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Resumen

El Bacillus thuringiensis (Berliner, 1911) (Bt) es una bacteria que contiene
endotoxinas con accidn insecticida para varias especies. A pesar de la conocida inocuidad
de la utilizacién de Bt y otros bioplaguicidas utilizados en la lucha contra las plagas, ha
habido algunos informes acerca de las infecciones y los efectos adversos sobre los
organismos no blanco, entre estos, especies acuaticas. En este estudio, se evalud los
efectos derivados de la exposicion a la cepa 344 del Bt (Bt344) en algunos organismos
de diferentes niveles tréficos de la cadena alimentaria acuatica. Los organismos de
prueba estuvieron expuestos a concentraciones correspondientes a mas de 1.000 veces
la tasa de aplicacion efectiva para controlar el gusano cogollero del maiz (Spodoptera
frugiperda). El Bt344 no alter6 los patrones de crecimiento de las algas
Pseudokirchneriella subcapitata. Una tasa de mortalidad significativa equivalente a 8,9%,
pero menor que el limite aceptable para el control (10%), se registré6 para el pez
Hyphessobrycon scholzei. Sin embargo, la exposicién al agente bioldgico disminuyd la
supervivencia de Daphnia similis en 44,8%, en comparacion con el control. Esto sugiere
un riesgo para algunas especies acuaticas de invertebrados.

Palabras clave: toxicidad, pez, daphnia, alga, biopesticida
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Abstract

Effect of the biopesticide Bacillus thuringiensis (Berliner, 1911), strain 344, on
indicators organisms of the aquatic compartment.

Bacillus thuringiensis (Berliner, 1911) (Bt) is a bacterium which contains endotoxins with
insecticide action against several insect pests. Bt and other biopesticides are usually
known as innocuous to non-target organisms, although some adverse effects have been
described. In this work it was evaluated the effect on aquatic organisms of different
trophic levels due to the exposure to the 344 strain of Bt (Bt344). The test-organisms
were exposed to concentrations corresponding to more than 1,000 fold the application
rate of biopesticide which is capable to control the corn worm Spodoptera frugiperda.
Bt344 did not alter the growth patterns of the algae Pseudokirchneriella subcapitata. 1t
was observed a significant mortality (8.9%) for the fish Hyphessobrycon scholzei, but it
is lower than the allowed limit of mortality for the control (10%). Nevertheless,
biopesticide exposure reduced the survival of Dapnhia similis (44.8% less than the

control survival), which suggests a risk for aquatic invertebrate species.

Key words: toxicity, fish, Daphnia, algae, biopesticide

RETEL Sertox © Copyright 2003




[retel]

revista de toxicologia en linea

Introduccion

Bacillus thuringiensis (Berliner, 1911) (Bt) es una bacteria que forma esporas
capaces de producir inclusiones cristalinas de delta-endotoxinas responsables por la
actividad insecticida, especialmente para las especies pertenecientes a las 6rdenes de los
dipteros, hemipteros, coledpteros, lepidopteros e himenopteros, entre otros (Polanczyk &
Alves, 2003) .

A pesar de la conocida inocuidad del uso de Bt (OMS, 1999) y otros bioplaguicidas
(El-Sayed, 2005, Azevedo et al., 2007) para combatir los problemas causados por las
plagas, ahora hay una gran tendencia a analizar con precisién el uso seguro de estos
agentes bioldgicos. Esto se debe a su capacidad de propagacion, la supervivencia y la
proliferaciéon en otros ambientes donde hay riesgo de infeccion de los organismos no
blanco.

Por lo tanto, la importancia de los estudios sobre el impacto ambiental de los
organismos entomopatdégenos, con el fin de minimizar los riesgos ambientales, es
proporcionar informacion acerca de la posibilidad de sustituir los insecticidas
convencionales, o el uso simultaneo con ellos. Segun QO'Callagham et al. (2000), las
generalizaciones acerca de la seguridad ambiental de Bt son dificiles de sostener. Esto es
debido a la gran variedad de cepas y diferentes condiciones ambientales a las que el
agente bioldgico y el organismo no blanco estan sujetos (Polanczyk & Alves, 2003).

