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Resumen

Spodoptera frugiperda es una plaga polifaga de importancia econémica en paises tropicales y
subtropicales. En Colombia ataca el algodonero (Gossypium hirsutum L.), cultivo que ha toma-
do importancia gracias a la adopcién de variedades genéticamente modificados (GM). En el
estudio se determinaron los efectos subletales de algunas de estas variedades sobre larvas de
este insecto. Para el efecto, en condiciones de laboratorio (27°C, 65 + 10% HR y 12 h fotoperio-
do) se evaluaron las variedades NuOPAL RR (proteina CrylAc), DP141 B2RF (proteinas
CrylAc+Cry2Ab) y DeltaOPAL RR (no Bt). Los parametros evaluados fueron: (a) peso de larvas,
(b)peso de heces, (c) peso del alimento ofrecido y (d) peso del alimento no consumido. Como
indices de consumo y digestibilidad se calcularon la tasa relativa de consumo (TRCo), la tasa
relativa de crecimiento (TRCr), la eficiencia de conversion del alimento ingerido (ECI) y la diges-
tibilidad aproximada (DA). Los indices mostraron actividad antialimentaria de la variedad
DP141 B2RF (CrylAc+Cry2Ab) que afecta de forma negativa la tasa de crecimiento y la conver-
sion del alimento por parte de las larvas. El peso de las larvas alimentadas en DP141 B2RF
(CrylAc+Cry2Ab) fue 58.6% menor que en la variedad no Bt. Los resultados muestran un efec-
to adverso de la variedad DP141 B2RF (CrylAc+Cry2Ab) en el desarrollo larval de S. frugiperda.
Se confirman los efectos antibi6ticos del las variedades GM evaluadas que inciden en un menor
desarrollo y en la supervivencia de las larvas.

Palabras clave: Actividad antialimentaria, Cultivares Bt, Gossypium hirsutum, Indices nutricionales, Spo-
doptera frugiperda.

Abstract

Spodoptera frugiperda, is a polyphagous pest with economic importance in tropical and sub-
tropical countries. In Colombia, S. frugiperda is a secondary pest in cotton. This cultivar has
gained importance due to the adoption of genetically modified crops (GM). The objective of this
study was to determine the sub-lethal effects of GM cotton varieties on S. frugiperda larvae. In
order to do so, NuOPAL RR (CrylAc), DP141 B2RF (CrylAc+Cry2Ab) and DeltaOPAL RR (No-Bt)
varieties were tested under laboratory controlled conditions (27°C, 65 £10% RH and 12 h pho-
toperiod). The parameters to be evaluated were: (a) weight of larvae, (b) weight of feces, (c)
weight of provided food and, (d) weight of non-consumed food. Digestibility and consumption
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indexes were calculated: Relative Consumption Rate (RCR), Relative Growth Rate (RGR), Effi-
ciency of the Conversion of Ingested Food (ECI) and the Approximate Digestibility (AD). The nu-
tritional indexes show antifeedant activity of DP141 B2RF, (CrylAc+Cry2Ab), affecting in a neg-
ative way the growth rate and the conversion of larvae food. The weight gained by larvae fed
with DP141 B2RF (CrylAc+Cry2Ab) was 58.6% less than the control. These results suggest an
unfavorable effect of DP141 B2RF (CrylAc+Cry2Ab) in the larval development of S. frugiperda.
The antibiotic effects were confirmed observing minor development and a negative effect in the
survival of larvae fed on GM cotton.

Key words: Antifeedant activity. Bt cultivars, Gossypium hirsutum, nutritional indexes, Spodoptera frugi-

perda.

Introduccion
El cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda) es una de las plagas polifaga mas importante des-
de el punto de vista econémico en Sur América. La importancia econoémica de esta plaga radica
en el impacto que genera en diversos cultivos tanto en Colombia como en otros paises (Jarami-
llo et al. 1989, Vélez 1997). Se destaca el danno que causa en cultivos como maiz y algodonero,
en todas las etapas del cultivo (Vélez 1997, Zenner et al. 2005, Santos et al. 2009).

