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RESUMEN

Los bioinsecticidas con base en las proteinas producidas por Bacillus thuringiensis
son de los mas utilizados para el control de plagas en todo el mundo. Su uso se ha
incrementado con el cultivo de plantas genéticamente modificadas que expresan
uno o mas genes que codifican proteinas Cry, capaces de producirlas en todos sus
tejidos. Los genes mas usados son aquellos que codifican para las toxinas CrylA,
CrylAb y la CrylAc, principalmente en cultivos como algodon y maiz. El uso de
estos cultivos Bt desde su introduccion comercial en 1996, causo toda una
revolucién en la agricultura contemporanea, y cada afio se emplean en mayores
extensiones de tierra para su siembra. Las plantas modificadas genéticamente para
producir toxinas de B. thuringiensis, reduce la dependencia de insecticidas quimicos
convencionales, proporcionando beneficios en lo econémico, en la salud y son una
alternativa ecoldgica, ya que; en comparacién con los insecticidas quimicos son
menos perjudiciales para la vida silvestre, debido a su baja toxicidad para los
vertebrados y la mayoria de los organismos benéficos, sin embargo; la evolucion de
resistencia a las toxinas Bt por las plagas podria interrumpir dichos beneficios y
plantea una amenaza constante para su uso sostenible en la agricultura. En la
comarca Lagunera. Se siembra algoddn genéticamente modificado desde hace 22
afos, y cercano a este también se siembra maiz convencional para su uso como
forraje principalmente. El algoddn y maiz son cultivos que comparten algunas plagas
y que son objetivo de B. thuringiensis, como son Helicoverpa zea, Heliothis
virescens y Spodoptera frugiperda, aunque esta Ultima con mayor preferencia por
el maiz; lo que sugiere un flujo constante de estos insectos entre estos cultivos, y
donde el maiz puede ser un reservorio para individuos con caracteristicas de
resistencia a la toxina de Bt; ademas, de que se predispone la entrada de nuevos
cultivos GM, que comparten plagas blanco de Bt, como es el caso del maiz Bt, lo
que podria traer consigo falta de eficacia del nuevo cultivo, mucho antes de su
establecimiento. El objetivo del presente trabajo fue monitorear alelos de resistencia
a la toxina CrylAc de B. thuringiensis en S. frugiperda de maiz convencional,
asociado a algodon genéticamente modificado. Se realizé la extraccion de ADN y
amplificacion por PCR de larvas de tercer estadio de S. frugiperda de localidades
de Francisco |. Madero y Matamoros Coahuila (asociado a algodon Bt) y se comparé
con poblaciones de S. frugiperda libres de cultivos Bt provenientes del Estado de
Veracruz, Morelos y Jalisco. En la PCR se utilizaron 10 pares de primer’'s para la
amplificacion de alelos de resistencia del gen que codifica para la toxina CrylAc de
B. thuringiensis. La extraccion de ADN y su visualizacién dieron como resultado
positivo, indicando la presencia de ADN con bandas suficientemente marcadas y/o
visibles (buena calidad del ADN), el cual se proces6 por PCR, dando como resultado
una amplificacion negativa para todas las muestras, mostrando que no existe ningin
alelo que le confiera resistencia a S. frugiperda a la toxina CrylAc del algodéon
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genéticamente modificado, por lo que la tecnologia Bt se mantiene efectiva contra
S. frugiperda y no predispone la entrada de nuevos cultivos Bt, particularmente
maiz.

Palabras clave: Gen Bt, gusano cogollero, resistencia, toxina CrylAc, transgénico
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1- INTRODUCCION

El gusano cogollero Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)
es un insecto polifago que ocasiona numerosas pérdidas en diversos cultivos; esta
caracteristica, junto a su poder de aclimatacion a diferentes condiciones permite
que su distribucion geogréfica sea amplia (Abbas et al.1989). Es la plaga del maiz
Zea mays L. (Poaceae) mas importante en diferentes paises del continente
americano (Casmuz et al., 2010). Ataca este cultivo con niveles de densidad
variables, pero siempre poniendo en riesgo la productividad del mismo. Cuando
afecta las plantas jovenes, los dafios pueden ser totales, mientras que, si afecta las
plantas en estados fenoldgicos avanzados, pueden reponerse de la defoliacién
llegando a una produccion normal (Andrews, 1988; Willink et al., 1993 a, b; Artigas,
1994; Virla et al., 1999; Clavijo y Pérez, 2000; Pogue, 2002).

Actualmente, las estrategias para el manejo de esta plaga, incluyen el uso de
insecticidas quimicos y la utilizacion de cultivos transgénicos que expresan toxinas
derivadas de la bacteria Bacillus thuringiensis Berliner. Estas plantas resistentes a
insectos han sido modificadas por ingenieria genética para producir toxinas de tipo
proteico (codificadas por los genes Cry), obtenidas de distintas cepas de B.
thuringiensis (Mentaberry y Ghio, 2002), convertidas en “plantas insecticidas”
generalmente se hace referencia a estos tipos de plantas como “plantas o cultivos
Bt” Ej. Maiz Bt y Algodon Bt (Vaeck et al., 1987). La resistencia marca un cambio
genético en respuesta a la seleccion por toxicos que pueden disminuir el control en
el campo (Sawicki, 1987). Dicho de otra manera, es el caracter heredable
consistente en la menor susceptibilidad (fenotipo) de un insecto (individuo) a la
toxina Bt en relacién a individuos de la misma poblacién (Crava et al. 2013). Se
complementa este concepto refiriendo a la tolerancia como una medida cuantitativa
de la resistencia que esta distribuida entre los individuos de una poblacion, al definir
a la resistencia como un caracter heredable, cabe considerar el genotipo que lo
determina y su frecuencia en la poblacion, la que frente a la presion de seleccion
gue ejerce el insecticida, crecerd en el tiempo (Caprio et al., 2008). Lo cual es
considerado como un proceso inevitable, debido a la presién de seleccion continua
gue se sigue ejerciendo con las aplicaciones de insecticidas (Brattsten, 1989).

Los antecedentes sobre el desarrollo de resistencia a insecticidas indican que, Si
una poblacion de la plaga se expone en forma continua a un insecticida, la
plasticidad genética de la poblacién eventualmente permitirA que algunos pocos
individuos resistentes se seleccionen a través de las generaciones, para
posteriormente conformar una poblacién de individuos resistentes. Por lo tanto,
conociendo que las plagas susceptibles a las toxinas Cry tienen el potencial de
desarrollar resistencia hacia ellas, y que los cultivos Bt exponen en forma creciente



y continua a las poblaciones plaga a la presion de seleccion de una o varias
proteinas Cry, es logico prever que se combinan las circunstancias para el
desarrollo de la resistencia, como respuesta frente a un peligro, eliminando no solo
la posibilidad de seguir utilizando las proteinas Cry como medida de control de
plagas, sino también predisponiendo a las plagas al uso de los productos a base de
B. thuringiensis. El desarrollo de resistencia se produce principalmente por usar
siempre el mismo insecticida y a dosis alta. Esta condicidon la cumplen
perfectamente los OGM'S (Tabashnik et al., 2004).

En plagas de lepidoptera, el tipo mas comun de resistencia a las toxinas Bt se
denomina "modo 1." Modo 1 implica un alto nivel de resistencia a por lo menos una
toxina Cry, a la herencia recesiva, la reduccién de la union a las membranas del
intestino medio de al menos una toxina Cry (Tabashnik et al., 2004). La explicacién
mas simple para el modo 1 de resistencia es, que las modificaciones de los sitios
objetivo reducen o eliminan la unién de las toxinas Cry en los individuos
homocigotos resistentes, pero tienen poco efecto sobre la susceptibilidad de los
individuos heterocigotos a las toxinas (Morin et al., 2003; Soberon y Bravo, 2008).

También existen evidencias de mutaciones que afectan la expresion de los
receptores tipo cadherina, que resultan en insectos resistentes a las toxinas Cry, y
tienen un costo en el desempefio de los insectos en la naturaleza, evitando que las
mutaciones que afectan a esta proteina se fijen en la poblacion de insectos
(Soberon y Bravo, 2008).

Con avances de la tecnologia, se ha podido desarrollar nuevos métodos para
determinar la manifestacion de resistencia por parte de un organismo; para el caso
de un organismo genéticamente modificado, la resistencia ha sido detectada por
medio del ADN basado en alelos de resistencia en heterocigotos, esa seleccion, sin
embargo, requiere del conocimiento de alelos de resistencia en poblaciones de
campo que estan asociados con la supervivencia en los cultivos Bt (Tabashnik, et.
al., 2004). Hasta hace algunos afios, la deteccién basada en ADN no podia aplicarse
para resistencia a Bt, porque la base genética de la resistencia era desconocida.
Actualmente hay pruebas de especies de lepiddpteros, donde se reconoce que la
resistencia a las toxinas Cry puede ser causado por mutaciones en un gen que
codifica para cadherina, proteina expresada en el intestino medio de las larvas. Esta
mutacion proporciona la oportunidad de desarrollar y probar métodos de diagnostico
basados en el ADN de este gen (Yang et al. 2006; Gahan et al., 2007; Yang et al.
2007).



1.1- OBJETIVO

Monitorear alelos de resistencia a la toxina CrylAc de Bacillus thuringiensis en
Spodoptera frugiperda de maiz convencional, asociado a algodon genéticamente
modificado.

1.2- JUSTIFICACION

El algodon y maiz son cultivos que comparten algunas plagas y que son objetivo de
B. thuringiensis, como son H. zea, H. virescens y S. frugiperda, esta ultima con
mayor preferencia por el maiz; lo que sugiere un flujo constante de estos insectos
entre estos cultivos, y donde el maiz puede ser un reservorio para individuos con
caracteristicas de resistencia a la toxina de Bt; ademas, de que se predispone la
entrada de nuevos cultivos GM, que comparten plagas blanco de Bt, como es el
caso del maiz Bt, lo que podria traer consigo falta de eficacia del nuevo cultivo,
mucho antes de su establecimiento.

Este cultivo biotecnolégico permanece vigente con alta prioridad por las
implicaciones que tiene para el pais, particularmente por ser este su centro de
origen y la importancia econémica y social que representa.

1.3- HIPOTESIS

En 22 afios de siembra de algodon genéticamente modificado en la comarca
lagunera, el flujo de poblaciones de Spodoptera frugiperda entre algodén GM-maiz
convencional, pudieran escapar al efecto la toxina Cry1Ac de Bacillus thuringiensis
resultando en el desarrollo de resistencia a estas toxinas.



2- REVISION DE LITERATURA

2.1. — Resistencia a Bacillus thuringiensis

La resistencia es el caracter heredable consistente en la menor susceptibilidad
(fenotipo) de un insecto (individuo) a la toxina de Bacillus thuringiensis Berliner (Bt)
en relaciéon a individuos de la misma poblacion (Crava et al. 2013). Complementan
este concepto refiriendo a la tolerancia como una medida cuantitativa de la
resistencia que esta distribuida entre los individuos de una poblacion. Al definir a la
resistencia como un caracter heredable, cabe considerar el genotipo que lo
determina y su frecuencia en la poblacion, la que frente a la presion de seleccién
gue ejerce el insecticida, crecera en el tiempo (Caprio et al., 2008).