Asi, segun O'Callagham et al. (2000), evaluaciones de impacto deben realizarse
caso por caso. De hecho, ha habido algunos informes acerca de las infecciones y de los
efectos adversos sobre los organismos acuaticos no blanco por los bioplaguicidas
Metarhizium anisopliae (Genthner et al., 1995), Beauveria bassiana (Fromtling et al.,
1979; Genthner et al., 1994) y Bt (Ali, 1981; Grisolia et al 2008; Duchet et al/, 2008)
bajo vias de exposicion diferentes.

La cepa 344 fue identificada como Bacillus thuringiensis var. Tolworth y mostro
un crecimiento satisfactorio en un medio alternativo que contiene jarabe de maiz vy

harina de soja. En condiciones de laboratorio, esta variedad tiene una alta eficiencia en el
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control del gusano cogollero del maiz, Spodoptera frugiperda (Valicente & Zanasi, 2005).

Los estudios de campo realizados con Bt var. Tolworth han demostrado que las plantas
tratadas con suspensiones que contengan aproximadamente 2 x 10° esporas mL™ son
capaces de matar a 100% de las larvas en 2 dias de aplicaciéon (Capalbo et al., 2001).

Se observa que en la actualidad hay una falta de datos sobre el riesgo
ecotoxicoldgico de cepas de Bt con potencial para su uso en la agricultura. En este
contexto, se han propuesto bioensayos con algas, invertebrados acuaticos y peces para
la evaluacion del riesgo del uso de agentes de control biolégico como los plaguicidas
(USEPA, 1989; Jonsson & Maia, 1999; Castro et al., 2001). Estos organismos
bioindicadores son los mismos utilizados para estudios ecotoxicoldgicos con plaguicidas
guimicos.

En el presente estudio se evalud el efecto sobre algunos organismos de diferentes
niveles tréficos de la cadena alimentaria acuatica debido a la exposicidon a la cepa 344 de

Bt (Bt 344).
Materiales y Métodos

Agente biolégico. Una cepa de B. thuringiensis (Berliner, 1911) cepa 344 (Bt344) fue
proporcionada amablemente por el Dr. Fernando Valicente, investigador de Embrapa
Maiz y Sorgo, Sete Lagoas (MG). Los microorganismos se cultivaron en el medio
nutriente Merck (peptona de carne / extracto de carne, 8 g L) con la adicién de K;HPO,
(0,5 g LY.

Para obtener el agente activo se hizo la produccion en masa de la bacteria de
acuerdo con la metodologia establecida en el Laboratorio de Productos Bioldgicos de la
Embrapa Medio Ambiente (Capalbo et al., 2001). El método consiste basicamente en una
etapa de pre-fermentacién, que asegura la fase activa de crecimiento de las células
microbianas, seguida por una etapa de la produccion efectiva (o fermentacion). Como

resultado de esta segunda etapa, se obtuvo una biomasa por centrifugacion, que luego
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se lavdé dos veces con agua estéril hasta que el sobrenadante se hizo incoloro y

transparente.

La biomasa resultante de esta centrifugacién se suspendié en una cantidad de
agua de dilucion con el fin de proporcionar una suspensién final con una concentracion de
aproximadamente 10!° unidades infecciosas (u.i) por mL. La concentracién final de u.i.
fue determinada por el recuento de las colonias en las placas de Petri (Thompson &
Stevenson, 1984).

La suspensiones del bioplaguicida, en concentraciones conocidas para la
ejecucién de las pruebas, consistieron en recipientes conteniendo Bt344 AA (Agente
activo = biomasa de células viables de Bt344) y Al (Agente inactivado = AA sometido a
autoclave a 121 °C durante 20 minutos). Con relacidon a este Ultimo, la confirmacién
sobre la ausencia de células viables en los recipientes se realizé mediante el conteo de

células después de la esterilizacién en autoclave.

Evaluacion del efecto sobre los organismos bioindicadores. Las pruebas con
bioindicadores que pertenecen a diferentes niveles tréficos de la cadena alimentaria se
basan en la metodologia propuesta por Jonsson & Maia (1999) y por USEPA (1989).
Segun estos autores, el riesgo ambiental puede ser determinado a través del enfoque del
“peor caso” usandose una dosis del agente bioldgico de por lo menos 1000 veces mayor
que la recomendada en campo, y que esta dosis encuentre una capa de agua de 15 cm
de profundidad. Siendo asi, las dosis de prueba en el presente trabajo fueron calculadas

con base en esos protocolos experimentales.

