esos meses la

mayorabundancia agrupando alos Carábidos representandoel 58; 75 y 79%del total,

respectivamente.

Figura 3.5: Comparación de la abundancia total(±DE) de arañas y carábidos capturados
con trampas de caída durante el ciclo del maíz.
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Las arañas fueron más abundantes que los carábidos durante los meses de

primavera y otoño, principalmente durante noviembre, donde representaron el 55% del

total de los recuentos. Durante el verano, los recuentos disminuyeron y en el otoño, si

bien las poblaciones fueron menores, se mantuvieron constantes, a diferencia de lo

mencionado paralos carábidos, quienes a partir del mes de marzo comenzaron a bajar

drásticamente (Figura 5).

DISCUSIÓN

Algunos trabajos realizados con colémbolos, ácaros (Yuet al., 1997), lombrices

o nematodos (Saxena & Stotzky, 2001)no hacen referencia aefectosde la toxinaBt

sobre estos organismos del suelo, lo que coincidiócon los resultados hallados en el

presente estudio, donde no se encontraron efectos ni sobre la diversidad de especies ni

en la abundancia de artrópodos benéficos del suelo(De la Poza et al.,2005).

En términos generales, los resultados de este estudio son coincidentes con los de

otras investigaciones previas que indican que el maíz genéticamente modificado que

expresa endotoxinasBt, activas contra lepidópteros plaga, no afectan adversamente la

población de artrópodos comunes en el cultivo del maíz, permaneciendo la diversidad

de estos organismos inalterada(Bhattíet al.;2005).

Por otro lado, la abundancia decarábidos no presentódiferencias entre los

maíces convencionales yBt, resultados que coinciden con los hallados por Lozzia

(1999) quien no encontró efectos de la toxina sobre estosdepredadores. Además, en

estudios realizados en laboratorio por Álvarez-Alfagemeet al. ,(2009) no se detectaron

efectos sobre su ciclo de desarrollo, aunquese encontró la toxina en los representantes

de esta familia.

Las arañas son las mayores colonizadorasde los sistemas agrícolas (Uetzet al.,

1999) y por ende son losdepredadores generalistas más comunes en agroecosistemas

(Rushton & Eyre 1992; Dippenaar-Schoeman & Jocqué, 1997), constituyendo casi la

mitad de la faunadepredadora. (Fergusonet al.,1984; Young & Edwards, 1990). Por su

condición generalista, las poblaciones de la mayoría delas especies no dependen de la

abundancia de una determinada presa, de acomodar su consumo al nivel de abundancia
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(Sabogal & Pinzón, 2001). Uetzet al. (1999) encontró que entre el 63-65% de la

variación en la riqueza de especies y la diversidad de las arañas fue explicada por la

abundancia de artrópodos presa. Balfour& Rypstra (1998) encontraron que las arañas

incrementan con el aumento de la calidad de los herbívoros en el sistema.

Dentro de la arañas, la familia Lycosidae fue la más abundante en la superficie

del suelo, que coincide con la información reportada porMinervino (1996) y

Liljesthröm et al. (2002). Los licósidos han sido reportados por muchos investigadores

como el grupo dominante entre las arañas caminadoras de hábitos terrestres (Bultmanet

al., 1982; Dippenaar-Shoeman & Jocqué 1997; Whitmoreet al., 2000), cuyos

representantes se caracterizan por buscar sus presas en el suelo y la vegetación baja

(Flórez, 1996).

Los tomísidos son muy comunes en la vegetación, se caracterizan por

camuflarse con las flores de las plantas utilizando sus coloraciones crípticas y emboscar

y capturar a sus presas (Whitmoreet al., 2000); estas arañas prefieren el estrato

herbáceo por lo que estar en el suelo se podría relacionar con un hecho diferente al de

utilizar este recurso como lugar estable de forrajeo. Puede estar relacionada con el

hecho que el estrato herbáceo fue considerablemente alto y tupido, lo que facilitó su

colecta.

Si bien no existen muchos estudios realizados con arañas, que permitan

determinar el efecto de la toxinaBt, este trabajo no se encontrarondiferencias ni en la

diversidad ni en la abundancia de arañas entre los maíces noBt y Bt.

En resumen, los resultados de este estudioestaría corroborandolas conclusiones

de otros informes publicados (Orr & Landis, 1997; Pilcheret al., 1997; Lozzia, 1999 y

Zwahlen et al., 2000) respecto de que no hay efectos ocasionados por las plantas

transgénicas resistentes a lepidópteros plagas del maíz sobre los organismos benéficos

del suelo, que no son objetivo del control.

En el futuro son necesarios más estudios queabarquen una combinación de

experiencias de laboratorio, de invernadero y de campo, debido a que la toxina puede

tener un comportamiento diferente en diferentes ambientes y la actividad insecticida
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puede variar con cambios en la textura y el pH del suelo,así como con las diferentes

condiciones climáticas de suelo (Tapp & Stotzky, 1995; Zwhalenet al., 2003 b).

CONCLUSIONES

Laspoblaciones delarvas deD. saccharalisdisminuyoenlos maícesBt.

En los maícesBt si bien se encontraron larvas deS. frugiperda, estas no fueron

muy abundantes y no se pudo observar daño de consideración.

Las familias y especies de parasitoides encontradas en ambos maíces fueron las

mismas.

Los maíces noBt presentaron mayor abundancia de parasitoides, pero los

porcentajes de parasitismoefectivofueron similares en los dos híbridos.
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CAPÍTULO 4

INCIDENCIA DE LOS MAÍCES Bt EN LA DIVERSIDAD DE

ARTROPODOS Y EN LA APARICIÓN DE PLAGAS SECUNDARIAS

RESUMEN

El uso de los cultivos transgénicos con resistencia a insectos permite reducir la

dependencia de plaguicidas convencionales. La alta especificidad de la toxina Cry1Ab

en el maízBt se traduce en una mejor conservación de la fauna “no blanco” del control

asociada al cultivo y de los enemigos naturales. Se han realizado trabajos en laboratorio

que estudian el impacto de los cultivos transgénicos sobre diferentes organismos, pero

son pocos los que evalúan su efecto sobre la diversidad de una comunidad de artrópodos

en condiciones naturales. Para la realización de este trabajo se plantearon como

objetivos comparar el impacto de los maícesBt en la diversidad de artrópodos y en la

aparición de plagas resurgentes en cultivos de la zona central de la provincia de Santa

Fe. Se realizaron monitoreos semanales a campo durante cinco campañas agrícolas:

2005-2006, 2006-2007, 2007-2008, 2008-2009 y 2009-2010. Para ello, se sembraron en

parcelas de una hectárea cada una, los híbridosBt (AX 886 MG) que expresa la toxina

Cry1Ab deBacillus thuringiensisBerlinery el híbrido convencional (892CL), en ambos

la distancia entre surcos fue de 0,70 m. Se utilizaron tres métodos de muestreos, trampas

amarillas pegajosas, recuentos visuales y trampas de caída. Para el análisis de la

diversidad se utilizaron los siguientes índices ecológicos: Abundancia relativa,

Diversidad relativa de las familias, Diversidad de especies, Índice de Dominancia,

Índice de equidad de Shannon (EH), Índice de Bray y Curtis. Para comparar la

abundancia de artrópodos en los distintos años de muestreos, se realizó un ANOVA

para medidas repetidas en el tiempo. No se observó efectos de la presencia de maíces

con genotipoBt sobre la diversidad, como así tampoco entre las comunidades de

artrópodos, según los índices ecológicos analizados. Especies comoEuxestasp. y

Diabrotica speciosa, consideradas hasta el momento plagas secundarias, tuvieron una

abundancia elevada, siendo superior en los maíces transgénicos.  Existieron diferencias

significativas cuando comparando las poblaciones durante los cinco años de muestreos,
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en las campañas agrícolas 2005-2006 y 2008-2009, pero las misma no se debieron al

tipo de maíz sino a las condiciones climáticas(ver Capítulo 1).

INTRODUCCIÓN

La preocupación de muchos investigadores por el uso de los cultivos

transgénicos, se debe a que no siempre se puede predecir elimpacto que posiblemente

poseansobre las interacciones entre los organismos presentes en los ambientes

cultivados y, además se desconocese probable efectosobre los diferentes niveles

tróficos, que no son el objetivo de control para el cual fueron creados (Romeiset al.,

2006; Icoz &Stotzky, 2008; Perryet al., 2010).

El uso continuo y el aumento de la superficie sembrada con las plantas

genéticamentemodificadas(PGM) podrían ocasionar la desaparición de las especies

fitófagas “blanco” del control. De este modo, los organismos presentes, pero que hasta

ese momento no causaban dañosal cultivo, podrían convertirse en plagas (inducciónde

plagas secundarias), motivadas por la disminución de la competencia, la posibilidad de

colonizar las plantas o incrementar el uso de los recursoso por la menor cantidad de

enemigos naturales(Stronget al., 1984; Bernays & Chapman, 1994; Champan1931).

El riesgo de exposición de los organismos que habitan la flora circundante a las

PGM aumenta por el consumo accidental delos granos de polen depositados sobre las

plantas hospederas. La preocupación sobre este grupo de herbívoros surgió a partir de

una comunicación de Loseyet al. (1999), en la que dio cuenta de una disminución

significativa en las tasas de alimentación, crecimiento y un aumento en la mortalidad de

las orugas deDanaus plexippusL., conocida como “monarca”, al ser alimentadas con

hojas deAclepias curassavicaL., cubiertas de polen de maízBt.

En el caso de las especies fitófagas, que se alimentan de los jugos de las plantas

o del néctar, el riesgo de intoxicación no es significativo, debido a las bajas

concentraciones de las toxinasCry en estos sectores de la planta. No obstante, podrían

verse afectados indirectamente a través de los cambios en las poblaciones de insectos

susceptibles (Rapset al., 2001a).

La obtención de genotiposBt en los cultivos tuvieron como objetivo la

disminución delos daños de herbivoria deplagas pertenecientes alos Órdenes
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Lepidoptera, Coleoptera y Diptera pero, en los agroecosistemas, se encuentran otros

artrópodos herbívoros que en el caso delcultivo demaíz pueden ingerir tejidos y así

incorporarla proteínaCry al consumir partes de la planta, pudiendo quedar expuestos a

la toxina (Groot & Dicke, 2002). Harwoodet al. (2005) indican que, en condiciones de

campo, existe exposición prolongada de los artrópodos a la toxina, hecho que debería

ser considerado como un riesgo de las plantas transgénicas a los herbívoros “no

blanco”.

