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RESUMEN

El control de insectos plaga es muy importante en la agricultura, no sélo por la razon
obvia de que los insectos se alimentan de los cultivos, sino ademas porque son
vectores de importantes enfermedades. Una herramienta de control biolégico la
constituye el uso de la bacteria Bacillus thuringiensis que produce cristales de
proteinas denominadas Cry, que cuando los insectos las ingieren al alimentarse de
la planta, las proteinas se procesan y liberan una delta-endotoxina que se une a las
células intestinales creando poros, llevando a un desbalance de ionesy a la paralisis
del sistema digestivo que provoca la muerte de la larva en pocos dias. El objetivo
de este trabajo fue evaluar protocolos de cria y mantenimiento de lepiddpteros tanto
susceptibles como presuntamente resistentes a las toxinas Cry de Bacillus
thuringiensis (Bt). Se estimd la supervivencia hasta la F5 de Spodoptera frugiperda
como una especie susceptible a las toxinas Cry de Bt; ademas, se establecieron
bioensayos con poblaciones de este lepidoptero, donde se probo la fuente de
toxinas Cry mediante explantes de hojas y bellotas provenientes de ocho hibridos
de algodén Bt (DP1321 B2RF, DP0912 B2RF, DP0935 B2RF, FM1740 B2F,
FM1830 GLT, FM1900 GLT, FM2007 GLT, FM2334 GLT) uno con gen de
resistencia a herbicidas (FM1441) y uno convencional (DP989). Se realizé un disefio
experimental completamente al azar en los bioensayos y una compracion de medias
con el método de Kruskal-Wallis. Los explantes de hoja presentaron el mayor
porcentaje de mortandad (63.37%), y la dieta con bellota se expresé menor
porcentaje (56.62%). Los hibridos DP989, DP0912 y FM1740 fueron
estadisticamente diferentes al resto, con menor porcentaje de mortandad, lo que
indica que las larvas se adaptaron a la dieta o la fuente de toxina Cry en esos
hibridos, no fue tan efectiva por las condiciones en las que se colecto el material
vegetal. La utilizacion de explantes de hoja de hibridos de algodén Bt son una fuente
de toxinas Cry en el establecimiento de bioensayos para protocolos de investigacion
y permiten evaluar poblaciones de lepidopteros presuntamente resistentes
provenientes de campos cercanos a los cultivos Bt.

Palabras clave: Cultivos Bt, Spodoptera frugiperda, algodoén, toxinas Cry, resistencia.



INTRODUCCION

El control de insectos plaga es muy importante en la agricultura, no sélo por la razén
obvia de que los insectos se alimentan de los cultivos, sino ademés porque son
vectores de importantes enfermedades causadas por virus, bacterias, protozoarios
y hongos. Una herramienta de control biolégico contra plagas la constituye el uso
de la bacteria Bacillus thuringiensis, que vive normalmente en el suelo y que al
esporular produce una proteina en grandes cantidades que llega a formar un cristal
geomeétrico. La proteina principal de este cristal se llama delta-endotoxina, también
conocida como proteina Cry. La biotecnologia agricola ha sido empleada en un
namero importante de cultivos agricolas como maiz, algodén, soya, canola, papa,
tomate, lechuga, entre otros, y los principales logros han sido alcanzados con un
limitado nimero de rasgos y modificaciones genéticas, entre ellas la tolerancia a

herbicidas, insectos y enfermedades (Galeano et al., 2015).

El desarrollo de plantas resistentes a algunas plagas ya es una realidad y se han
comprobado los beneficios derivados de esta tecnologia en diversos cultivos y en
diferentes partes del mundo cultivos econdmicamente importantes como el algodon
y el maiz han sido transformados genéticamente introduciendo genes que codifican
proteinas con accién insecticida contra las principales plagas de estos cultivos.
(Galeano et al., 2015).

Los lepidopteros son una de las plagas de mayor importancia en la agricultura 'y son
el objetivo principal a la cual se destind el mejoramiento de cultivos mediante la
ingenieria genética; las toxinas Cry en los cultivos Bt, como el algodon, matan
plagas clave del Orden Lepidoptera como Heliothis virescens, Pectinophora
gossypiella, Helicoverpa zea y Spodoptera frugiperda, esta ultima especie es la
principal plaga de maiz en nuestro pais, asi como en América del Sur y del Norte.
Es una plaga polifaga que se alimenta de una variedad de cultivos diferentes

ademas del maiz (Aranda et al., 1996; Blanco et al., 2010).



Ademas, es una plaga invasiva que se ha extendido rgpidamente en los paises de
América Latina, Africa y Asia que pone en peligro la produccion de maiz, mijo y
sorgo en esos paisesi1 (Goergen et al., 2016).

Las toxinas Cry muestran baja toxicidad contra S. frugiperda y puede desarrollar
resistencia a las toxinas Cry, esta es la amenaza grave para la eficacia de las toxinas
Bt, principalmente en campo. Por lo que el desarrollo de bioensayos donde se
pruebe la eficiencia de una fuente confiable de toxinas Cry con esta especie
favorece al conocimiento de esta plaga con respecto al efecto que pueda ocurrir en
campo con la tecnologia Bt. Por lo antes sefialado en el presente trabajo de
investigacion se realiz6 la estandarizacion de protocolos para determinar si son
factibles en la determinacion de la resistencia de lepidopteros a las toxinas Cry del
Bt, dentro del proyecto 1043 de Catedras-CONACYT, titulado: “Monitoreo de la
resistencia de insectos a las toxinas Cry del Bt”. Por lo que se realizaron pruebas
con material vegetal de algodon GM y convencional y una poblacién de S. frugiperda

de laboratorio.

1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo general

Estandarizar protocolos de cria y mantenimiento de lepiddpteros tanto susceptibles
como presuntamente resistentes a las toxinas Cry del Bacillus thuringiensis (Bt), asi
como de bioensayos para determinar la condicion de resistencia en poblaciones de

lepidopteros presentes en los campos de algodon Bt de México.

Lhttps: // www.cabi.org/isc/datasheet/29810



1.1.2. Objetivo especificos

Establecer poblaciones de lepidopteros tanto susceptibles, como
presuntamente resistentes a las toxinas Cry de Bt, provenientes de campo,
bajo condiciones de laboratorio, para su cria y mantenimiento.

Obtener pardmetros de ecologia poblacional relacionado a tablas de vida por
cohorte de la especie Spodoptera frugiperda, bajo condiciones artificiales de
laboratorio.

Ajustar las condiciones adecuadas para llevar a cabo bioensayos con
material vegetal proveniente de algodén Bt y poblaciones de S. frugiperda,

con la finalidad de determinar si existe resistencia a las toxinas Cry de Bt.

1.1.3. Hipotesis

Las condiciones artificiales para la cria y mantenimiento de poblaciones de

S. frugiperda en laboratorio reducen la esperanza de vida de dichos insectos.

El uso de material vegetal fresco de algodon Bt, como alimento en
bioensayos es factible como fuente de toxinas Cry para determinar la

resistencia de insectos a las toxinas Cry de Bt.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Importancia de las plagas en la produccidn agricola

La agricultura, tal como la conocemos, mayormente basada en la masiva aplicacion
de agroquimicos y el uso de cultivares mejorados de alto potencial de rendimiento,
recién ha hecho su aparicién, tan solo un instante en la historia del género humano

sobre este planeta (Sarandén & Flores, 2014).

En la actualidad la produccién agricola y particularmente la sanidad vegetal, se
enfocan cada vez mas en estrategias de manejo basadas en las tecnologias de la
informacion, mismas que han mostrado ser de gran utilidad para incrementar la
productividad de los cultivos y aminorar la contaminacion y el impacto ambiental
(Pesquera, 2016)

El concepto de plaga agricola implica reduccién en el valor o en el beneficio
economico que se obtiene de la cosecha; puede tratarse de reducciones en cantidad
de la cosecha, en la calidad del producto, o en el incremento de los costos de
produccion. Se entiende por pérdida de calidad el deterioro en la presentacion o
aspecto del producto cosechado, o la disminucion de su valor nutritivo u otra
cualidad que influya en el uso del producto y baje su valor unitario. Cuando la
reduccion de la cosecha se produce en grandes extensiones, la escasez del
producto suele traer consigo el incremento de su precio en el mercado (Cisnero H.
, 2018).

El hombre ha logrado dominar el ecosistema; sin embargo, actualmente, con el
acelerado avance cientifico-tecnolégico, ya sea por su inadecuado uso o
desconocimiento, este ha actuado en contra de la naturaleza y por tanto podria
desencadenar la destruccion del propio hombre y las futuras generaciones (Zepeda-
Jazo, 2017).



Afinales del siglo pasado, con las dificultades encontradas en dominar las multiples
formas en las que plagas atacaban y asediaban los cultivos, y la fuerte demanda de
produccién agricola se opto por recurrir al desarrollo de medios quimicos de control,
es decir, a los plaguicidas. Actualmente, aunque los plaguicidas sintéticos
representan una de las principales y mas efectivas armas para el manejo de plagas
agricolas, estos provocan altos costos econdémicos, contaminacion ambiental,
disminucion de organismos benéficos y especies silvestres, intoxicaciones, efectos
negativos sobre aplicadores y personas relacionadas con su manejo y el desarrollo
de resistencia de las plagas (Garcia-Gutiérrez y Rodriguez-Meza, 2012).