Evaluacion del riesgo de la dosis maxima de exposicion en los organismos del
fitoplancton: En el experimento con algas Pseudokirchneriella subcapitata, el agua de
dilucién consistié en un medio de cultivo preparado de acuerdo con el procedimiento de
la OECD (1981). Se evaluaron los siguientes tratamientos en réplicas de cinco unidades
(recipientes de 200 mL) por tratamiento: a) control (sin Bt344), b) con Bt344 IA (10° u.i.
mL! autoclaveadas), y c) con Bt344 AA (10° u.i. mL™' no autoclaveadas). Estos dos
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Ultimos tratamientos se prepararon por dilucidon de una suspension madre que contiene

el agente biolégico.

La concentracion inicial de algas en la suspensién de prueba fue de aproximadamente
10%-10° células por mililitro. Las suspensiones fueron expuestas durante 7 dias a una
temperatura de 20 + 2 °C y a la intensidad de luz de aproximadamente 2000 lux. El
muestreo en cada recipiente se llevd a cabo periddicamente con el fin de evaluar la tasa
de reproduccion de las algas en funcion del tiempo. Alicuotas de la suspension de algas
se fijaron Lugol acético y se almacenaron en el refrigerador para el recuento de células
de P. subcapitata por microscopia de luz en una cdmara Neubauer.

La tasa de crecimiento (TX) se calculd por regresion linear simple de los datos de la
biomasa (y) en funciéon del tiempo (x). TX para cada tratamiento corresponde al
respectivo coeficiente angular del modelo de regresidon ajustado que es expresado en la
unidad correspondiente de biomasa (logaritmo neperiano del nimero de células por

mililitro) por unidad de tiempo (dias).

Evaluacion del riesgo de la dosis maxima de exposicion en los organismos del
zooplancton: En el experimento con el invertebrado acuatico Daphnia similis, el agua de
dilucién se prepar6 de acuerdo a los procedimientos de Hosokawa et al. (1991) y Elendt
y Bias (1990). El nimero inicial de organismos en cada unidad experimental conteniendo
500 mL, fue de 12 neonatos. Los tratamientos, evaluados en réplicas de seis unidades
experimentales (recipientes de 600 mL) fueron los siguientes: a) control (sin Bt344), b)
con Bt344 IA (10° u.i. mL™' autoclaveadas), y c) con Bt344 AA (10° u.i. mL* no

autoclavadas).

El periodo de exposicion de los organismos fue de 21 dias en sistema
semiestatico, es decir, con la renovacion del medio a cada 48 horas, 96 y 168 en cada
semana. La temperatura de exposicién y la luminosidad fueron 20+2 °C y ~ 2.000 lux,
respectivamente. El muestreo para evaluar el nimero de recién nacidos/adulto/ dia y la

tasa de mortalidad se realizo antes de cada renovacion del medio.
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Para cada tratamiento, los siguientes parametros fueron estimados en cada fecha

de evaluacion: a) promedio de los neonatos producido por recipiente; b) promedio de los
neonatos producidos por adulto por dia (PNAD); c) tasa neta de reproduccion (Ro:
numero promedio de neonatos producidos por adulto, por dia, que sobreviven a la edad
adulta); d) la supervivencia de los adultos durante el periodo de evaluacién

Para cada tratamiento, los siguientes parametros fueron estimados en cada fecha
de evaluacion: a) promedio de los neonatos producido por recipiente; b) promedio de los
neonatos producidos por adulto por dia (PNAD); c) tasa neta de reproduccion (Ro:
numero promedio de neonatos producidos por adulto, por dia, que sobreviven a la edad

adulta); d) la supervivencia de los adultos durante el periodo de evaluacién.