OBJETIVOS

Determinar la incidencia de los maícesBt en la diversidad de artrópodosplagas

y en laincidencia de plagas secundarias.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se realizaron monitoreos a campomediantetrampas pegajosas, conteos visuales

y trampas de caída.

Los muestreos a campo se realizaron durante cinco campañas agrícolas

consecutivaslos que estuvieron comprendidos entre los años: 2005-2006, 2006-2007,

2007-2008, 2008-2009 y 2009-2010 en una misma explotación comercial, ubicada

sobre Ruta Provincial Nº 6 (31º 30’ S 60º 55’ W) en la localidad de Pujato Norte,

departamento Las Colonias (Santa Fe).

Anualmente se sembraron 2 parcelas de 1 ha,con una distancia entre ambas de

15m. Una de las parcelas se embró conun hibrido de maízBt (AX 886 MG) que

expresa la toxina Cry1Ab deBacillus thuringiensisBerlinery otra con un híbrido

convencional(892CL), ambos del criadero Nidera.Las siembras se realizaron con una

distancia entre surcos de0,70m. Las fechas en que se realizaron las siembras en cada

campaña agrícola se detallan en el Cuadro1.1. En ambos lotesanualmente se realizaron

tratamientos con herbicidas de pre-siembra (Atrazina y Glifosato)y post emergencia

(Iodosulfuron + Foramsulfuron y Sulfonilureas).
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Cuadro4.1: Fechas de siembra de los maícesBt y no Bt, en las campañas agrícolas
2005-2006; 2006-2007; 2007-2008; 2008-2009 y 2009-2010.

Campaña Fecha de siembra
2005-2006 14 de octubre
2006-2007 29 de septiembre
2007-2008 25 de septiembre
2008-2009 20 de septiembre
2009-2010 15 de octubre

Recuento de artrópodos

1- Recuento visual

Teniendo en cuenta las características del cultivo se estimó que lamejor forma de llevar

a cabo este estudio era mediante conteo directo de los artrópodos sobre la planta

(Castañeraetal., 2004).El recuento visual es un método de muestreo absoluto mediante

el cual se logra identificar y cuantificar la fauna existente sobre la planta. Se

determinaron dos tratamientos (noBt y Bt), mediante sorteo se estipuló la planta de

inicio de los recuentos en cada lote, a partir del cual se muestrearon 15 plantas

consecutivasen el surco. La unidad de muestreo era la plantacompleta..De cada planta se

examinaron detalladamente las hojas, el tallo y, en la etapa reproductiva, la

inflorescencia panoja y la mazorca. Con la finalidad de evitar el efecto de la vegetación

presente de los bordes, los sorteos se iniciaron dejando 10 m en cada margen del lote.

Los muestreos se realizaron con frecuencia semanal desde la siembra hasta la cosecha

del cultivo.

Se llevaron registros de los artrópodos presentes, y de su estado de desarrollo

(huevo, ninfa o larva, pupa y adulto), tanto los fitófagos como los enemigos naturales.

Siempre que fue posible los ejemplares adultos fueron identificados a campo, caso

contrario fueron colocados, individualmente, en frascos con alcohol 70%, debidamente

rotulados, para su posterior identificación en el laboratorio.
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2- Trampas pegajosas

Las trampas pegajosas se emplearon con la finalidad deatrapar insectos alados

de difícil observación y captura mediante el método visual. Las mismas consistieron en

cartones de color amarillo con pegamento (marca comercial Subin), de15 cm de ancho

por 25 cm de largo. Las trampas se colocaron a partir de la sexta hoja del maíz, colgadas

sobre el estrato vegetal,de esta manera se mantuvieronsiempre ubicadas en el tercio

superior de la planta.En cada lote se colocaroncuatrotrampas equidistantes (Manachini

et al., 1999), las que semanalmente fueron reemplazadas y llevadas a laboratorio para la

identificación de los artrópodos capturados.

3-Trampas de caída (“pitfall”)

Para determinar el efecto de los maíces transgénicos y convencionales, en la

población de artrópodos terrestres, se utilizaron trampasde caída (“pitfall”). Las mismas

consistieron en recipientes de plástico de 10 cm de alto, 6 cm de diámetro inferior y 7,5

cm de diámetro superior, los que fueron enterrados, quedando su parte superior al ras

del suelo y se llenaron una solución de ácido acético al 6%, el que fue semanalmente

renovado, con el fin de facilitar la conservación de los artrópodos.Hasta el momento

estas trampas son elmétodo mejor conocido y más ampliamente utilizado en el estudio

de poblaciones de artrópodos del suelo en los ecosistemas agrícolas (Duelli et al., 1999).

En cada lote, se colocaron 4 trampas equidistantes (Manachiniet al., 1999)con

una frecuencia semanal las capturas se introdujeronen frascos, debidamente etiquetados

y se llevaronal laboratorio de la cátedra de Zoología Agrícola de la Facultad de

Ciencias Agrarias (Esperanza), dondefueron conservadosen recipientes Eppendorf®

(1,5 mm) con alcohol 70º, para su posterior identificación.

A partir de las identificaciones de los distintos taxones provenientes de los

muestreos, se confeccionaron tablas de abundancia relativa de las especies, agrupadas

en los taxones Orden y Familia. Por un lado, se calcularon índices de diversidad alfa,

que hace referencia a la diversidad local dentro de una comunidad y por otro la

diversidad Beta, la cual representa el cambio en la diversidad entre dos o más

comunidades. Se estimaron los siguientes índices ecológicos (Martínezet al., 2009;

Armendano & González, 2010), para la diversidad Alfa: 1) Índice de Abundancia
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Relativa, 2) Diversidad Relativa de las Familias, 3) Diversidad de Especies, 4) Índice de

Equidad de Shannon, y 5) Índice de Dominancia y, para la diversidad Beta, se calculó el

Índice de Bray & Curtis.

1-Abundancia relativa

Representa el porcentaje de una especie sobre el total, incluyendo a todas las

especies o familias observadas.

2-Diversidad relativa de lasfamilias

Para la obtención del índice de diversidad de familias se vincula el número de

especies encontradas que integran una familia (ni) con el número total de especies (N)

encontradas.Para cada uno de los híbridos de maíz utilizados, para determinar el

número total de especies (N) se realizó la sumatoria de todas las especies de cada

familia observada en cada lote según la ecuación 1.

Índice de diversidad: divR= (ni/N)*100(Ecuación 1)

Donde:

divR = Diversidad relativa de la familia

ni = Numero de especies de una familia

N = Sumatoria de todas las especies de la muestra

La diversidad de la familia expresa la relación porcentual entre el número de

especies que integran una determinada familia y el número de todas las especies de la

muestra, de este modo se obtuvo el porcentaje dediversidad para cada familia respecto

al 100% de la población.

3-Diversidad de especies

Se aplicó el índice de Shannon-Wiener (H’), uno de los índices más utilizados en

ecología (Ludwig & Reynolds, 1989), utilizado para caracterizar la diversidad de

especies en cada híbrido (Bt y noBt), el que se estima según la siguiente ecuación:
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Shannon-Weiner H '=- pi ln pi (Ecuación 2)

Donde

pi= proporción de individuos de la especiei respecto al total de individuos (es

decir la abundancia relativa delas especie i: (pi=ni/N)

ni= número de individuos de la especiei

N= número total de individuos de todas las especies (Σ ni)

4-Índice de equidad de Shannon (EH)

El índice de equidad Shannon se basa en la probabilidad de encontrar un

determinado individuoen un ecosistema. El índice contempla la cantidad de especies

presentes en el área de estudio (riqueza), y la cantidad relativa de individuos de cada

una de esas especies (abundancia) (Magurran, 2001).

Este índice indica que tan uniformemente están distribuidos los individuos entre

las especies (Clements & Newman, 2002; Newman & Unger, 2003), dicho de otro

modo, compara la diversidad observada en una comunidad con la diversidad máxima

posible de una comunidad hipotética, con el mismo número de especies.

LnS

H
EH

` (Ecuación 3)

Donde:S es el número de especies (riqueza) yH’ el índice de diversidad de

Shannon. (ver ecuación 2)

Puede demostrarse que, cuandopi = 1/S para todapi, se alcanza la uniformidad

máxima, siendopi la proporción del número de individuos de la especiei con respecto

al total (ni/N)) (Francoet al., 1989). Asume valores entre 0 y 1, en donde cuanto más

cercano a 1 es el valor, mayor es la uniformidad.

5- Índice de Dominancia

Para determinar la dominancia de una especie seutilizó el índice de Simpson,

que toma un determinado número de especies presentes en el hábitat y su abundancia

relativa (Pielou, 1969).

A medida que el índice se incrementa, la diversidad decrece. Este índice

sobrevalora las especies más abundantes en detrimento de la riqueza total de especies,

por lo tanto cuando mas aumenta el valor a uno, la diversidad disminuye (Pielou, 1969).

Se calcula con la siguiente fórmula:
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2piλ (Ecuación 4)

Donde, λ:dominancia ypi:es la proporción del número de individuos de la

especiei con respecto aN.

Además se determinó la similitud entre ambas comunidades estudiadas,

midiendo la diferencia entre la abundancia de cada especie presente, para ello se utilizó:

Diversidad Beta: es el grado de cambio en la diversidad de especies entre

hábitats. El sistema más fácil para medir la diversidadβ entre pares de localidades es

mediante el uso de los coeficientes de similitud.

1-Indice de Bray & Curtis: Mide la similitud cuantitativa entre dos

comunidades,  toma valoresiguales a 1 en casos de similitud completa, e igual a 0 si las

comunidades son disímiles y no tienen especies en común, se calcula mediante la

siguiente expresión matemática:

ii

ii
BC yx

yx
I 1 (Ecuación 5)

Dondexi es la abundancia de la especie i en la comunidad una eyi la abundancia

de esa especie en la comunidad dos.

Las identificaciones de los representantes hallados se realizaron bajo lupa

estereoscópica de 40x (Olympus SZ40) utilizando las claves de: Barrientos (1988);

Borror et al. (1989); Remaudiere & Seco Fernández (1990a, b); Rupert & Barnes

(1996); Choate (2001); Choate (2003).

Para comparar la población de artrópodos en ambos maíces a los largo de los

cinco años de muestreos, se realizó unANOVA, para ello previamente se realizaron las

pruebas de normalidad de los datos (Snedecor & Cochran, 1989).Para determinar

diferencias entre tratamientos se realizó un test no paramétrico de Mann-Whitney para

datos apareados.Los datos se analizaron con el programa estadístico InfoStat (versión

2011).
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RESULTADOS

Durante las cinco campañas agrícolas en que se realizaron los estudios se

colectaron un total de 99.745 organismos en ambos maíces, y con el empleo de los tres

métodos de muestreos, de los cuales 55.228 correspondieron a los maíces noBt, y

44.517 en los maícesBt. De estos totales, en los híbridos convencionales el 52% fueron

artrópodos plagas y en los maíces transgénicos ese porcentaje llegó a 64%.No

existieron diferencias significativas entrelos maícesBt y noBt con un p=0,526.