2.1.1. Descripciony ciclo de vida de Spodoptera frugiperda

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) es conocida comunmente como “el gusano
cogollero del maiz” (por el dafio que causa al cogollo del maiz) o “gusano soldado”
ya que, si el alimento se hace escaso, las larvas se trasladan a otros cultivos

desplazandose en masa (Casmuz et al., 2010).

Huevo: son de forma globosa con estrias radiales, de color rosado pélido que se

torna gris a medida que se aproxima la eclosion (Chango, 2012).

Larva o gusano: las larvas se alimentan de diferentes partes de la planta, su color
varia segun el alimento, pero en general son oscuras con tres rayas palidas
estrechas y longitudinales; las larvas pasan por 6 o 7 estadios 0 mudas, siendo de
mayor importancia para tomar las medidas de control los dos primeros; en el primer
instar mide 2-3 milimetros y la cabeza es color negra completamente, el segundo
mide 4-10 milimetros, las larvas pueden alcanzar hasta 35 milimetros en su ultimo
estadio. (Chango, 2012).

Pupa. Son de color caoba y miden 14 a 17 milimetros de longitud, con su extremo
abdominal (cremaster) terminando en 2 espinas o ganchos en forma de U invertida.
Esta fase se desarrolla en el suelo y el insecto esta en reposo hasta los 8 dias a 10

dias en que emerge el adulto o mariposa. (Chango, 2012).



Adulto. La mariposa vuela con facilidad durante la noche, siendo atraida por la luz;
es de coloracion gris oscura, las hembras tienen a las traseras de color blanquecino,
mientras que los machos tienen figuras irregulares llamativas en alas delanteras, y

las traseras son blancas (Chango, 2012).

El cogollero hace raspaduras sobre las partes tiernas de las hojas, que
posteriormente aparecen como pequefias areas translucidas; una vez que la larva
alcanza cierto desarrollo, empieza a comer follaje perfectamente en el cogollo que,
al desplegarse, las hojas muestran una hilera regular de perforaciones a través de
la lamina o bien &reas alargadas comidas. En esta fase es caracteristico observar

los excrementos de la larva en forma de aserrin (Chango, 2012).

2.1.2. Descripciony ciclo de vida de Spodoptera exigua

Spodoptera exigua (Hubner), es un insecto plaga de importancia agricola mundial
gue afecta una gran variedad de cultivos, entre los que destacan ornamentales,
granos basicos y hortalizas. También conocido como rosquilla verde, trozador de la
remolacha y gusano de la remolacha, es un insecto originario del Sureste Asiatico

gue afecta a una gran cantidad de cultivos a nivel mundial (Pefia et al., 2013).

Huevos: se encuentran normalmente depositados en pequefios grupos (10-250
huevos), recubiertos de escamas blancas, denominados posturas. De forma
individual, cada huevo presenta una coloracion que va del blanco al marron-
amarillento recién puestos, y marrén oscuro antes de su eclosion. Presentan
también estrias verticales y una forma similar a la de una cupula. El tamafio medio
oscila de 0.35 a 0.37 mm. (Pefa et al., 2013).

Larvas: son de color variable, dependiendo de la alimentacion e incluso de si estan
agrupadas, generalmente verde, cuando estan en fase solitaria y de color marron,
cuando estan en fase gregaria. Las larvas de los ultimos estadios tienen la cabeza
de color ocre, con un reticulado blanquecino. Poseen franjas oscuras arrugadas en

posicion dorsal y lineas a lo largo del cuerpo de color amarillo. (Pefia et al., 2013).



Pupas: son de color verde al principio, tomando después color hueso-marrén. Estan
provistas de cuatro ganchos en su parte inferior, cuya funcién es la sujecién del

adulto al emerger de la crisalida. El tamafio medio es de 20 mm. (Pefia et al., 2013).

Adultos: poseen una envergadura alar de 2.5 a 3.0 cm. Las alas anteriores son de
color marrén terroso a gris. Tienen dos manchas: orbicular y renal de colores
anaranjados caracteristicas, que destacan del resto. Las alas posteriores son
blancas con nervaduras mas oscuras y el borde de las mismas es de color marrén

negruzco difuso (Pefa et al., 2013).

2.1.3. Descripcion y ciclo de vida de Helicoverpa zea

El gusano elotero Helicoverpa zea (Boddie) es una de las principales especies que
provoca graves dafios y pérdidas econdmicas, afectando principalmente al cultivo
de maiz en etapas de reproduccion. Se encuentra ampliamente distribuido desde
Norteamérica hasta Sudameéricay en algunas regiones de Europa y Asia. Esta plaga
se alimenta de distintos cultivos, entre los cuales destacan maiz, sorgo, tomate y
algodon (INTAGRI, 2017).

El gusano elotero es una plaga que presenta cuatro fases de desarrollo durante su
ciclo biolégico, mismo que tiene una duracion de 28 a 45 dias. Su ciclo empieza
cuando las hembras ovopositan de 500 a 3,000 huevecillos en la etapa R1; estos
huevecillos eclosionan 2 a 5 dias después, dando lugar a las larvas. La fase de larva
tiene una duracién de 14 a 15 dias, y en este periodo se alimenta de la seda de la
mazorca y los granos de elote en los estados lechoso y masoso, causando severos

dafos al cultivo a medida que las larvas maduran (INTAGRI, 2017).

Después pasa al siguiente estado de desarrollo conocido como pupa. En esta fase
la plaga deja de alimentarse y cae al suelo donde se alberga a una profundidad de
5 a 10 cm; puede durar de 12 hasta 15 dias bajo esta condicion (INTAGRI, 2017)..

La plaga concluye su ciclo con la fase adulta, donde la polilla sobrevive de 15 a 30
dias (INTAGRI, 2017).



2.1.4. Descripcion y ciclo de vida de Heliothis virescens

El gusano bellotero Heliothis virescens Fabricius es un insecto que ataca una gran
variedad de cultivos (por lo cual se considera polifago) y es una plaga de mucha
importancia en el algodonero. Conocido como el "perforador grande de la bellota"
este gusano causa dafios principalmente en cultivos de porte bajo, aunque también
puede atacar otro tipo de cultivos, como el tabaco (CropLife, 2019).

Los dafos ocasionados por el gusano elotero repercuten en forma directa sobre la
calidad de la fibra, principalmente en consistencia y color, reduciendo la produccién
y causando grandes pérdidas econémicas a los productores de este cultivo. En el
algodonero, el dafio se manifiesta porque al atacar los botones florales causa su

apertura y caida lo que significa pérdida de estas estructuras (CropLife, 2019).

Huevo: son depositados en forma individual, con frecuencia varios sobre una misma
estructura, por lo general en el tercio superior de la planta. Miden aproximadamente
0.5 mm de diametro. Son esféricos, ligeramente aplanados, con la superficie

estriada radialmente, su duracion tiene un periodo de 2 a 6 dias (CropLife, 2019).

Larva: Se alimenta del tejido foliar y posteriormente van en busca de érganos
fructiferos. Son eruciformes con tres patas toracicas, cuatro pares de pseudopatas
y abdominales y un par anal o telson. Miden 1.0 a 1.5 mm de largo. Normalmente
se presentan seis estadios larvales en esta especie y cuando alcanzan su desarrollo
optimo miden 30 a 45 mm (CropLife, 2019).

Pupa: Mide 15 a 18 mm de longitud, son de tipo obtecta, de color café oscuro, liso
y brillante, el cremaste esta constituido por dos espinas diminutas. El sexo puede
determinarse por la posicion de la apertura de la genitalita, que en la hembra esta
localizada en el octavo segmento abdominal y el macho en el noveno, el estado de

la pre-pupa dura de 1 a 4 dias y la pupa de 9 a 28 dias (CropLife, 2019).



2.2. Importancia de los cultivos genéticamente modificados con

genes de Bacillus thuringiensis

Las plagas son de gran importancia en la agricultura, por lo que se han disefiado
algunas estrategias para su control, entre ellas, la modificacion del manejo del
cultivo, el uso de productos quimicos, el control bioldgico y en algunos casos la
modificacién genética del cultivo. La ingenieria genética ha logrado desplazar el uso
de insecticidas quimicos con el empleo de cultivos transgénicos que permiten
resistir a insectos plaga, esta tecnologia ha reducido el uso de quimicos en 21,000
toneladas (Dussan et al., 2013).

En el campo de la agricultura las aplicaciones de la biotecnologia son innumerables
dada la gran cantidad de problemas que enfrenta la industria agricola. Estos
problemas de diversa indole son ocasionados, en términos generales, por efectos
bidticos y abidticos, generando un impacto negativo en el volumen de la cosecha y
la consecuente pérdida econOmica para los productores de granos, frutas y
hortalizas. Las técnicas tradicionales de cultivo han empleado diferentes estrategias
para contrarrestar dichos problemas y han logrado mejorar significativamente el
rendimiento de los cultivos, sin embargo; los procesos de mejoramiento tradicional
requieren muchos afios y muchas generaciones del cultivo con el fin de obtener una
caracteristica deseada. Como alternativa, la biotecnologia vegetal representa una
herramienta para resolver problemas agricolas en menor tiempo y con el minimo
riesgo, donde solo es modificada aquella caracteristica que se quiere contrarrestar,

logrando resultados rapidamente en una sola generaciéon (Galeano et al., 2015).

Una herramienta de control biologico la constituye el uso de la bacteria Bacillus
thuringiensis que vive normalmente en el suelo y que al esporular produce una
proteina en grandes cantidades que llega a formar un cristal geométrico. La proteina
principal de este cristal se llama delta-endotoxina, también conocida como proteina
Cry o Cyt (Galeano et al., 2015).



