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Abstract

Genetically modified plants (GM-plants) have been controversial since they began being cultivated, especially
within the European Union (EU). It is not well known how their unique properties affect both humans’ health
and natural ecosystems and therefore lawmaking in EU has been very restrictive around cultivation of the plants.
The AMIGA-project (Assessing and Monitoring the Impacts of Genetically modified plants on Agro-
ecosystems) is a project within the union with the goal to decrease the uncertainty concerning these potential
risks. In this project insect samples from AMIGA have been studied, focusing on parasitoid insects from the
order Hymenoptera. The insects have been collected from plots with maize of two different kinds, one
conventional kind and one genetically modified. The samples came from the months of June and August and a
total of 649 individuals were categorized into 44 different taxa. Parasitoid Hymenoptera parasitize on other
insects, eventually Killing them, and therefore function as a biological pest control. The projects goal was to
determine if the diversity of these insects was affected by the kind of maize that was grown in the plot were they
were collected. Hymenoptera were sorted out from other insects in the samples and then the genera were
determined using an assemblage of literary works. No difference in either species richness, Shannon-index or
abundance, could be found between GM and non-GM plots. Time of the year, in this case the month, was a more

important variable than plant variant as both species richness and abundance differed between June and August.

Nyckelord Hymenoptera - Diversitet - Shannon-index - Bacillus thuringiensis - Majs
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Introduktion och fragestallning

Genetiskt modifierade organismer (GMO) ar organismer som med méanniskans hjalp fatt sin arvsmassa éndrad
for att ge organsimen nagon typ av ny egenskap (Svobodova et al. 2013). De forsta genetiskt modifierade
véxterna bdrjade odlas i varlden 1995 (Arpaia et al. 2014). Odling av genmodifierade véxter har varit och ar
fortfarande kontroversiellt, speciellt inom europeiska unionen, EU (Arpaia et al. 2014). Forsiktighetsprincipen ar
central i lagstiftning och kontroll kring GMO-grddor eftersom det inte ar kant hur grédorna kan paverka
manniskors och djurs halsa och naturliga ekosystem (Jordbruksverket 2007). | Sverige odlades 2015 majs pa 17
000 ha (Jordbruksverket 2016). Inget av detta var GMO-majs (D" Hertefeldt, T. pers, komm;

tina.dhertefeldt@biol.lu.se).

Den variant av genmodifierad majs som anvants i detta arbete ar "YieldGard®" eller MON810 (Monsanto
Company 2002). Denna GMO-groda har fétt gener fran Bacillus thuringiensis (Bt) inkorporerade i sitt DNA
(Monsanto Company 2002). Generna kodar for proteinet CrylAB som ar toxiskt for vissa insekter och alltsa
fungerar som ett biologiskt skydd for majsen (Monsanto Company 2002). Proteinet binder in till receptorer i
magen hos mottagliga insekter. Det binder inte in hos till exempel ryggradsdjur eller insekter som saknar
receptorerna (Monsanto Company 2002). Bt-majs ar den enda GMO-gréda som far odlas kommersiellt inom EU
(Jorbruksverket 2007). Bt-gifter beskrivs ofta som véldigt specifika i vilka receptorer de binder till vilket gor att
de kan skraddarsys for specifika insektsgrupper (Resende et al. 2015). Vissa menar dock pa att det ar svart att
avgora hur en enskild art eller grupp kommer reagera pa giftet och detta maste ofta utredas genom toxicitetstester
for varje enskild grupp (van Wyk A et al. 2008). Manga laboratoriska studier pekar pa att Bt-gifterna kan
paverka aven organismer som inte &r malorganismen (de la Poza et al. 2005) men detta har varit svarare att
bevisa i faltstudier, dr resultatet ofta istallet blivit att Bt-gifterna inte har ndgon effekt pa icke-
malgruppsorganismer (van WyKk et al. 2008, Truter et al. 2014, Resende et al. 2015). En annan risk med Bt-
grodor &r att pollen, innehéllande CrylAB, sprider sig utanfér odlingslandskapet och in i andra habitat dar det
kan orsaka skada genom att paverka organismer narbeslaktade med malorganismen (Losey et al. 1999, Lang et al.