En el algodonero se puede presentar el ataque durante todas las etapas del cultivo, en
forma de trozador o tierrero hasta la lignificacion de los tallos, posteriormente, alimentarse de
follaje; en la época de formacioén de botones las larvas atacan las estructuras desde la base has-
ta el apice (Garcia 1975, Murillo 1991). En Colombia atin no existe informacién precisa sobre
las pérdidas ocasionadas por el ataque del insecto; no obstante en el caso del cultivo de maiz
tecnificado se estima que entre Sy 10% de los costos de produccién estan relacionados con el
control quimico de esta plaga (Zenner et al. 2007, 2009).

Las plantas GM a las cuales se les ha insertado el gen CrylAc de Bacillus thuringiensis
var. Kurstaki poseen propiedades insecticida contra larvas de algunas especies de lepidopteros
de las familia Gelechiidae y Noctuidae, como Heliothis virescens Fabricius y Helicoverpa zea
Boddie, estas variedades de algodonero GM se conocen con el nombre de Bollgard® (Ellsworth
et al. 1995a, Ellsworth et al. 1995b, Waquil et al. 2002, Tabashnik et al. 2003). La literatura
internacional indica que S. frugiperda no es plaga de interés en los paises de clima templado,
para los cuales fueron desarrolladas las variedades de algodonero GM, por este motivo en estas
regiones no se realizaron los estudios basicos recomendados para este insecto (EPA 1998).

Con la siembra de variedades modificadas se espera un ajuste en la comunidad de in-
sectos asociados con el algodonero como respuesta a la eliminacién o reducciéon de las pobla-
ciones de las especies sensibles a la proteina (CrylAc) y la reduccion del nimero de aplicacio-
nes de insecticidas. No obstante, un riesgo asociado con esta tecnologia es el surgimiento de
especies secundarias que pueden colonizar nichos libres, como consecuencia de la mortalidad
de las especies sensibles a estos materiales modificados (Altieri 2000). Entre las especies po-
tencialmente beneficiadas se citan las del complejo Spodoptera (Bacheler y Mott 2003). Zenner

et al. (2008) comprobaron que la susceptibilidad a la toxina de larvas de S. frugiperda y S. sunia
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recolectadas en el Tolima fue practicamente nula y concluyeron que el algodonero modificado
actualmente cultivado en Colombia proporciona un control satisfactorio de belloteros pero no
del complejo Spodoptera, lo cual corrobora los resultados encontrados por (Adamczyk et al
1997, Berrocal et al. 2005).

El desarrollo de estrategias eficientes para el control de insectos como S. frugiperda re-
quiere del conocimiento de su biologia y las relaciones con su hospedero. El analisis cuantita-
tivo del consumo y utilizaciéon de las plantas es una herramienta de uso comun en los estudios
de las interacciones planta-insecto (Scriber y Slansky 1981). Teniendo en cuenta los hallazgos
relacionados con la menor susceptibilidad de S. frugiperda a algunos materiales de algodonero
GM, el objetivo del presente trabajo fue determinar los efectos de dos de las variedades sembra-
das en Colombia (Bollgard® y Bollgard II®) sobre el desarrollo, supervivencia y aprovechamien-

to eficiente del alimento por S. frugiperda.