La resistencia de campo a una toxina Bt (field-evolved resistance en la literatura
internacional vigente) es la menor susceptibilidad de una poblacion de insectos
como consecuencia de la exposicidén a esa toxina a campo, en relacion a la linea
base de susceptibilidad, a su vez definida como la CLso (concentracion de una toxina
que provoca la muerte del 50% de la poblacion) de la toxina Bt en poblaciones de
diferentes regiones previa a la introduccion de la toxina (Bernardi et al., 2012). Si
bien la expresién "linea base de susceptibilidad" es ampliamente utilizada,
Tabashnik et al. (2014) proponen referirse a susceptibilidad inherente, expresion
mas acorde al concepto involucrado. Con estas definiciones, para cerrar un grupo
basico de términos de referencia sélo resta agregar que la evolucion de resistencia
de campo a una toxina Bt es el proceso de seleccion natural (Heckel, 2012) que
provoca una disminucion de la susceptibilidad (a la toxina Bt) en una poblacion a
campo.

2.1.1. - Resistencia cruzada positiva

La resistencia cruzada ocurre cuando la resistencia a un insecticida confiere
resistencia a otro insecticida, incluso cuando el insecto no ha sido expuesto a este
altimo producto. Claramente, debido a que la poblacion de insectos plaga suelen
ser de gran tamafio y se reproducen rapidamente, siempre existe el riesgo de que
la resistencia a los insecticidas pueda evolucionar, especialmente cuando los
insecticidas se usan mal o se usan en exceso (IRAC, 2018).

Monge (1986) Indica que la resistencia que se genera en los insectos a un
determinado plaguicida y a otros que no se han aplicado, pero que tienen forma de
accion o de detoxificacion similar, siendo la resistencia cruzada negativa lo contrario
cuando al aplicar un plaguicida aumenta la resistencia a esta, pero disminuye en
otros.



2.1.2. - Resistencia multiple

Se da cuando el genotipo confiere resistencia a un amplio rango de grupos
plaguicidas (Moberg, 1990)

Georgiou y Lagunes (1991), demuestran que la mayoria de las especies resistentes
son dipteros, en orden descendente se ubican los lepiddpteros, coledpteros, acaros,
homépteros y heterdpteros (Hemiptera). 504 especies de artropodos resistentes a
uno o mas plaguicidas hasta 1989. De las especies resistentes 481 son dafiinas
(283 son de importancia agricola y el resto de importancia médico-veterinaria) y 23
benéficas. Los mismos autores sefialan que en el examen del crecimiento de la
resistencia, los datos anteriores no reflejan la acumulacién de mecanismos de
resistencia que se obtiene al contabilizar el nUmero de productos quimicos que cada
especie puede resistir. Al calcular este dato se obtiene un total de 1640 casos de la
combinacion especies/grupos de insecticidas (lo que demuestra un claro aumento
del desarrollo de resistencia multiple) y 4458 casos de la combinacion numero de
especies/insecticidas/pais que nos indica la extension geografica de la resistencia.

2.2. - Mecanismos de resistencia

Hay varias formas en que los insectos pueden volverse resistentes a la proteccion
de cultivos insecticidas y a los productos de salud publica (IRAC, 2018).

2.2.1.- Resistencia metabdlica.

Los insectos resistentes pueden desintoxicar o destruir la toxina mas rapido que los
insectos susceptibles, o eliminar rapidamente de sus cuerpos las moléculas toxicas.
La resistencia metabdlica es el mecanismo mas comun y, a menudo, presenta el
mayor desafio. Los insectos usan sus sistemas de enzimas internas para
descomponer los insecticidas. Las cepas resistentes pueden poseer niveles mas
altos o formas mas eficientes de estas enzimas. Ademéas de ser més eficientes,
estos sistemas enzimaticos también pueden tener un amplio espectro de actividad
(es decir, pueden degradar muchos insecticidas diferentes) (IRAC, 2018).

2.2.2.- Resistencia del sitio objetivo

El sitio objetivo donde el insecticida actia en el insecto puede modificarse
genéticamente para evitar que el insecticida se una o interactie en su sitio de
accion, reduciendo o eliminando el efecto pesticida del insecticida (IRAC, 2018).



2.2.3. - Resistencia a la penetracion

Los insectos resistentes pueden absorber la toxina mas lentamente que los insectos
susceptibles. La resistencia a la penetracién ocurre cuando la cuticula externa del
insecto desarrolla barreras que pueden retardar la absorcion de los quimicos en sus
cuerpos. Esto puede proteger a los insectos de una amplia gama de insecticidas.
La resistencia a la penetracion esta frecuentemente presente junto con otras formas
de resistencia, y la penetracion reducida intensifica los efectos de esos otros
mecanismos (IRAC, 2018).

2.2.4. - Resistencia por comportamiento

Los insectos resistentes pueden detectar o reconocer un peligro y evitar la toxina.
Este mecanismo de resistencia ha sido reportado para varias clases de insecticidas,
incluyendo organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretroides. Los
insectos pueden simplemente dejar de alimentarse si se encuentran con ciertos
insecticidas, o abandonar el 4rea donde se produjo la fumigacion (por ejemplo,
pueden moverse hacia la parte inferior de una hoja rociada, moverse mas profundo
en el dosel del cultivo o volar lejos del area objetivo) (IRAC, 2018).

2.3. - Tipos de resistencia en insectos

Georghiou (1965) clasific6 la resistencia en tres tipos: Resistencia por
comportamiento, morfolégica y fisiologica.

2.3.1 - Resistencia por comportamiento

Es cuando los insectos no entran en contacto con el insecticida debido a un
comportamiento de escape (Monge, 1986).

Se refiere a los patrones de comportamiento que contribuyen a la resistencia, estos
pueden ser habitos tales como la preferencia a descansar en areas no tratadas con
insecticidas en lugar de areas tratadas, o bien la deteccion del insecticida y la
tendencia a evitarlo antes de ponerse en contacto con él (Carrillo, 1984).

La accion irritante que produce un insecticida en algunos miembros de la poblacion,
ocasiona que éstos no sean controlados por el agroquimico. Por tanto, cuando
dichos individuos se vuelven mayoria en la poblacion, se dice que es resistente,
cuando en realidad dichos individuos son mas susceptibles que los normales, ya
gue, si son expuestos forzosamente al toxico, su DL50 sera menor que la de los
individuos normales (Lagunés, 1991).



Como ejemplo de la accién repelente, tenemos a las moscas después de un tiempo,
ya no se acercan a cebos con azlcar que contienen malation; ésta es un tipo de
resistencia que depende del estimulo. También se ha comprobado que hay moscas
que tienen la costumbre de posarse en la parte superior de los establos,
caracteristica que las hace eludir el insecticida. Ademas; en Rhodesia la mayoria
de los mosquitos eran endofilos, pero actualmente los mosquitos viven y se
alimentan fuera de las casas, después de 14 afios de seleccibn con BHC
(hexacloruro de benceno) los mosquitos enddfilos fueron eliminados (Lagunes,
1991).

2.3.2. - Resistencia morfolégica

Se presenta cuando alguna caracteristica morfolégica ocasiona la resistencia, por
ejemplo, una menor area de exposicion al téxico (Carrillo, 1984). Debido a las
caracteristicas morfolégicas de los insectos, éstos no son afectados por los
insecticidas (principalmente por impermeabilidad en la cuticula) (Monge, 1986).

2.3.3. - Resistencia fisioldgica o bioquimica

Es el tipo de resistencia mas importante; los insectos adquieren resistencia de dos
formas. Por adicion de un mecanismo de proteccidn y por insensibilidad en el sitio
de accién. La mas frecuente puede ser debido a mecanismos de proteccion, tal es
mayor almacenamiento en tejidos inertes. También se pueden presentar
alteraciones en el sitio de accion; con fines de manejo los tipos de resistencia se
agrupan en mecanismos de resistencia metabolicos y no metabdlicos. Son
mecanismos metabdlicos cuando involucran cambios enzimaticos, y no metabdlicos
cuando se refiere a cambios en sensibilidad del sitio activo, en la tasa de
penetracién, almacenamiento o excrecién, asi como en el comportamiento o la
forma de los insectos (Monge, 1986).

Los principales factores que intervienen en este tipo de resistencia son: (Monge,
1989).

v" Penetracion reducida, generalmente en los insectos resistentes se presenta
una menor penetracion del téxico, lo que amplifica la accion del mecanismo
metabdlico que pudiera existir. Solamente se ha registrado el caso de Aedes
aegypti L. (Diptera: Culicidae) en el cual la penetraciéon reducida es por si
sola, responsable de la resistencia de 5X a malation.

v" Mayor almacenamiento de tejidos inertes, normalmente en el tejido graso. Al
respecto, no hay registros de colonias resistentes solo por este factor.



v" Aumento de la excrecién. Por si solo no produce altos niveles de resistencia;
no se tienen evidencias de colonias resistentes por una excrecion
aumentada.

2.4. - Plantas transgénicas Bt

La ingenieria genética desarrollo varias especies de plantas que expresan genes
Cry de B. thuringiensis y las ha convertido en “Plantas insecticidas”, generalmente
se hace referencia a los tipos de plantas como “plantas o cultivos Bt” Ej. Maiz Bty
Algodon Bt. El primer informe de una planta transgénica con un gen Cry de B.
thuringiensis data de 1987 (Vaeck et al., 1987).

Se desarrollaron plantas de tabaco Nicotiana tabacum L. (Solanaceae) que
producian cantidades suficientes de proteina Cry para controlar larvas de primer
estadio de Manduca sexta L. (Lepidoptera: Sphingidae). Desde entonces diez tipos
de genes Cry distintos se introdujeron en 26 especies vegetales: CrylAa, CrylAb,
CrylAc, CrylBa, CrylCa, CrylH, Cry2Aa, Cry3A, Cry6A y Cry9C (Vaeck et al.,
1987).

2.4.1. - Ventajas de las plantas Bt (Hossain y Khetan, 2004).

v" Reducen la necesidad de aplicar insecticidas y de proveer una proteccion
duradera a lo largo del cultivo.

v Los Unicos insectos expuestos a la toxina son aquellos que se encuentran
alimentandose de los cultivos y no otros.

v' Brindan a los agricultores una alternativa al uso de pesticidas quimicos y
tienen una alternativa para el control de plagas de importancia econémica
gue son dificiles de controlar por los primeros.

Estas ventajas se ven reflejadas finalmente en beneficios enormes para la
produccion de alimentos y en una mejor calidad medio ambiental en todo el mundo
(Hossain y Khetan, 2004).

Asi como también las plantas Bt poseen la gran desventaja que radica en la posible
generacion de resistencia en ciertas poblaciones naturales de insectos que se
alimentan de ellas. Esto determinaria la inutilizacién de determinadas proteinas Cry
para el control, mediante su empleo en plantas transgénicas o con los
bioinsecticidas que los contengan (Gonzéalez-Cabrera, 2001).

El algodén Bt se cultivd por primera vez en Estados Unidos, Australia y México en
1996 y posteriormente, se introdujo comercialmente a otros paises: Argentina,



China, y Sudéafrica y mas recientemente a paises como India y Colombia (James,
2004).

Los modelos actuales sugieren que las plantas que expresan dos genes Cry
diferentes (o un gen Cry y otro de distinto tipo, que son reconocidos por un receptor
distinto son mas efectivos en el control de insectos plaga y tendrian el potencial de
demorar la aparicion de resistencia (Zhao et al., 2003).

2.5. - Resistencia a las proteinas Cry
2.5.1. — Generalidades

La resistencia se define como “un cambio heredable en la sensibilidad de una
poblacion de plagas que se refleja en el fracaso repetido de un producto para
alcanzar el nivel de control esperado cuando se usa de acuerdo a la etiqueta para
la plaga especializada” (IRAC, 2018).