2015).
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Skadegorare utgor alltid en risk vid kommersiell odling och sa &r ocksa vid majsodling (Jordbruksverket 2015).
Ett sétt att bekampa skadegdrandeinsekter ar att ta hjalp av andra insekter som pa nagot sétt forsvarar
skadegorarnas forokning (Goulet, Huber 1993). Ett sadant exempel &r parasitoida insekter. Parasitoism skiljs
frén parasitism i det att parasitoiden dddar sitt varddijur istallet for att snylta pé det (Mittelbach 2012).
Parasitoiden spenderar inte heller hela sin livscykel i sitt varddjur (Huber 2009). Parasitoider fungerar darfor
ungefar som predatorer ur ett ekologiskt perspektiv (Mittelbach 2012). Parasitoider finns inom flera insektstaxa
men &r sarskilt utbrett inom ordningen Hymenoptera, steklar (Goulet, Huber 1993). Hymenoptera &r en gigantisk
taxa, kanske den mest artrika insektsgruppen pa var planet (Huber 2009). D& manga arter i gruppen ar
parasitoida och vanliga i terrestra ekosystem (Goulet, Huber 1993) sa bidrar parasitoida steklar till en hogre
artdiversitet i ett ekosystem. Dessutom finns det hyperparasitoider som parasiterar andra pa parasitoider

(Hawkins 1994) och darmed skapar ytterligare en trofisk niva och storre artdiversitet (Mittelbach 2012).

Under EU-projektet Assessing and Monitoring the Impacts of Genetically modified plants on Agro-ecosystems
(AMIGA) (Arpaia et al. 2014), har insekter samlats in under flera ar pa majsfalt i Borgeby, Skane, dar
konventionell majs och GMO-majs har odlats pa samma falt men skilt fran varandra, separerade med obevuxen
akermark (D"Hertefeldt pers, komm). Projektets mal &r att minska osékerheten kring riskerna med GMO-grodor

(Arpaia et al. 2014).

D& MON810 majs via sin genetiska modifikation tillverkar amnen toxiska for insekter vill jag undersoka om
detta i sin tur paverkar diversiteten hos parasitoida steklar. Steklarna livnr sig pa andra insekter och kan darmed
indirekt tdnkas paverkas av GMO-grodans unika egenskaper. Detta ar intressant eftersom det saknas kunskap om
just hur insekter som utfor ekosystemtjanster via parasitoism paverkas av Bt-plantor. Projektets mal var alltsa att
utreda om det finns ndgon skillnad i diversitet hos parasitoidiska steklar, pd GMO och konventionella

majsodlingar i Borgeby, Skane.
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Ej-GMO GMO Insekterna samlades in under juni och augusti ar 2014 fran

majsfalt utanfor Borgeby, Skane, GPS: N=55.75284 E=13.0489,

GMO GMO under ett pagaende AMIGA-projekt. Pa falten odlades tva olika

sorters majs, en konventionell variant med beteckningen DKC

Ej-GMD Ej-GMO 3871 samt en genmodifierad variant med beteckningen DKC

3872 YG. Majsen odlades pa 20 rutor med métten 12 x 10 meter

GMO Ej-GMO (120 m?) (Figur 1). Mellan rutorna véxte ingenting utan det var
210m
bar dkermark. Tio rutor innehéll genmodifierad majs och tio
Ej-GMO GMO innehdll konventionell majs. Vilka rutor som innehdll vad var
slumpméssigt bestamt och jag fick inte veta vilka prover som
GMO Ej-GMO innehdll vilken majsvariant forrén efter all sortering skett.
GMO GMO ) . . .
Majsen planterades 23 maj 2014 och gddslades vid detta tillféalle
med kvéve, fosfor och kalium med féljande fordelning: 11-5-18,
Ej-GMO E-GMOD
100kg/ha. Den 30 maj utfordes ytterligare gddsling med
E[-GMO GMO 350kg/ha kvéve och 150kg/ha av en blandning av fosfor och
4 kalium, med en fordelning pa 11-21. Utdver godningen fick
E 50m >

] ] ] plantorna ingen hjalp, vare sig i form av besprutning eller annan
Figur 1. Skiss 6ver forsoksdesignen.

behandling. Grédorna skdrdades 27 oktober.

Insamlingen av steklarna skedde via fallfallor, utplacerade i par om tvd med en 1-meters metallbarriar emellan.
Fallorna var aktiva en vecka per manad under juni, juli, augusti och september. Fallorna fylldes med 75
procentig propylenglykol och var tackta med ett metallock for att undvika predation eller andra stérningar.
Fallorna tomdes en gang per méanad och de fangade organismerna placerades i provror tillsammans med etanol

och marktes med datum, ort, vilken ruta fallorna var placerade i, samt vilken av de tva fallfallorna som materialet
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kom ifran. Fallfallor anvandes pa grund av att de kan sta langre tider utan ndgon évervakning och témmas efter
langre intervall (Noyes 1982). Eftersom féllorna ar placerade i markhojd fangar de framforallt marklevande

insekter (Noyes 1982).