Los representantes hallados corresponden a los Phyllum Arthropoda y Mollusca

y dentro del primero, a las Clases Insecta, Chilopoda, Crustacea y Arachnida. La Clase

insectafue la más numerosa, en cuanto a la cantidadde ejemplares y a la diversidad de

órdenes identificados correspondientes aBlattodea, Coleoptera, Dermaptera, Diptera,

Hemiptera, Hymenoptera, Neuroptera, Orthoptera y Thysanoptera. El ordende los

cuales Coleoptera estuvo representado por la mayor cantidad de familias, seguido por

Orthoptera.

Debido a la variación de los hábitos y biologías de los representantes de los

diferentes Phyllum, se los ha recolectado empleando diferentes métodos de muestreos

(Cuadro 4.2).

Los ejemplares de las Clases Mollusca,Crustacea y Chilopoda, debido a sus

hábitos terrestres ya su proliferación en microambienteshúmedos, ricos en materia

orgánica y vegetales en descomposición, solo fueron colectados a través de trampas de

caída. Dentro de los moluscos se hallaron ejemplaresde la familia Limacidae (Orden

Pulmonata), conocidos como “babosas” de las especiesDeroceras reticulatum(Müller)

y D. laeve(Müller) (Cuadro 4.2).

En cuanto a los crustáceos el único orden registrado correspondió a Isopoda,

conocidos como “bicho bolitas”, con los géneros Armadillidium vulgare(Latreille)

(Armadillididae) yPorcellio laveis(Latreille) (Porcellionidae), mientras que dentro de

los quilópodos solo se recolectaron “ciempiés”, por lo que para su análisis se tomó al

grupo completo. Por último, la Clase Arachnida estuvo representada por el orden Acari,

cuyos recuentos se realizaron visualmente. Solo se registró la presencia de la familia

Tetranichydae(Cuadro 4.2).
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En la Fig. 4.2 se observael total de individuosmonitoreados en las 5 campañas

agrícolas, agrupados por familia y según el tipo de maíz (transgénicos o no). Los

ejemplaresde los Phyllum Chilopoda, Mollusca y Crustacea, de hábitos terrestres, cuyos

registros en ningún caso superaron los 1.000 individuos, fueron más abundantes en los

maíces noBt.

De la Clase Insecta las familias de herbívoros más abundantes fueron Thrypidae

y Aphididae(Fig. 4.1). Los trips fueron un 9% superior en el cultivar convencional,

superando los 4.000 individuos recolectados, en ambos híbridos. Scarabaeidaey

Otitidae, también con representantes de hábitos fitófagos, fueron más abundantes en el

maíz transgénico, siendo los recuentos de la últimasuperior en 2.112 individuos (46%)

en los maícesBt.

Figura 4.1: Total de los individuos recolectados(±EE), por familia, durante las
campañas agrícolas 2005-2006, 2006-2007, 2007-2008, 2008-2009 y 2009-2010.

Si analizamos la abundancia relativa de las distintas familias según el método de

muestreo empleado, sin discriminar según el genotipo de maíz, puede observarseque;

en las trampas pegajosas las familias de insectos fitófagos con mayor abundancia

relativa fueron Otitidae, Thripidae, Chrysomelidae, Acrididae y Melyridae (Fig. 4.2).
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Cuadro 4.2: Artrópodos herbívoros, agrupados por orden y familia, según tipode
monitoreo: visual, trampas amarillas y trampas de caída.

Grupo de
Artrópodos

Tipo de monitoreo
Visual Trampas

amarillas
Trampas de

caída
Orden Familia
Coleoptera Chrysomelidae x x

Melyridae x x
Scarabaeidae x
Elateridae x
Nitidulidae x

Diptera Otitidae x x
Thysanoptera Thripidae x x
Orthoptera Acrididae x x

Grillidae x
Grillotalpidae x

Hymenoptera Formicidae x
Acariforme Tetranychidae x
Pulmonata Limacidae x
Miriapoda x
Isopoda Armadillididae x

Porcellionidae x
Blatodea x

Figura 4.2: Distribución proporcional de la abundancia relativa de las familias de
insectos fitófagos capturadas con trampas pegajosas.

En los conteos visuales se destaca la diferencia en la abundancia de los trips en

relación a las otras familias de insectos plaga, destacándose también la familia

Chrysomelidae (Fig. 4.3).
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Figura 4.3:Distribución proporcional de la abundancia relativa de insectos fitófagos
capturados según el método de conteo visual.

Las principales familias en las que se recolectaron representantes mediante las

trampas de caída fueron Gryllidae, Scarabaeidae y Elateridae, con el 61% del total de

los recuentos de los artrópodos plagas, considerando dentro de ellos a los

representantes fitófagos de Miriapoda e Isopoda (Fig. 4.4).
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Figura 4.4:Distribución porcentual de la abundancia relativa de familias de artrópodos
fitófagos capturados en trampas de caída.

Al analizar la diversidad de especies, se identificaron 25 especies pertenecientes

a 20 familias diferentes (Cuadro 4.2). Dentro de los artrópodos fitófagos los trips fueron

los más abundantes.De éstos se identificó al géneroFrankliniella sp., cuyo índice de

abundancia relativa fue alto, superior a 9, pero similar en ambos cultivos analizados. La

cantidad de ejemplares del géneroEuxestaspp. (Otitidae) fue alto en ambos cultivos,

existiendo diferencias significativas entre los dos híbridos, siendo superior la cantidad

en los maícesBt (Cuadro 4.4).
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Cuadro 4.3: Abundancia y abundancia relativa de las especies de los principales artrópodos fitófagos, agrupados por familia, en los
maíces noBt y Bt.

Familia Especies Abundancia
no Bt

Abundancia
relativa no Bt

Abundancia
Bt

Abundancia
relativa Bt

Melyridae Astylus atromaculatus(Blanchard) 1081 4,9 1200 5,2
Chrysomelidae Diabrotica speciosa(Germ.) 1560 7,1 2042 8,9
Nitidulidae Lobiopa insulares(Castelnau) 734 3,3 954 4,1
Scarabaeidae Diloboderus abderus(Sturm) 857 3,9 1026 4,7

Cyclocephalasp. 568 2,5 832 3,7
Elateridae Conoderussp. 1806 8,2 1989 9,0
Otitidae Euxestaspp. 1839 8,4 3951 18,0
Formicidae Atta sexdens 854 3,9 874 3,9
Thripidae Frankliniella sp. 5332 24,3 4019 18,3
Acrididae Dichroplussp. 588 2,8 607 2,7
Gryllidae Gryllus argentinusSaussure 1735 7,9 1742 7,9
Gryllotalpidae Scapteriscus borelliiGiglio-Tos 987 4,5 1002 4,5
Tetranychidae Tetranychussp. 700 3,1 408 1,8
Limacidae sd. 730 3,2 721 3,2
Miriapoda sd. 855 3,9 372 1,6
Armadillididae Armadillidium vulgareLatreille 413 1,8 338 1,4
Porcellionidae Porcellio laveis(Latreille) 451 2,0 313 1,1
Blatodea sd. 841 3,8 531 2,4

TOTAL 21.931 100 % 22.921 100%

Referencias: sd= sin identificar.
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Pero en el maíz transgénico duplicó al hibridono Bt, siendo el índice de abundancia

relativa aproximadamente 2,5 veces superior. Algo similar sucedió conla especie de la

familia Chrysomelidae(D. speciosa), y las especies de la familia Scarabaeidae (D.

abderusy Cyclocephalaspp)., cuyos índices de abundancia relativa enel maíz con

genotipo Bt superaronen casi el doblea los registradosen los maíces noBt, lo que

indicaría elresurgimientode estas especiesdeplagassecundarias(Cuadro 4.4).

Otras familias de fitófagos fueron más abundantes en el híbridoBt, tal es el caso

de Formicidae, Gryllidae y Gryllotalpidae, también los moluscos y crustáceos, aunque

las diferenciasno fueron significativas (Cuadro 4.4).

Cuadro 4.4: Abundancia media (±DE), de los cinco años de muestreos de las familias de
plagas recolectadas con todos los métodosde muestreos.

Media Bt MediaMenono Bt
ACRIDIDAE 121,4 ±24,06 a 117,6 ±21,66 a

BLATODEA 168,2 ±64,92 a 106,2 ±30,24 a

CHRYSOMELIDAE 408,4 ±196,06 a 312 ±103 a

ELATERIDAE 397,8 ±99,61 a 361,2 ±191,71 a

FORFICULIDAE 160 ±66,37 a 146 ±55,1 a

FORMICIDAE 174,8 ±75,05 a 170,8 ±72,44 a

GRILLIDAE 348,4 ±87,81 a 288,6 ±149,03 a

GRILLOTALPIDAE 200,4 ±52,59 a 197,4 ±83,73 a

ISOPODA 130 ±30,68 a 173,4 ±71,7 a

LIMACIDAE 144,2 ±44,25 a 140 ±24,52 a

MELYRIDAE 240 ±138,28 a 216,2 ±59,65 a

MIRIAPODA 74,4 ±23,19 a 173 ±62,38 a

NITIDULIDAE 190,8 ±96,93 a 146,8 ±41,69 a

OTTITIDAE 790,2 ±273,25 a 367,8 ±195,37 b

SCARABAEIDAE 563,4 ±167,61 a 396 ±126,15 a

TETRANYCHIDAE 81,6 ±23,66 a 140 ±54,54 a

THRIPIDAE 803,8 ±160,81 a 1066,4 ±211,9 a

Medias con letras iguales en las filas no son significativamente diferentes, no paramétrico de Mann-
Whitney para datos apareados.
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Diversidad de especies de Shannon-Weiner

La diversidad en ambos cultivos (Bt y no Bt) evaluada con el índice de diversidad de

Shannon-Weinerson descríptosen elCuadro 4.3. Éste índice permite conocer no sólo el

número de especies, sino también como la abundancia de una especie se distribuye entre

todas aquellas que conforman una comunidad. En este caso los valores fueron similares

para ambas comunidades y al superar el valor de tresse deduce en ambos genotipos

pueden considerarse diversosy que esa diversidad es similar.

Cuadro 4.5: Abundancia, Riqueza específica (S), Índice de diversidad (H’) e índice de
equidad (EH’) de Shannon- Wiener en los maícesBt y noBt.