Materiales y métodos
Localizacion y variedades de algodon. Los ensayos se llevaron a cabo en el Centro Interna-
cional de Agricultura Tropical (CIAT), 3° 31’ Ny 76°22’ O, a 965 m.s.n.m. y precipitacién anual
de 1000 mm. Las variedades de algodén usadas fueron NuOPAL RR que expresa el gen para la
proteina Bt CrylAc (Bollgard®), DP141 B2RF que expresa los genes para las proteinas CrylAcy
Cry2ab (Bollgard II®) y DeltaOPAL RR como testigo (variedad no Bt). Las variedades se sembra-
ron en casa de malla, en recipientes plasticos con una capacidad aproximada de 10 kg que con-
tenian una mezcla de suelo y arena en proporcién 1:1. Las siembras se hicieron aproximada-
mente 45 dias antes del comienzo de los ensayos de alimentacién de los insectos.
Cria de S. frugiperda. En lotes comerciales de maiz sembrados en el CIAT se recolectaron
larvas del insecto que fueron alimentadas con higuerilla (Ricinus communis L.). Con la primera
generacion (F1) se establecié una colonia del insecto en laboratorio que fue alimentada con ho-
jas de algodon no Bt (variedad DeltaOPAL RR) con el fin de acondicionarlas al consumo de esta
planta, en la cual es una plaga secundaria. Con las larvas de la segunda generacion (F2) se
establecieron los ensayos de alimentacién en cada una de las variedades de algodon. Los insec-
tos permanecieron en condiciones controladas de laboratorio (27°C, 65 £ 10% HR y 12 h fotope-
riodo). En todos los casos los adultos tuvieron a disposicion una solucién de miel de abeja y
agua en proporcion 1:3.
Indices de crecimiento y desarrollo. Estos indices consistieron en: (1) porcentaje de supervi-
vencia de inmaduros, (2) peso de las pupas 24 h después de observar el cambio de pre-pupa a
pupa, (3) ganancia de peso de las larvas, (4) peso seco de las heces producidas por las larvas, y
(5) dias a emergencia de los adultos o tiempo entre el nacimiento de las larvas y el nacimiento
de los adultos.

Pruebas de alimentacion para medir antibiosis. Para esta prueba en un recipiente de 2 on-
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zas se individualizaron 50 larvas recién emergidas en cada una de las tres variedades de algo-
doén. El cambio del alimento se hizo cada 2 dias y con esta misma frecuencia se midieron los
pesos de las larvas, heces, alimento ofrecido y alimento no consumido. Las heces y la fraccién
de alimento no consumido fueron secados durante 96 h a 65 °C. EI peso se tomo6 hasta que la
ultima larva en cada variedad de algodonero termino de alimentarse, posteriormente se toma-
ron los pesos de las pupas haciendo la diferenciacion entre hembras y machos. Para cada larva
se incluy6 una copa control (sin larva) con una fraccién de hoja de peso conocido para determi-
nar la pérdida por evaporacion, esta hoja también se cambié cada 48 h y se colocdé en horno
para determinar el peso seco. Los ensayos constaron de cuatro repeticiones en el tiempo hasta
que se completaron 195 larvas evaluadas para cada variedad. Antes de iniciar cada repeticién
se hizo el proceso completo de recoleccién y pre-adaptacion de las larvas tal como se describi6
anteriormente, con la finalidad de trabajar s6lo con larvas de segunda generaciéon. Con los da-
tos obtenidos se calcularon los indices siguientes, metodologia propuesta por Waldbauer (1968)
y modificada por Scriber y Slansky (1981):

1. Tasa relativa de crecimiento, TRCr = (PF-PI)/ (PG x T), donde PF es el peso final de las lar-
vas (g), PI el peso inicial de las larvas (g), PG es el peso promedio de larvas durante el
ensayo (g) y T es la duracion del periodo de alimentacién (dias). Este parametro repre-
senta la ganancia (g) de biomasa por dia del insecto en relaciéon con su peso (g).

Tasa relativa de consumo, TRCo = I/ (PG x T), donde I es el alimento ingerido (g).
Eficiencia de conversion del alimento ingerido, ECI = (PF -PI)/I x 100. Representa una
medida de la eficiencia en los procesos digestivos y metabodlicos

4. Digestibilidad aproximada, DA = (I - H)/(I x 100), donde H es el peso de las heces (g). Re-
presenta el porcentaje de alimento ingerido que es efectivamente asimilado por el insec-
to.

El ensayo se hizo en un disefio completamente aleatorizado y las analisis utilizando Anova y

diferencia minima significativa (DMS) de Fisher (P < 0.05).