2.6. - Cultivos genéticamente modificados para resistencia a insectos

Mediante el ADN recombinante se ha revolucionado la produccién agricola, con
hibridos genéticamente modificados para diferentes caracteristicas de importancia.
En un principio, las modificaciones genéticas estuvieron regidas por las
necesidades en el campo, enfocado a una mayor productividad, en la actualidad
presentan distintas caracteristicas de importancia: mejoramiento de caracteristicas
de interés (contenido nutricional), para la produccion farmacéutica (insulina humana
en bacterias y levaduras), larga vida de anaquel (tomate flavr sarvr), resistencia a
estrés abibtico (sequia, frio), resistencia a herbicidas (glifosato y glufosinato),
resistencia a plagas (lepidépteros y coledpteros), entre otras caracteristicas de
importancia (Rodriguez y Gonzélez, 2007).

El ataque por insectos representa uno de los aspectos importantes del cultivo
vegetal. Son numerosas las plagas de todo tipo de plantas producidas por muchos
insectos. Su interés es enorme desde el punto de vista econémico, incluyendo no
solo la pérdida de cosechas sino los gastos necesarios para su control y prevencion,
por lo general de tipo quimico. No puede olvidarse, tampoco su repercusion social,
por la merma en el abastecimiento ciudadano de alimentos de primera necesidad,
en particular en paises subdesarrollados (Rodriguez et al., 2003). Un buen ejemplo
de cultivos genéticamente modificados para resistencia a insectos esta mediado por
la proteina cristal (Cry) producida por Bacillus thuringiensis Berliner (Bacillales:
Bacillaceae). Denominada endotoxina, que resulta toxica, selectivamente, ante el
ataque de insectos plaga de importancia economica, principalmente del orden



Lepidoptera y ColeoOptera (Silva, 2005a; 2005b). Estos cultivos que producen
toxinas de Bacillus thuringiensis para el control de insectos representan la primera
generacion de cultivos transgénicos insecticidas (Sisterson et al., 2007) y tras 22
afos de su comercializacion, plantados por primera vez en 1996, los considerables
beneficios econdmicos, ambientales y sociales que ofrece este tipo de cultivos, han
llevado a millones de agricultores de todo el mundo a seguir aumentando la
superficie agro biotecnologica (James, 2014; ISSSA, 2018); motivo por el han sido
considerados como una alternativa de manejo de plagas en la agricultura
(Fernandez et al., 2007).

2.7. - Casos de Resistencia

A inicio de la liberacion de organismos genéticamente modificados Bt, ya se habian
hecho comparaciones a proteinas insecticidas de B. thuringiensis con la palomilla
dorso de diamante Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae) provenientes de
campo y expuestas a ingredientes a base de toxinas Cry, encontrandose una
resistencia cruzada de 100 veces a las toxinas CrilJ y HO4, un hibrido | y Il de
Cry1lAb y el dominio Ill o CrylC, resistencia cruzada seis veces a CrylBb vy triple
para CrylD, niveles altos de resistencia a CrylAa, CrylAb, CrylAc y niveles altos
de resistencia cruzada a CrylF, CrylJ, HO4 (Tabashnik et al., 1996), resistencia
cruzada debido a un gen autosémico recesivo que le confiere este tipo de
resistencia a diferentes toxinas y ademas este insecto plaga puede desarrollar
resistencia a algunos grupos de toxinas mucho mas rapido de lo que se esperd
(Tabashnik et al., 1997).

A cuatro afios de la liberacion de cultivos Bt, se reporté la frecuencia de un alelo
recesivo de resistencia que confiere la toxina CrylAc de Bt en cepas de gusano
rosado Pectinophora gossypiella Saunders (Lepidoptera: Gelechiidae) de campos
de algodon Bt en Arizona en 1997 y estudios realizados no detectaron un aumento
en la frecuencia de este alelo de resistencia en 1999, siendo eficaz el algodon Bt
para controlar gusano rosado (Tabashnik et al., 2000a).

Se reporta una sustitucion en los receptores de la toxina CrylAc aminopeptidasa y
proteina cadherina en H. virescens producto de una mutacién, originando la pérdida
del sitio de unién de la toxina CrylAc, demostrandose que estos receptores han
disminuido su vinculacion a la toxina, llevando a generar resistencia en los insectos
de la CrylA (Xie et al., 2005).

Se detectan altos niveles de resistencia de Helicoverpa armigera (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae) a la toxina Cry2Ab del algodon Bt debido a un gen

autosomico de caracter recesivo en Australia (Mahon et al., 2007).
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Primera deteccion de dos alelos de resistencia de B. thuringiensis en H. armigera
en campos de algodon Bt, demostrando que estos insectos pueden completar su
desarrollo en el cultivo Bt (Yang et al., 2007).

Se informa por primera vez de resistencia en campo para el barrenador del tallo
Busseola fusca (Fuller) (Lepidoptera: Noctuidae) en maiz Bt (MON 810) en Africa,
evaluando la progenie de insectos recogidos en maiz Bt y convencional, infestando
artificialmente en invernadero plantas con larvas recién emergidas, con
sobrevivencia de las larvas provenientes del maiz Bt, concluyendo el desarrollo de
resistencia para este insecto (Van Rensburg, 2007).

Datos de 2002 a 2006 en pruebas de campo para H. zea, han reportado el desarrollo
de resistencia a CrylAc en algodon Bt en 14 poblaciones de Arkansas, Georgia y
Mississippi, con coeficientes de resistencias mayores a 100, incluyendo dos
poblaciones con tasas de resistencia mayores a 1000 (Tabashnik et al., 2008).

Se presenta informe de resistencia en laboratorio a la toxina CrylAc en dos
poblaciones de gusano elotero/bellotero (H. zea) plaga objetivo del maiz y algodon
con una proporcién de resistencia con mas de 100 veces después de 11
generaciones, manteniéndose en ese nivel durante nueve generaciones para una
poblacién, mientras que otra se estanco después de 11 generaciones alcanzando
la proporcion de resistencia doce afios (Anilkumar et al., 2008).

Han surgido brotes de resistencia en campo en respuesta a los cultivos Bt, como es
el caso de poblaciones de la Palomilla de la col (P. xylostella), otro caso es el gusano
falso medidor de la col Trichoplusia ni (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) que ha
evolucionado a aerosoles Bt en invernadero y cepas de laboratorio de muchas
plagas que se han seleccionado por su resistencia a las toxinas Bt (Tabashnik et
al., 2008).

Otra plaga importante, H. armigera, ha generado un aumento en la frecuencia de
resistencia al gen Bt incorporado en una variedad de algodén sembrada en China
(Liu et al., 2008), por otro lado Gao et al. (2009) reportan una baja frecuencia de
alelos de resistencia debido a un buen control de los refugios.

En estimaciones hechas en E.U. de los alelos de resistencia en el gusano bellotero
H. virescens a la exposicion constante de la toxina CrylAc que expresa el algodén
Bt, no se reportaron diferencias significativas a las estimaciones hechas en 1993,
concluyendo no haber encontrado evidencia de que las poblaciones de H. virescens
se hayan vuelto mas resistentes a la toxina CrylAc (Blanco et al., 2009).

11



Se describe el desarrollo de resistencia del gusano cogollero S. frugiperda al maiz
Bt evento TC1507 que produce la toxina CrylF en Puerto Rico (Storer et al., 2010).

De recolectas hechas en la India de 2008-2010 de larvas de gusano rosado P.
gossypiella en algodén Bt, se presento la primera evidencia del desarrollo de
resistencia en campo del gusano rosado a la toxina CrylAc del algoddn Bollgard I,
no se presentd resistencia cruzada a la toxina Cry2Ab2 del Bollgard 1l (Dhurua y
Guijar, 2011).

Se realiza el primer reporte de desarrollo de resistencia en campo de un coleoptero,
en la especie Diabrotica virgifera virgifera LeConte (Coleoptera: Chrysomellidae) al
maiz Bt con la toxina Cry3Bbl, principalmente debido a la falta de plantaciones
insuficientes de refugios y a la herencia no recesiva de la resistencia (Gassmann et
al., 2011).

En China se reporta el desarrollo de resistencia del gusano bellotero del algodén H.
armigera a la toxina CrylAc, aunque no se ha reportado la falta de control en campo
(Zhang et al., 2011)

Se publico el desarrollo de resistencia del gusano S. frugiperda (recolectados en
2013) al maiz Bt con la toxina CrylFa en Brasil con mas de 10 veces (10 X) los
niveles de resistencia comparada con una susceptible. La poblacion de campo se
mantuvo con alimento sin toxina Bt, manteniendo altos niveles de resistencia a la
toxina por 8 generaciones, ademas mostro mayor resistencia cruzada a la toxina
CrylAa, que a las toxinas CrylAb o a CrylAc (se insertan en el mismo sitio de
unioén), situacién contraria con las toxinas Cry2A. Sin embargo, el refugio usado fue
por debajo del recomendado (10%) o simplemente no se usé (Monnerat et al.,
2015).

2.8. - Caracteristicas generales de Bacillus thuringiensis

2.8.1. - Bacillus thuringiensis

Es una bacteria del suelo Gram-positiva, aerobio estricto, flagelado, que mide de 3
a5 um de largo por 1 a 1,2 um de ancho y presenta una distribucién cosmopolita
(Gordon et al., 1973). Reino Eubacteria, Phylum Firmicutes, clase Bacilli, orden
Bacillales, familia Bacillaceae, genero Bacillus, especie thuringiensis; nombre
binomial Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 (NCBI, 2018), situado dentro del grupo
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de Bacilos Gram positivos formadores de una endoespora, dentro de especies con
flagelacion peritica. B. thuringiensis esta dentro del grupo | del género, que es
donde se encuentran aquellas especies con endoesporas elipsoidal que no
provocan hinchamiento del perfil bacilar. La principal diferencia de B. thuringiensis
con respecto a otros bacilos relacionados, es la formacion durante la fase de
esporulacion, de uno o mas cuerpos cristalinos de naturaleza proteica adyacente a
la espora, el cual presenta una gran diversidad de formas, dependiendo de la
proteina que lo construya, encontrandose cristales bipiramidales, cubicos,
romboidales, esféricos, rectangulares, triangulares e irregulares, y con tamafios
variados; ademas de presentar una naturaleza proteica y propiedades insecticidas
altamente especifica y de bajo impacto al medio ambiente (Hofte y Whiteley, 1989;
Schnepf et al., 1998; Joung y Cote, 2000; Iriarte y Caballero, 2001; Soberon y Bravo,
2008).

Figura 1.- Bacillus thuringiensis. Microfotografia en microscopio electronico de
transmision, cristal proteinico romboide compuesto de toxinas Cry y una espora en
proceso (Soberon y Bravo, 2008).