Cultivo Abundancia S H’ E H’

Maíz no Bt 28871 25 3,503375 0,92
Maíz Bt 28899 25 3,600503 0,93

Índice de equidad de Shannon (EH’ )

Los resultados de equidad de Shannon, que mide la abundancia relativa de las

especies que conforman la riqueza de un área, llega al valor máximo (EH’=1) cuando

todas las especies tienen un tamaño poblacional igual. En nuestro estudio, los valores

fueron elevados en los dos híbridos (Cuadro 4.3).

Índice de Dominancia

En base al cálculo del índice de Dominancia se tomaron en cuenta para el

análisis, solo las 6 especies plagas más abundantes de cada híbrido de maíz. Se destaca

la especieFrankliniella spp., le siguen en importanciaEuxestaspp., esta especie tuvo

una marcada dominancia en el genotipoBt y, siendo en menor medida paraD. speciosa

y G. argentinus.

De acuerdo al índice de Simpson entre más se acerque el valor a 1, la diversidad

disminuye, por tanto tomando este concepto, los maíces presentan una alta diversidad de

especies ya que el valor máximo de dominancia obtenido para la especie más abundante

no superó los valores 0,0092 y de 0,0084, en los maíces noBt y Bt respectivamente

(Fig. 4.5). Estos valores al ser muy inferiores a 1 inicarian que ambos híbridos tuvieron

una buena diversidad de especies (Fig. 4.5).
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Figura 4.5:Magnitudes calculadas delÍndice de Dominancia de Simpson para las
principales especies presentes en los maícesBt y noBt.

Diversidad Beta

1-Indice de Bray & Curtis:

El cálculo delíndice de Bray & Curtis el cual arrojó un resultado de 0,86 al

acercarse al valor de 1 nos estaría indicando un alto grado de similitud entre ambas

comunidades, sin embargo el valor obtenido mostraría que existen algunas diferencias

cualitativas entre las dos comunidades.

En las campañas 2006-2007; 2007-2008 y 2009-2012, la cantidad de

organismos, estuvo próxima a los 11.000 individuos en el híbrido transgénico, en tanto

que en los maíces convencionales la cantidad recolectada fue de aproximadamente

8.000. En las campañas agrícolas 2005-2006 y 2008-2009, las poblaciones no superaron

en promedio los 4.000 individuos, siendo superior en los híbridosBt, pudiendohaber

influído las condiciones climáticas de estas dos campañas agrícolas(Capítulo 1).

Mediante el análisis de la varianza pudo observarse la existencia dediferencias

significativas entre estas dos campañas con respecto a las restantes, coincidiendo con

los añosen que las condiciones de pluviometríaestuvieron muy por debajo de la media

zonal anual, en que la abundancia de artrópodos fue, en promedio, 41,5% y 38,0%

menor para los maícesBt y convencionales, respectivamente (Fig. 4.6 A y B).
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A

B

Figura 4.6: Abundancia de artrópodos recolectados durante los cinco años de
muestreos, en los maíces noBt (A) y Bt (B).

Letras distintas indican diferencias significativas según Tukey (p=<0,05)
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DISCUSIÓN

A pesar de que varios estudios han evaluado el efecto de las PGM en los

organismos que no son los objetos del control, pocos hanevaluado el efecto sobre la

diversidad biológica en la comunidad deartrópodos(Dickson & Whitham, 1996).

Como se observa en este y otros estudios (Jasinskiet al., 2003; Musser &

Shelton, 2003; Candolfiet al., 2004), la diversidad nofue afectada por los maícesBt,

aunque si se observo algunos cambios enla abundancia de las distintas familias.

Los principales artrópodosque pueden considerarse potencialmenteplagas

encontrados en este estudio fueron los trips, con una abundancia elevada respecto a

otras plagas; los mismos no mostraron diferencias entre los maícesBt y no Bt. Para el

caso de los trips, noexisten estudios realizados. Estas especiespor su forma de

alimentación (Igarzabalet al., 2009), pueden compararse con los resultados encontrados

para los ácarosde la familia Tetranychidae (Duttoet al., 2002). En este caso se

comprobó que ingieren grandes cantidades de la toxina al alimentarse de las plantasBt,

ya que lo hacen de las células del parénquima, aunque nopudo determinarse que sean

afectados por la toxina (Duttonet al., 2002).

Se pudo observar la presencia deEuxestaspp.,con una mayor abundancia en el

maízBt, que debe ser tenida en cuenta ya que esta especie es plaga importante del maíz

en otros países del mundo (Reiset al., 1980; Frías, 1981; Cruzet al., 2011). Los daños

de Euxesta spp., incluyen el consumo de estigmas, y por lo tanto fallas en la

polinización, con falta de granos, destrucción de los mismos en desarrollo, aumento de

la vulnerabilidad a pudrición de la mazorca y disminución en la calidad del grano (Reis

et al., 1980, Brancoet al., 1994). TambiénD. speciosa, plaga que, hasta ahora es

considerada secundaria en nuestro país pero de importancia en los EE. UU., se presentó

con una mayor abundancia en los maícesBt (Marquardtet al., 2009). Estos dos casos

podrían indicar una resurgencia deestasplagas secundarias, como consecuencia de la

presencia de un cultivo de maíz con genotipoBt.

Por lo mencionado, es necesaria la realización de otros estudios, con el fin de

determinar el efecto que el uso continuo que estoscultivos transgénicos pueden tener

sobre las poblaciones deartrópodos fitófagos.
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CONCLUSIONES

No se encontraron diferencias en los índices de diversidad de artrópodos

fitófagos, presentándose las mismas especies, en los dos tipos de cultivos evaluados.

La familia Otitidae, con la especieEuxestasp., presentó una mayor abundancia

en el maízBt. posiblemente debido a la disminución del uso de plaguicidas, para el

control de plagas objetivo del controly también podría deberse a la menor abundancia

de enemigos naturales.

Las especies plaga del orden Coleoptera fueron más abundantes en los maíces

Bt, D. speciosa,presentó una abundancia superior en los maícesBt, lo cual debería

tenerse en cuenta debido a la importancia de la misma como plaga clave del maíz en

otros países del mundo. Las especiesD. abderusy Cyclocephalasp., también fueron

más abundantes en el genotipoBt.

No existieron diferencias en la abundancia total de artrópodos entre las

diferentes campañas agrícolas.



Efecto de los maíces Bt sobre las plagas claves, secundarias y los enemigos naturales- 115

BIBLIOGRAFÍA

ARMENDANO, A. & A. GONZÁLEZ (2010). Comunidad de arañas (Arachnida,

Araneae) del cultivo de alfalfa (Medicago sativa) en Buenos Aires, Argentina.

Rev. Biol. Trop 58: 747-757.

BERNAYS, E. A. & R. F. CHAPMAN (1994).Host-plant selection by phytophagous

insects. CHAPMAN & HALL. Nueva York 312 pp.

BORROR, D. J.; C. A.TRIPLEHORN & N. F. JOHNSON (1989).An Introduction to

the Study of Insects(6th edition). Saunders College Publishing, 875 pp.

BRANCO M.C.; G. L.VILLAS BOAS; F. J. B. REIFSCHNEIDER & I. CRUZ (1994).

Avaliadacao da resistencia aHelicoverpa zea(Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae)

e Euxesta sp. (Diptera: Otitidae) em linhagens de milho doce.Anais da

Sociedade Entomológica do Brasil 23: 137-140.

CANDOLFI, M. P.; K. BROWN; C. GRIMM; B. REBER & H. SCHMIDLI (2004). A

faunistic approach to assess potential side-effects of genetically modifiedBt-

corn on non-target arthropods under field conditions.Biocontrol Sci. Techn. 14:

129-170.

CHAPMAN, R.N. 1931. Animal Ecology. Me Graw-Hill Book Comp.Inc. New York

and London. 464 pp.

CRUZ, I.; R. BRAGA DA SILVA; M. CORRÊA FIGUEIREDO & A. M.

PENTEADO-DIAS (2011).Laboissiérè del Sarto M. C. & G. S. Nuessly.Survey

of ear flies (Diptera, Ulidiidae) in maize (Zea maysL.) and a new record of

Euxesta mazorcaSteyskal in Brazil. Revista Brasileira de Entomologia; 55(1),

102-108.

DICKSON, L. L. & T. G. WHITHAM (1996).Genetically-based plant resistance traits

affect arthropods, fungi, and birds.Oecologia 106: 400-406.

DI RIENZO J. A.; M. G. BALZARINI; L. GONZÁLEZ; F. CASANOVES; M.

TABLADA & C. W. ROBLEDO (2011). InfoStat, versión2013, Grupo

InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Córdoba, Argentina.



Efecto de los maíces Bt sobre las plagas claves, secundarias y los enemigos naturales- 116

DUTTON, A.; H. KLEIN; J. ROMEIS & F. BIGLER (2002). Uptake ofBt-toxin by

herbivores feeding on transgenic maize and consequence for the predator

Chrysoperla carnea. Ecol. Entomol. 27:441-447.

FRÍAS, D. L. (1981). Diferencias de microhabitats entreEuxesta elutay Euxesta

annonae(Diptera, Otitidae).Agricultura Técnica; 41, 89-94.

GROOT, A. T. & M. DICKE (2002). Insect-resistant transgenic plants in a multi-

trophic context. The Plant Journal 31: 387-406.

HARWOOD, J. D.; W. G. WALLIN & J. J. OBRYCKI (2005). Uptake ofBt

endotoxins by nontarget herbivores and higher order arthropod predators:

molecular evidence from a transgenic corn agroecosystem. Mol. Ecol. 14: 2815-

2823.

IGARZABAL, D.; P. FICHETTI; M. GÁLVEZ M; M. LAGUZZI; M. LÁBAQUE &

A. WEISSBEIN (2009).Reconocimiento y manejo práctico de plagas.En:

GARCÍA, F.; I. CIAMPITTI & H. BAIGORRÍ (eds.). Manual de manejo del

cultivo de soja. 1ra Edición. Buenos Aires.Ipni. p. 129-150.

JASINSKI, J. R.; J. B. EISLEY; C. E. YOUNG; J. KOVACH & H. WILLSON

(2003).Select non target arthropod abundance in transgenic and non transgenic

Þeld crops in Ohio.Environ. Entomol. 32: 407-413.

LOSEY, J. E.; L. S. RAYNOR & M. E. CARTER (1999).Transgenic pollen harms

monarch larvae. Nature 399: 214.

MARQUARDT, P. T. & C. H. KRUPKE (2009). Dispersal and mating ofDiabrotica

virgifera virgifera (Coleoptera: Chrysomelidae) in Bt Cornfield.Environ.