Existen diferentes clases de toxinas, que se han clasificado en funcién del tipo de
insecto que controlan, de tal forma que existen toxinas contra lepidopteros,
coleopteros, dipteros (mosquitos), hymenopteros, acaros, nematodos, gusanos
planos y protozoarios. Las proteinas son ingeridas por las larvas de los insectos al
alimentarse de la planta; estos insectos tienen un intestino medio alcalino, lo que
favorece la solubilizacion del cristal y su procesamiento. Las plantas genéticamente
modificadas que expresan la proteina insecticida de Bacillus thuringiensis ya se
usan comercialmente y parten del principio de que el gen aislado de la bacteria
puede expresarse en la planta en los niveles adecuados como para controlar a su
insecto blanco. La biotecnologia agricola ha sido empleada en los ultimos afios en
un namero importante de cultivos agricolas como maiz, algodon, soya, canola,
papa, tomate, lechuga, entre otros, y los principales logros han sido alcanzados con
un limitado numero de rasgos y modificaciones genéticas, entre ellas la tolerancia a
herbicidas, insectos y enfermedades. Actualmente, diferentes grupos de
investigacion alrededor del mundo trabajan para ofrecer nuevos desarrollos en

biotecnologia agricola (Galeano et al., 2015).

2.2.1. Mecanismos y modo de accion las toxinas Cry

La bacteria B. thuringiensis produce cristales de proteinas denominadas Cry.
Cuando los insectos la ingieren al alimentarse de la planta, las proteinas se
procesan y liberan una delta-endotoxina que se une a las células intestinales
creando poros, llevando a un desbalance de iones y a la pardlisis del sistema
digestivo que provoca la muerte de la larva en pocos dias (Galeano et al., 2015).
Cuando el insecto consume la proteina Cry presenta cese de la ingesta, paralisis
del intestino, vomito, diarrea, descompensacion osmatica, paralisis total y la muerte.
Para que se lleve a cabo la muerte del insecto, la pro-toxina debe estar presente en
un ambiente reductor que desestabilice sus puentes disulfuros y pueda ser activada.
Dependiendo de la naturaleza de la proteina Cry se realiza la solubilizacién y

activacion de la misma, pues se ha demostrado que las proteinas Cryl presentan
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mayor cantidad de aminoacidos basicos por lo cual los cristales se solubilizan a un
pH alcalino presente en el intestino medio del insecto. Para que sean activadas no
es suficiente con la solubilizacién, se requiere de la accion de la proteasa presente
en el intestino medio del insecto. Se ha encontrado que las enzimas digestivas que
predominan en los lepidopteros y dipteros son la tripsina, quimiotripsina, serino—
proteasas y termolisinas; mientras que en los coleépteros predominan la
quimiotripsina, cisteino y aspartato proteasas. Una vez se activa la toxina, ésta debe
reconocer receptores especificos sobre vesiculas de membrana de la
microvellosidad apical de las células columnares del intestino medio (Dussan et al.,
2013).

Una vez que se ha dado la insercion dentro de la membrana apical, la toxina induce
la formacion de canales de iones o poros con un diametro de 1 a 2 nanémetros en
la membrana celular en forma de oligobmeros que rompen el potencial de membrana,
esto finalmente hace que se aumente la permeabilidad de la membrana celular,
permitiendo la entrada de agua, aniones, cationes, afectando el pH al alcalinizar el
citoplasma y permitiendo la entrada de moléculas de mayor peso molecular que
finalmente destruiran el epitelio intestinal. Una vez se destruye el epitelio las esporas
de Bt se introducen en la hemolinfa donde se difunden generando una septicemia y

muerte de la larva (Dussan et al., 2013).

2.2.2. Resistencia de insectos alas toxinas Cry

Se produce resistencia a las toxinas de Bt cuando en algunos individuos se generan
ciertas variaciones genéticas que los hacen resistentes a ellas (Chattopadhyay et
al., 2004). La utilizacion de Bt como agente de biocontrol ha generado un proceso
de presion evolutiva que ha fomentado la aparicion de resistencia en los insectos
(Jiménez, 2019).
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Los insectos que presentan resistencia a los insecticidas existen antes de que sean
sometidos a dicho agente toxico, a esto se le llama variabilidad genética. En una
poblacion donde la diversidad genética es alta, cada individuo va a responder de
manera diferente a algin estimulo; en este caso, el estimulo es la toxina Cry (Leon,
2010). En 1985 se dio a conocer el primer caso de resistencia contra Bt en la especie
Plodia interpunctella (polilla India de la harina). A partir de ese momento se han
informado de mas casos de resistencia, tanto contra bioinsecticidas como a cultivos
basados en Bt, en algunos paises de Centroamérica, Espafia, Australia y Sudafrica
(Melo et al., 2014).

La resistencia se puede adquirir a través de mutaciones en los insectos que influyen
en el modo de accion de las toxinas y se han demostrado diversos mecanismos que
la desarrollan, entre los cuales se destacan el secuestro de las toxinas Cry por
esterasas o lipoforinas debido a una fuerte respuesta inmune y la alteracion tanto
en la activacion de las toxinas Cry como de los receptores de estas, |0 que provoca
una menor cantidad de uniones en la membrana epitelial del intestino medio de los

insectos (Jiménez, 2011).

Los insectos que han desarrollado tolerancia a toxinas de Bt, han mostrado un
mecanismo que interfiere en algun paso involucrado en el modo de accion. Este
evento fue demostrado en P. interpunctella donde la base molecular de la
resistencia involucrdé un cambio en el receptor y una correlacion entre la reduccion
de la toxicidad y disminucion en la afinidad de union. La union al receptor ha sido
caracterizada, asi como analizada usando vesiculas (BBMV) del intestino de varias

larvas de lepidopteros y de ciertas proteinas de Bt (Medina, 2014).
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2.2.3. Efecto de las toxinas Cry sobre las plagas

Una de las mayores ventajas del uso de las toxinas Cry para el control de plagas es
su alta especificidad en su accidén insecticida que se limita a nivel de orden como
categoria taxondémica. Esta cualidad estd directamente relacionada con los
receptores especificos que requiere la toxina para actuar, siendo solo algunos

insectos quienes lo expresan (Leon, 2010).

Las proteinas Cry son delta endotoxinas producidas por la bacteria del suelo Bt en
la etapa de crecimiento durante su fase de esporulacion y se han usado
comercialmente como bioinsecticidas. Las formulaciones agricolas que contienen
Bt usadas contra insectos se han aplicado en forma de pulverizacion y generalmente
estan compuestos por una mezcla de esporas secas y las proteinas cristalinas que
se aplican en areas como las hojas y las raices, donde se alimentan los insectos y

sus larvas (Medina, 2014).

Los sintomas que se observan a partir de que las larvas de insectos susceptibles
ingieren los cristales y esporas de Bt son: cese de la ingesta, paralisis del intestino,
diarrea, paralisis total y finalmente la muerte. De manera general se acepta que las
toxinas Cry son formadoras de poro que ejercen su actividad toxica al provocar un
desequilibrio osmético en las células epiteliales donde se insertan en la membrana.
Soberon y Bravo (2007) proponen el modo de accion donde existe la formacion de
un poro litico una vez que las toxinas se insertan a la membrana. Las proteinas Cry
son producidas como protoxina que requieren ser procesadas proteoliticamente por
proteasas presentes en el intestino de insectos susceptibles. Este procesamiento
proteolitico libera fragmentos toxicos de 55 a 65 kDa que interaccionan con
proteinas receptoras presentes en la microvellosidad de las células intestinales de
los insectos blanco. A la fecha se han resuelto las estructuras tridimensionales de
varias toxinas Cry activas contra insectos coledpteros, lepidopteros, dipteros y una
con actividad dual (Medina, 2014).
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2.3. Antecedentes de estudios realizados con tablas de vida en

insectos

Las tablas de vida son de gran utilidad para conocer en detalle el comportamiento
de una poblacién y para saber si la poblacién crece, se reduce o se mantiene
constante. También permiten identificar los estadios, edades o categorias de
tamafno en los que se da la mayor mortalidad y en los que, por consiguiente, los
individuos de una poblacion son més vulnerables. En el caso de las especies en
peligro de extincion, estos aspectos de la tabla de vida sirven para identificar las
categorias en las que se deben concentrar los mayores esfuerzos de conservacion.
Se consideran una de las herramientas demograficas mas utilizadas en ecologia es
un formato en el que se registran los principales parametros demograficos de una
poblacién, particularmente la supervivencia y la reproduccion. Existen dos tipos

generales de tablas de vida (Carabias et al., 2009).

a) De cohorte (también llamadas dinamicas u horizontales), las cuales se
basan en el seguimiento de una cohorte, desde el nacimiento de los
individuos hasta la muerte del dltimo de sus miembros. Una cohorte es un
grupo de organismos gue nacieron mas o menos al mismo tiempo. Conforme
transcurre el tiempo, se registra cuantos organismos de la cohorte original
alcanzan las diferentes categorias de edad y cuantos mueren en cada una
de ellas. También se registra cuantos descendientes dejan los organismos
de las diferentes categorias de edad (Carabias et al., 2009).

b) Estaticas (también llamadas verticales), las cuales se basan en la estructura
de las edades que tiene una poblaciéon en un momento dado. Es decir, se
parte del nimero de organismos que hay en cada categoria de edad y se
hace la suposicion de que esta estructura de edades refleja el

comportamiento de una cohorte a través del tiempo (Carabias et al., 2009).
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2.4. Tipos de bioensayos que se establecen para evaluar cultivos

Bt o resistencia

El bioensayo implica la medicion del efecto que ejerce un determinado estimulo
sobre una poblacion de organismos. Para Bt se mide la potencia del agente activo
sobre un estado especifico del organismo potencialmente susceptible para lo cual
se aplica una metodologia que permite evaluar la actividad toxica de una cepa,
producto activo u organismo recombinante sin que los resultados se vean afectados
por las variaciones propias de los sistemas biologicos. El bioensayo se realiza con
pruebas que consisten en amplios rangos de concentracion de producto activo y un
control negativo que debe contemplar agua o soluciones buffer (si el bioproducto lo
contiene), y un control positivo (en general una cepa o toxina de la cual ya se

reconozca su efecto) (Dussan et al., 2013).