La bacteria B. thuringiensis es el entomopatdégeno mas conocido, estudiado y
extensamente utilizado como agente de control microbiano con mas del 90% del
mercado en bioinsecticidas (Glare y O’ Callaghan, 2000) y su importancia radica en
la elaboracion de la toxina cristal (Cry) que le da la caracteristica insecticida. La
definicion de proteinas Cry es cualquier proteina paraesporal de Bt que presente
algun efecto toxico hacia algun organismo, verificable experimentalmente por medio
de bioensayos o cualquier proteina que muestre similitud con las proteinas Cry
(Crickmore et al., 1998; Soberon y Bravo, 2008).
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La importancia de la delta endotoxina de B. thuringiensis radica en su selectividad
toxica contra larvas de insectos plaga de los Ordenes Lepidoptera, Coleoptera,
Diptera, Hymenoptera (hormigas), acaros y también contra otros invertebrados
como nematodos, gusanos planos y protozoarios (Soberon y Bravo 2008),
importantes en la agricultura y la silvicultura. A raiz de su utilizacibn como
bioinsecticidas se realizo la clonacion del gen Cry que codifica para proteinas
insecticidas (Schnepf y Whiteley, 1981). Desde que ocurrié la primera clonacion de
un gen Cry se han aislado muchos otros genes, por lo cual se ha establecido una
clasificacion de las endotoxinas basada exclusivamente en la similitud de la
secuencia primaria (aminodcidos), para indicar los grados de divergencia
filogenética permitiendo que las toxinas estrechamente relacionadas se clasificaran
en conjunto (Crickmore et al., 1998), de acuerdo a la identidad y esta designada por
letras y niumeros después de la palabra Cry (cristal) de manera jerarquica ordenadas
por filas, la primera fila designada por un numero arabigo que corresponde hasta el
45 % de identidad (Cryl, Cry2, etc.), la segunda fila cataloga a las proteinas con
una letra mayuscula y corresponde a identidades de 45-78% (CrylA, CrylB, etc.),
la tercera fila asigna una letra minuscula y corresponde a identidades de 78 % a 95
% (CrylAa, CrylAb, CrylAc, etc.), la ultima fila incluye un nimero arabigo al final
de la nomenclatura indicando mas del 95 % de identidad (CrylAal, CrylAa2, etc.)
(Soberon y Bravo, 2008).

Los genes que especifican una familia de insecticidas relacionados con proteinas
(Cry) se dividen en cuatro clases principales, clase | especificamente para
Lepidoptera, clase Il para Lepidoptera y Diptera, clase Il especificamente
Coleopteray clase IV especificamente para Diptera, cada clase con sus respectivas
propiedades insecticidas y estructurales (Joung y Cote, 2000).

2.9. - Modo de accion de B. thuringiensis

El mecanismo de accién de las proteinas Cry de B. thuringiensis se activan cuando
las larvas susceptibles ingieren el complejo espora-cristal. La proteina cristalina es
altamente insoluble en condiciones neutras y se solubiliza en el ambiente alcalino
de PH alto (9.5) del mesenteron (intestino medio) del insecto, una vez disueltas las
proteinas del cristal (pro toxinas) sufren protedlisis por enzimas proteasas presentes
en el intestino del insecto, una vez solubilizada; la protoxina de 130 kDa se rompe
para producir una toxina activa de 55-65 kDa resistente a la proteasa y que
comprende la region N terminal. Esta es la toxina activada llamada endotoxina la
cual adquiere una conformacién tridimensional que le confiere gran especificidad
para acoplarse a un componente glicoproteico de la membrana de las células
epiteliales comunmente llamado “receptor” (Gill et al. 1992 Escriche y Ferre, 2001;
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citados por Ibarra 2007). La unién de la toxina Cry a los receptores (cadherina) del
intestino medio tiene como resultado una oligomerizacion de la toxina (Rausell et
al., 2004) para posteriormente unirse al receptor aminopeptidasa y la insercién de
la toxina en la membrana apical crea canales idnicos o poros liticos y propicia un
desequilibrio de iones resultando en la perdida de iones k+ alterando la presion
osmotica de las células epiteliales que revisten el intestino medio una vez que las
toxinas se insertan en la membrana, seguidos de agua (Fig. 2), El exceso de agua
en el citoplasma de las células epiteliales provoca una distencion excesiva de los
organelos membranosos y de la propia célula en su totalidad, hasta que esta estalla
(Hoffman y Frodsham, 1993; Knowles, 1994; Schnepf et al., 1998; Joung y Cote,
2000; Kati et al., 2007; Soberon y Bravo, 2008).
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Figura 2.- Modo de Accién de las proteinas Cry. Esquema de los diferentes eventos
en el modo de accion de las proteinas Cry de Bacillus thuringiensis. 1.
Solubilizacién, 2. Rompimiento de la protoxina, 3. Union al receptor cadherina, 4.
Formacién de Pre-poro, 5. Union receptor aminopeptidasa, 6. Insercién toxina
(Soberon y Bravo, 2008).

Unas pocas células dafiadas podrian ser reemplazadas rapidamente por otras
nuevas sin que ocurran consecuencias fatales; sin embargo, cantidades suficientes
de endotoxina normalmente destruyen amplias areas del epitelio, las cuales se
manifiestan en huecos por donde pasa el contenido altamente alcalino del
mesenteron hacia la hemolinfa (que presenta un pH casi neutro) y la hemolinfa hacia
el lumen del mesenteron. Estos dos fendmenos traen consigo dos consecuencias
dafiinas para el insecto. Por otro lado, el pH estomacal baja por compensacion al
aumentar el pH de la hemolinfa y la conduccion nerviosa cesa. Esto implica que
cesa la ingesta, el sistema digestivo se paraliza, paralisis total, diarrea, la larva se

15



vuelve flacida, las células epiteliales se lisan y se detiene el dafio a la planta atacada
y finalmente la larva muere por septicemia e inanicion al cabo de unos dias (Fig. 3)
(Schnepf et al., 1998; Soberon y Bravo, 2008).

Bacillus thuringiensis (Bt) Solubilization Activation
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Figura 3.- Modo de Accion de la endotoxina de Bacillus thuringiensis (Jurat-Fuentes,
2015).

2.10. - Importancia de Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis es el insecticida bioldgico mas utilizado comercialmente y
tradicionalmente se ha ocupado para el control de insectos plaga en la agricultura
(Schnepf et al., 1998; Soberon y Bravo, 2008). Una caracteristica importante de las
proteinas Cry producidas por Bt es que son altamente especificas hacia los insectos
objetivo e inocuos a mamiferos, vertebrados, plantas e inclusive otros insectos
benéficos (depredadores y parasitoides) y polinizadores como las abejas (Soberon
y Bravo, 2008). Sin embargo, la supervivencia o persistencia de las endosporas y
su patogenicidad entre los cultivos es afectada por factores abidticos como la
radiacion solar, la temperatura de las hojas y el déficit de presion de vapor (Leong
et al., 1980), ademas las esporas de B. thuringiensis pueden sobrevivir por algunos
afos, aungue la poblacién y la toxicidad declina rapidamente se ha observado que
la presencia y actividad se mantiene hasta por 3 afios en suelos estériles, mientras
gue en suelos no estériles se pierde hasta el 50 % de actividad en los primeros 7
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dias (Schnepf et al., 1998) y las endotoxinas pueden sobrevivir en la mayoria de los
tipos de suelos, sin embargo en suelos con un PH de 4.8 estas no se desarrollan
(Joung y Cote, 2000).

Es por estas caracteristicas que se desarrollaron plantas transgénicas que
producen toxinas Cry que le confieren resistencia al ataque de insectos plaga, sin
mostrar toxicidad hacia otros integrantes del ecosistema, con el objetivo de que la
planta una vez transformada con el gen de la toxina exprese cantidad constante de
esta, que; comparada con la aplicacién de plaguicidas y de productos derivados de
B. thuringiensis no estaria sujeta a distintos condicionamientos como el momento
de la aplicacion, el lavado del producto por precipitacion y la inactivacién por
exposicion a la luz solar, otra ventaja esté constituida por la presencia de proteinas
Cry en partes de la planta donde los plaguicidas quimicos y biol6gicos no son
capaces de llegar, otorgando asi un control mas efectivo (Permingeat y Margatrit,
2005).

2.11. - Situacién de cultivos genéticamente modificados

A 22 afios de comercializacion de cultivos biotecnoldgicos, plantados por primera
vez en 1996, los considerables beneficios econdmicos, ambientales y sociales que
ofrece este tipo de cultivos, han llevado a millones de agricultores de todo el mundo
a seguir aumentando la superficie agro biotecnoldgica, con una superficie
acumulada histérica mundial que supera la cifra de 1.7 millones de hectareas en
1996 a 189.8 millones de hectareas en 2017, en un total de 67 paises usaron
cultivos modificados mediante la biotecnologia, Esto incluye un total de 24 paises
que plantaron cultivos modificados mediante la biotecnologia, de los cuales 19 son
paises en desarrollo y 5 son paises industrializados, Ademas otros 43 paises que
no se dedican a la agricultura regularon formalmente la importacion y el uso de
cultivos modificados mediante la biotecnologia destinados a alimentacion, piensos
para animales y procesamiento (ISAAA, 2018).

Para el 2017, un record de 189.8 millones de hectareas de cultivos biotecnolégicos
fueron sembradas a nivel mundial, a una tasa anual de crecimiento de 3%, lo cual
determina que los cultivos biotecnoldgicos son la tecnologia de cultivo con adopcién
mas rapida en tiempos recientes. La tasa impresionante de adopcion habla por si
misma, en términos de sustentabilidad, resistencia de la adversidad y beneficios
significativos que implica tanto para los pequefios y grandes agricultores como para
los consumidores. En 2017, 11 paises sembraron mas de 1 millén de hectareas con
cultivos agro biotecnoldgicos, sobresaliendo Estados Unidos con 75.0 millones,
seguido de Brasil, Argentina, Canad4, India, Paraguay, Pakistan, China, Sudafrica
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y Bolivia; con cultivos como maiz, soya, algodén, canola, remolacha azucarera,
alfalfa, papaya, calabaza, papa, tomate, 4lamo y pimiento, sobre el resto de
naciones que sembraron una superficie menor (James, 2014; ISAAA, 2018).

En términos del area destinada a cultivos individuales en todo el mundo para 2017,
el 77% corresponde a la soya, el 80% al algodon, el 32% al maiz y el 30% a la
canola.

CULTIVOS GENETICAMENTE MODIFICADOS
ALREDEDOR DEL MUNDO
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Figura 4.- Cultivos Genéticamente Modificados. Clasificacion de cultivos
genéticamente modificados en el mundo (ISAAA, 2016).

México en superficie cultivada con cultivos agro biotecnoldgicos se encuentra en la
posicion 17 con dos cultivos genéticamente modificados introducidos en fase
comercial: soya y algodon tolerante a herbicida y algodon Bt resistente a insectos;
con aproximadamente 0.1 millones de hectareas (ISAAA, 2018).

En la actualidad el maiz es el cultivo con mayor adopcion. Este cereal cuenta con el
namero de eventos GM aprobados para su siembra y/o experimentacion, con 231
eventos; de estos la caracteristica de resistencia a herbicidas es la que tiene mayor
namero de eventos con 120, ademas cuenta con 4 eventos para tolerancia al estrés
abidtico, 12 eventos para modificacién de la calidad (caracteristicas agronémicas),
6 eventos con la caracteristica de sistema de control de polinizacion, 1 evento para
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crecimiento alterado/rendimiento y 115 eventos presentan la caracteristica de
resistencia a insectos (ISAAA, 2015).

Para resistencia a insectos, hasta el 2014, en el mundo se tiene un registro de 198
eventos distintos con proteinas de Bacillus thuringiensis, en 8 cultivos de
importancia; destacando el maiz con el mayor nimero de eventos con 231, seguido
de algoddn (42), papa (30), soya (4), arroz (3), alamo (2), berenjena y tomate con 1
evento Bt cada uno (ISAAA, 2015).

En México, de 2009-2014, se han aprobado para su prueba experimental, piloto y/o
comercial, segun sea el caso 158 eventos en 9 cultivos diferentes; sobresaliendo el
maiz con 68 eventos, seguidos del algoddén con 30, soya con 22, canola y papa con
13 eventos cada uno, tomate con 5, arroz y remolacha azucarera con 1 evento cada
uno (ISAAA, 2015).