Entomol.38: 176-182.

MARTÍNEZ, A. T.; F. J. RUIZ-DUEÑAS; M. J. MARTÍNEZ; J. C. RIO & A.

GUTIÉRREZ (2009).Enzymatic delignification of plant cell wall: from nature

to mill. Current Opinion in Biotechnology20 (3):348-357.

MUSSER, F. R. & A. M. SHELTON (2003).Bt sweet corn and selective insecticides:

impacts on pests and predators.J. Econ. Entomol.96: 71-80.



Efecto de los maíces Bt sobre las plagas claves, secundarias y los enemigos naturales- 117

NEWMAN, M. C. & M. A. UNGER. 2003.Fundamentals of Ecotoxicology. CRC Press

LLC, Boca Raton, Florida, 2ª ed. 458 pp.

RAPS, A.; J. KEHR & P. GUGERLI (2001 b). Immunological analysis of phloem sap

of Bacillus thuringiensiscorn and of the non-target herbivoreRhopalosiphumm padi

(Homoptera: Aphididae) for the presence ofCry1Ab.Mol Ecol. 10: 525-533.

REIS, P. R.; J. C. CARVALHO & J. M. SANTOS (1980). Pragas do milho e seu

controle.Informe Agropecuario 6:54.

REMAUDIERE, G. & M. V. SECO FERNÁNDEZ (1990 a). Claves de pulgones alados

de la región mediterránea. I- Introducción y claves. Universidad de León. 119 pp.

REMAUDIERE, G. & M. V. SECO FERNÁNDEZ (1990b). Claves de pulgones alados de

la región mediterránea. II- lustraciones y listas alfabéticas de los taxones. Universidad

de León. 205 pp.

RUPERT, E. E. & R. D. BARNES (1996). Zoología de los invertebrados, 5ta edición,

Interamericana, México D.F., p.p. 1140.

SNEDECOR, G.& W. G. COCHRAN (1989).Statistical Methods(8th ed.). Ames,

Iowa: Blackwell Publishing Professional.

STRONG, D. R.; J. H. LAWTON & T. R. E. SOUTHWOOD (1984). Insects on Plants-

Community pattems and mechanisms Blackwell Scientific Publications, Oxford.



Efecto de los maíces Bt sobre las plagas claves, secundarias y los enemigos naturales- 118

CAPÍTULO 5

INFLUENCIA DE PRESAS CRIADAS EN MAÍCES BT SOBRE PARÁMETROS

BIOLÓGICOS DE Eriopis connexaGermar (COLEOPTERA:

COCCINELLIDAE)

RESUMEN

Desde la liberación comercial de cultivos genéticamente modificados que

expresan los genes deBacillus thuringiensis(Bt), existe preocupación por sus posibles

impactos sobre organismos“no blanco” presentes en los agroecosistemas.La toxina Bt
se considera muy selectiva, pero su expresión continua en los tejidos vegetales puede
afectar a artrópodosque no son plagas objetivos, por ejemplo a la fauna benéfica. El
objetivo fue evaluar el efecto del maízBt sobre la duración del ciclo, peso, fecundidad y

fertilidad del depredadorEriopisconnexa.El trabajo se realizó en cámara de cría bajo

condiciones controladas de fotoperíodo y temperatura. Se establecieron cuatro

tratamientos con dos presas:Sipha maydisy Spodoptera frugiperda, ambas criadas en

maíz noBt y Bt. Se realizaron 50 repeticiones para cada tratamiento con alimentación

ad libitum hasta alcanzar el estado adulto. Para determinar la incidencia de los

tratamientos sobre la fecundidad y la fertilidad, una vez emergidos los adultos, se

separaron en parejas, según tratamientos. Continuando la alimentaciónad libitum,

durante 30 días.Se utilizó un ANOVA y contrastes ortogonales para determinar

diferencias entre tratamientos. Cuando se compararon ambas presas se hallaron

diferencias significativas, con mayor duración del ciclo larval, menor peso de los

adultos y fecundidad conS. frugiperda, con respecto aS. maydis. CuandoS. frugiperda

fue criada sobre maízBt la duración del ciclo fue mayor y la fecundidad fue menor que

cuando se la crió con el híbrido noBt, en cambio no hubo diferencias, en ninguno de los

parámetros estudiados, conS. maydis, criado en ambos maíces.



Efecto de los maíces Bt sobre las plagas claves, secundarias y los enemigos naturales- 119

INTRODUCCION

Descripción del problema

La productividad del maíz puede ser afectada por factores de estrés bióticosy

abióticos. Entre los factoresbióticos, las plagas son responsablesde importantes

pérdidas. Entre ellas, tantoSpodoptera frugiperdaSmith (Lepidoptera: Noctuidae), la

“oruga cogollera”, como los afidos (Hemiptera: Aphididae), son considerados como las

principales plagaspotenciales que afectan la producción de este cultivo, principalmente

en regiones tropicales y subtropicales del mundo (Vianaet al., 2004).

La “oruga cogollera” siempre fue considerada una plaga importante para la

agricultura. A pesar de ser polífaga, presenta una marcada preferencia por las

gramíneas, en especial el maíz y el sorgo (Peairs & Saunders, 1981). Debido a que

forma grandes poblaciones y a que tiene una alta tasa de dispersión de adultos, se

convierte en una plaga extremadamente peligrosa. Los ataques se producen con gran

rapidez y solo son detectados cuando ya produjeron un daño irreparable en el cultivo

(Artigas, 1994).

Los áfidos, son un grupo de fitófagos comunes en cultivos de maíz en todo el

mundo (Dicke & Guthrie, 1988).Sipha (Rungsia)maydis es una especie cuya

distribución hasta el año 2002 se limitaba a Europa, Rusia y norte de África,

colonizando hojas e inflorescencias de maíz, avena y trigo (Bonnemaison, 1980). A

partir de ese año, fue citada por primera vez para nuestro país en las provincias de Entre

Ríos, Córdoba y Mendoza (Ríos de Saluso, 2002;Delfino, 2002; Ortegoet al., 2002),

siendo motivo de preocupación actualmente su expansión.

Dentro de los insectos útiles a la agricultura, los coccinélidos (Coleoptera:

Coccinellidae) forman un ensamblede especies cuyo rol es importante en el

establecimiento del control natural de insectos plaga en muchos agroecosistemas. Se

caracterizan por su amplio rango de presas, si bien presentan preferencia por los áfidos

, aunque se los cita también como reguladores poblacionales de cochinillas, moscas

blancas, de estados juveniles de lepidópteros, coleópteros, himenópteros, dípteros y

tisanópteros, (Hodek, 1973). Una de las especies más abundantes y bien adaptadas en

los sistemas agrícolas de la zona centro de la provincia de Santa Fe esEriopis connexa
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Germar. En la región central de Argentina, su presencia fue registrada desde los meses

de octubre hasta mayo en cultivos de alfalfa y cereales (Saltoet al., 1990).

El maíz modificado genéticamente que produce laδ-endotoxinas (Cry1Ab) a

partir deBacillus thuringiensisBerliner (maízBt) es uno de los métodos más avanzados

para el control de plagas, principalmente del orden Lepidoptera (plagas “target”). Sin

embargo, existe preocupación por los posibles efectos sobre el medio ambiente y sobre

diversos grupos de organismosque no son plagas objetivo en los agroecosistemas

(Duttonet al., 2003).

La toxinaCry1Abse considera muy selectiva en su acción, por lo que se espera

que los efectos sobre artrópodos que no son plagasobjetivo, y esténasociados con el

maíz sean mínimos. Sin embargo, su expresión continua en todos los tejidos de dicho

cultivo, ocasiona una constante exposición de los artrópodos que no ocurre con el uso

tradicional deB. thuringiensisen las formulaciones de bioinsecticida (Duttonet al.,

2003).

La toxinaBttiene también efectos indirectos sobre la fauna benéfica debido aque

al disminuir la población de herbívoros presa se reduceconsecuentemente la de los

depredadores. Además, según Jervis y Copland (1996), la toxina puede reducir la

calidad alimenticia delos herbívoros.

Gran parte de la bibliografía disponible referida al efecto de las plantas

trangénicas sobre los enemigos naturales se han realizado sobreChrysoperla carnea

(Stephens) (Neuroptera: Chrysopidae) (Hilbecket al., 1998ab; Duttonet al., 2003;

Pilcheret al., 2005) y sobre coccinélidos (Baiet al.,2005; Lundgrenet al., 2005; Zhuet

al., 2006 Zhanget al., 2006a,b), con resultados dispares. En cambio no se dispone de

información sobre el impacto que los cultivos trangénicos ejercen en las especies

nativas de Sudamérica.

Descripción de los insectos plaga y deEriopis connexa

Spodoptera frugiperda:“Gusano cogollero”.

Los huevos deS. frugiperdason de forma globosa, con estrías radiales, de color

rosado pálido que se tornan grises a medida que se aproximan a la eclosión. Las

hembras depositan los huevos durante las primeras horas de la noche, tanto en el haz
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como en el envés de las hojas.Las oviposiciones se caracterizan por presentarse

engrupos de 100 a 150 cubiertos por segregaciones del aparato bucal y escamas de

susalas que sirven como protección contra algunos enemigos naturales o factores

ambientales adversos (Fig. 5.1). Miden de 0,45 mm de diámetro por 0,35 mm de alto

(Ángulo, 2000). La eclosión se produce de 2 a 4 díascuando la temperatura se

encuentraentre 22 y 30ºC (Chacón Castroet al., 2009).

Las larvasal emergerse alimentan del corion (Fig. 5.2), luego se trasladan a

diferentes partes de la planta o a las vecinas, evitando así lacompetenciapor el alimento

y el canibalismo. Su color varía según el alimento, peroen general son oscuras con tres

rayas pálidas estrechas y longitudinales; en el dorso, se distingue una banda negruzca

más ancha hacia el costado y otra parecida pero amarillenta más abajo.En la frente de la

cabeza se distingue una "Y" blanca invertida (Figura5.3).

Figura 5.1: Oviposición caracteristica deS. frugiperdaconstituida por grupos
de entre 100 y 150 huevos.

Figura 5.2: Aspecto que presentan las larvas recién nacidas deS. frugiperda.
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Durante el desarrollo de laslarvasse observan entre 6 a7 estadios, siendo los

dos primeros de mayor importancia para tomar las medidas de control. Enel primero,las

larvas miden hasta 2-3 mm y la cabeza escompletamente negra. Enel segundo

estadio,las larvasmide de 4-10 mm y la cabeza es de color claro. En su último estadio

pueden alcanzar hasta 35 mm. A partir del tercer estadio se introducen en el cogollo,

haciendo perforaciones que son apreciadas cuando la hoja se abre (Ángulo, 2000). La

duración del estado larvales entre 14 y19 díasa 24 y 28ºC (Chacón Castroet al.,

2009).