Resultados y discusion

Indices de crecimiento y desarrollo
La supervivencia de las larvas fue diferente (P < 0.05) cuando se alimentaron con las variedades
GM. Las larvas de S. frugiperda alimentadas con hojas de la variedad DP141 B2RF presentaron
una supervivencia de 3.4%, valor menor que el obtenido cuando se alimentaron con la variedad
NuOPAL RR (35.0%) y con la variedad no Bt DeltaOPAL RR (53.3%) (Cuadro 1).

Estos resultados muestran que la acciéon especifica de las endotoxinas sintetizadas de
los genes CrylAc y Cry2Ab fue letal para las larvas, lo que coincide con los resultados encon-
trados para larvas de S. frugiperda recolectadas en diferentes regiones de EE.UU. y Brasil y

para otras especies de lepidépteros como H. zea 'y S. exigua Hibner (Adamczyk Jr. et al. 2001,
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2008, Gore et al. 2001). De Sousa Ramalho et al. (2011), encontraron que la supervivencia de
larvas alimentadas con algodén Bt (Bollgard®) fue 22.6% menor que la observada para larvas
alimentadas con algodén no Bt. Otros estudios realizados en condiciones de laboratorio y cam-
po muestran que el algodon Bt (Bollgard II®) es efectivo como insecticida para el control de
larvas de H. virescens, H. zea y de otras especies de lepidépteros incluyendo S. frugiperda y
favorecen la caida en las densidades de poblaciones del insecto en cultivos de algodén (Gore et
al. 2001, Marchosky et al. 2001, Shelton et al. 2002, Wu et al. 2003, Adamczyk Jr. et al 2008,
Greenberg y Adamczyk 2010, Greenberg et al 2010, 2011).

La duracion de los dias a emergencia de los adultos de S. frugiperda fue afectada por la
variedad de algodonero de la cual se alimentaron las larvas, tiempo que fue mas prolongado en
larvas alimentadas con la variedad DP141 B2RF (43.8 dias). Este efecto favorece el desarrollo
del cultivo debido a la reduccién en el nimero de generaciones del insecto por ciclo de cultivo.
En las variedades DeltaOPAL RR y NuUOPAL RR no se observaron diferencias (P > 0.05) en la
duracién de dias a emergencia de adultos (36.5 y 33.8 dias, respectivamente) (Cuadro 1). Estos
resultados coinciden con los encontrados por De Sousa Ramalho et al. (2011), quienes observa-
ron una diferencia de 2.8 dias en el estado de larva entre algodén Bt y no Bt.

Se observo un efecto significativo (P < 0.05) de la variedad DP141 B2RF sobre el peso de
las pupas de S. frugiperda. Las pupas alimentadas con este material presentaron un peso 1.34
veces menor que el peso de aquellas alimentadas con la variedad no Bt DeltaOPAL RR (Cuadro
1), lo que coincide con los resultados encontrados por De Sousa Ramalho et al. (2011), con lar-
vas alimentadas con algodén Bt (Bollgard®).

Las larvas que se alimentaron de las hojas de la variedad DP141 B2RF produjeron heces
con pesos secos de 52.4, valor menor al obtenido de larvas alimentadas con las variedad no Bt
DeltaOPAL RR (126.7 mg) y NuOPAL RR (113.7 mg) (Cuadro 1). Estos valores son dos veces
menor que los encontrados por De Sousa Ramalho et al. (2011), con larvas de S. frugiperda
alimentadas con una variedad de algodén Bollgard®. Este comportamiento fue similar para la
ganancia de peso por los individuos inmaduros (P < 0.05). Las larvas alimentadas con la varie-
dad DP141 B2RF presentaron un peso 58.6% menor que el peso de las larvas alimentadas con
la variedad no Bt (Cuadro 1).

Los estudios de Armstrong et al. (2011), muestran que las larvas de S. frugiperda se ali-
mentan de variedades con tecnologia Bollgard II®, pero las toxinas presentes en estas varieda-
des afectan consecuentemente su crecimiento y el desarrollo. Fernandes et al. (2003), también
encontraron que al alimentar larvas de S. frugiperda con maiz MON810 (CrylAb) se redujo el
peso en comparacion con larvas que se alimentaron con el maiz tradicional, debido al efecto

negativo de la proteina CrylAb sobre las larvas.