Con respecto al maiz, su homologo transgénico para tolerancia a herbicidas y
resistencia a insectos ha sido motivo de gran debate. En nuestro pais, en 2009 se
realizd con éxito los primeros ensayos en campo con maiz Bt, tras una moratoria
que impedia realizar ensayos en campo con maiz biotecnolégico, los cuales
demostraron la eficacia de la biotecnologia para el control de plagas de insectos y
malezas, con resultados coherentes con la experiencia internacional de
comercializacién de maiz biotecnoldgico en el mundo (James, 2010; Pifia 'y Solleiro,
2013). No obstante, en México, el maiz GM se sembro6 hasta el 2013 en etapa de
experimentacion y/o piloto con 68 eventos; de los cuales 55 comparten la
caracteristica de resistencia a insectos, 45 para resistencia a lepidépteros y 33 con
resistencia a coledpteros (ISAAA, 2015).

2.12. - Algoddn Genéticamente Modificado

En México, aunque no se ha aprobado ningin cultivo, se han introducido en
programa piloto y en fase comercial solo dos tipos de cultivos genéticamente
modificados, con cantidades representativas a nivel mundial de aproximadamente
0.1 millén de hectareas, una es la soya tolerante a herbicidas y el otro es el algodén
tolerante a herbicida y algodon Bt resistente a insectos (James, 2010), este ultimo
cultivado en un 70% del total en el pais (ISSSA, 2018).

En México este cultivo que expresa la toxina Cry de B. thuringiensis, ha ofrecido un
excelente control de importantes insectos que limitan la productividad como el
complejo bellotero H. virescens y H. zea y gusano rosado P. gossypiella
contribuyendo a alcanzar niveles de competitividad que demandan los mercados
internacionales, al tiempo en que se evita la aplicacién al ambiente de cantidades

19



considerables de plaguicidas (www.monsanto.com). Sin embargo, debido al re-
brote de estas plagas en el algodon Bollgard, se requiere de la aplicacién de
insecticidas foliares para mantener estas poblaciones por debajo del nivel de dafio
econoémico (Hood 1997, Smith 1997; tomados de Adamczyk et al., 2008); por lo que
los avances en el control de plagas con la tecnologia transgénica ofrece una opcion
mas eficaz contra muchos lepidopteros plaga, variedades de algodén que contiene
las proteinas CrylAc y Cry2Ab (Bollgard Il) que aumenta el nivel y espectro de
control y reducen la probabilidad de desarrollo de resistencia en los insectos blanco,
como gusano de la hoja del algodonero Alabama argillacea (Hibner) (Lepidoptera:
Noctuidae), gusanos del complejo bellotero (H. virescens y H. zea), gusano rosado
(P. gossypiella) y gusano rosado colombiano Sacadodes pyralis Dyar (Lepidoptera:
Noctuidae ). Ademas, ofrece alguna proteccién contra el falso medidor T. ni y
perforador de la hoja Bucculatrix sp. Zeller (Lepidoptera: Bucculatricidae) y control
parcial de gusano soldado Spodoptera exigua (Hubner) y Spodoptera ornithogalli
Guenée (Lepidoptera: Noctuidae), gusano cogollero S. frugiperda y gusano
defoliador de la hoja Chrysodeixis includens Walker (=Pseudoplusia includens)
(Lepidoptera: Noctuidae) (www.monsanto.com). Sin embargo, la problematica a
esta medida es debido a que los cultivos Bt que producen la proteina Cry en todos
sus tejidos, difiere en los niveles de expresion a lo largo de su ciclo de crecimiento.
Es decir, que los cultivos Bt presentan su maxima expresion durante los primeros
treinta dias después de la siembra en las hojas terminales y durante la floracién del
cultivo, para después disminuir significativamente sus niveles de expresion; cuando
los tejidos de la planta envejecen, la proteina Cry también se degrada rapidamente,
calculada esa degradacion, aunque varia para cada cultivo y para cada condiciéon
ambiental, desde el 50 a 88 % (Ibarra y Del Rincén s/f.; Oslen et al., 2005, tomado
de Zenner de polania et al., 2008).

2.13. - Genes codificantes de proteinas insecticidas Cry

Existen 376 genes Cry distintos que se clasificaron en la base de la similitud de
secuencias en 54 grupos divididos en diferentes clases y subclases (Crickmore et
al., 1998). Los genes Cry poseen una secuencia codificante de 1900 pares de bases
para (Cry2Ab) y 3600 pares de bases para (CrylAa, CrylAb, CrylAc) (Crickmore
et al., 1998). Las proteinas que codifican presentan identidad aminoacidica que
varia desde mas de un 90% hasta menos de un 20%, y el intervalo de masas
moleculares oscila de 50 y 140 kDa. Las cepas de B. thuringiensis aportan un gen
Cry, como ejemplo B. thuringiensis svar. Kurstaki HD-73, que posee un gen CrylAc
(Goémez et al., 2002).
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2.14. - Genes Cry que codifican proteinas tdéxicas para insectos lepidépteros

2.14.1. - Genes Cryl

Codifica proteinas de aproximadamente 130 kDa y se agrupan durante la
esporulacion en inclusiones cristalinas bipiramidales. Estas proteinas son
sintetizadas como protoxinas que se solubilizan en condiciones alcalinas del
intestino medio del insecto y se activan por protedlisis en toxinas aproximadamente
a 65 kDa mediante proteasas asociadas al cristal o al intestino medio de la larva
utilizando una gran variedad de proteasas (Whiteley et al., 1986).

Los genes Cry que se conocen pertenecen al grupo Cryl, estos son los mas
estudiados, de los cuales se han detectado 150 genes Cryl distintos, los que han
sido clasificados en 12 clases (A-L) (Crickmore et al., 2008). Estos genes fueron los
primeros en ser caracterizados (Schnepf et al., 1985) y ser modificados
genéticamente (Nakamura et al., 1990).

2.14.2. - Genes Cry2

Poseen marcos de lectura abiertos de 1900 pares de bases, ya que carecen del
fragmento C-terminal presente en otros genes Cry. Codifican proteinas de 65 kDa
gue se agrupan en inclusiones cuboidales (Crickmore, 2008).

Los genes Cry2 estan presentes en cepas de distintos serovares: B thuringiensis
svar. Kurstaki HD-1, B. thuringiensis svar. Thuringiensis Berliner, B. thuringiensis
svar. Kenyae, B. thuringiensis svar tolworthi. Las proteinas codificadas por estos
genes fueron designadas como proteinas P2, en oposicion a las inclusiones
cristalinas P1 de 130 kDa presentes en las mismas cepas (Hofte et al., 1989).
Existen descriptos 43 genes Cry2 distintos clasificados en solo una clase (A)
(Crickmore et al., 2008).

2.14.3. - Genes Cry9

Son los menos estudiados entre los que codifican proteinas toxicas para
lepidopteros, son considerados herramientas promisorias para el control y el manejo
de resistencia de varias especies de lepidopteros que son importantes desde el
punto de vista agronémico (Jansens et al., 1997). Existen 15 genes Cry9 distintos
clasificados en 5 clases (A, B, C, D Y E) (Crickmore et al., 2008) que codifican
protoxinas de 130 kDa. Estas proteinas producidas por los genes de las clases
Cry9A, Cry9B, Cry9C y Cry9E se agruparian en inclusiones cristalinas
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bipiramidales, las inclusiones bipiramidales y cuboidales tipicas de cepas de B.
thuringiensis toxicas para lepidopteros (Wasano et al., 2001). La subclase Cry9Aa
fue el primer gen de este grupo en ser descubierto a partir de una cepa de B.
thuringiensis (Smulevitch et al., 1991) seguido del gen Cry9Ba y Cry9Aa (Shevelev
et al., 1993).

2.14.4. - Genes Cry15

Esta formado por un solo integrante, el gen15Aa (Crickmore et al., 2008). Codifica
a una protoxina de aproximadamente 40 kDa que se agrupa en una inclusion
cristalina cuboidal, la cual resulta toxica para M. sexta (Brown et al., 1992).

2.15. - Toxina Cry

Las toxinas Cry de B. thuringiensis son producidas durante la esporulacion y tienen
actividad insecticida, por lo que son ampliamente utilizadas como alternativa a los
insecticidas quimicos, ya que son inocuas al ambiente. Formulados a base de Bt se
han utilizado como insecticidas durante muchos afios. Sin embargo, no fue sino
hasta que se logro introducir genes Cry en plantas de algodon (1996) y maiz (1997)
gue el uso intensivo de esta tecnologia se expandié mundialmente (Kumar, 2008).

2.16. - Proteinas Cry y Vip toxicas para insectos lepidépteros

Las proteinas de la clase Cryl y las Vip son consideradas toxicas para las larvas
del orden Lepidoptera. Las diferencias aminoacidas que presentan se traducen
comunmente en variaciones de toxicidad y especificidad (Bhalla y Tounsi, 2005).
Las proteinas Cry y Vip muestran espectros de actividad reducidos y muchas veces
a unas cuantas especies de insectos pertenecientes a un mismo orden, la toxicidad
de las proteinas Cryl no se restringen solo a los lepiddpteros.

Cuadro 1. Toxicidad de proteinas Cry y Vip para insectos del Orden Lepidoptera.

Familia Especie susceptible Proteinas toxicas
Arctiidae Hyphantria cunea CrylAa
Spilosoma virginica CrylAc
Bombycidae Bombyx mori CrylAa, CrylAb, CrylAc,

CrylDa, Cry1Db, CrylEa,
CrylFa, Crylla, Cry2Aa,
Cry9Ca, Cry9Ec, Vip3Aa.

Crambidae Diatraea grandiosella CrylAb, CrylAc, CrylCa.
Diatraea saccharalis CrylAa, CrylAb.
Marasmia patnalls CrylAa, CrylAb, CrylAc,
Cry2Aa.
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Nymphalidae: Danainae
Gelechiidae

Geometridae

Gracillariidae

Hepialidae

Lasiocampidae

Lycaenidae

Lymantriidae

Noctuidae

Danaus plexippus

Pectinophora gossypiella

Phthorimaea operculella

Tecia solanivora

Lambida fiscellaria
Conopomorpha
cramerella

Wiseana cervinata
Wiseana copularis
Wiseana jocosa
Malacosoma disstria

Cacyreus marshalli

Lymantria dispar
Orgyia leucostigma
Actebia fennica
Agrotis ipsion

Agrotis segetum
Anticarsia gemmatalis
Busseola fusca
Earias vitella
Helicoverpa armigera

Helicoverpa punctigera

Helicoverpa zea

Heliothis virescens

Mamestra brassicae

CrylAb, CrylAc, Cry9Ca.
CrylAa, CrylAb, CrylAc,
CrylBb, CryCa, CrylDa,
CrylJa, Cry2Aa, Cry2Ab,
Cry9Ca.

CrylAc, Cry2Aa, Cry9Aa,
Vip3Aa.

CrylAc.

CrylDa.

CrylAa, CrylAb, CrylAc,
CrylBa, CrylCa,CrylChb,
CrylDd, CrylEa, CrylFa,
Crylla.

CrylBa

CrylBa

CrylBa

CrylAa, CrylAb, CrylAc,
Cryl1Ba, CrylCa, CrylDa,
CrylEa.