En ocasiones se puede usar un control absoluto que puede ser una sustancia letal
para el insecto, aunque no esté relacionada con el bioproducto a evaluar. Los
ensayos biologicos se realizan comunmente sobre larvas de primer o segundo
estadio ya que son los estados mas susceptibles del insecto y dan una respuesta
mas exacta del nivel de actividad de la cepa bacteriana, de manera general son los
estadios que controlar en campo, estan disponibles en un nimero mas grande que
otros estadios. El periodo de bioensayo es generalmente corto y la precision es mas
alta ya que la mortalidad es uniforme y los intervalos de confianza son mas
pequefios. Para evaluar efectos a largo plazo y dafos intestinales se puede utilizar
estadios avanzados. Es conveniente checar el peso, tamafio y describir el estadio
larval, se deben utilizar neonatos de 0 a 12 horas de eclosionadas y con privaciéon
de alimento, la mortalidad se evalia entre 48 a 96 horas. Los disefios
experimentales mas empleados son el completamente aleatorizado, cuando la
variabilidad natural no tiene ninguna tendencia clara, o el de bloques completamente
aleatorizados cuando existe una variable con una tendencia clara. Se considera que
30 es el numero minimo de larvas a emplear por concentracién con no menos de 3

repeticiones. (Dussan et al., 2013).
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion del experimento

La presente investigacion se realizo en Saltillo, Coahuila, México, bajo condiciones
de laboratorio, en las instalaciones del Departamento de Parasitologia de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, y se encuentra dentro de las
coordenadas geograficas 23° 37 latitud norte y 100° 38” longitud oeste, con una
altitud de 1581 msnm. Las colectas de lepidopteros se realizaron en el afio 2017 en
dos zonas geogréficas, una de ellas en el centro del pais y la otra de las colectas
se realizo en el norte del pais en la region de La Laguna, especificamente en el
estado de Coahuila, México, siendo una de las zonas con mayor importancia donde

se cultiva el algodon genéticamente modificado (GM).

3.2. Material biolégico

Se colectaron insectos vivos del Orden Lepiddptera, principalmente de instar
larvales. Se consideraron dos condiciones; una de ellas que los individuos
colectados, no se encontraran cerca de las zonas donde se establece el algodén
genéticamente modificado (GM), o con influencia de este tipo de cultivos que fue en
localidades de los estados de Guanajuato, Michoacan, México, Morelos y Oaxaca.
También se colectaron insectos que se encontraran en el area de influencia con
cultivos GM como es la region productora de algoddén, denominada Comarca
lagunera, en los municipios de Matamoros y San Pedro del estado de Coahuila,

México.

Entre las especies objetivo a colectar se buscé que fueran: S. frugiperda, H. zea, H.
virescens y S. exigua en cultivos hospederos cercanos, como el algodén, maiz y la
maleza que se encontraba en los alrededores; en algunos casos se consideré

cualquier otro cultivo.
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3.3. Muestreos del material bioldgico

Los muestreos en el caso de las areas fuera de la influencia con la produccién de
cultivos GM (centro del pais) se realiz6 en los meses de abril-marzo y en junio-julio;
mientras que los colectados en el area de influencia con cultivos GM, se realiz
partir del mes de junio a septiembre, en este caso las colectas se hicieron cada
quince dias. Los individuos colectados fueron trasladados al laboratorio y la camara
bioclimatica, para su cria en dieta artificial e incrementar la poblacién, para su

posterior uso en bioensayos.

3.4. Identificacion de especies

La identificacion de las especies de los lepiddpteros colectados se realizé a nivel de
larvas, se recurrio a observacion directa de las caracteristicas tipicas de cada
especie, bajo estereoscopio, uso de claves de identificacion de larvas de Noctuidae
y de familias de Lepidoptera (Frederick, 2005; Perea, 1962; FAO 2002;) y mediante
la comparacion de imagenes de larvas con el material genético colectado (Bautista,
2006), también se realiz6 la verificacion de laidentidad de la especie con taxbnomos

expertos del Departamento de Parasitologia de la UAAAN.

3.5. Criade lepidépteros

Con los especimenes inmaduros se realiz6 una prueba para estandarizar el
protocolo de cria y mantenimiento de los lepidopteros colectados, por lo que los
especimenes debidamente identificados, se llevé a cabo el siguiente procedimiento:
a) se colocaron en recipientes de plastico con dieta artificial (Juarez-Hernandez,

2016; Comunicacion personal) (Cuadro 1).
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Para purificar las poblaciones, se eliminaron, larvas enfermas, parasitadas, con
dafio mecanico, en estado de diapausa y que no aceptaron la dieta como alimento;
las larvas sanas se mantuvieron hasta llegar a su estadio de pupa y fueron retiradas
de la dieta artificial para posteriormente completar el ciclo como adultos en una jaula
o cdmara de oviposicion, colocandose 30 pupas por jaula. La alimentacién de
adultos se basé en una solucién azucarada con 20 g de miel, 20 g de azlcary 6 g
de acido ascorbico por litro (Juarez-Hernandez, 2016; Comunicacion personall)
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Dieta artificial para lepidopteros: Heliothis virescens,
Helicoverpa zea y Spodoptera spp. Ingredientes para un litro de
dieta.

Inmaduros Adultos

85.0 g de harina de soya | 20.0 g de miel
60.0 g de germen de trigo | 20.0 g de azUcar

25.0 g de levadura | 6.0 g de acido ascorbico

3.0 g de acido ascorbico | 1.0 mL de vitaminas
3.0 g de Nipagin (Methyl 4-hydrexybenzoate)
1.0 g de acido sérbico
12.0 g de agar bacteriolégico
1000 mL de agua
500 mg de Terramicina (bactericida)
0.5-1.0 g Manzate (fungicida)
2.0 g sal de Wesson
1.0 mL vitaminas (formula comercial)

Las condiciones del area de cria oscilaron entre los 26 a 28°C, y alrededor del 60%
de humedad relativa, con un fotoperiodo de 14 horas dia (mediante luz blanca

artificial) por 10 horas de obscuridad.

3.5.1. Tablade vida de las poblaciones de lepiddpteros

La tabla de vida para los lepiddpteros colectados se realizé con la especie que
presentd mayor namero de individuos y que se adaptara mejor a las condiciones

artificiales para su cria y mantenimiento.
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Se realizé mediante la toma de datos de los individuos desde que llegaban de
campo, por lo que se evallo, el numero de individuos que se recibieron de campo,
el numero de individuos que murieron por la presencia de patégenos, segun los
sintomas se clasificd en efecto por virus, hongos y bacteria, y por dafo fisiolégico,
debido a la adaptacion a las condiciones artificiales y/o entraron en diapausa.

Para la tabla de vida se tomaron las siguientes variables, segun Carabias et al.
(2009):

Nx= namero de individuos que sobrevivieron para ingresar a cada una de las

categorias, se determiné como categoria las generaciones filiales, hasta la F5.

Ix="proporcion de individuos sobrevivientes con respecto al numero inicial de
individuos, conocida también como indice de sobrevivencia y se calcula con la
formula: Ix=nx/no; donde no, son el niumero de individuos de la poblacion colectada

en campo, sin purificar.

dx= proporcion de individuos que murieron durante el intervalo que duro la categoria,

con respecto al numero inicial y se calcula con la siguiente formula: dx=nx-nx-1.

gx= es la tasa de mortalidad, que representa la proporcion de individuos que
murieron durante el intervalo que duré la categoria, con respecto al nimero que

ingreso a la categoria. Formula: gx= dx/Ix.

Px= proporcién de individuos que sobreviven con respecto al total que ingreso a la

clase. Formula: Px=1-gx.

3.6. Establecimiento de bioensayos

Se realizaron pruebas con las poblaciones de los lepidépteros con la finalidad de
estandarizar los protocolos para determinar la condicion de las poblaciones con

respecto al efecto por las toxinas Cry del Bt, presentes en el cultivo del algodén Bt.

19



La fuente de las toxinas del Bt, para los bioensayos, fue obtenida de plantas de
algodoén Bt la cual se suministrd6 como dieta natural (material vegetal: hoja, boton
floral y fruto), proveniente de variedades de algodon GM, y se realizé con la finalidad
de evaluar el efecto indirecto del consumo de las toxinas Cry, por medio de la
expresion en material vegetal, esto como una alternativa a la evaluacion de los
niveles de resistencia a las toxinas Cry del Bt en poblaciones de lepidépteros blanco
a dicha tecnologia, y como un primer acercamiento en el monitoreo de la resistencia

de insectos a éstas toxinas.