Pruebas de alimentacion
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La cantidad de alimento ingerido o tasa relativa de consumo (TRCo) no varié (P > 0.05) entre las
variedades de algodon, lo que indica que las larvas consumen por igual el alimento pero esto no
significa que ocurre asimilacion, esto lo confirma el indice de crecimiento en especial de las
larvas en las variedades GM DP141 B2RF y NuOPAL RR que presentaron un efecto negativo en
la alimentacion de las larvas de S. frugiperda, siendo el efecto inhibidor mas alto para la prime-
ra (0.11 g/g/dia) (Cuadro 2).

La eficiencia de conversion del alimento ingerido (ECI) fue menor para la variedad
DP141 B2RF (45.9%) en relaciéon con el material no Bt DeltaOPAL RR (66.3) (P < 0.05), lo cual
sugiere que los componentes del material vegetal tienen una incidencia negativa sobre las lar-
vas y su capacidad para aprovechar los nutrientes; en sintesis, a pesar de que las larvas se
alimentan de las variedades GM, no metabolizan el alimento consumido por tanto no existe
conversion eficiente de éste en biomasa.

La reduccion en el porcentaje de la ECI en la variedad DP141 B2RF, en relacién a la
variedad no Bt DeltaOPAL RR se debe, posiblemente, a la concentracion y uso de la energia
para la regeneracion del epitelio de intestino medio dafiado por las endotoxinas (Liithy y Wol-
fersberger 2000), en lugar del crecimiento larval. Los resultados de esta investigacién son simi-
lares a los encontrados por Chen et al. (2005) para Helicoverpa armigera (HUbner), donde las
larvas alimentadas con algodén Bt redujeron drasticamente la conversién del alimento ingerido.

Con la variedad DP141 B2RF se observo una reduccién en la conversién del alimento
ingerido y en la ganancia de biomasa diaria de las larvas de S. frugiperda, ocasionando una
caida en la produccion de heces y en la ganancia de peso; mientras que en la variedad NuOPAL
RR se observé un efecto negativo en la ganancia de biomasa por dia y en la digestibilidad apro-
ximada, resultados que coinciden con los encontrados por De Sousa Ramalho et al. (2011) en
larvas de S. frugiperda alimentadas con algodén Bollgard®. Aunque las variedades Bollgard®
no muestren un efecto contundente en la supervivencia de las larvas, en este estudio se obser-
va que la presencia de la proteina CrylAc causa alteraciones fisiolégicas.

La digestibilidad aproximada (DA) fue diferente entre variedades (P < 0.05); la variedad
DP141 B2RF fue 1.5 veces mas digestible que la variedad no Bt DeltaOPAL RR. En estudios
con otros lepidépteros se encontré que el mayor valor DA esta asociado con una mayor reten-
cion del alimento en el intestino del insecto, permitiendo un aumento de la digestiéon y absor-
cion de nutrientes (Koul y Isman 1991, Rossetti et al. 2008). Para la variedad NuOPAL RR este
parametro fue 1.2 veces menor en comparaciéon con la variedad no Bt, resultados que coinciden
con los de Schmidt et al. 1997, en larvas Spodoptera eridania (Cramer), quienes asocian esta
disminuciéon en la DA con danos ocasionados por los extractos sobre células epiteliales y
musculo liso del intestino medio de la larva. Otros autores como Boucias y Pendland (1998),
consideran que los valores bajos de DA se deben a que el alimento no esta siendo retenido en el