Figura 5.3: Aspecto que presentan la  cabeza de una larva de S. frugiperda
correspondiente a los últimos estadios.

Figura 5.4: A y B)Estado de la larva al comienzo del estado de prepupa,  C) Estado de
pupa deS. frugiperda.

Las pupas son de color caoba y midende 14 a17 mm de longitud, con su

extremo abdominal `cremaster´terminando en 2 espinas o ganchos en forma de "U"

invertida (Ángulo, 2000) (Fig. 5.4). Esta fase se desarrolla en elsueloy es la forma de

A B C

A B C
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resistencia invernal. La duración de este estadio es 7 u 8 díascon una temperaturaentre

22 y30ºC (Chacón Castroet al., 2009).

El adulto vuela durante la noche, siendo atraído por laluz, caracterizandose por

tener coloración gris oscura. Las hembras tienen alas traseras de color blancuzco,

mientras que los machos tienen arabescos o figuras irregulares llamativas en las alas

delanteras, ylas traseras son blancas (Fig.5.5). En reposo doblan sus alas sobre el

cuerpo, formando un ángulo agudo que permite laobservaciónde una prominencia

ubicada en el tórax.Durante el período diurno permanecen escondidas dentro de las

hojarascas, entre las malezas, o en otros sitios sombreados y son activas alatardecer o

durante la noche, cuando son capaces de desplazarse a varios kilómetros de distancia,

especialmente cuando soplan vientos fuertes (Angulo, 2000). Su longevidad promedio

es de 7 días a 25ºC (Chacón Castroet al., 2009).

El ciclo de vida oscila entre 19 y 48 días lo que está en correspondencia con la

dependencia de la temperatura de las distintas fases, a temperaturas elevadas el ciclo se

acorta (Jassic y Reines, 1974; Piedra, 1974).

Daños

A diferencia del estado adulto las larvas son activas de noche y de día, atacan a

la planta de maíz actuandocomo cortadoras, defoliadoras ocogolleras según el

momento de su desarrollo, y produciendodaños directos cuando se alimentan de los

granos de la espiga (Willinket al., 1993).

Figura 5.5: Adultos deS. frugiperda.
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Esta plaga durante los dos primeros estadios larvales roe la epidermis de las

hojas, dejando manchas traslúcidas (Fig. 5.6 A); a partir del tercero, consumen toda la

lámina foliar dejando huecos irregulares (Fig. 5.6 B) y luego migran hacia el cogollo,

donde encuentranprotección (Fig. 5.6 C). Por otra parte a esa edad, tienen hábitos

caníbales, razón por la cual se encuentra una sola por cogollo. El mayor consumo, lo

realizan en los dos últimos estadioslarvales representando el80% de laingesta total

(Alonso Álvarez, 1991; Murillo,1991).

Otro aspecto interesante de su comportamiento es lamigración a través de la

superficie del suelo o por medio del viento que presentanlas larvas a partir del segundo

estadio, con el fin de buscar nuevas plantas.

Los adultos prefieren ovipositar en las hojas del maíz con menor daño

ocasionado por larvas de su mismaespecie (Alonso Álvarez, 1991).A partir de una o

más posturas en una planta se logra fácilmente una infestación generalizada en lotes

cuando eclosionan las larvas (Murillo, 1991).Durante los primeros días de desarrollo

(hasta la cuarta hoja), la planta puede ser cortada cerca del suelo y volver a crecer,

aunque con un retraso considerable en relación con las otras, o bien defoliada parcial o

totalmente. Cuando afectael meristema apical, la planta puede morir (Willinket al.,

1993).

A partir de la sexta hoja en adelante, el daño generalmente se circunscribe al

cogollo. En sus últimos estadioslarvales, se alimenta de las hojas enrolladas del

cogollo, donde producen perforaciones transversales, que debilitan y quiebran las hojas

Figura 5.6: A) Aspecto del daño foliar producido por las larvas de primer estadio. B) Aspecto
del daño foliar de larvas de tercer estadio. C) Aspecto que presentan las plantas de maíz con

daño en cogollo por las larvas deS. frugiperda.

CBA

A B C
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perdiendo su parte distal, reduciendo en consecuencia la capacidad fotosintética de la

planta.

En la última parte de esta etapa del cultivo, la larva  puede causar daño en la

inflorescencia masculina que se desarrolla dentro de la hoja bandera, pero su

importancia es relativa ya que generalmente no se pierde toda la inflorescencia,

pudiendo existir una compensación entreel polen producido por la misma o por plantas

vecinas.

Una vez emergida lapanoja, el gusano recurre a la espiga en desarrollo o a las

hojas. El daño realizado en los estigmas reduce la polinización y produce una

disminución de granos por espiga. Las larvas también se alimentan de las hojas que

influyen directamente sobre el rendimiento, ya que el área foliar en la época de

formación de estigmas y llenado de granos esta correlacionado directamente con el

rendimiento final (Alonso Álvarez, 1991).

Sipha maydis“pulgón negro de los cereales”.

Las hembras ápteras miden entre 1,0 y 2,1 mm, el cuerpo es globoso,poseen

coloración parda oscura a casi negro brillante, sifones tronco-cónicos y cauda

semicircular (Delfino, 2002).Las antenas son cortas con 5 artejos y todo el cuerpo se

encuentra cubierto por largos pelos. Las ninfas presentan los ojos rojos, cabeza y tórax

oscuros y abdomen amarillo-anaranjado.Bajo lupa puede observarse que el cuerpo del

pulgón está cubierto por tubérculos con pelos largos de colormás claro que el cuerpo

(Fig. 5.7).

Figura 5.7:Aspecto característico que presenta un adulto y ninfas deSipha
maydis.
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Daños

Las colonias, compuestas por una o varias hembras partenogenéticas ápteras, y

un número variable de ninfas, se ubican en las hojas inferiores, en la unión del tallo con

la vaina de la hoja,en el envés o en ambas caras si hay alta densidad de pulgones

(Imwilkelried et al., 2004) (Fig. 5.8). Las hojas afectadas presentan una marcada

clorosis, y unos puntos necróticos donde se alimentan los pulgones.Esta especie se

menciona como transmisora del mosaico del pepino (Cucumber mosaic cucumovirus) y

del enanismo amarillo de la cebada (Barleyyellow dwarf luteovirus) en gramíneas (El-

Yamaniet al., 1991).

Figura5.8:Aspecto de las colonias deSipha maydisen plántulas de maíz.

Eriopis connexa: “Vaquita depredadora de pulgones”.

Los huevos deE. connexason de color amarillo claro, traslúcidos cuando se

encuentran reciénpuestos, agrupados en plastonesde 18 a 24, ordenados, pudiendo

llegar asuperar los30 huevos (Fogelet al, 2003). Tienen forma ovalada y se encuentran

sujetos al lugar de postura por uno de sus extremos, de manera que se encuentranunos

al lado de otros (Fig. 5.8). El huevo demora aproximadamente 6 días en nacer a 20ºCde

temperaturay 75% de humedadrelativa (Montes, 1970; Etchegaray & Barrios, 1979;

Etchegaray, 1982; Martos & Niemeyer, 1989).
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La especie pasa por cuatro estadios larvarios (Etchegaray y Barrios, 1979). La

larva recién emergida mide 1,5 mm de longitud y es muy delgada, de color pardo claro

y semitransparente (Montes, 1970). Después de emerger y por unos dos días, permanece

sobre la masa de huevos, alimentándose de huevos que aún no han eclosionado, para

después dispersarse (Fig. 5.9). Son muy voraces y caníbales, dependiendo de su

densidad o si el alimento es insuficiente (Etchegaray & Barrios, 1979; Martos &

Neimeyer, 1989).

Figura5.9: Aspecto de las oviposición ylaslarvas recién nacidas deE. connexa.

La larva de último estadio mide 7 mm de largo y 2,5 mm de ancho yes gris

oscura con manchas anaranjado claras en distintas partes de cuerpo(Montes, 1970) (Fig.

5.10).

Figura5.10:Apariencia de las larva de último estadio deE. connexa.
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La duración de estado larvario en laboratorio es 13±15 días a 23ºC (Montes,

1970; Etchegaray& Barrios, 1979; Etchegaray, 1982; Martos & Niemeyer, 1989).

Al término del cuartoestadio, la larva deja de alimentarsey permanece inmóvil

por dos días. Durante este tiempo se fija al sustrato por el último segmento abdominal y

el resto del cuerpo se curva, de modo que observada desde arriba presenta una forma

convexa (Etchegaray & Barrios, 1979).

En la región anterior del cuerpo de la pupa, se presenta dos franjas de color

anaranjado y se observan claramente los tres pares de patas de la larva que cuelgan

como apéndices (Montes, 1970) (Fig. 5.11).

Figura5.11: Aspecto de la pupa yexuvia deE. connexa.

La duración del estado de pupa en laboratorio es entre 7 u 8 días a 23 ºC

(Montes, 1970; Etchegaray & Barrios, 1979; Etchegaray, 1982; Martos & Niemeyer,

1989).

El adulto emerge por el extremo anterior del pupario. La exuvia se observa

partida en la línea medio-dorsal en la región cefálica y torácica y lateralmente en la

región de los élitros (Etchegaray &Barrios, 1979) (Fig. 5.12).

E. connexano posee dimorfismo sexual, pero los sexos se pueden diferenciar,

porque antes de oviponer, la hembra presenta un abdomen abultado que los élitros no

alcanzan a cubrir completamente (Etchegaray &Barrios, 1979) (Fig. 5.12).
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Figura5.12: Aspecto de la hembra deE. connexa.

El adulto tiene cuerpo compacto, ovalado, sin pelos.La cabeza prognata es

negra,másangosta que el tórax. Las antenas tienen 11 segmentos pardo-amarillentos. El

pronoto es negro en vista dorsal, aunquelateralmente presenta una franja anaranjada en

su porción anterior y blanca en su parte posterior. Los élitros son negros, cada uno con

cuatro grandes manchas anaranjadas que alcanzan hasta el borde lateral, originando una

línea continua en el margen. Laspatas son negras y tienen garras bífidas. El tórax y

abdomen son negros ventralmente. Bajo condiciones controladas, el insecto permanece

como adulto alrededor de 200 días (Etchegaray & Barrios, 1979).

La cópula ocurre poco después de alcanzar el estado adulto hasta poco antes de

la muerte, y es importante para la puesta de huevos fértiles (Martos & Neimeyer, 1989).