Sortering, hantering och bestamning

Eftersom proverna fran majsfalten inneh6ll inte bara steklar utan &ven manga andra sorter insekter sa behdvdes
forst steklar sorteras ut i separata prov. Detta gjordes genom att placera ut materialet pa en plastbricka och under
stereolupp identifiera alla steklar och lagga dver dem pa en separat platta. En bricka med langsgaende asar, med
ungefar en centimeters mellanrum, anvandes for att gora det mojligt att dela upp proven i rader som kunde
behandlas en i taget och ddrmed minimera risken att missa enskilda steklar. En mjuk aluminiumpincett och en
fin pensel var de tva viktigaste redskapen nar steklarna hanterades (Noyes 1982). Dessa ar att foredra dver en
standard stalpincett eftersom det &r latt att med en sadan skada sma och émtaliga djur, vilka &r vanliga i proven.
Steklarna réknades slutligen och antalet antecknades. Dérefter fordes steklarna dver till eppendorfrér fyllda med
70 % etanol. Varje ror marktes pé locket med ett nummer for att underlatta sorteringen. En etikett med samma
information som det ursprungliga provroret; datum, lokal, etc, lades ned i provroret tillsammans med djuren.
Steklar identifierades med hjalp av generella stekelkaraktarer s som stekelmidja, vingarnas form, venstruktur

och antennernas utseende (Landin 1971, Goulet, Huber 1993, Huber 2009).

Nar steklar sorterats ut fran samtliga provror aterstod bestamningen. For varje individ var malet att komma till
slakte men i vissa fall var detta inte mojligt och da antecknades istallet underfamilj eller annan taxon som gick
att bestamma. | speciella fall dar slakten inneholl valdigt fa antal arter bestamdes djuren hela vagen ner till art.
Det finns inom Hymenoptera inget verk som palitligt fungerar for alla slidkten. Karaktarer for slakterna varierar
mellan olika verk och likasa formuleringar och tillgang till illustrationer. Darfor behévdes en mangd olika
bestamningsverk kombineras (Tabell 1) och ofta anvéndas parallellt for att ge sd sakra taxonomiska
bestdmningar som méjligt. Foérutom litteraturen anvandes Svenska lantbruks universitets, SLU, databas Dyntaxa
(SLU 2016) for att kontrollera att de taxa som bestdmts faktiskt forekommer i Sverige. Detta var nddvandigt

eftersom majoriteten av litteraturen inte &r specifik till Sverige.
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Tabell 1. Vilka litteraturverk och publiceringar som anvants vid bestamning av olika taxa.

Hymenoptera taxa Litteratur

Bestamning till familj Landin 1971
Goulet, Huber 1993

Braconidae (familj) van Achterberg 1990
Wharton et al. 1997

Chalcidoidea (6verfamilj) Peck et al. 1964
Ceraphronoidea (6verfamilj) Alekseev, Radchenko 2000
Diapriidae (familj) Nixon 1980
Ichneumonidae (familj) Broad 2011
Magnusson 2013
Ichneumonoidea (6verfamilj) Quicke 2015
Ichneumonorum nearcticae (slakte) Wahl 2015
Mymaridae (familj) Huber et al. 2009
Pricop 2013
Platygastridae (familj) Kozlov 1987
Pteromalidae (familj) Graham 1969

Boucek, Rasplus 1991

Scelionidae (familj) Masner 1980

For att bestimma slaktena undersoktes steklarna i etanol, pa plastbrickor, precis som under sorteringen.
Stereoluppen som anvéndes hade en kapacitet pa 50 ganger forstoring och i majoriteten av alla fall rackte detta. |
andra fall fanns en lupp med 80 ganger forstoring tillganglig. Da det i bestamningslitteraturen kom ett steg dar
det kravdes att djuren var torkade, till exempel om man skulle undersoka faror pa djurens ryggparti, torkades,
och i vissa fall, monterades djuren. Torkningen skedde genom att djuret placerades tillsammans med en droppe
etanol pa en torr bit papper. Med hjalp av pincetter och nalar justerades djurets position sa att de relevanta
karaktarerna kunde ses. Har var ofta harda stalpincetter att foredra pa grund av deras battre precision (Berger
pers, komm; josef.berger@biol.lu.se). Efter att djuret bestamts lades det ater i det eppendorfror det kom ifran.
Vid montering skedde samma procedurer som under torkningen, med tilldgget att djuren limmades fast pa ett

fyrkantigt kartongkort (11x4mm), monterat pa en nal. Detta gjordes for att under luppen enkelt kunna vrida och
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vanda pa djuret utan att skada det. Vid limning placerades en valdigt liten klick lim ut pa monteringskortet
(Noyes 1982, Krogmann, Holstein 2010). Sedan placerades insekten pa limflacken med ena lateralsidan mot
kortet. Vingar och ben placerade sa att de tydligt kunde ses under lupp (Noyes 1982, Krogmann, Holstein 2010,
Berger pers. komm). Ofta kravdes det att man med pincetten utsatte djuret for lite tryck mot kortet for att
garantera att sjalva kroppen, och inte bara benen eller en vinge, kom i kontakt med limmet. Annars fanns risk att

insekten skulle sitta fast bara i ett bihang och da ha l4tta att ramla av (Berger pers. komm).