Evaluacion del riesgo de la dosis maxima de exposicion en vertebrados
acuaticos: Como organismo de prueba, la especie de pez que se utilizd fue
Hyphessobrycon scholzei (familia Characidae), popularmente como "Lips" o "Tetra-listra-
preta”. Los animales fueron comprados de un proveedor local y previamente aclimatados
a las condiciones de laboratorio en tanques de agua de asbesto-cemento, por un periodo
minimo de una semana.

La prueba se llevé a cabo en acuarios de vidrio, en un volumen total de 15 L
conteniendo agua de la red de abastecimiento publico, con las caracteristicas fisico-
qguimicas siguientes: pH 7,2, dureza total de 36 mg / L CaCOs vy conductividad de 243
uS/cm™. El agua era declorinizada afiadiendo declorinizador a base de tiosulfato de sédio
“"Aquasafe Tetra”. Los tratamientos fueron: a) control (sin Bt344), b) con Bt344 IA (10°
u.i. mL? autoclaveadas), y c) con Bt344 AA (10° u.i. mL? no autoclaveadas). Los
acuarios fueron aireados continuamente a través de una piedra porosa y minicompresor
de aire. Cada tratamiento se realizé por triplicado y cada acuario con 15 peces adultos
pesando un promedio de 0,84 g. Los peces fueron expuestos a una intensidad de luz de
~1.000 lux en una sala a 25 + 2 °C durante 30 dias.

Todos los dias, los animales fueron alimentados ad libitum con alimento floculado
"Nutrafish basica, Nutral Ind. Ltda" vy fueron observados en cuanto la aparicién de
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signos de anormalidad. Semanalmente, la renovacion de los tratamientos se realizé a

través de la preparacion de nuevas suspensiones del bioplaguicida y la colocaciéon de los
organismos de prueba en ellas. En ese momento, el recuento se realizaba para calcular la

tasa de supervivencia de los peces.

Analisis estadistico. Las tasas de crecimiento de las algas, en la presencia y en la
ausencia del agente bioldgico, fueron comparadas utilizando un ANOVA (Analisis de
Varianza) seguido por una comparacion multiple a través del test de “Contraste Mdltiple
de Rango - LSD de Fisher - Diferencia Significativa Menor”.

El PNAD vy la tasa neta de reproduccion de D. similis se compararon mediante el
test F para contrastes (Montgomery, 1990). Las tasas de supervivencia de este
organismo al final del periodo de evaluacion se compararon mediante el test de Wald
(Stokes et al, 2000).

El test exacto de Fisher fue utilizado para evaluar la influencia de los tratamientos

sobre las tasas de supervivencia de los peces en cada periodo (Agresti, 1992).
Resultados

Efecto de Bt344 en P. subcapitata.

Las curvas de crecimiento de algas en los tres tratamientos se muestran en las
Figuras 1-3.

Las tasas promedias de crecimiento estimadas con sus respectivos intervalos de
confianza de 95% vy los resultados de las pruebas de contrastes se presentan en la Tabla
1.

El analisis de contrastes presentd valores de p superiores a 0,05 que indican
ausencia de efecto significativo entre los tratamientos conteniendo el Bt344 (inactivado y
activo) y el control. Sin embargo, fue constatada una reduccion de la tasa de crecimiento

de las algas (p<0,05) en el tratamiento con Bt344 activo en relacion al que contenia la
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bacteria inactivada. Pues fue en este Ultimo tratamiento que se observé el mayor valor

promedio de tasa de crecimiento.

Efecto de Bt344 sobre Daphnia similis.

La variaciéon de los pardmetros de la reproduccion y la supervivencia durante el
periodo de evaluacion se muestra respectivamente en las Figuras 4 - 6 y Figura 7.
La Tabla 2 presenta los resultados de los contrastes relacionados con el promedio de los
recién nacidos producido por adulto por dia (PNAD) y la tasa neta de reproduccion (Ro).
Los resultados asociados con la supervivencia de D. similis se presentan en la Tabla 3.
Hubo una reduccion significativa del PNAD y de la tasa neta de reproduccion (Ro) en las
exposiciones al Bt344 inactivo o activo. Como se observdé efecto adverso en la
exposicion a las esporas inactivas, la alteracién en los parametros de reproduccién
estaria relacionada a

Otro efecto, y no necesariamente a la infectividad.