Los adultos copulan los tres primeros días después de la emergencia y comienzan a

poner huevos al día siguiente del apareamiento (Etchegaray, 1982). El desarrollo en

laboratorio desde la oviposición a la emergencia del adulto varió de 53,3 días a 14 ºC a

10,9 días a 34 ºC(Miller & Paustian, 1992).

OBJETIVO

Evaluar el efecto de la “presa” criada sobre maíz Bt sobre aspectos biológicos: tiempo

de desarrollo de los diferentes estadios larvales, tiempo de desarrollo intermuda, peso de

los adulto, fecundidad y fertilidad de las hembras deE. connexa.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Los trabajos fueron realizados en la cámara de cría perteneciente al

Departamento de Producción Vegetal de la Facultad de Ciencias Agrarias (Universidad

Nacional del Litoral), ubicada en la ciudad de Esperanza, Provincia de Santa Fe,

Argentina.

Preparación del material empleado en los ensayos

Material vegetal, para la obtención de las plántulas de maíz que sirvieronde

soporte a las crías deS. frugiperday deS. maydis, se realizaron siembras continuas, dos

veces por semana, de maícesBt (evento DK190MGRR2) y convencional (híbrido

30P70) sobre sustrato de tierra y arena en una proporción de 20/80 respectivamente, en

bandejas plásticas de 25 cm x 40 cm (Fig. 5.13).

Figura 5.13: Disposición y aspecto de las bandejas con plántulas de maíz, para la cría de
insectos.

Condiciones de la cría de insectos: La cría se inició con la recolección

periódica a campo, durante los meses de verano, de adultos y larvas deE. connexa,de

colonias deS. maydisy de larvas deS. frugiperda, sobre cultivos de maíces noBt, en la

zona de influencia de la Facultad de Ciencias Agrarias. Las crías de los insectos presa y

del depredador como los ensayos se realizaron en cámaras de cría bajo condiciones

controladas de temperatura (25 ± 2ºC) la misma se midió con un termohidrografo digital

(TFA Dostmann 305021.01), fotoperíodo (16+8 hs luz+oscuridad) y 60 ± 10% de

humedad relativa (Fig. 5.14).
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.

Figura5.14: Disposición de los estantesde cámara de cría y termihidrografo digital.

Los adultos recolectados deE. connexase mantuvieron en recipientes plásticos

cilíndricos de 15 cmde alto por 15 cm de diámetro, cubiertos en su parte superior con

muselina. Diariamente fueron alimentadosad libitum con los pulgones criados en

lasplantas de maíz. Con igual procedimiento se criaron las larvas hasta el nacimiento de

los adultos, los queposteriormente se introdujeronen grupos de 20 individuos a fin de

formar parejas, las que se colocaron separadamente. Diariamente se separaron los

desovesproducidos. Se continuó con este procedimiento hasta lograr una población

continua del depredador(Fig. 5.15).

Figura5.15: Recipientes de  cría deEriopis connexaalimentadas con áfidos.
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Las larvas recolectadas al aire librede S. frugiperda, fueron alimentadas con

plantas frescas del híbridode maízno Bt hasta la obtención de las pupas,una vez

obtenidasse colocaron en jaulas de0,50m de largo,0,40m de ancho y0,40m de alto,

con tres paredes de muselina y la superior con vidrio para la emergencia de los adultos.

La finalidadde este procedimientofue laobtención de los desoves, los que diariamente

fueron separados y a partir de los cuales se criaron las larvas. Este procedimiento se

continuó hasta lograr una producción continua de larvas y una cantidad que permitió la

realización del trabajo.Para la realización de los estudios solo se utilizaron larvas de

primer y segundo estadio, a fin de facilitar la captura por las larvas del predador.

Previamente, se las alimentócomo mínimo,durante 24 horas sobre plantines de maízBt

y noBt según tratamiento(Fig. 5.16).

Figura5.16: Pasos seguidos para la cría en laboratoriodeSpodoptera frugiperda.

Las colonias recolectadas deS. maydis, procedentes de cultivos al aire libre,

fueron llevadas a laboratorio. Inmediatamente fueron inspeccionadas con el fin que no

presenten niguna clase dedepredadores. Para asegurarse de la eliminación de

parasitoides las colonias se mantuvieron en jaulas separadas del resto de población de

áfidos. Los individuos parasitados fueron eliminados y el restode la población se crió

sobre el híbridono Bt. Periódicamente, dependiendo del aumento poblacional las

colonias fueron divididas y repicadas en plántulas nuevas, hasta lograr un nivel

poblacional adecuado y constante(Fig. 5.17).
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Figura5.17: Vista de la metodología de cría deSipha maydis, en bandejas de maíz.

- Recolección de polen:Se recolectaroninflorescencias masculinas de los

mismos cultivares utilizados en los experimentoen laboratorio, las que se colocaron en

bolsas de papely se conservaronen condiciones de 5-6 ºC de temperatura, hasta la

realización de los estudios de fecundidad y fertilidad.

Influencia de las presas en el ciclo deE. connexa

Se realizaron cuatro tratamientos que consistieron en alimentarlas larvas recién

nacidas deE. connexacon: 1)S. maydiscriados con maízBt; 2) S.maydiscriado con

maízno Bt; 3) S. frugiperdacriadas con maízBt y, 4) S. frugiperdacriadas con maíz

convencional.

Mediante un pincel fino se colocaron individualmente larvas recién nacidas del

depredador, provenientes de varios desoves, en cajas de Petri de 5 cmde diámetro (Fig.

5.18). Diariamente se las alimentóad-libitum con las presas señaladas y se registraron

las mudas de los distintos estadioslarvales hastapupación, determinandola duración de

este estado. Una vezemergidoel adulto se los pesó, mediante balanza (Scaltec SBA

041) de precisión de tres decimales. Para cadatratamiento hubo 50 repeticiones y en

caso de muerte de las larvas, éstas no se reemplazaron.
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Figura5.18: Vista de los ensayos de laboratorio, con los cuatro tratamientos realizados.

Influencia de las presas en los parámetros reproductivos deE. connexa:

Se realizó el seguimiento de la evolución de parámetros reproductivos en los

adultos de E. connexaprovenientes de los tratamientos del apartado 2: 1)S. maydis

criados con maízBt; 2) S.maydiscriado con maízno Bt; 3) S. frugiperdacriadas con

maízBt y, 4)S. frugiperdacriadas con maíznoBt.

Los adultosse colocaron juntos agrupados por tratamiento, en jaulas de0,30 m

de alto,0,25m de largo y0,25m de altura, con la finalidad de separar las parejas que se

encontraban copulando, obteniendo 20 parejas paraS. maydisy 10 paraS. frugiperda.

Detectadas las parejas éstas fueron retiradas y se colocaron en recipientes plásticos de

0,5 m de diámetro y0,7 m de alto, en cuyo interior se colocó papel absorbente para que

sirviera desustratoa los desoves y facilitar su retiro(Fig. 5.19).

Figura5.19: Frascoutilizados para laoviposicióndeE. connexa.
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La alimentaciónad libitumde las parejas se continuó del mismo modo según el

tratamiento del que provenían los adultos, adicionando además,polen proveniente de

maíces Bt y no Bt. Para ello diariamente se colocaron3-4 flores individuales

masculinas, las que se renovaron diariamente. Los desoves se retiraron y se registró el

número de huevos (fecundidad) y se colocaron individualmente a fin de determinar el

número de larvas nacidas (fertilidad). Las observaciones se continuaron durante 30

díasyaque es el período de mayor oviposición(Duarteet al.,2009).

- Análisis estadísticos: Los datos fueron analizados estadísticamente mediante

ANOVA. Para determinar la existencia de diferencias entre los tratamientos planteados,

se realizó una prueba decontrastes ortogonales previa transformación de los datos en log

x. Los datos fueron procesados mediante el software InfoStat (Universidad Nacional de

Córdoba, Córdoba, Argentina, 2011).

RESULTADOS

Influencia de la presasobreel ciclo deE. connexa

La duración de los estadios larvales y la duración total del estado larval y pupal

fueron afectados por la dieta.En los tres primeros estadios larvales, no hubo

diferenciassignificativas segúnque las presas provinierande maíces noBt y Bt. Sin

embargo, la duración fue mayor al suministrarseS. frugiperda(entre 25 y un 40%

mayor en el primero; entre 253 y 296% mayor en el segundo y entre 57 y 90% en el

tercero) (Cuadro5.1).

En el cuarto estadio, la duración siguió siendo mayor al suministrarseS.

frugiperdarespecto deS. maydis, aunque en este caso,cuando el alimento fueron larvas

del lepidóptero, la duración fue un 23% mayor (p≤0.05) cuando la cría provino

delgenotipotransgénico con respecto alnoBt (Cuadro5.1).

El estado pupal también fueafectado por la dieta,siguiendo la misma tendencia

de los estadios larvales y sin diferencias entre maícesBt o noBt (Cuadro5.1).

La duración total del ciclo del predator reflejólas mismas diferencias entreS.

frugiperdarespecto deS. maydisya señaladas en los estadios larvales. Sin embargo, al

suministrar el lepidóptero, la diferencia observada entre maízBt y no Bt en el cuarto

estadio larval, se reflejó en la duración total(Cuadro5.1).
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Cuadro5.1: Duración, en días, delos estadios larvales, del estado pupal y del total del ciclototal deE. connexa(media± DE), alimentadas

conS. maydisy S. frugiperda, criados sobremaízBt y noBt.

*Letras diferentes en las columnas  indican diferencias estadísticamente significativas entre tratamientos. Test de contrastes ortogonales (p< 0,01).

Presa
1º estadio larval

*

2º estadio

larval*

3º estadio

larval*

4º estadio

larval*
Pupa*

Duración

total del

ciclo* (L-P)

S. maydisno Bt 2,32 ± 0,62a 1,58 ± 0,67a 2,00  ± 0,35a 3,96 ± 0,40a 3,14 ± 0,35a 16,10 ± 1,02a

S. maydis Bt 2,40 ± 0,53a 1,50 ± 0,65a 2,10 ± 0,30a 4,06 ± 0,42a 3,18 ± 0,39a 16,00 ± 0,81a

S. frugiperdano Bt 2,92 ± 1,09b 5,59 ± 2,44b 3,15 ± 1,06b 6,38 ± 0,98b 3,60 ± 0,66b 24,51 ± 1,99b

S. frugiperdaBt 3,37 ± 0,67b 5,94 ± 1,20b 3,83 ± 1,01b 7,88 ± 0,78c 3,51 ± 0,56b 27,74 ± 1,38c
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Cuando en la alimentación se emplearon áfidos no se observaron muertes de

larvas en ningún tratamiento ni estadio del desarrollo, concluyéndose el trabajo con las

50 larvas iniciales.Cuando el alimento fueron larvas deS. frugiperdaalimentadassobre

maíz noBt, las muertes se  dieron 13 entre el nacimiento y la primera muda, 3 entre la

primera muda y la segunda y 1 entre segunda y tercera muda.Cuando el alimento

fueron las larvas de S. frugiperda alimentadas con maízBt las muertes se distribuyeron,

12 entre nacimiento y primera muda, 2 entre primera y segunda muda y 1 entre segunda

y tercera muda;finalizando elensayo con 34 y 35 individuos(32 y 30 % de mortandad)

, que llegaron a completar elciclo. De estas muertes el 80% se dio en el primer estadio

larval deE. connexa.