Alla exemplar av varje slakte monterades inte. Exemplar med sarskilt tydliga karaktérer monterades som
referens att jamfora med om en likande stekel hittades. Da kunde dessa jamforas och stamde karaktarerna

dverens behdvdes den nya inte monteras.

Statistisk analys

Vid analysen slogs data fran de tva olika fallfallorna ihop for att f& fram datavarden for varje provruta. Varje ruta
behandlades som ett prov eftersom varje djur inte fangats in for sig och darfor inte kunde analyseras som
individuella provtagningar. For att uppskatta diversiteten i varje prov beréknades artrikedomen, alltsa det totala

antalet taxa, samt Shannon-index. Abundansen och artrikedomen i varje prov rdknades ut i Excel (2007).

EstimateSWin 9.1.0 (Colwell 2013) anvéndes for att rakna ut ett medelvéarde pa biodiversitetsmattet Shannon-
index, utraknat med naturliga logaritmer, for varje manad och majsvariants kombination. For att fa ett Shannon-
indexvarde pa varje enskilt prov anvandes istillet BioDiversity Pro 2.0 (McAleece, Gage et al. 1997). Shannon-

index beréknas enligt foljande formel (Waite 2000):

H=-%i_,p*np H = Shannon-index
s = antalet taxa
pi = proportionen (antal av individen / totala antalet djur) for varje taxa.

In = naturliga logaritmen

Ett av proven i juni behovdes utlamnas eftersom detta endast inneh6ll en individ och det inte gar att rakna ut
Shannon-index pa sadana prover eftersom det ar baserat pa proportionen mellan totalantalet individer och hur

abundant varje taxa &r (Berger pers. komm). Finns endast en individ finns det ingen proportion.
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Metoden som de tva programmen anvénder skiljer sig at. EstimatesS beraknar indexet baserat pa varje "datasats",
alltsa varje manad plus majsvariant variation, och anvander darmed data fran flera olika prov i samma berékning.
BioDiversity Pro raknar istéllet ut indexet pa varje enskilt prov. Utgangen blir att EstimateSs index blir sakrare
och mer palitligt pa grund av en storre provstorlek, men inga statistiska tester har utforts pa denna data pé grund

av att programvaran endast ger fyra varden. Att utfora statistiska tester en sa liten provstorlek ar opalitligt.

Skulle man rita ut hur antalet taxa hade 6kat med varje prov sa hade detta resulterat i en ojamn kurva som det ar
svart att dra vidare slutsatser om (Gotelli, Colwell 2001). Detta eftersom kurvan endast 4r en produkt av i vilken
ordning proven kommer i. Hade det forsta bestamda provet innehallt en stor eller liten mangd olika taxa hade
kurvorna sett helt olika ut, &ven om de tillslut bada slutar i samma antal taxa. For att kringga detta problem
utférdes en rarefaction med 100 randomiseringar (Gotelli, Colwell 2001). Detta innebér att vid forsta provet drar
mjukvaran ett prov fran den samlade poolen av provtagningar. Detta repeteras sedan 99 ganger och ett
medelvarde for alla dragningar berdknas. Detta gors sedan med tva provtagningar, med tre provtagningar, ocksa
vidare, tills det totala antalet provtagningar har uppnétts (Gotelli, Colwell 2001, Colwell 2013). Resultatet blir en
kurva som ar mycket jamnare an om det hade ritats hur antalet taxa faktiskt 6kade med antal provtagningar.
Kurvan ar mer allmén och representerar statistiskt hur kurvan hade sett ut om undersékningen genomforts fler

ganger.