En cuanto a la tasa de supervivencia, el Bt344 inactivado no la alterd, mientras

que el Bt344 activo redujo el porcentaje de supervivencia en aproximadamente la mitad.

Efecto de Bt344 en los peces.

No hubo mortalidad en los diferentes tratamientos el 7° dia de exposicién. Desde
la segunda semana, la tasa de mortalidad en los recipientes con el Bt344 activo
comenz6 con 2%, mientras que en los otros tratamientos se mantuvo igual a cero. Al
final del periodo de experimentacion, fue observado efecto del tratamiento sobre la
supervivencia de los peces (test exacto de Fisher, p = 0,03): la mortalidad para el
tratamiento de Bt344 activo aumento a cerca de 9% (Tabla 4). Antes del 6bito, los peces
presentaron nado erratico y falta de coordinacidon con el aumento de la frecuencia de los
movimientos operculares. Durante todo el periodo de exposiciéon, no hubo mortalidad ni
sintomas de cambio de comportamiento en los peces que no estaban expuestos al agente
bioldgico. Esto también fue valido para los peces tratados con el agente bioldgico
inactivado.

RETEL Sertox © Copyright 2003




[retel]

revista de toxicologia en linea

Discusion

En la actualidad, los impactos ambientales causados por los bioplaguicidas se
estiman sobre |la base de pruebas que utilizan una “dosis desafio” del agente biolégico,
considerada de mayor riesgo (de 100 a 1000 veces la dosis utilizada en el campo). Para
efectos de estimar el riesgo para los organismos acuaticos, se considera una profundidad
de una ldamina de agua equivalente a 15 cm para el calculo de la concentracion prevista
del agente biolégico que queda después de su aplicacién en su tasa adecuada (USEPA,
1989).

Segun Capalbo et al. (2001), el control de Spodoptera frugiperda es eficiente
mediante la aplicacion de una suspension de Bt Tolworth, con una concentracion de 2 x
10° u.i. mL?, en la tasa de 300 L ha. Esta aplicacién podria dar como resultado una
concentracion resultante de 4 x 10% u.i. mL! en el compartimiento acuatico. Por lo
tanto, las concentraciones del bioplaguicida evaluadas en este estudio cumplieron con
las sugerencias propuestas por el protocolo de la USEPA (1989). Ademas, este protocolo
también  propone el uso de la concentracion de exposicion al agente bioldgico
equivalente a 10° u.i. mL?, para los agentes cuya tasa de aplicacién en el campo no esta
definida todavia.

Existen pocos estudios en la literatura que se refieren al estudio de los efectos de
la toxina Bt en los organismos del fitoplancton, sin embargo los datos muestran una
ausencia de efectos adversos en estos organismos. Asi, en analogia con los resultados de
las Figuras 1 — 3 y Tabla 1, Koskella & Stotzky (2002) no observaron cambios en el
patrén de crecimiento de las algas del género Euglena, Chlamydomonas y Oedogonium, y
cianobacterias (Oscillatoria sp.) cuando se expusieron a las toxinas de dos subespecies
de B. thuringiensis. Segun Overmyer et al. (2006), la presencia de algas disminuye la
eficacia del Bt en el control de insectos plaga.

La falta de efecto de B. thuringiensis también se observd para la descomposicidon

microbiana de tratamientos realizados hasta con 100 veces la concentracién esperada en

RETEL Sertox © Copyright 2003




[retel]

revista de toxicologia en linea
el campo (Kreutzweiser et al, 1996). Sin embargo, Tianyun & Mulia (1999) observaron

qgue el crecimiento de algas de los géneros Chlorella y Closterium se redujo mediante la
aplicacién de una formulacion de Bacillus thuringiensis ssp. israelensis de Barjac (Bti) y
Bacillus sphaericus Ncide.

En cuanto a los efectos de la toxina Bt en los invertebrados acuaticos, B.
thuringiensis israelensis es altamente especifico para Nematocera (Diptera) como
Culicidae, Simuliidae y Chironomidae (Boisvert & Boisvert, 2000). Por otro lado,
Ephemeroptera, Amphipoda, Cladocera y Copepoda no se ven afectados (Ali, 1981, Miura
et al., 1981).