Los bioensayos se establecieron con dos lineas genéticas, una linea presuntamente
susceptible a las toxinas Cry (lepiddpteros obtenidos del centro del pais) y otra linea
presuntamente resistente (lepidopteros obtenidos de la region productora de La
Laguna). Las poblaciones de los lepidopteros establecidas en los bioensayos fueron
manejadas en las generaciones filiales 3-5 (F3, F4 y F5) y se sometieron a las

pruebas las larvas del tercer estadio de desarrollo.

La evaluacion del efecto de la dieta se llevo a cabo con respecto a la inactividad del
insecto en estado larvario, por lo que se considero: cuando detuvieron su desarrollo,
dejaron de alimentarse, se paralizaron o murieron. Mediante observacion o cuando
mostraron inactividad al tocarlas con un pincel de cerdas suaves. Se contd el
namero de larvas sin actividad cada 24 horas después del establecimiento de cada

bioensayo por siete dias.

3.6.1. Descripcion de los bioensayos

Se realizaron tres bioensayos en el laboratorio; para el establecimiento se utilizé
material vegetal de algodén Bt, como fuente de toxinas Cry. Para esto, se colectaron
hojas, brotes terminales, cuadros y bellotas de ocho hibridos de algodon Bt Delta
Pine etc... (DP1321 B2RF, DP0912 B2RF, DP0935 B2RF, FM1740 B2F, FM1830
GLT, FM1900 GLT, FM2007 GLT, FM2334), uno tolerante a herbicida sin resistencia
a lepiddpteros (DP1441) y uno convencional que sirvio de refugio (DP0989), estas

ultimas se utilizaron como testigo.
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Los tratamientos fueron alojados en un disefio experimental completamente al azar,
el numero de repeticiones por unidad experimental estuvo condicionados por el

namero de larvas disponibles para las pruebas y el material vegetal.

Los diez hibridos de algodon estaban establecidos en los terrenos del Rancho “El
Rincén del Buitre” de la UAAAN, ubicado en la localidad del Retiro en San Pedro de
las colonias, Coahuila con las coordenadas geograficas 26° 38” latitud Norte y 103°
14” longitud Oeste y con una altitud de 1 522 msnm. Los tres bioensayos se
establecieron como prueba preliminar para evaluar la respuesta de las larvas a la

dieta vegetal de los materiales Bt.

El material vegetal utilizado fue lavado con jabén liquido y abundante agua y
posteriormente desinfestado con iodo al 2%, se dej6 secar a temperatura ambiente.
Los explantes vegetativos fueron colocados en botes del numero 00 (volumen de

5.0 mL). Las condiciones para cada bioensayo se describen a continuacion:

Primer bioensayo: se sometieron a la prueba larvas de S. frugiperda, la dieta

consistid en rebanadas de bellotas de 3.0 mm de grosor y explantes de hojas de
10.0 mm?, fueron cuatro repeticiones por tratamiento, para lo cual se consideraron
a los 10 hibridos de algodon como los tratamientos; la unidad experimental
conformada por un bote con su respectivo material vegetal y dos larvas del 3er
estadio por repeticion. Se cortaron las bellotas de la parte central para la obtencion
de la rebanada, se colocé en el fondo del bote y encima se pusieron las larvas y

para las hojas se cort6 el explantes de la parte central.

Los datos que se tomaron estuvieron en funcion al porcentaje de mortandad de las
larvas expuestas a cada tratamiento, para lo cual el registro se realiz6 cada 24

horas, por una semana.
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Segundo bioensayo: este bioensayo consistidé en cinco repeticiones, los hibridos

de algoddén fueron los tratamientos, se sometieron a la prueba larvas de S.
frugiperda; la unidad experimental fue de cinco botes con rebanadas de bellotas (5.0
mm de grosor con 1.5 a 2.0 cm de didmetro) y 10 larvas del 3er estadio. Se cortaron
las bellotas de la parte central para la obtencion de la rebanada, se colocé en el
fondo del bote y encima se pusieron las larvas, se obtuvo el porcentaje de
mortalidad de las larvas y se realizaron dos conteos con una semana de diferencia

a los 3 dias después de haber establecido el experimento.

Tercer bioensayo: para este bioensayo, las condiciones fueron las mismas que el

anterior, solo que como fuente de toxina Cry y alimento se les dieron trozos de hojas
de 1.0 cm?, las hojas se cortaron de la parte central.

3.7. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron empleados para determinar la eficiencia de los
protocolos establecidos para la cria, mantenimiento y establecimiento de
bioensayos, sobre todo estos ultimos con el uso de material vegetal como fuente de

las toxinas Cry del Bt.

Para el andlisis estadistico se llevd a cabo un andlisis de varianza ajustado al
modelo completamente al azar y una comparacion multiple de medias entre
tratamientos usando el paquete estadistico computacional de SAS (SAS Institute,
2002), bajo una prueba no paramétrica, debido a que se trabaj6é con el porcentaje
de mortandad de larvas, con el método de Kruskall-Wallis con una confiabilidad del
99% (a<0.01).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Especies de lepidopteros colectadas

En los muestreos realizados en campos de cultivo y zonas aledafias con maleza,
se colectaron las especies de S. frugiperda, S. exigua, H. virescens y H. zea (Figura
1) como plagas lepiddpteras de algunos cultivos, por lo que durante los recorridos
para realizar las colectas en el centro y occidente del pais (Cuadro 2), se revisaron
parcelas de maiz, cafla de azucar, tomate de cascara, jitomate y alcachofa, entre
otros cultivos caracteristicos y hospederos de las plagas objetivo; se detectaron los
dafos por larvas y se buscaron los insectos, entre las plantas, los frutos y el suelo;
los inmaduros se colocaron en botes plastico del no. 00 (volumen 5.0 mL) y se
mantuvieron con dieta natural a base de jilotes, frutos de jitomate y hojas de maiz;

se trasladaron a las instalaciones de la UAAAN en Saltillo.

B S. frugiperda
B H. virecens
W S. exigua

H. zea

Figura 1. Proporcion de las especies de lepiddpteros colectadas en
localidades del centro y occidente del pais. México, 2017.
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Cuadro 2. Colectas de material biologico de lepiddpteros plaga, para establecimiento de
lineas presuntamente susceptibles a las toxinas Cry del Bt, provenientes del centro y
occidente de México, 2017.

No. Localidad Coordqngdas Cultivo Especies Mes de
geograficas colecta
Latitud:
Churincillo, 20 25.55 N . S. frugiperda y Febreroy
L Pénjamo, Gto Longitud: Maiz H. zea Marzo
I ' ' 101°43'15"W ’
Latitud:
Susupuato de 19 12.55 N . S. frugiperda y Febreroy
2 Guerrero, Mich Longitud: Maiz H. zea Marzo
' ' 100°24'28"W ’
Latitud:
Los Pocitos, 16°20'18"N .
3  Santiago Pinotepa Longitud: Maiz S frllj_lglgg;da y F?\;);fzrg y
Nacional, Oax. 98°03'19"W '
Latitud:
Tenextepango, 18 43.44 N . S. frugiperda y Febreroy
4 Ayala, Mor Longitud: Maiz H. zea Marzo
yala, Mor. 98°57'28"W :
Latitud:
5 Oacalco, Yautepec, 130?1353 d'_\l Maiz y S. frugiperda, S. Abril
Mor. 99°01'30"W jitomate exiguay H. zea
Latitud:
18°52'54"N .
6 EZBtgaélgsli/lor Longitud: Jitomate S fSrugl)E)ielrjia y Abril
pec, Mor. 99°04'01"W - exig
. Latitud: Alcachofa .
San Vicente, o . : S. frugiperda, S.
7  Chicoloapan, Edo. 19 25'00d|'\] rc?alz,, tomate exigua, H. virescens  Abril y Julio
de Mex Longitud: e cascaray y H. zea
' 98°54'07"W calabaza '
Latitud:
Montecillo, 19°27'25"N
8 Texcoco, Edo. de Longitud: Maiz H. virescens y H. zea Julio
Mex. 98°54'29"W
Latitud:
Chapingo, Texcoco, 19°28'59"N . . .
9 Edo. de Mex. Longitud: Maiz H. virescens y H. zea Julio
98°54'00"W
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Las colectas que se realizaron en el norte del pais con influencia a los cultivos GM
(region de La Laguna), se llevaron a cabo cada 15 dias a partir del 21 de junio del
afio 2017, mediante el apoyo de siete técnicos pertenecientes a la Junta Local de
la Region Lagunera del Comité Estatal de Sanidad Vegetal, se entregaban 25 botes
con dieta artificial a los técnicos y ellos los regresaban a los 15 dias, con las larvas
de lepiddpteros plaga colectados en el cultivo de algoddn Bt y/o cultivos aledafios o
malezas hospederas (Figura 2; Cuadro 3). La dieta artificial fue muy util para facilitar
el manejo de los insectos, durante los recorridos de campo en las parcelas hechas
por los técnicos, como para el traslado a las instalaciones de la UAAAN.

W S. frugiperda
W S. exigua
W H. zea

H. virecens

Figura 2. Proporcion de las especies de lepidépteros
colectadas en la region de La Laguna, México, 2017.