Utover rarefaction-berékningen genomférdes en extrapolation for att uppskatta hur antalet arter hade fortsatt tka
om fler prover hade behandlats. En faktor tva anvandes vilket innebar att extrapoleringen uppskattade kurvans
utveckling om dubbelt s3 manga prov som ursprungligen fanns hade behandlats. Om man tillexempel hade gjort
25 provtagningar sa extrapoleras det fram till 50 stycken. Extrapolation ar viktigt da det méjliggor en
uppskattning om huruvida antalet provtagningar var tillréckligt eller inte. For att jamfora till exempel artrikedom
i tva habitat kravs det i teorin namligen att alla arter som finns i bada habitaten har hittats (Gotelli, Colwell 2001).
| praktiken ar detta dock ofta svart att uppna. Det behdver inte bero pa att studien ar for liten eller "dalig" utan
kan helt enkelt vara for att det ar orealistiskt svart att hitta alla arter som finns i ett habitat (Gotelli, Colwell
2011). En inventering av myrpopulationer i Costa Rica har till exempel pagatt i 30 &r och man hittar fortfarande
nya arter (Gotelli, Colwell 2011). Genom att extrapolera kan man se om fortsatt provtagning kunde forvéntas

resultera i att ytterligare taxa hade hittats eller ej.
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Rarefaction och extrapolering utfordes i EstimateS for antal taxa. For Shannon-index utférdes endast rarefaction.
| dessa berakningar, da endast rarefaction genomférs, minskar standardavvikelsen med fler antal prover. Detta
beror pa att mjukvaran utgar ifran det slutgiltiga véardet i alla samlade prov och interpolerar bakat hur Shannon-
vardet kunde statistiskt kunde férvantas vara vid mindre provstorlekar (Gotelli, Colwell 2011). Man kallar det
konditionell standardavvikelse. Standardavvikelsen kommer fran att man omarrangerar samma prov massvis
med ganger (Gotelli, Colwell 2011). Shannon-index som tagits fram via rarefaction har inte extrapolerats

eftersom detta inte & mojligt i EstimatesS.

Slutligen anvandes SPSS 22.0 for att genomfara en Tvavags-ANOVA pad medelvardena pé antalet individer,
antalet taxa samt Shannon-index fran varje prov. Som fixerade variabler sattes manad och majsvariant. For varje
faktor fanns tva alternativ (juni och augusti och GMO eller konventionell) vilket gav en frihetsgrad. For varje
ANOVA utfordes Levene's Test of Equality of Error for att se om variansen var tillrackligt 1ag for att en 2-vags-
ANOVA skulle vara applicerbar. Dessutom togs P-P-plots fram for att méjliggéra en mer visuell analys av

variansen.

Resultat

Sammanlagt bestimdes 524 individer fran 16 prov fran augusti. Halften av proven kom fran GMO-rutor och
andra halften fran provrutor med den konventionella majssorten. Totalt fanns insekter fran 26 olika taxa.
Ursprungligen skulle 20 prov ingatt i augusti men fyra prov kunde inte anvandas. Detta pa grund av att det skett
misstag sa att provror fran tva fallfallor fattades och det fanns dubbletter av tva andra fallfallor. Dessa prover
bedémdes inte kunna anvéndas i resultatet eftersom de antingen inneh6ll fér ménga eller for fa replikat och

darmed inte var jamforbara med de resterande proven.

Data fran augusti kompletterades med data fran juni, behandlat av Berger enligt sasmma metod. Med dessa data

inraknade steg antalet individer till 649 och antalet taxa till 44. Juni manad inneholl 20 prov.

Slaktet Trimorus (Scelionidae) utgjorde 58 % av totala antalet individer med 378 radknade exemplar och fanns i
nastan varje prov. Abundansen hos Trimorus var sarskilt hdg i proven fran augusti. Sliktena Codrus

(Proctotrupidae), Aphaereta (Braconidae), Basalys (Diapriidae), Conostigmus (Megaspilidae) och Ceraphron
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(Ceraphronidae) forekom ocksa i storre abundans an évriga taxa med 42, 23, 28, 39 och 36 individer vardera. Ett

exemplar av Sandjagarstekel, Methocha articulata, bestamdes ocksa.

Diversitet

Antalet taxa skiljde sig mellan juni och augusti (Tvavags-ANOVA, df=1, F=23.325, p=0.000) (Figur 2),
artrikedomen var hogre i augusti &n i juni. Ingen skillnad fanns mellan majsvarianterna (Tvavags-ANOVA, df=1,
F=1.568, p=0.22). Mellan de tva variablerna fanns daremot en signifikant interaktion (Tvavags-ANOVA, df=1,
F=4.607, p=0,04). Mellan manaderna fanns det en skillnad i hur majssorten paverkade antalet taxa. | juni &r
antalet taxa hogre i GMO-majsen &n i icke-GMO-varianten, medan sambandet i augusti & omvant. Genom
rarefaction och extrapolation uppskattades hur antalet taxa kunde forvantas 6ka om det hade funnits méjlighet att

behandla ett storre antal prover (Figur 3 & 4).
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Figur 2. Medelvarde pa antalet bestimda taxa per prov. Felstaplarna anger standard
avvikelsen. Antalet prov per tidpunkt ar 10 for juni och 8 for augusti.
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Figur 3. Hur antalet taxa kunde forvantas 6ka med fler prover under juni manad. Kurvan &r en rarefaction-kurva, med
100 randomiseringar, dar de tio sista vardena uppskattades via extrapolering. Felstaplarna anger det estimerade 95 %
-konfidensintervallet.
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Figur 4. Hur antalet taxa kunde forvantas 6ka med fler prover under augusti manad. Kurvan ar en rarefaction-kurva,
med 100 randomiseringar, dar de atta sista vardena uppskattades via extrapolering. Felstaplarna anger det
estimerade 95 % -konfidensintervallet.