En el presente estudio se observdé que la tasa de supervivencia de D. similis
cambid en la exposicion al Bt344 activo. Esste efecto podria estar relacionado con los
resultados de Duchet et al. (2008). Estos autores encontraron cambios en el tamafno de
la estructura poblacional de Daphnia pulex en los 210 dias de exposicion a B.
thuringiensis israelensis.

Los resultados de este trabajo también se pueden explicar por la toxicidad
moderada atribuida a ciertas cepas de Bt en Daphnia sp (USEPA, 1998a). También, se
explicarian por la presencia de lesiones en tejidos de claddéceros expuestos a B.
thuringiensis israelensis (Rey et al.,1998). Bohn et al. (2008) mostraron efectos crénicos
negativos en el crecimiento y en los patrones reproductivos de D. magna después de
alimentarla con harina de maiz transgénico que expresa la toxina de Bt (Bt-toxin
Cry1Ab).

La inocuidad del Bt de para varias especies de peces, resultante de la exposicion
a través del agua, ha sido ampliamente reportada en la literatura. Asi, por ejemplo,
Grisolia et al. (2008) observaron que la exposicion de Oreochromis niloticus al Bt
israelensis y Bt kurstak, por 30 dias, no afecté a su supervivencia. Sin embargo, una
mayor frecuencia de necrosis celular se observd después de las 72 h de una aplicaciéon
intra-abdominal de una suspensién con 10® esporas mL™.

De acuerdo con Hurst et al. (2007), la exposicion a los peces de la espécie
Melanotaenia duboulayi al Bt israelensis, en una concentracion equivalente a 10 veces
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la concentracion efectiva usada en campo, ningun efecto fue expresado con relacién al

patrén normal de locomocion. Una formulacién de este bioplaguicida que no afectd la
supervivencia del pez Gambusia affinis en las pruebas de hasta 100 veces su tasa de
aplicacién en el campo, durante un periodo de 5 dias (Gunasekaran et al., 2004). De
acuerdo con Brown et al. (1998), el valor de la concentracién letal media (CL50) de Bt
israelensis es equivalente a 477 veces la tasa aplicada en campo sobre una lamina de
agua con profundidad de 15 cm. Sin embargo, un estudio con Bt kurstaki demostré que
hubo mortalidad y reduccién del crecimiento cuando los peces "bluegill sunfish” fueron
expuestos a concentraciones equivalentes a 4,7 x 107 u.i. mL* y 3,9 x 107 u.i. g* a
través del agua y de la dieta, respectivamente (USEPA, 1998b).

Aunque los resultados de este estudio demuestran alguna evidencia de efecto de
Bt344 activo en los peces expuestos, esta manifestacion es de baja magnitud, con tasas

de mortalidad por debajo del limite aceptable para el control, que es de 10% (OECD,

1984).

Conclusion

El Bt344 mostré seguridad con respecto a los cambios en el patrén de crecimiento
de las algas P. subcapitata y un efecto de baja magnitud en la supervivencia de los peces
H. schoelzei cuando los organismos fueron expuestos a concentraciones que representan
a mas de 1.000 veces la dosis de aplicacion en el control eficiente de Spodoptera
frugiperda.

Este hecho permitiria su uso como bioplaguicida, de acuerdo a los protocolos
experimentales que utilizan estos organismos de prueba.

Sin embargo, en corroboracion a algunos datos de la literatura, altas
concentraciones del agente bioldgico afectaron a la supervivencia de D. similis, lo que
sugiere la posibilidad de riesgo para especies acuaticas de invertebrados. Se sabe que el
riesgo se caracteriza cuando hay efectos adversos y también hay posibilidad de

exposicion. Por lo tanto, segun los protocolos nacionales e internacionales, el efecto
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adverso manifestado sobre microcrustaceos indica la necesidad de nuevos estudios sobre

estos organismos, o de otros invertebrados acuaticos, para inferir acerca de la seguridad

de las comunidades acuaticas cuanto al uso del Bt344 como bioplaguicida.
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Tabla 1. Influencia del Bt344 sobre la tasa de crecimiento (TX) de P.
subcapitata expresada en logaritmo neperiano de n° células de algas (x 10%) por
mililitro por dia.