CrylAa, CrylAb, CrylAc,
CrylBa, CrylCa, CrylDa,
CrylEa, CrylFa, CrylJa,
Cry2Aa, Cry9Ca.
CrylAa, CrylAb, CrylAc,
CrylBa, CrylBb, CrylCa,
CrylDa, CrylJa, Cry2Aa,
Cry2Ab.

CrylAa, CrylAb, CrylAc,
CrylCa, CrylDa.
Cry2Aa.

CrylGc, CrylJc, Cry9Ca,
Vip3Aa.

CrylAc, Cry9Ca.

CrylAc, Cry2Aa.

CrylAb, CrylAc, Cry2Aa.
CrylAa, CrylAb, CrylAc,
Vip3Aa.

CrylAa, CrylAb, CrylAc,
CrylFa, Crylla, Cry2Aa,
Cry2Ab, Cry2Ac, Cry9Aa.
Cry1Ab, CrylAc, CrylFa,
Cry2Aa, Cry2Ab, Cry9Aa.
CrylAa, CrylAb, CrylAc,
CrylBe, Cryllf, CrylJa,
Cry1Jc, Cry2Aa, Cry2AD,
Cry2Ae, Cry9Aa, Vip3Aa,
Vip3Ac.
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CrylAa, CrylAb, CrylAc,
Mamestra configurata CrylAe, CrylBe, CrylCa,
Pseudoplusia includens  CrylFa, Cryllf, CrylJa,
CrylJc, Cry2Aa, Cry2Ab,

Rachiplusia un Cry2Ac, Cry2Ae, Cry9A,

Sesamia calamistis Cry9Ca, Vip3Aa.

Sesamia nonagrioides CrylAa, CrylAb, CrylAc,
Cry9Ca.

Spodoptera exempta CrylAb.

Spodoptera exigua CrylAa, CrylAb, CrylAc,
CrylBa, Cry1Bb, Cry1lJb,
Cry2Aa.

Spodoptera frugiperda CrylAc.
CrylAb, CrylAc, Cry2Aa.

Spodoptera littoralis CryAa, CrylAb, CrylAc,

Spodoptera litura CrylBa, CrylCa, CrylDa,
CrylFa, Cry2Aa.

Trichoplusia ni CrylCa, CrylEa.

Cryl1lAb, CrylAd, CrylBe,
CrylCa, CrylDa, CrylFa,
Cryllf, CrylJa, Cry2Ac,
Cry9Ca, Vip3Aa.

Cryl1Bb, CrylBe, CrylCa,
CrylDa, CrylFa, CrylJa,
Cry2Aa, Vip3Aa, Vip3Ac.
CrylCa, CrylEa, CrylFa,
Cry9Ca.

CrylDb, Crylla, Cry2Aa,
Vip3Aa.

CrylAa, CrylAb, CrylAc,
CrylAd, CrylAe, CrylBa,
Cryl1Bb, Cry1Bd, CrylBe,
Cryl1Bf, CrylCa, CrylChb,
CrylEa, CrylEDb, CrylFa,
CrylGc, Cryllf, CrylJb,
Cry2Aa, Cry2Ab, Cry2Ac,
Cry2Ae, Cry9Aa, Cry9Ca.

Pieridae Artogeia rapae CrylBa, Crylla, CrylKa.
Pieris brassicae CrylAa, CrylAb, CrylAc,

CrylBa, CrylCa, Cry2Ab.

Plutellidae Plutella xylostella CrylAa, CrylAb, CrylAc,

CrylAd, CrylBa, CrylBb,
Cry1Bd, CrylBe, CrylBf,
CrylCa, CrylDa, CrylEa,
CrylEDb, CrylFa, Cry1Gb,
CrylGc, Crylla, Cryllb,
Crylld, Crylle, Cryllf,
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CrylJa, CrylJc, Cry9Aa,
Cry9Ca, Cry9Ec, Vip3Aa.
Pyrallidae Chilo partellus Vip3Aa.
Chilo suppressalis CrylAa, CrylAb, CrylAc,
CrylBa, CrylCa, Cry2Aa,
Cnaphalocrocis medinalis Cry9Ca.
CrylAa, CrylAb, CrylAc,
Elasmopalpus lignosellus Cry2Aa.

Eldana sacarina Cry2Aa.
Ephestia kuehniella Cryl1lAb, CrylAc, Cry2Aa.
Galleria mellonella CrylAc, Cry2Aa, Vip3Aa.
Maruca vitrata Cry9Aa.
Piodia interpunctella CrylAa, CrylAb, CrylCa,
Cry2Aa.
Ostrinia fumacalis CrylAb, CrylCa, Cry2Aa,
Ostrinia nubitalis Cry9Ec.
Crylle.

CrylAa, CrylAb, CrylAc,
CrylBa, Cry1Bb, CrylBe,
Sciropophaga incertulas  Cryl1Bf, CrylFa, CrylGc,
Tryporyza incertulas Crylla, Cryllf, CrylJa,
Cryl1Jb, CrylJc, Cry2Aa,
Cry2Ab, Cry2Ac, Cry2Ae,
Cry9Aa, Cry9Ca.
CrylAa, CrylAc, CrylCa,
Cry2Aa.
Cry2Aa.
Sphingidae Manduca sexta CrylAa, CrylAb, CrylAc,
CrylBa, CrylCa, CrylDa,
CrylEa, Cry2Aa, Cry2Ab,

Cry2Ac, Cry9Ca,
Cryl15Aa, Vip3Aa.
Thaumetopoeidae Thaumetopoea CrylAa, CrylAb, CrylAc,
pityocampa CrylBa.
Tortricidae Argyrotaenia citrana CrylAa, CrylAb, CrylAc,

CrylAd, CrylCa, CrylEa,
Choristoneura fumiferana CrylEb, CrylFa.

CrylAa, CrylAb, CrylAc,

CrylAd, Cryl1Ba, CrylCa,
Choristoneura rosaceana CrylDa, CryEa, CrylFa,

Cry9Ca.
Choristoneura CryAa, CrylAb, CrylAc,
Occidentalis CrylAd, CrylCa, CrylEa,
Choristoneura pinus CrylEb, CrylFa.
pinus CrylAa, CrylAb, CrylAc,
Ctenopsuestis obliguana CrylAd, CrylCa, CrylEa,
Cydia pomonella CrylFa.
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CrylAa, CrylAb, CrylAc.

Epinotia aporema CrylAc, Cry9Aa.
Ephiphyas postvitta CrylAa, CrylAb, CrylAc,
Leguminivora CrylBa, CrylDa, CrylFa,
glycinivorella Crylla, Cry2Aa, Cryl5Aa.
Pandemis pyrusana CrylAa, CrylAb, CrylAc,

CrylBa, CrylCa, Cry9Ca.
Planotortrix octo CrylAc, Cry9Aa.
Platynota stultan Crylle

CrylAa, CrylAb, CrylAc,
CrylAd, CrylCa, CrylEa,
CrylEb, CrylFa.
CrylAc, Cry9Aa.
CrylAa, CrylAb, CrylAc,
CrylAd, CrylCa, CrylEa,
CrylEb, CrylFa.

2.17. - Gusano cogollero Spodoptera frugiperda
2.17.1. - Generalidades

El Orden Lepidoptera incluye palomillas que causan gran dafio a varios cultivos a
nivel mundial; algunas de estas son las palomillas de los cereales, barrenadores,
gusano elotero, gusano cortador, gusanos soldados y gusano cogollero. Este ultimo,
es la plaga de mayor importancia econémica en muchos cultivos de nuestro pais,
pero muestra mayor preferencia por el cultivo de maiz. El “gusano cogollero del
maiz” o simplemente S. frugiperda, actia como gusano tierrero, trozador o gusano
soldado, elotero y como cogollero que es su habito mas caracteristico (Negrete,
2003).

Las palomillas de color café grisaceo con dibujos mas oscuros, ovipositan masas
de huevecillos cubiertas por pelos en las hojas. De ahi emergen unas pequefias
larvas grises de cabeza negra que se alimentan en grupo de una hoja y, a medida
que crecen se devoran entre si hasta que solo queda una, son de color café claro
con lineas longitudinales café oscuro o casi negro que, con el maiz ya mas
desarrollado, se refugia en el cogollo, en cuyo interior se alimenta haciendo grandes
perjuicios, hasta que la planta alcanza un metro de altura, y en ocasiones ataca
también las espigas y las partes tiernas del elote. Sin embargo, el dafio mas grave
por esta plaga, lo resienten las plantas pequefias que a veces son afectadas en su
totalidad. Muchas de ellas mueren o retrasan su crecimiento. La produccion de
grano disminuye entre 10 y 100%, ya que en ocasiones se pierde todo el cultivo
cuando las plantitas mueren (BAYERCROPSCIENCE, 2010).
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2.18. - Clasificacion Taxon6dmica

De acuerdo a Triplehorn y Johnson (2005) se presenta la siguiente ubicacion
taxondémica para el gusano cogollero.

Reino: Animalia
Phylum: Artrépoda
Clase: Hexapoda
Division: Pterigota
Orden: Lepidoptera
Suborden: Frenatae
Superfamilia: Noctuidea
Familia: Noctuidae
Subfamilia: Amphipyirinae
Tribu: Prodeniini
Género: Spodoptera

Especie: frugiperda (J. E. Smith).

2.19. - Biologia y Descripcion Taxonémica

Spodoptera frugiperda presenta metamorfosis completa, presentando masas de
huevos muy amplificadas, la fase inmadura (larvas) es la que causa el mayor dafio,
pupa o crisalida y adulto (Ortega, 1987; Montes et al., 2001).

2.19.1. — Huevo
Las hembras ovipositan varias masas de huevos generalmente en el envés de las
hojas variando considerablemente, con un maximo de 1550 a 2000 huevos, pero a

menudo de 100 a 200 por masa, son esféricos, de color verdoso o pardo, y las
masas son cubiertas con las escamas de la palomilla (Capinera, 1999). El huevo
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presenta en el exocorion depresiones superficiales, en tanto que el endecorion es
liso (Bahena, 1998). Mide 0.45 mm de diametro por 0.35 mm de alto, son casi
blancos con un tinte verdoso y su incubacion dura de 4 a 5 dias (Peterson, 1962).

2.19.2. — Larva

Las larvas emergen de los huevos todas juntas; para inicialmente alimentarse del
corion del huevo; su tasa de mortalidad es en extremo elevada debido a factores
como la lluvia, depredadores y parasitos o parasitoides. En estudios realizados para
la caracterizacion de estadios larvales reportan que S. frugiperda presenta cinco a
seis estadios larvales determinados por diferentes rangos del ancho de la region
cefélica (Rodriguez y De Ledn, 2008). Al salir del huevo tienen habitos gregarios y
se alimentan de un area foliar muy reducida; a los pocos dias se dispersan a las
plantas vecinas en las que se establecen en el cogollo. Durante los 2 primeros
estadios los inmaduros son de color verde amarillento con la cabeza obscura. Tiene
hébitos canibalisticos, por lo que a partir del tercer estadio larval rara vez se observa
mas de una larva por cogollo. Las larvas grandes llegan a medir de 3-4.5 cm de
largo por 30 mm de ancho (S.A.R.H. 1992, Crumb, 1956; citados por corona, 2008).