For Shannon vérden beraknade i EstimateS, baserade pa de fyra provsatserna, hade juni manad hogre varden vid
sista provtagningen (2.34 for GMO och 2.06 vid inte GMO, jamfort med 1.48 och 1.46 i augusti) (Figur 5 & 6).
Juni hade ocksa stérre konditional standardavvikelse. Juni hade alltsa enligt denna provuppdelning hogre

diversitet &n augusti.
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4 -

Shannon-index
N
1

¢ GMO M Inte GMO

Figur 5. Samlat Shannon index for augusti manad framtagna med rarefaction, 100 randomiseringar. Proven har av
EstimateS klumpats ihop beroende pa sina oberoende variabler och Shannon-index har tagits fram med alla provens

samlade taxa. Felstaplarna anger den konditionala standardavvikelsen.

Shannon-index
N
e
=
e
[ |

¢ GMO HInteGMO

Figur 6. Samlat Shannon index for juni manad framtagna med rarefaction, 100 randomiseringar. Proven har av EstimateS
klumpats ihop beroende pa sina oberoende variabler och Shannon-index har tagits fram med alla provens samlade taxa.

Felstaplarna anger den konditionala standardavvikelsen.

13



Arvid Lindh
Handledare: Josef Berger och Tina D'Hertefeldt
Lunds universitet, BIOKO1, VT16

Shannon-index vardena baserade pa varje enskilt prov visade inga skillnader, varken mellan méanaderna,
majsvarianterna eller interaktioner daremellan (Tvaviags-ANOVA, df=1, F=0.648, p=0.427) (Tvavigs-ANOVA,
df=1, F=0.045, p=0.833) (Tvavags-ANOVA, df=1, F=3.964, p=0.055) (Figur 7). Indexvirdena var ocksa mycket

lagre an i figur 5 och 6.

0,8 -

o
o

Shannon-index
o
S

0,2

GMO Ej GMO

Augusti Augusti

Figur 7. Medelvardet pa varje provs Shannon-index. Felstaplarna anger
standardavvikelsen. Antalet prov per tidpunkt ar 10 for juni och 8 fér augusti.
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Abundans

| abundansdatan visade Levenes test (Levene's Test of Equality of Error, df1=3, df2=32, F=5.423, p=0.004) att
variansen var for heterogen for att datan skulle kunna sdgas vara parametriskt. Detta resultat stimde bra 6verens
med P-P-ploten som tagits fram dar variansen inte var lika stor for alla prov (Appendix figur 1). Abundansdatan
log10-transformerades for att minska variansen (Appendix figur 2). Efter transformationen klarade dataprovet
Levenes test (Levene's Test of Equality of Error, df1=3, df2=32, F=1.341, p=0.278) och kraven for att anvanda
tvavags-ANOVA var uppfylida. Det fanns en skillnad mellan ménaderna (Tvavags-ANOVA, df=1, F=92.041,
p=0.000) (Figur 8). | augusti I1ag medelvardet per prov alltid dver 30 medan det i juni inte dversteg 10. Det fanns
ocksa en skillnad mellan majssorterna, GMO proven hade hogre medelantal djur &n proven fran den
konventionella majsen (Tvavags-ANOVA, df=1, F=4.248, p=0.047). Mellan manaderna och majssorterna fanns

ingen interaktion (Tvavags-ANOVA, df=1, F=0.804, p=0.377).