Contrastes?®
Tratamiento TX Intervalo de Control Bt344 Al Bt344 AA
confianza (95%)
Control 0,3389 0,2902 - 0,3876 - p>0,05 p>0,05
Bt344 Al 0,3769

0,3282 - 0,4256 i - p<0,05
Bt344 AA 0,2555 0,2068 - 0,3042 - - -

a) Valores p relativos al test LSD para contrastes entre promedios de los tratamientos.
b) El valor p varia entre 0 e 1. Cuanto menor es, mayor es la evidencia contra la hipdtesis de ausencia de
efecto.

Tabla 2. Influencia del Bt344 sobre la reproduccion de D. similis: promedio de
neonatos producidos por adulto por dia (PNAD) e tasa neta de reproduccién

(Ro).
Contrastes®
Tratamiento PNAD Ro Control  Bt344 Al Bt344 AA
Control 2,87 2,45 - 0,0022  0,0001
Bt344 Al 1,75 1,48 0,0001 - 0,1613
Bt344 AA 1,31 0,92 <0,0001 0,01 -

a) Valores p relativos a los tests F para contrastes entre los promedios de los tratamientos. En la diagonal
superior, los resultados se refieren a los contrastes entre PNAD. En la diagonal inferior, se presentan los valores
p referentes al Ro.

Tabla 3. Supervivencia de D. similis bajo la exposicion al Bt344 durante 21 dias.

Contrastes®
Tasa de Error
Tratamiento  supervivencia estandar Control Bt344 Al Bt344 AA
(%) (%)
Control 80,55 4,66 - 1,000 0,001
Bt344 Al 80,55 4,66 - - 0,001
Bt344 AA 44,44 5,86 - - -

a) Valores p relativos a los tests de Wald para contrastes entre las tasas de supervivencia.

Tabla 4. Tasas de supervivencia (%) de H. scholzei (+ desvio estandard, %), en
funcion del tiempo de exposicion a los tratamientos con Bt344.

Dias Tratamiento
Control Bt344 Al Bt344 AA
0 100 + 0,0 100 + 0,0 100 + 0,0
7 100 + 0,0 100 + 0,0 100 + 0,0
14 100 + 0,0 100 + 0,0 97,842,20
21 100 + 0,0 100 + 0,0 95,6+3,07
30 100 + 0,0 100 + 0,0 91,1+4,24
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Figura 1. Crecimiento de P. subcapitata en la ausencia del Bt344 (control).
Inactivado (Bt344 AI).
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Figura 2. Crecimiento de P. subcapitata en presencia del Bt344 -10° u.i. mL™
inactivado (Bt344 AI).
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Figura 3: Crecimiento de P. subcapitata en presencia del Bt344 -10° u.i. mL*-
activo (Bt344 AA).
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Figura 4. Variacion temporal del nimero de neonatos de D. similis producidos
por recipiente en la exposicion al Bt344 : - o - sin el agente biolégico (control), -
« con el agente biolégico -10° u.i. mL™ - inactivado (Bt344 AI); - ¢ - con el
agente biolégico -10° u.i. mL™ - activo (Bt344 AA).
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Figura 5. Variacion temporal del nimero de neonatos de D. similis producidos
por individuo adulto en la exposicién al Bt344 : - o - sin el agente bioldgico
(control), - « - con el agente bioldégico -10° u.i. mL™ - inactivado (Bt344 AI); - e -
con el agente biolégico -10° u.i. mL™ - activo (Bt344 AA).
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Figura 6. Variacion temporal del promedio de neonatos de D. similis producidos

por adulto, por dia, que sobreviven a la edad adulta : - o - sin el agente bioldgico

(control), - » - con el agente biolégico -10° u.i. mL™ - inactivado (Bt344 AI); - e -
con el agente biolégico -10° u.i. mL™ - activo (Bt344 AA).
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Figura 7. Influencia del Bt344 en los patrones de supervivencia de D. similis : -

o sin el agente biolégico (control), - « - con el agente biolégico -10° u.i. mL™ -
inactivado (Bt344 AI); - « - con el agente bioldgico -10° u.i. mL™ - activo (Bt344

AA).
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