La plaga lepiddptera S. frugiperda es una de las especies mas colectadas en el pais,
principalmente en la region de la Laguna en el estado de Coahuila, esto se debe a
gue es una especie cosmopolita, distribuida en diferentes ambientes, y que puede
afectar diferentes cultivos, de hecho, se reporta como la especie plaga que mas ha
causado pérdidas productivas y econdmicas a los productores (Jimenez, 2011).
Esto lo confirma Barrientos-Gutiérrez et al., (2013). Quienes reportan que es una
especie polifaga que se alimenta de varias familias vegetales. Su control se realiza
con frecuencia mediante aplicacion de insecticidas quimicos, aumentando los

costos de produccion
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Cuadro 3. Recolectas de material genético para establecimiento de lineas presuntamente
resistentes a las toxinas Cry del Bt, de la region productora de algodon GM, en el

estado de Coahuila, 2017

Localidad Coorde,n_adas Cultivo Especies
geogréficas
Rincon del Buitre, rancho de la Latitud:
UAAAN, y pequefia propiedad 25°46' N Longitud: Algodan Bt . frugiperda, S. exigua.
(p.p.) las Palmas, municipio San 102°59' W 9 . virescens y H. zea
Pedro de las Colonias.

. Latitud:

Ejido El Ancora, p.p. Guadalupe, o . . .

municipio San Pedro de las L27 46 EI AIgodon_Bt, | . ) fr_uglperda, SI_.ieX|gua,

Colonias. ongitud: convencional y maiz . virescens y H. zea
101°01'W

Ejido El Ancora, p.p. Guadalupe, L%t'tu,d:

% ! 25°45" N . . .
ejido San Isidro y Gatas mochas, Lonaitud: Algodon Bt, . frugiperda, S. exigua,
municipio San Pedro de las g convencional y maiz . virescens y H. zea

. 102°59° O
Colonias.
Latitud:
25°43 N
Ejido la Luz, municipio de Longitud:
Matamoros y p.p. Medio Lote, p.p. 103°14° O . .
San Marcos y p.p. el Eucalipto, Algodon Bt, ’ U#ggeerg:’ ie;é%ua,
municipio San Pedro de las Latitud: ' yH.
Colonias. 25°40° N
Longitud:
103° 00" O
Ejidos Tacubaya, Altamira, Latitud:
Carolina, El Porvenir y p.p. Santa 25941 N Algodon Bt, S frugiverda. S. exiqua
Anita, municipio San Pedro de las itud: convencional, maiz y - Irugip . EXIgua,
Colonias Long|tu’ ) cucurbitaceas - virescens y H. zea
' 103° 04 O
Latitud:
p.p. Rinconada, p.p. Candelaria 'y 25°45" N . .
Ejido San Isidro, municipio San Longitud: Algodon Bt ' Uil:glse:eerr?:’ S|_.|ezx$%ua,
Pedro de las Colonias. 102° 59" O ) yH.
Latitud:
Ejido Carolina, municipio San 25°48 N . . S. frugiperda, S. exigua,
Pedro de las Colonias. Longitud: Algodon Bt y maiz . virescens y H. zea
103° 00" O

4.2. Criade lepidopteros

Se realizaron diferentes pruebas con los reactivos pues las larvas empezaron a

mostrar inactividad y no aceptaban la dieta, por lo que se cambiaron algunos

reactivos: el bactericida se cambié por Gentamicina de uso veterinario, un mililitro

por litro de dieta y el fungicida, también se cambi6 por Ketoconozol de uso médico

una tableta por litro de dieta.
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Por la falta de disponibilidad para conseguir algunos reactivos, en vez de harina de
soya, se agrego leche de soya; el Nipagin fue sustituido por Benzoato de sodio que
es un conservador de alimento y ademas de mas facil adquisicién; la sal de Wesson,
no se pudo agregar a la dieta, ya que no fue posible adquirirla. El agar bacteriolégico
fue de la marca MCD LAB®, ya que, con este reactivo, las larvas completaban su
ciclo a diferencia que cuando se utiliz6 otra marca. Las pruebas realizadas con la
dieta se realizaron con la finalidad de estandarizar la técnica de crianza y
mantenimiento de las poblaciones. También se regularon las condiciones

ambientales aptas para la reproduccion y mantenimiento de las poblaciones.

Se realizaron varias pruebas para el establecimiento de jaulas de oviposicion para
adultos, debido a que la poblacion de los lepidopteros era baja, por lo que
primeramente se realizé en botes de 20 litros, forrados de papel estraza y cubiertos
con una tela de organza, pero la manipulacion fue complicada, posteriormente se
trabajé con tubos de pvc de 4”1/2, pero aun asi se complicé el manejo, por el
tamanfo. Se opto por el uso de botes con capacidad de un litro para facilitar el manejo
del bajo numero de individuos por recipiente, mismos que fueron acondicionados
con tiras de papel china azul pegado en las paredes y favorecer mejor manejo de
las oviposturas, se le hicieron perforaciones a la tapa y se cubrié con organza para
la aireacion, al fondo se colocd un recipiente de menor tamafio y capacidad
(volumen de 5.0 mL) que fungié como contenedor del algodon humedecido con la

dieta para adultos.

Las oviposturas se recortaron de las tiras de papel china y se pegaron en las
paredes de recipientes de 250 mL con dieta artificial para larvas, hasta que
eclosionaron los huevos y hasta llegar al tercer estadio, posteriormente estas se

individualizaron en recipientes.

Se desecharon los individuos que presentaron sintomas de enfermedad y falta de
adaptacioén a las condiciones artificiales de crianza y mantenimiento, problemas con
parasitoides, o sintomatologia por entomopatdégenos, asi como aquellas que

entraron en diapausa.
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Figura 3 Camara de oviposicion utilizada
en la cria y mantenimiento de colonias
de lepid6pteros

(Arévalo et al., 2011) definen que una dieta a base de harinas de frijol grueso y fino,
ampicilina y estreptomicina es la dieta adecuada para mantener y/o incrementar el
namero de larvas de Diatraea saccharalis, ya que obtuvieron el valor promedio mas
alto para la eficiencia huevo-larva, asi como también hubo un desarrollo de la cria

masiva, con el objeto de su empleo en control biologico

Herrera et al., (2016) describe que la técnica de cria de Lobesia botrana
(Lepidoptera: Tortricidae) sobre una dieta artificial permite mantener la colonia de
insectos desde larvas neonatas hasta el estado pupal, sin necesidad de cambiar de
recipientes ni reponer la dieta, evitando la manipulacion de los ejemplares y
reduciendo los riesgos de contaminacion. Dietas empleadas por Murla et al. (2003),
a base de maiz colorado y germen de trigo, la duracion larval fue de 37.4 + 6.3 dias
y, a base de arroz, fécula de maiz y germen de trigo, la duracién larval fue de 43.5

+ 3.37 dias, indicando, claramente, la influencia de la dieta alimenticia.

Maldonado y Polania (2009) describen que la implementacion de la dieta ICRISAT
Diet 3 en S. frugiperda es factible para obtener menor tiempo en estado de larva,

namero de instares larvales y mayor peso en las larvas y pupas, menor costo y ciclo,
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sin importar la generacion en la que se encuentren las poblaciones en estudio,
ademas que se considera un mayor valor nutritivo estable para la larva. Es
importante mencionar que el agar, es el ingrediente con mayor participacion en el
uso de dietas para lepiddpteros y que es el reactivo que presenta mayor costo. En
este sentido, trabajos como el de Abbasi et al., (2007) evaluaron con resultados
positivos, el almidon de yuca como reemplazo, logrando reducir los costos en mas
del 50%.

La dieta establecida en este trabajo de investigacion requiere de cambios para
obtener mejores resultados como un mayor niumero de larvas, numero de instares
larvales, peso y nutricion en larvas; estos resultados, confirman la variacién en la

duracion larval, la cual se debe a la calidad y al tipo de alimento.

Murua et al., (2003) describe que las condiciones ambientales del laboratorio son
prioritarias para el desarrollo de los individuos, en este sentido, las condiciones que
se tuvieron en el establecimiento de las crias fueron muy variantes y no favorecieron

a la cria de los lepidopteros.

4.2.1. Tablade vida para Spodoptera frugiperda

La tabla de vida se realiz6 solo para la especie de S. frugiperda, debido a que fue
la especie que mas numero de individuos se colectaron y que presento mayor
adaptabilidad a las condiciones artificiales de laboratorio, sin embargo, fue
considerada solo para la generacion filial cinco (F5) y fue posible determinarla hasta
la F5, tanto para las poblaciones provenientes del centro del pais como del norte

(Region Lagunera) (Cuadros 4 y 5).
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Cuadro 4. Tabla de vida de la especie S. frugiperda en periodo
de adaptacion a las condiciones artificiales de laboratorio para
cria y mantenimiento, en la cohorte del centro de México, 2017.
Proporcién de individuos de

S. frugiperda

Generacion filial

Nx Lx dx gx Px
FO 253 1.000 0.170 0.170 0.830
F1 210 0.830 0.170 0.205 0.795
F2 157 0.748 0.252 0.338 0.662
F3 146 0930 0.070 0.075 0.925
F4 140 0.959 0.041 0.043 0.957
F5 137 0.979 0.021 0.022 0.978

Nx: namero de individuos que sobrevivieron para ingresar a cada una de las categorias;
l: indice de sobrevivencia (individuos); dy. proporcion de individuos que murieron durante
el intervalo que dur6 la categoria, con respecto al nimero inicial; gx: es la tasa de
mortalidad, que representa la proporcion de individuos que murieron durante el intervalo
gue duro la categoria, con respecto al niUmero que ingresé a la categoria; Py: proporcion
de individuos que sobreviven con respecto al total que ingreso a la clase.

Cuadro 5 .Tabla de vida de la especie S. frugiperda en periodo
de adaptacién a las condiciones artificiales de laboratorio
para cria y mantenimiento, en la cohorte de la Region
lagunera, México, 2017.