50 A

40 -

30

Individer

20 A

GMO Ej GMO GMO Ej GMO

Juni Juni Augusti Augusti

Figur 8. Medelvardet individer per prov for de olika behandlingarna. Felstaplarna
anger standardavvikelsen. Antalet prov per tidpunkt ar 10 for juni och 8 fér augusti.
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Diskussion

Sammantaget visar resultaten att det ar storre skillnad mellan de olika manaderna &n vad det ar mellan
majssorterna. Abundansen var tydligt hdgre i augusti och det starkaste samband som undersékningen kan peka
pé. Aven artrikedomen var hégre i augusti. Shannon-index visade dock inga skillnader p& nagon av variablerna.
Det kan fortfarande vara sa att vissa enskilda arter paverkas negativ om deras optimala véarddjur minskar i
abundans pa grund av GMO-majsen, men dver populationen som helhet syns inga skillnader i diversiteten
mellan GMO och icke-GMO falten. Detta ar intressant da det betyder att proteinerna som GMO-majsen
producerar inte paverkar parasitoida steklar negativt, iallafall inte i en tillrackligt stor utstrackning for att paverka
diversiteten. Faktiskt visade abundansdatan att antalet steklar per prov var nagot hogre i GMO-rutorna 4n i de
konventionella vilket tyder pé att Bt-majsen istallet har positiva effekter pa stekelabundansen. Detta &r ett
ovantat resultat som ar svart att forklara. Det skulle kunna bero pa ekologiska fenomen som till exempel att Bt-
majsen pa nagot vis andrar populationssammansattningen. Det kan ocksa bero pa att majssorterna skiljer sig lite i
hur de utvecklas under odlingen, vilket kan medfora skillnader i antalet steklar (D"Hertefeldt pers. komm). Detta
resultat var dock véldigt néra signifikansgransen (p=0.047). Resultatet finns dar och ska inte forbises men ska
tolkas valdigt forsiktigt. For att kunna dra mer langgaende slutsatser behdvs data om artsammansattningen pa de

parasitoida steklarna sa att information om deras varddjur kan forséka sammanstallas.

Fordelningen mellan de taxa som bestamts ar valdigt langt fran jamt fordelad. Trimorus dominerar sérskilt
augustiproven och utgjorde majoriteten av alla djur. Enligt D"Hertefeldt (pers. komm) stammer detta bra éverens
med tidigare studier pa skalbaggar fran samma projekt. | dessa prover dominerade ocksa nagra fa arter proverna.
Eventuellt finns det en korrelation mellan till exempel de skalbaggsarter som dominerade och Trimorus men det
kraver vidare studier. En mojlighet skulle vara att Trimorus parasiterar pa de abundanta skalbaggarna.
Sandjagarstekeln som hittades &r starkt hotad i Sverige men utbredningsomradet inkluderar aven Europa och

norra Afrika (SLU 2015).

Skillnaden mellan de tvd manaderna har visat sig vara valdigt tydlig i detta arbete. Skillnaden mellan manaderna
beror troligtvis pa steklarnas livscykler och generella arstidsvariationer s som temperatur och nederbérd.
Dessutom planterades inte majsen forrdn 23 maj vilket innebér att plantorna i juni fortfarande ar véldigt liten,
endast nagra fa decimeter hog (D" Hertefeldt pers. komm). Arbetet hade inte som mal att undersoka denna
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skillnad men det &r viktigt att ta med andra variabler an majsvarianten bade for att kunna jamfora i vilken grad
de olika variablerna paverkar steklarna, och for att undersoka eventuella interaktioner. En interaktion hittades
faktiskt mellan majsvarianten och manaderna. Dock sa var interaktionen valdigt nara signifikansgransen
(p=0.04) och det faktum att det inte var nagon signifikant skillnad mellan majsvarianterna, utan bara manaderna,

betyder att resultatet ar valdigt skakigt.

Resultaten stimmer bra &verens med andra faltférsok som gjorts (de la Poza et al. 2005, Torres, Rubersson 2006,
Li et al. 2007, Svobodova et al. 2013, Truter et al. 2014, Resende et al. 2015, Palinkas 2016) dar inga samband
mellan Bt-grodor och insekts eller spindelpopulationer, kunnat ses. Andra faktorer, sdsom védrets variation, har
visat sig ha storre inverkan pa leddjurspopulationerna &n GMO-grédornas egenskaper. Aven om dessa studier
skiljer sig mycket i vilka grodor och djur som undersokts sa ar resultaten liknande. Ofta papekas att laborativa
studier har visat pa negativa effekter hos icke-malorganismer (van Wyk et al. 2008, Truter et al. 2014, Resende
et al. 2015) men i falt har detta hittills inte gatt att replikera. Orsakerna tros vara bland annat vara att dessa
laborativa forsok ar for endimensionella i sin metod och inte tar hinsyn till ekologiska fenomen, sa som att
djuren kan valja mellan flera olika sorters mat i falt (Resende et al. 2015). Resende et al. (2015) papekar ocksa
att gifterna inte ackumuleras hogre upp i naringskedjan vilket minskar effekterna pa rovdjur. Van Wyk et al.
(2008) menar dock att riskanalyser ar svara att utvardera da deras resultat visar pa att Bt-gifternas effektivitet

skiljer sig mycket inom olika slékten.