Los ultimos estadios son de color café obscuro grisaceos o verdoso con 3 bandas
longitudinales en el cuerpo y presentan en la cabeza, areas frontales de color
blanco-amarillo, en forma de “Y” invertida. Los segmentos abdominales son de igual
ancho hasta el 8° segmento, después se hacen mas angostos, vista de forma dorsal,
en el octavo segmento abdominal, presenta cuatro puntos negros en forma de
cuadro que corresponden a los pinaculos setigeros dorsales, prominentes y carecen
de micro espinas, el color general varia de rosado a amarillo, olivaceo y gris o casi
negro (Frederick, 2005; Bautista, 2006). El dorso es mas palido que el area
supraespiracular, la cual posee cintas y adornos castafios o negruzcos; la linea
medio-dorsal es ancha, algo tenue, pero firmemente definida. Posee una linea fuerte
amarillenta ventralmente al tubérculo setigero Il, el area supraespiracular es mas
obscura dorsalmente, particularmente en una mancha negra marginal anterior en
los segmentos abdominales. Espiraculos palidos en una mancha blanquecina. Una
banda subventral bien definida, ancha amarilla o blanquecina, mds o menos
moteado con ferrugineo. Tubérculos setigeros grandes, casi planos, obscuros. El
escudo cervical es castafio-obscuro cortado por una linea media y dos lineas
medias claras laterales (Bautista 2006; Crumb, 1956 citado por corona 2008).
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2.19.3. = Pupa

La pupaciéon ocurre en el suelo y dura aproximadamente 7 dias, siendo las pupas
de color café claro a café rojizo o marrén a medida que maduran, mas o menos de
1.8 cm de largo, adelgazandose bruscamente hacia la parte posterior y
ensanchandose en el extremo de la cabeza, permaneciendo asi, para
posteriormente emerger los adultos (Metcalf y Flint, 1965). La pupa es de tipo
obtecta, desnuda, de 15 mm de largo y 5 mm en su parte mas ancha. Tegumento
totalmente liso. El 4pice de las pterotecas llega a alcanzar el tercio del cuarto
segmento abdominal; apice de la espirotroma un poco antes del término de las
pterotecas, quedando un trecho en el cual se logran distinguir parte de las cerato
tecas meso toracicas; apice de las cerato tecas y podototecas meso toracicas
ubicados un poco antes de la espirotroma. Los espiraculos van en el apice de una
proyeccion del segmento que se recurva hacia el extremo posterior, se encuentran
desde el Il a VIl segmento abdominal, el VIII es apenas visible. Borde anterior de 1V
al VIl segmento abdominal con sencillas circulares; borde posterior del IV segmento
abdominal con una serie de estrias transversas paralelas. Hembras con los
segmentos (X-XI) y VII en contacto; cremaster formado por dos espinas rectas y
delgadas (Metcalf y Flint, 1965).

2.19.4. — Adulto

El adulto es una palomilla que tiene aproximadamente 3-3.5 cm de expansion alar,
de color café grisaceo con una mancha clara en medio de las alas anteriores
(Rodriguez y De ledn, 2008). En el macho, el area costal de las alas anteriores son
de coloracion palida, con una mancha eliptica blanquecina cerca del centro y a un
lado de esta, una franja diagonal clara dirigida del margen costal al centro del ala,
ademas de una pequefia mancha blanquecina en el margen apical. La cabeza y
térax son de color amarillo u ocre; el abdomen presenta zonas obscuras y en la
parte posterior un penacho o cresta anal (Bahena, 1998, Frederick, 2005; Bautista,
2006). La hembra presenta una mancha eliptica en el margen costal delimitado por
una linea clara de color gris, mas obscura que el macho, ademas de carecer de
cresta anal y de las manchas blanquecinas (Bahena, 1998). Las hembras ovipositan
masas de 40-300 huevecillos, generalmente en el envés de las hojas y
ocasionalmente en el haz; al ser ovipositados son cubiertos por pelillos o escamas
de la misma palomilla. Se ha observado también que los huevos pueden ser
colocados en malezas del cultivo (Corona, 2008).
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2.20. - Origen y Distribucion

El gusano cogollero, es un insecto nativo de las regiones tropicales y subtropicales
del continente americano, en su etapa de larva puede causar un dafo significativo
a los cultivos si no se controla de forma adecuada, prefiere el maiz, pero puede
alimentarse de mas de 80 especies de plantas incluyendo el arroz, el sorgo, el mijo,
la cafia de azucar, algunos cultivos de vegetales y algodon (Casmuz et al., 2010).

El gusano cogollero se detectd por primera vez en Africa Central y Occidental a
principios del 2016 y se ha extendido rapidamente en toda Africa Subsahariana, a
principios del 2018, todos excepto diez (sobre todo el norte del continente de los
paises y territorios africanos han sefalado infestaciones, y la plaga ha afectado
millones de hectareas de maiz y sorgo. En México, su distribucion es muy amplia,
estando presente en todas las zonas productoras de maiz. Su presencia y dafos
han sido consignadas en las siguientes entidades: Michoacéan, Guerrero, Morelos,
Veracruz, Oaxaca, Quintana Roo, Yucatan, Baja California Sur, Sonora, Sinaloa,
Nayarit, Jalisco, Chihuahua, Durango, San Luis Potosi, Guanajuato, Tamaulipas,
Hidalgo, Puebla, México, Chiapas y Campeche (S.A.R.H., 1992).

2.21. — Importancia

S. frugiperda presenta masas de huevecillos muy amplificadas (Ortega, 1987). La
fase inmadura (larva) es la que causa mayor dafo (Montes et al., 2001). Los dafios
MAas serios corresponden a zonas temporales de regiones tropicales y subtropicales
(S.A.R.H., 1992). Ademas de que tiene una amplia cantidad de hospederos,
destacandose principalmente el maiz (Angulo et al., 2006). El gusano cogollero es
considerado como una de las plagas mas importantes del maiz en las regiones
tropicales y subtropicales de América por su voracidad y dafios ocasionados al
cultivo. En diversas entidades del pais se han registrado pérdidas causadas por este
insecto que va desde 13 hasta 60%. Los dafios mas serios corresponden a las
zonas temporales de regiones tropicales y subtropicales. Ademas de maiz este
insecto puede afectar otras gramineas como sorgo, arroz, pastos, algunas
leguminosas como frijol, soya, cacahuate y cultivos horticolas como papa, cebolla,
pepino, col, y camote (Garcia et al., 1999; Notz, 1973, citado por Jiménez, 2011).

Dafos. Los gusanos se localizan en el cogollo de las plantas, en donde se
alimentan de las hojas en formacion y las cuales al desarrollarse quedan perforadas
y rasgadas; el atague temprano causa muerte de plantulas o el retraso en el
desarrollo de la planta (Rodriguez y De Leon, 2008).
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3- MATERIALES Y METODOS
Localizacion de recolecta de Spodoptera frugiperda

Linea de campo. La presente investigacion se inicid en el cultivo de maiz
convencional, aledafio al cultivo de algodon genéticamente modificado, en el estado
de Coahuila, recolectando larvas de diferentes estadios principalmente de tercero,
en dos localidades bajo los siguientes datos:

Ubicacion: Gonzéalez Chéavez, Francisco |. Madero, Coahuila, Carretera San Pedro-
Torreon.

Posicion geografica: Altitud 1092 msnm, Latitud: 25°45.650" N; Longitud: 103°
16.470° O.

Cultivo hospedero: Follaje de maiz blanco, en etapa V5 (cinco hojas completamente
desarrolladas).

Tiempo de sembrado el cultivo hospedero: 2 meses

Distancia a cultivo GM: Algodén a 4 km de distancia.

Especie: Gusano cogollero Spodoptera frugiperda

Conservacion: Alcohol al 70% (-20°C)

NUmero de muestras procesadas: 25

Fecha de recolecta: 12 de mayo de 2018.

Ubicacién: San Miguel, Matamoros, Coahuila, Carretera Matamoros-Torreén.
Posicion geografica: Altitud 1114 msnm, Latitud: 25°32.865" N; Longitud: 103°
17.403" O.

Cultivo hospedero: Follaje de maiz amarillo, en etapa de panojamiento (hojas con
madurez fisioldgica, pero sin entrar a Rendimiento-R1).

Tiempo de sembrado el cultivo hospedero: Se desconoce

Distancia a cultivo GM: No se encontr6 algodon cercano para ese afo.

Especie: Gusano cogollero Spodoptera frugiperda

Conservacioén: Alcohol al 70% (-20°C)

NUmero de muestras procesadas: 25

Fecha de recolecta: 12 de mayo de 2018.

Linea susceptible. Como susceptibles se procesaron 25 larvas de tercer estadio
de S. frugiperda obtenidas de diferentes estados del pais:

Ubicacion: La vega, Barranca de Santa Clara, Zacoalco de Torres, Jalisco.
Posicion geografica:

Cultivo hospedero: Follaje de maiz blanco, en etapa V3-V4.

Tiempo de sembrado el cultivo hospedero: 22 dias aproximadamente
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Distancia a cultivo GM: Sin presencia de cultivos GM.

Especie: Gusano cogollero Spodoptera frugiperda (F1).

Conservacion: Alcohol al 70% (-20°C)

NUmero de muestras procesadas: 06

Fecha de recolecta: 20 de julio de 2018

Observaciones: Estas larvas fueron obtenidas del cultivo de maiz y se desarrollaron
como linea de laboratorio en el Departamento de Parasitologia, bajo condiciones
controladas a 25 £ 5 °C, 55 + 15 % humedad relativa y fotoperiodo 12:12 h luz:
obscuridad, en el area de camaras biocliméticas.

Ubicacién: Tumbadero del Aguila, Temapache, Veracruz.

Posicion geografica: Altitud 40 msnm

Cultivo hospedero: Follaje de maiz blanco, en etapa V6 (sin espigar).
Tiempo de sembrado el cultivo hospedero: 40 dias aproximadamente.
Distancia a cultivo GM: Sin presencia de cultivos GM.

Especie: Gusano cogollero Spodoptera frugiperda

Conservacioén: Alcohol al 70% (-20°C)

NUmero de muestras procesadas: 07

Fecha de recolecta: 02 de abril de 2018.

Ubicacién: Tepalcingo, Morelos

Posicion geografica:

Cultivo hospedero: Follaje de maiz blanco.

Tiempo de sembrado el cultivo hospedero: Se desconoce
Distancia a cultivo GM: Sin presencia de cultivos GM
Especie: Gusano cogollero Spodoptera frugiperda
Conservacioén: Alcohol al 70% (-20°C).

Numero de muestras procesadas: 04

Fecha de recolecta: 09 de febrero de 2018.

Ubicacion: UAAAN, Buenavista, Saltillo, Coahuila.

Posicion geografica: Altitud 1610 msnm, Latitud: 25°21'13" N, Longitud: 101°01'56"
0.

Cultivo hospedero: Follaje de maiz blanco, en etapa V6

Tiempo de sembrado el cultivo hospedero: Desconocido

Distancia a cultivo GM: Sin presencia de cultivos GM

Especie: Gusano Cogollero Spodoptera frugiperda (F2 y F5)

Conservacion: Alcohol al 70% (-20°C)

NUmero de muestras procesadas: 08

Fecha de recolecta: 16 de septiembre de 2017 y 26 de diciembre de 2017
respectivamente.
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Observaciones: Estas larvas fueron obtenidas del cultivo de maiz en el campo
experimental “El Bajio” en la UAAAN y se desarrollaron como linea de laboratorio
en el Departamento de Parasitologia, bajo condiciones controladas a 25 + 5 °C, 55
+ 15 % humedad relativa y fotoperiodo 12:12 h luz: obscuridad, en el area de
camaras bioclimaticas.

Localizacion del lugar de procesamiento de Spodoptera frugiperda

El estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Parasitologia Molecular del
Departamento de Parasitologia de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro
(UAAAN) en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México (25°21'13"N, 101°01'56"0, 1610
msnm).