Proporcion de individuos de

S. frugiperda

Generacion filial

NX Lx Dx qx Px
FO 1225 1.000 0.131 0.131 0.869
F1 1065 0.869 0.131 0.150 0.850
F2 650 0.568 0.432 0.760 0.240
F3 605 0.992 0.008 0.008 0.992
F4 600 0.817 0.183 0.224 0.776
F5 490 0.857 0.143 0.167 0.833

Nx: nimero de individuos que sobrevivieron para ingresar a cada una de las categorias;
I indice de sobrevivencia (individuos); d. proporcién de individuos que murieron durante
el intervalo que duré la categoria, con respecto al nimero inicial; gx: es la tasa de
mortalidad, que representa la proporcién de individuos que murieron durante el intervalo
que durd la categoria, con respecto al nUmero que ingreso6 a la categoria; Py proporcion
de individuos que sobreviven con respecto al total que ingreso a la clase.
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En el caso de este tipo de estudios y variables, se requiere considerar mas datos
para establecer la tabla de vida para la cohorte de cada una de las etapas del ciclo
de vida de la especie y por cada generacion filial e incluso colecta de individuos,
para tener mas exactitud en los célculos y poder determinar la esperanza de vida
de la poblacion y predecir al menos el nimero de individuos que se obtendran, para
poder planear en forma adecuada los bioensayos a establecer; por lo que es
necesario, tomar registro del numero de oviposturas, huevos, conteo de larvas en
los diferentes instares, asi como de pupas y adultos, como lo indican algunos
estudios realizados en lepidopteros.

Al respecto Batiz et al., (2016) estudiaron a Lacertinella australis una especie de
interés fitosanitario, por lo que evaluaron el comportamiento y aspectos del ciclo de
vida a través de una tabla de vida vertical bajo condiciones controladas en el
laboratorio y con una segunda tabla obtuvieron datos de la especie sobre la base
de un muestreo de una poblacién natural, estos autores estimaron los atributos
poblacionales: tasa reproductiva basica o tasa de reemplazo (RO0), tasa finita de
crecimiento poblacional (A), capacidad de incremento poblacional (rc), valor
reproductivo (Vx), tiempo generacional de la cohorte (Tc) y el promedio del tiempo
de desarrollo por estadios, por lo que es de importancia ser consistentes en estos

datos dentro de estudios poblacionales

En estudios previos a campo Batiz et al., (2016), observlo que la estructura de
edades de las poblaciones de L. australis fluctué entre meses y las poblaciones
fueron multivoltinas, dado que mostraron ser reproductivamente activas todo el afio,

no evidenciando fase de dormancia durante el desarrollo postembrionario

La supervivencia de generaciones filial (Ix) para S. frugiperda bajo condiciones de
laboratorio indica que la especie se puede adaptar en forma constante a las
condiciones artificiales de crianza y da a conocer la cantidad de insectos que
podemos encontrar en cada uno de ellos (Figura 4 y 5), sin embargo, la adaptacién
de las poblaciones es diferente, los individuos que provenian de la region productora
de algodon GM muestran mayor variacion en la supervivencia de las generaciones

en estudio.
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La disminucion poblacional, en cada uno de los cohortes evaluados se debio a la
falta de sanidad y control de las condiciones ambientales, pues a pesar de que se
trabajo en camara bioclimatica, no es posible, mantener el control al cien por ciento
de las condiciones, ademas que en ese afio se presenté una nevada, siendo los
meses de Noviembre y Diciembre, los mas frios, teniendo una temperatura de —8.0
°C en la localidad (Buenavista, Saltillo, Coahuila, México) que favorecié la

disminucién de los individuos o que estos entraran en diapausa.
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Figura 4.Supervivencia (Ix) por generaciones de Spodoptera
frugiperda bajo condiciones de laboratorio. Poblacién
proveniente del centro de México, 2017.

€ menciona que las curvas de sobrevivencia varian de una especie a otra, influidas
por las condiciones ambientales y otros factores, aunque también se pueden

observar variaciones en una misma especie.

Por otro lado, Batiz et al. (2016) sefala que las curvas de sobrevivencia no son
caracteristicas constantes de una poblacion o de una especie, sino que son una
forma de expresar la mortalidad de una poblacién, por lo que son muy sensibles a
las condiciones ambientales, sexo, caracteristicas genotipicas, y a la posicién en la

comunidad en que viven los individuos.
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Figura 5. Supervivencia por generaciones de Spodoptera
frugiperda bajo condiciones de laboratorio, poblacién
proveniente de la Region lagunera, México, 2017.

Indice de individuos %

Por lo general, las condiciones abiéticas de cada habitat varian de forma moderada,
lo que permite que las poblaciones de muchas especies logren vivir en ese lugar.
Pero de vez en cuando algunos factores abidticos varian a tal grado que llegan a

causar la muerte de muchos organismos (Carabias et al., 2009).

Carabias et al., (2009) postularon que cada especie tiene un nicho fundamental y
un nicho realizado. El nicho fundamental es el que cada especie puede ocupar
potencialmente, segun sus requerimientos y tolerancias fisiolégicas. Por su parte, el
nicho realizado es el que ocupa en la realidad y puede ser mas restringido que el
nicho fundamental, como producto de la competencia, 0 mas amplio, en el caso de

gue alguna interaccion mutualista lo permita

La mortandad que se presentd en las larvas fue principalmente ocasionada por la
presencia de patdgenos, a pesar de que la dieta contenia bactericida y fungicida,
para lo cual fue posible identificar a estos organismos por los sintomas que
presentaban las larvas desde la purificacion, asi como en la cria y mantenimiento,
por lo que se realizé un porcentaje estimado de la mortandad por las diferentes
causas de muerte; los virus ocuparon el 23% del total de la mortandad, las bacterias
un 5%, los hongos un 21%, parasitoides 7% y dafio fisiolégico debido a la

adaptacioén a las condiciones artificiales y/o entraron en diapausa un 44%.
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4.3. Bioensayos

Los bioensayos que se realizaron fueron para determinar la respuesta de los
lepidopteros a las toxinas Cry del Bt, mediante una fuente vegetativa de estas
toxinas, solo fue posible trabajarlos con la especie S. frugiperda, ya que fue la Unica
de la cual se logro obtener individuos debido a que se adaptd mejor a la cria artificial
por lo tanto se tuvo mayor nimero de individuos, necesarios para las pruebas, los

bioensayos se ajustaron al numero de larvas disponibles.

4.3.1. Primer bioensayo

Existen diferencias estadisticas altamente significativas entre los diferentes hibridos
de algodon GM gque se evaluaron como tratamientos, con una confiabilidad del 99%
(0=<0.01) al evaluar la mortandad de larvas de S. frugiperda expuestas a las toxinas
Cry de Bt, mediante explantes de hoja y rebanadas de bellota de la planta de

algodon, como dieta natural (Cuadro 6).

Cuadro 6. Cuadrados medios del analisis de varianza sobre la mortandad
de larvas de Spodoptera frugiperda, alimentadas con explantes de hoja
y fruto de 10 hibridos de algodén GM. Buenavista, Saltillo, Coahuila,

México, 2017.
L, Mortandad en  Mortandad en
Fuente de variaciéon gl hoi
oja bellota

Hibridos de algodon Bt 9 282.94** 189.56**
Error 27 17.17 46.75
Total 39

Media 78.75% 51.24%
Desviacion estandar 39.03 48.68
Coeficiente de variacion 20.21% 33.35%

** NS: Diferencia significativa con a< 0.01 y No Significativa, respectivamente; gl: grados de
libertad del error
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Los resultados obtenidos con el analisis de varianza indican que al menos la dieta
con explantes de hoja, presentdé mayor porcentaje de mortandad (79%
aproximadamente), mientras la dieta por medio de rebanadas de bellota presento
una mortandad de 51% (Cuadro 6), lo que indica que al alimentar larvas con hojas
de algoddén Bt, puede ser una opcién factible como fuente de toxinas Cry, en el
establecimiento de experimentos para monitorear los niveles de resistencia a la

tecnologia Bt de poblaciones de lepidépteros en campo.

Blanco et al., (2009) han comprobado como se puede encontrar una respuesta
diferencial, debido a la cantidad de alimento ingerido y, con ello, de toxina
consumida y que algunos ingredientes puedan inferir en la activacion de las

protoxinas Cry

La comparacion de medias por la prueba de Kruskal-Wallis (K-W), se realizo debido
a que los supuestos basicos en el planteamiento del experimento no cumplen con
una escala nominal u ordinal durante el registro de los datos experimentales o
disefios experimentales comunes como lo indica Castillo (2007), pues los datos
empleados para el andlisis no fueron transformados y se trabajé con valores
porcentuales de mortandad; ademas reduce el coeficiente de variacion (Cuadro 6)
para cada variable, lo que no sucede al hacerlo con un analisis de varianza
paramétrico (datos no presentados). De esta forma se logro identificar en cual de
los hibridos de algodén sometidos en el experimento hubo mayor mortandad de
larvas (Cuadro?).