En el peso de los adultos, se observó una significativadisminución de49%

cuando su dieta fueS. frugiperda(Fig. 5.20). Con ninguna de las presas suministradas

se registraron diferencias en el peso que estuvieran vinculadas a la crianza en maíces no

Bt y Bt.

Figura 5.20: Pesomedio de los adultos(mg.) (± DE) de E. connexaalimentados con
ninfas deS. maydisy larvas de S. frugiperda, criados sobre maíces noBt y Bt.

Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,01) de acuerdo al test de contrastes
ortogonales.
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Influencia de las presas en los parámetros reproductivos deE. connexa

La fecundidad deE. connexafue significativamente menor cuando se alimentó

con S. frugiperda, siendo la cantidad de huevos puestos un 46% menos que al

alimentarla conS. maydis(Cuadro5.2). Tambiénse hallaron diferencias significativas

en la cantidad de huevos entreE. connexacriadas conS. frugiperdasobre maíz

convencional oBt, siendo un 63% menor la cantidad de huevos en este último.

Cuadro5.2: Fecundidad deE. connexa(media ± DE), alimentada con ninfas deS.
maydisy larvas de S. frugiperda, criados sobre maíces noBt y Bt.

*Letras diferentes en la columna indican diferencias estadísticamente significativas entre tratamientos.

Test de contrastes ortogonales (p< 0,01).

La fertilidad, representada por la cantidad de individuos nacidos por postura, no

fue afectada por ningunade las dietas ofrecidas, alcanzando valores de alrededor de

50% de nacimiento para todos los tratamientos(Cuadro 5.3).

Cuadro 5.3: Fertilidad media  (± DE)  deE. connexaalimentada conS. maydisy
S. frugipardascriadas sobre los maícesBt y noBt.

Fertilidad Media
S. maydis Bt 50,49±0,82
S. maydis no Bt 50,52±1,11
S. frugiperda Bt 50,42±1,00
S. frugiperda  no Bt 50,09±1,47

Tratamientos
Nº de

posturas
Nº huevos*

S. maydisno Bt 9 241,50 ± 6,48a

S. maydis Bt 9 241,35 ± 7,20a

S. frugiperdano Bt 8 131,10 ± 2,77b

S. frugiperda Bt 8 48,60 ± 1,78c
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DISCUSIÓN

Los resultados hallados en la duración del ciclo larval no fueroninfluenciados

cuando la alimentación larval fuecon S. maydis, tanto criados sobre maícesBt como

convencional,similares resultados fueronobtenidos porDutton et al., (2002) para el

depredadorChysoperla carnea(Stephens), que no vio afectada la duración del ciclo

larval al ser alimentado con áfidos,ya sea criados sobre maícesBt o convencional.

También Dogan et al. (1996) demostraron queHippodamia convergens(Guering-

Meneville) no se modificóafectado su supervivencia, consumo de áfidos, desarrollo o

reproducción, cuando se alimentó deMyzus persicae (Sulzer) criados sobre plantas de

papasBt. Esto pudo deberse a que los pulgones, no ingieren la toxinadebido a que la
misma no es transportada por el floema (Lozzia et al., 1998; Raps et al., 2001). Así

Dutton et al. (2002) solo se hallaron pequeñas cantidades de la toxina Cry1Ab, en

análisis realizados aRhopalosiphum padiL, mientras que plagas que se alimentan de

los tejidos completos, comoTetranychus urticae(Koch) y S. littoralis (Boisduval), la

actividad biológica de la toxinaCry1Ab se mantuvo, después de haber sido ingerida,

reduciendo la calidad de la presa y afectando el desarrollo de las larvas del predador

(Obrist et al.,2006). Estos autores estudiaron el efecto de presas criadas con material

genéticamente mejorado sobreC. carnea.

Respecto de la duración de los distintos estadios larvales deE. connexacuando

el alimento fueron larvas deS. frugiperda, Obryckiet al. (1989) y Klingenet al. (1996)

observaron que el depredadorC. carnease desarrollo más lentamente y tuvo una mayor

tasa de mortalidad cuando el alimento fueron larvas de lepidópteros, comparado con

otras presas. Además, es de esperar que los predadores que poseen aparato bucal

masticador, como los coccinélidos, incorporen la toxina al predar artrópodos

alimentados sobre plantasBt, porque consumen el intestino, que es donde se localizan

las toxinas (Romeiset al., 2006).

Respecto de los altos porcentajes de mortandad que se registraron (32%),

especialmente en el primer estadio larval cuando la dieta fueron larvas de lepidópteros,

coinciden con los hallados por (Hilbecket al., 1998b) quienes encontraron que en larvas

de C. carneala mortalidad aumentó al 62% cuando se utilizó como presaOstrinia

nubilalis (Hübner) criada en maízCry1AbversusS. littoralis, en que la mortalidad fue
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del 37%. La fecundidad fue afectada en forma significativa por la dieta larval, por lo

que en este estado de desarrollo la alimentación sería un factor limitante en la formación

de huevos, no así en la viabilidad de los mismos. Los índices de reproducción para los

tratamientos con polen difirieron significativamente entre sí, por lo que la toxina deBt

tendría efectos negativos. Estos resultados contrastan con los de (Baiet al., 2005)

cuando estudiaron la expresión de la toxina en polen del arroz sobrePropylea japonica

(Thunberg). Para este mismo coccinélido (Zhanget al., 2006b) concluyeron que no se

modificó la supervivencia y el desarrollo larval, la mortalidad pupal, la fecundidad y la

longevidad del adulto.

La alimentación larval puede clasificarse en óptima, adecuada o marginal

(Michaud, 2005) y, en general, el crecimiento, la supervivencia y la reproducción de un

depredador son mejores cuando la presa es óptima. De acuerdo a nuestros resultados los

áfidos resultaron ser una mejor presa que las larvas de lepidópteros, ya que el ciclo fue

más corto y el peso de los adultos mayor y, este último parámetro, parece estar asociado

a la fecundidad; a iguales conclusiones llegaron Vargaset al. (2012) con el coccinélido

Hippodamia convergensGuerin-Meneville quienes concluyeron que, restricciones en la

alimentación larval limitan el tamaño del cuerpo de las hembras y, por ende la

fecundidad, entre otros parámetros. Por lo antes mencionado las larvas de lepidópteros

presas cuando se crían sobre maíz transgénico alteran la performance del de predador

nativoE. connexay, por lo tanto su potencialidad como agente del control natural de las

plagas en los sistemas agrícolas.

CONCLUSIONES

Este trabajo sugiere que, las plagas “target” alimentadas con plantas

genéticamente modificadas pueden tener efectos negativos sobre los predadores,

alargando su ciclo de desarrollo y afectando la fecundidad del mismo.

Los áfidos, no tienen efectos directos sobre el ciclo y los aspectos reproductivos

deE. connexa,al ser alimentados con maíces modificados geneticamente.
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CONCLUSIONES GENERALES

Como conclusiones generales podemos afirmar que  la plaga objetivo del control

de los maíces transgénicosD. saccharalis, fue exitosamente controlada por dichos

maíces,observandose poblaciones muy bajasy no se detectó daño.Para esta misma

plaga en los maíces convencionales las poblaciones fueron significativamente más

abundantes y los daños que se presentaron fueron de consideración.En relación aS.

frugiperda, si bien se recolectaron larvas, no se observaron daños en los maícesBt,

contrariamente en los maíces no Bt, las poblaciones fueron abundantes y los daños de

consideración.

En relación alas plagas no objetivo del control,no se observóinsidencia de los

maíces transgénicos, contrariamentese observó un  incremento dela densidad

poblacional de áfidos en comparación con el genotipo noBt. Lo que podría deberse a

una mayor concentración deaminoácidos en los maíces transgénicos.

No se encontraron diferencias en los índices de diversidad de artrópodos

fitófagos, presentándose las mismas especies, en los dos tipos de cultivos evaluados.

Respecto a la inducción de plagas secundarias la familiaOtitidae, con la especie

Euxestasp., presentó una mayor abundancia en el maízBt posiblemente debido a la

disminución del uso de plaguicidas, para el control de plagas objetivoy también podría

deberse a la menor abundancia de enemigos naturales. Las especies plaga del orden

Coleoptera fueron más abundantes en los maícesBt, D. speciosa,lo cual debería tenerse

en cuenta debido a la importancia de la misma como plaga clave del maíz en otros

países del mundo. Las especiesD. abderusy Cyclocephalasp., también fueron más

abundantes en el genotipoBt. Esto podría estar mostrando el riesgo de una posible

aumento de plagas secundarias en los maícesBt.

En relación a los enemigos naturales, no existieron diferencias en la diversidad

de especie entre los dos híbridos evaluados pero se pudo observar diferencias

significativas en la abundancia de los mismos, siendo significativamente mayor en los

maíces convencionales, asociadaposiblemente a la mayor cantidadde señalesquímicas

por parte de los cultivos.

Los maícesno Bt presentaron mayor abundancia de parasitoides, pero los

porcentajes de parasitismoefectivofueron similares en los dos híbridos.
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La medición de laevolución de las poblaciones a lo largo de las cinco campañas

agrícolas permitió determinaruna leve disminución de la abundancia de artrópodos

benéficos en los maícesBt.

No existieron diferencias en la abundancia total de artrópodos entre las

diferentes campañas agrícolas.

Este trabajo sugiere que, las plagas “target” alimentadas con plantas

genéticamente modificadas pueden tener efectos negativos sobre los predadores,

alargando la duración del ciclo de desarrollo y afectando la fecundidad del mismo.

Los áfidos, alimentados con maíces transgénicosno tienen efectos directos sobre

el ciclo y los aspectos reproductivos deE. connexa, al ser alimentados con maíces

modificados genéticamente.


	TESIS CURIS definitiva.pdf (p.1-148)