Resultaten fran denna studie visar att det inte & nagon negativ effekt av Bt-majsen pa antalet arter eller
abundansen av parasitoida steklar pa ett experimentfalt i Skane. Effekterna av Bt-majs kan dock paverka andra
organismer an skadedjuret. Losey et al. (1999) kommer i sin studie fram till att pollen fran Bt-grodor kan vara
skadligt for andra fjérilsarter &n skadegorare, till exempel Monarkfjarilen, Danaus plexippus. Pollen har potential

att sprida sig utanfor odlingslandskapet och kan darmed péverka andra organismer &n vad som var menat (Lang

et al. 2015).

Ett problem i manga studier &r att provstorleken ofta inte &r tillracklig for att hitta alla arter som finns inom ett
habitat (Gotelli, Colwell 2011, Chao et al. 2014). P& grund av detta utfordes rarefaction och extrapolationen av

artrikedomen for att uppskatta hur resultatet hade paverkats av en stérre provstorlek. Augustirutorna med GMO-
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majs (Figur 4) var den enda kurvan som inom extrapoleringens granser planade ut. Detta betyder att efter de 16
prover som behandlats i detta arbete verkar vara tillrdckligt for att hitta alla taxa som kan forvéntas i habitatet.
De tre resterande proverna (Figur 3 & 4) planar inte ut inom extrapoleringens granser. Allt som sékert gar att
hérleda fran dessa kurvor ar att antalet taxa hade forvantas vara hogre om fler prover hade behandlats.
Konfidensintervallet ar valdigt stort pd samtliga provsatser sa for stor vikt ska inte laggas pa extrapoleringen,

men kurvorna pekar trots det mot att en stdrre provtagningsstorlek kunde tankas leda till ett annorlunda resultat.

Tillskillnad fran artrikedomskurvorna s planar alla fyra Shannon-index kurvor ut vilket indikerar att
indexvérdena inte hade dkat med fortsatt provtagning och att antalet provtagningar darmed var tillrackliga.
Denna trend kunde ses till och med utan extrapolation. Det ar inte forvanande da Shannon i allmanhet planar ut
snabbare an antalet arter pa grund av logaritmkomponenten i indexets formel (Colwell 2013). Viktigt att
poéngtera &r att arbetet inte berér om det ar "mycket eller lite" diversitet i majsfalten, det &r helt enkelt bara en

jamforelse for att se om det var mer eller mindre diversitet i ndgot av proverna.

Overlag ar Shannon-index ett robust diversitetsindex som, &ven om det inte &r optimalt, stdr emot sma
provstorlekar battre 4n manga andra prover (Waite 2000). Shannon valdes att anvindas dver Simpsons-index pa
grund av Simpsons egenskap att vaga vanliga arter higre an ovanliga (Smith, Smith 2003). Fragestallningen och
amnet var av sadan karaktar att jag valde att lagga stor vikt p& ovanliga arter med 1&g abundans. Detta star dock i
kontrast med att insekterna endast bestamdes ner till slédktniva. Denna begransning ar dock grundad i andra
anledningar, framforallt brist pa tid och expertis fran mitt hall, men inom vissa slakten ocksa brist pa anvandbar

litteratur.

Det har arbetets resultat pekar i samma riktning som andra arbeten inom faltet, att Bt-grodor inte har sé stor
inverkan pa insektsdelen i ekosystemen som man forst trott. Arbetet innebér ett steg narmare till att Bt-plantor
kan bli mer accepterade och i framtiden anvandas som alternativ eller komplement till besprutningsmedel och
underlatta for biologiska bekdmpningsalternativ, s& som parasitoida insekter. Dataméangden &r dock liten och
begransad till endast tvd méanader vid en lokal sa resultatet maste tolkas med forsiktighet. Istéllet for att se arbetet
som ett sjalvstandigt projekt bor det ses som en del i ett stérre sammanhang. Inom Sverige och resten av Europa

behover det fortsatta undersokas vilka effekter GMO-grodor har pa naturliga ekosystem, i vilket AMIGA-
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projektet kommer spela en viktig roll. Men resultatet tyder pa att iallafall en av riskerna med GMO-grédor inte

verkar vara ett problem for parasitoida steklar.
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Appendix:
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Figur 1. P-P plot 6ver antalet individer. Visar hur proverna avviker fran deras

forvantade varden, alltsd hur stor variansen ar.

Normal P-P Plot of Residual for Logind
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Figur 2. P-P plot 6ver antalet individer efter att det har genomgatt en
log10 transformation. Visar hur proverna avviker fran deras forvantade

vérden, allts& hur stor variansen ar.
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