La diferencia entre las medias de rangos ajustadas a los tratamientos por el método
K-W identificd, que de un total de 45 comparaciones entre los hibridos de algodon,
solo 22 (48.8%) presentaron un nivel de significancia del 99% (a<0.01) para la
variable mortandad con dieta a base de explantes de hoja, mientras que para la
mortandad con dieta a base de rebanadas de bellota solo seis (13.3%) fueron
altamente significativas, lo que corrobora la eficiencia del uso de hoja como alimento
para larvas, en este tipo de experimentos (Cuadro 7). Los hibridos que presentaron
mayor numero de comparaciones estadisticamente diferentes al resto fueron:
DP989, DP0912 y FM1740 (Cuadro 7), en este mismo sentido cabe indicar que el

hibrido DP9089, fue considerado como uno de los testigos evaluados, ya que es
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convencional, y no tiene en su estructura genética, la fuente de toxinas Cry, material
gue presento valores bajos de mortandad de larvas en cada uno de los dos tipos de
dieta (25% con hoja y 37.50% con bellota); en el caso de los hibridos DP0912 vy
FM1740, estos no mostraron efectividad de las toxinas Cry, ya que solo el 12.5% de
la mortandad se expresé con la dieta por hoja y el 50% con bellota para el primero
hibrido, mientras que para el segundo, se expreso soélo el 50% tanto en hoja, como
para bellota (Cuadro 7).

Cuadro 7. Comparacion de medias ajustadas entre hibridos de algodén por la prueba de
Kruskal-Wallis, para el porcentaje de mortalidad con dieta natural (explantes de
hoja/rebanada de bellota). Buenavista, Saltillo, Coahuila, México, 2017.

. Porcentaje

H':I;gggr?e mortalidad 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
hoja/bellota

1 DP1321 100/100

2 DP0912 12.5/50 kNS

3 DP0935 100/62.5 NSNS NS

4 FM1740 50/50 FANS kNSNS

5 FEM1830 100/100 NSNS *# NS NSNS NS

6 FM1900 100/50 NS/NS %NS NSNS kNS NSNS

7 FM2007 100/50 NS/NS *x NS NS/NS *x NS NSNS NS/NS

8 FM2334 100/12.5 NS ik kNS NSNS * NS NS fx NSNS NSNS

9 DP1441 100/0 NS ik kNS NSNS * NS NS fx NSNS NSNS NSNS

10 D P989 25/37 . 5 ok [k NS/NS **/NS **/NS Kk [k **/NS **/NS **/NS **/NS

** NS: Diferencia significativa con a< 0.01 y No Significativa, respectivamente;

Segun Helber et al. (2011). a medida que el cultivo se desarrolla, la concentracion
de la proteina disminuye, por ende, en sus primeros estados fenoldgicos, la planta

expresara la mayor concentracion de proteina CrylAc.

4.3.2. Segundo bioensayo

Con los resultados anteriores, se efectudé un segundo experimento en el que se
sometieron de la especie del 3er instar por unidad experimental. Se les alimentd con
rebanadas de bellota de los 10 hibridos en estudio. El andlisis de varianza bajo un
supuesto estadistico no paramétrico arrojé que no existen diferencias significativas

entre los 10 hibridos estudiados (Cuadro 8).
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En el primer bioensayo, se obtuvo que, al utilizar frutos de algodén, no existe mucha
eficacia en la mortandad de larvas, esto debido a que la concentracion de las toxinas
en las diferentes partes de la planta es diferente. Arévalo et al., (2011) indican que
la dieta ideal para poder evaluar la susceptibilidad de la especie a las diferentes
toxinas Cry, es aquella en la que el consumo y la presencia de nutrientes sean
similares a la planta hospedera y, de la misma forma, que ninguno de los
ingredientes altere la activacion de la protoxina (Helber et al., 2011).

Cuadro 8. Cuadrados medios del andlisis de varianza sobre la mortandad
de larvas de Spodoptera frugiperda, alimentadas con fruto (rebanadas
centrales de bellotas con 1.5 a 2.0 cm de diametro) para 10 hibridos de
algodon GM. Buenavista, Saltillo, Coahuila, México, 2017.

FUENTE DE VARIACION gl PORCENTAJE DE MORTALIDAD

Hibridos 9 250.83NS
Repeticion 4 209.46NS
Error 36 197.24
Total 49

Media 62%
Desviacién estandar 22.94
Coeficiente de variacion 55.07%

NS: Diferencias no significativas con 0<0.01 y a<0.05; gl: grados de libertad del error

La especificidad de las proteinas Cry o delta-endotoxinas de B. thuringiensis es tan
alta que solo atacan a un grupo especifico de insectos, como por ejemplo las larvas
de los lepidépteros. Cuando estos genes son integrados al genoma de las plantas,
éstas producen la toxina como cualquier otra proteina en sus tejidos, en forma
sistémica. Si una plaga susceptible ingiere el tejido de la planta transgénica, la plaga
se intoxicara y morira sin siquiera haber causado un dafio perceptible a la planta.
Se ha observado que los cultivos Bt presentan su maxima expresion durante la
floracion del cultivo, para después disminuir significativamente sus niveles de
expresion. Cuando los tejidos de la planta mueren, la proteina Cry también se

degrada rapidamente (Ibarra et al., 2015)
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4.3.3. Tercer bioensayo

Al probar las mismas condiciones experimentales que el segundo bioensayo, pero
cambiando solo la dieta a explantes de hoja, se pudieron apreciar diferencias
significativas en el andlisis de varianza con una confiabilidad del 95% y un a<0.05,
entre los hibridos de algodén (Cuadro 9), por lo que al utilizar este tipo de tejido
vegetal como dieta a lepidépteros y como fuente de toxinas Cry en pruebas de
resistencia a la tecnologia Bt en cultivos GM

Se pueden obtener resultados favorables y confiables en el monitoreo de las
poblaciones provenientes de campo y la determinacion de los niveles de resistencia

de los insectos a las toxinas Cry del Bt.

Cuadro 9 Cuadrados medios del analisis de varianza sobre la mortandad
de larvas de Spodoptera frugiperda, alimentadas con explantes de
hoja (1.0 cm?) para 10 hibridos de algodén GM. Buenavista, Saltillo,
Coahuila, México, 2017.

FUENTE DE VARIACION gl PORCENTAJE DE MORTALIDAD

Hibridos () 9 416.93*
Repeticion 4 70.55NS
Error 36 142.92
Total 49

Media 48%
Desviacién estandar 39.07
Coeficiente de variacion 48.88%

** NS: Diferencia significativa con a< 0.01 y No Significativa, respectivamente; gl: grados de
libertad del error

La comparacién de medias entre los valores de mortandad registrado en cada uno
de los hibridos para la significancia obtenida en el analisis de varianza indic6, que
solo cuatro comparaciones presentaron una confiabilidad del 99% (a<0.01) y nueve
del 95% (a<0.05), todas con respecto a un total de 45 posibles comparaciones entre
los rangos ajustados de la variable en estudio por la prueba de K-W en el andlisis

no paramétrico.
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El porcentaje de mortalidad de las larvas bajo dieta con explantes de hoja en los
hibridos DP1321 y FM1830 (ambos con el 90% de la mortandad de larvas) son
diferentes estadisticamente, considerando una confiabilidad del 99% y un a<0.01,
al porcentaje que presentaron los hibridos FM2007 (20%) y DP1441 (10%), siendo
este Ultimo un testigo como la fuente de toxinas Cry; para el otro testigo
completamente convencional, el hibrido DP989 se reportdé un porcentaje de
mortandad del 40% (Cuadro 10).

Cuadro 10. Comparacién de medias ajustadas entre hibridos de algodén por la prueba de
Kruskal-Wallis, para el porcentaje de mortalidad con dieta a base de hojas de algodon.
Buenavista, Saltillo, Coahuila, México, 2017.

Hibridos de Porcentaje de

algodon mortalidad 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

hoja

1 DP1321 920

2 DP0912 40

3 DP0935 40 * NS

4  FM1740 50 NS NS

5  FM1830 90 NS x o« NS

6  FM1900 40 *# NS NS NS s

7 FM2007 20 ** NS NS NS *%* NS

8 FM2334 60 NS NS NS NS NS NS NS

9 DP1441 10 ** NS NS NS *% NS NS *

10 DP989 40 * NS NS NS * NS NS NS NS

*, ** NS: Diferencia significativa con a< 0.01, as< 0.05 y No Significativa, respectivamente;

Las plantas transgénicas se han desarrollado con el objeto de resolver una gran
diversidad de problemas como la tolerancia a factores ambientales, el aumento en
la calidad nutricional de los cultivos, la produccion de materiales industriales o de
vacunas y la resistencia a plagas y enfermedades, los productos bioinsecticidas con
base en B. thuringiensis han demostrado desde hace varias décadas su inocuidad
hacia los insectos no-blanco. Las toxinas de B. thuringiensis son muy especificas
hacia las plagas que controla. La mayoria de las toxinas conocidas tiene un efecto
variable entre larvas de las especies de lepiddpteros, es importante hacer notar que
sélo algunas especies de lepiddpteros son plagas agricolas, y que el resto de los
lepidopteros son potencialmente susceptibles a las toxinas que producen los
cultivos Bt (Ibarra et al., 2015).
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V. CONCLUSIONES

Las condiciones artificiales de cria y mantenimiento de poblaciones de insectos
lepidopteros requieren de un control estricto de las condiciones ambientales y
fotoperiodo, asi como del manejo de la sanidad para el buen establecimiento y

evaluacion de los individuos en laboratorio.

La utilizacién de la dieta vegetal proveniente de materiales de Algodén Bt permite
evaluar la respuesta de las larvas a las toxinas Cry mediante el establecimiento de

bioensayos.

La utilizacion de explantes de hoja de hibridos de algodon Bt son una fuente
promisoria de toxinas Cry en el establecimiento de bioensayos para protocolos de
investigacion y permiten evaluar poblaciones de lepiddpteros presuntamente
resistentes provenientes de campos cercanos a los cultivos GM con resistencia a

lepidopteros
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