intestino de la larva. La rapida transicién del alimento a través del tracto digestivo del insecto
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reduce la interaccion de las enzimas proteoliticas sobre el bolo alimenticio, causando una caida
en las toxinas activas en el lumen del intestino (Dinglasan et al. 2009). En trabajos de Priitz y
Dettner (2004), se atribuye el bajo consumo de hojas de variedades Bt, a la paralisis parcial del
intestino medio ocasionado por la presencia de endotoxinas, en el tracto digestivo de las larvas.
Las larvas alimentadas con la variedad DP141 B2RF siempre mostraron menor creci-
miento, asi como una mayor duraciéon de esta etapa de desarrollo, por tanto, éstas utilizaban la
energia para mantenimiento y no para conversion en biomasa, lo que trajo como consecuencia
su muerte en el intento de pasar a pupa y completar su ciclo biolégico. El efecto letal de la va-
riedad DP141 B2RF sobre las larvas de S. frugiperda fue debido al bajo peso de las pupas, la
baja eficiencia de conversion del alimento y los bajos porcentajes de emergencia de adultos
cuando se comparan con los resultados obtenidos con la variedad no Bt DeltaOPAL RR. Por
tanto, el menor crecimiento de las larvas de S. frugiperda es el resultado de una deficiencia en
la asimilacién y conversion de nutrientes en biomasa corporal cuando se alimentan con varie-

dades Bollgard® de algodén.

Conclusiones

e Las caracteristicas bajo consumo y pobre valor nutritivo y el efecto téxico ocasionado
por las variedades de algodén modificado sobre larvas y adultos de S. frugiperda, apor-
tan informacién relevante sobre los efectos secundarios de las tecnologias Bt para las
condiciones del ensayo.

e En las condiciones del ensayo, la combinacién de las proteinas CrylAc y Cry2Ab en la
variedad DP141 B2RF resulté efectiva para el control del falso bellotero (Spodoptera fru-
giperda).

e La variedad DP141 B2RF fue la de mayor impacto sobre el desarrollo larval de S. fru-
giperda, confirmando los efectos antibiéticos de los cultivos GM sobre el desarrollo y la

supervivencia de estas larvas.
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Cuadro 1. Efecto de variedades de algodon GM (NuOPAL RR Bollgard® y DP141 B2RF Bollgard II®) y variedad no Bt
(DeltaOPAL RR) sobre caracteristicas de desarrollo de S. frugiperda.

Variedades de algod6n

Caracteristica DeltaOPAL RR NuOPAL RR DP141 B2RF
(No Bt) (CrylAc) (CrylAc + CRy2Ab2)
Supervivencia de inmaduros (%) 53.3%4.67 a* 35.0+£5.89 b 3.4£1.10 ¢
Duracién de los dias a emergencia de adultos (dias) 36.5£0.89 b 33.8£0.78 b 43.8£1.08 a
Peso de las pupas (mg) 183.1+0.00 a 157.2+0.00 b 136.6+£0.00 c
Peso seco de heces de larvas (mg) 126.2+0.01 a 113.7£0.01 a 52.4+0.01 b
Ganancia de peso vivo de larvas (mg) 222.4+0.02 a 169.5+0.01 b 86.0+0.01 ¢

*Valores seguidos por la misma letra, dentro de cada fila, no son significativamente diferentes (P <0.05), DMS de Fisher).

Cuadro 2. Efecto de variedades de algodon GM (NuOPAL RR Bollgard® y DP141 B2RF Bollgard II®) y variedad no Bt

(DeltaOPAL RR) sobre el crecimiento, consumo y utilizacion del alimento de larvas de S. frugiperda.

Variedad TRCo TRCr ECI DA
(g/g/dia) (g/g/dia) (%) (%)
DeltaOPAL RR (No Bt) 1.358+0.09 a* 0.18410.01 a 66.37213.43 a 47.179£1.99 b
NuOPAL RR (Bollgard®) 1.141+0.10 a 0.152+0.01 b 90.806%4.73 a 38.33512.76 ¢
DP141 B2RF (Bollgard® II) 1.328%£0.12 a 0.116+0.01 ¢ 45.923+4.14 b 70.784£3.08 a

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

mada

*Valores seguidos por la misma letra, dentro de cada columna, no son significativamente diferentes (P <0.05), DMS de Fisher).
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