Monitoreo de alelos del gen de resistencia a la toxina CrylAc de Bacillus
thuringiensis

Mediante el avance de la tecnologia, se ha podido desarrollar nuevos métodos para
determinar la manifestacion de resistencia por parte de un organismo; para el caso
de un organismo genéticamente modificado, la resistencia ha sido detectada por
medio del ADN en poblaciones de campo que estan asociados con la supervivencia
en los cultivos Bt. Hasta hace algunos afos, la deteccién basada en ADN no podia
aplicarse para resistencia a Bt, porque la base genética de la resistencia era
desconocida. Sin embargo, ahora hay pruebas de especies de lepiddpteros, donde
se reconoce que la resistencia a las toxinas Cry puede ser causado por mutaciones
en un gen que codifica para cadherina, proteina expresada en el intestino medio de
las larvas. Esta mutacion proporciona la oportunidad de desarrollar y probar
métodos de diagndstico basados en el ADN de este gen (Gahan et al., 2007).

Materiales y Reactivos

1- Buffer de extraccion
2- Morteros y Pistilos
3- Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:1) (CEVAG)
4- Proteinaza

5- Isopropanol

6- Etanol 70%

7- Agua BID estilada
8- Agarosa

9- Tae 1x

10-Gel red

11-Probeta
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12-Vaso de precipitado
13-Espatula
14-Sanitas

15-Primer’s

16-Buffer 10x

17-Taq 1lu

18-DNTP’s

19-Agua inyectable
20-SDS

21-Marcador de peso molecular (1KB) (Bio Basic Inc.)
22-ADN Extraido

Equipos

23-Termocliclador Select Cycler 1l (Selec Bioproducts)
24-Fotodocumentador MULTIDOC-IT

25-Camara de electroforesis Horizontal (LABNET)
26-Termomix (INCUMIX™)

27-Centrifuga (Selec Bioproducts)

28-Vortex de Agitacion (ULTRACRUZ™)

29-Plancha de calor

Preparacion de Buffers

Cuadro 2. Buffer 1x de corrida y solucién para preparacion de agarosa
Preparacion de TAE 1 x (Buffer de corrida)
25 X - 1000 ml
IX- X

X =40 ml de Tae
+ 960 ml Dh20 = 1000 ml

Buffer de carga azul de bromophenol
Preparacion:

1- 25 mg de azul de bromophenol

2- 3 mL de glicerol

3- Aforar a 10 mililitros de dH20
Se mantiene a -20° C.
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Buffer de lisis (soluciones stock y combinacién de buffer de lisis)
Reactivos a utilizar:

1- Tris: 1 Molar, 50 mL, PH: 8:0
2- EDTA: 1 Molar, 50 mL, PH: 8.5
3- NaCl: 0.5 Molar
4- SDS: 2%
Soluciones Stock:
1- Tris:
Peso molecular de Tris: 121.14
Concentracion: (1M) (121.14)
1000 ml: 100 %
X: 100 ml
X:12.114 gr.

2- EDTA:
Peso molecular: 292.25
Concentracion: (1M) (292.25)
1000 ml: 100 %
X: 100 ml
X: 29.225 gr.
Este reactivo presenta un pH es muy bajo, por cual se agregoé hidréxido de sodio
para subir el pH y mantenerlo en 8.5.

3- NacCl:
Peso molecular: 58.44
(0.05) (58.44): 2.922

2.922 - 1000 ml
X:-100 ml
X:-0.2922 g

Este reactivo se agreg6 directamente y no se hizo ninguna dilucién.
4- SDS:
Concentracion inicial. Volumen inicial
Concentracion final. Volumen final
CI. VI: CF. VF
(20%) . (x): (2 %) (100 mL)
(10%)
X:20 mL
Este reactivo se agreg6 directamente y no se realizé ninguna dilucién.
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Preparacion de proteinaza

1- 1 mg de proteinaza por mililitro de agua.
2- Se prepar6é un mL y se utilizaban 20 uL por tubo de eppendorf.
3- Se mantiene en congelacion a -20°C.

Extraccién de ADN

Para esta prueba se mantuvieron larvas de campo y larvas susceptibles de tercer
estadio de S. frugiperda previamente congeladas a -20 °C en tubos tipo eppendorf
y conservadas en alcohol al 70%, para su posterior utilizacion.

El primer paso de esta prueba fue la extraccion del ADN del objeto de estudio. Para
esta actividad se inicié con base en la metodologia de Doyle y Doyle (1990) con
modificaciones, la cual consistio en lo siguiente:

Se trabaj6 con larvas completas del insecto, para realizar la maceracion en un buffer
de lisis a temperatura ambiente (Tris-HCL 1 M pH: 8.0, EDTA 1 M pH: 8.5, NaCl 0.5
M, SDS 2%). Este macerado se agito por 30 segundos en un Vortex de agitacion.
Se agregaron 500 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) a temperatura
ambiente.

Se agrego proteinaza a una dosis de 20 uL, posteriormente se paso al Termomix
por 15 min. Y se dej6 en reposo 5 minutos. Se centrifugo a 12,000 revoluciones por
minuto (rpm) por 15 minutos.

Se recuperé el sobrenadante y se agreg6 el mismo volumen de isopropanol frio
(relacion 1:1). Se incubo a -20°C por 1 hora. Posteriormente se centrifugo a 12, 000
rpm por 10 minutos.

Se elimind el sobrenadante por decantacion dejando solo la pastilla de ADN. Esta
altima se lavé con etanol al 70%, centrifugando a 12,000 rpm por 2 minutos.

Se elimind el alcohol por decantacion y se dejé secar la pastilla de ADN por 30
minutos (se coloca el tubo boca abajo) y se re-suspendio la pastilla con 50 L de
agua inyectable en el Vortex.

Visualizacion del ADN en gel de Agarosa al 1%

Para corroborar la extraccién de ADN se prepar6 un gel de agarosa al 1%, donde
se cargd6 con 5 L de la extraccion de ADN y 5 pL del buffer de carga (azul de bromo
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fenol). Este se corrid6 a 90 volts por 45 minutos. El resultado se visualizd en el
fotodocumentador.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se us6 PCR para amplificar el ADN extraido mediante los primer’s especificos para
alelos de resistencia del gen que codifica para la toxina CrylAc de B. thuringiensis:

Alelo rl

(1S-R) Anti sentido S-R (5"-CTATGTAGAACGCCTCGTGAG-3"), localizado Exon 9
para Alelo rl Salvaje o Natural

(r1-R) Antisentido r1-R (5"-CTTCACACATGATGTTCCTCG-3"), localizado Exon 25
para alelo r1 mutante.

(r1-F) Sentido r1-F (5"-AGACAGGGACACTCTTGAGAAG-3"), localizado Exon 8,
Forward para la familia Cadherina.

Programa PCR incluye: Desnaturalizacion a 95 °C por 3 min, seguido de 30 ciclos
(94°C por 30 segundos, 55 ° C por 1 miny 72 °C por 1 min 30 segundos) y una
extension final a 72 °C por 10 min (Yang et al., 2006).

Alelo r2, Alelo r3

(r2r3-F) 15Cad-F Sentido r2, r3-F (5"-AGACAGGGACACTCTTGAGAAG-3")
(r2r3-R) 15Cad-R, Antisentido (5"-GGCTCGTTCGTTACACTCAGTA-3")

Programa PCR incluye: Desnaturalizacién a 95 °C por 3 min, seguido de 30 ciclos
(94°C por 30 segundos, 55 °C por 1 miny 72 °C por 2 min) y una extension final a
72 °C por 10 min (Yang et al., 2007).

Alelo r4

(r4-F) 87SEQ Sentido (5 -ATTGTAGCTACATGGTAGCAATAC-3")
(r4-R) 2-R Antisentido (5-CGCTGACTGTATACTTGCATG-3")

Programa PCR incluye: Desnaturalizacion a 95 °C por 3 min, seguido de 35 ciclos

(94°C por 30 segundos, 55°C por 1 miny 72 °C por 1 min 30 segundos) y una
extension final a 72°C por 10 min (Zhao et al., 2010).
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Alelo r5

(r5-F) 2.1F Sentido (5 -GATGGGTGGAGATATTTGCTG-3")
(r5-R) 3-R Antisentido (5-CTATGTAGAACGCCTCGTGAG-3")

Programa PCR incluye: Desnaturalizacion a 95 °C por 3 min, seguido de 35 ciclos
(94 °C por 30 segundos, 55 °C por 1 miny 72 °C por 2 min 30 segundos) y una
extension final a 72 °C por 10 min (Zhao et al., 2010).

Alelo r6

(r6-F) 145F Sentido (5 -ATGGGTAACGCAGTGAGCTACCTGAGGAT-3)
(r6-R) 145R Antisentido (5 -TAGAGTCAGTATTCCGTCCCTGCTTGGTG-'3)

Programa PCR incluye: Desnaturalizacion a 95 °C por 3 min, seguido de 35 ciclos
(94°C por 30 segundos, 57°C por 1 miny 72 °C por 3 min) y una extension final a
72 °C por 10 min (Zhao et al., 2010).

Alelo r7

(r7-F) 151F Sentido (5"-CGAGATCGACTGGGAGAACTCCTATGC-"3)
(r7-R) 151R Antisentido (5"-ACCGCACTTGATTATACAGGGGTCCAT-"3)

Programa PCR incluye: Desnaturalizacion a 95 °C por 3 min, seguido de 35 ciclos
(94°C por 30 segundos, 57°C por 1 miny 72 °C por 5 min) y una extension final a
72 °C por 10 min (Zhao et al., 2010).

Alelo r8

(r8-F) 123F Sentido (5"-GAAATGTTTGAGGTGCTGTATCTGACG-"3)
(r8-R) 123R Antisentido (5"-GCGATGACGGTGTAGTACAAGTTCTGT-"3)

Programa PCR incluye: Desnaturalizacion a 95 °C por 3 min, seguido de 35 ciclos
(94°C por 30 segundos, 56°C por 1 miny 72 °C por 5 min) y una extension final a
72 °C por 10 min (Zhao et al., 2010).

Alelo r9

(Cad-HaF) Cadherin-F Sentido (5"-AGTCATATGACGATTCGTGCTACGGAC-3")
(Cad-HaR) Cadherin-R Antisentido (5°-
ATACTCGAGTGGCTCGCGCCTGCGCGT-3") (Liu et al., 2009).
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Programa de PCR incluye: Desnaturalizacion a 94 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos
(94 °C por 30 segundos, 54 °C por 30 segundos, 72 °C por 1:30 segundos) y una
extension final a 72 °C por 7 min (Martinez et al., 2013).

Alelo r10

(Cad-HzF) Cadherin-HzF Sentido (5"-AGTCATATGACGATTCGTGCTACGGAC-3")
(Cad-HzR) Cadherin-HzR Antisentido (5"-CTCTGGCACTTCGAAGTCCAGCAT-3")
(Gen Bank. AY909578.1).

Programa de PCR incluye: Desnaturalizacion a 94 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos
(94 °C por 30 segundos, 54 °C por 30 segundos, 72 °C por 1 min y 30 segundos) y
una extension final a 72 °C por 7 min (Martinez et al., 2013).

Preparacion de Primer’s
Solucién stock primer’s originales

Primer's — 100 mM (ClI)
Primer’s — 400 pl (Vf) (5mM) (Cf)

VI:CixVf  (SMm) (400mi) =20 pL + 380 pL H20 (Agua Inyectable)
Cl (100 Mm)

Preparacién de Alicotas de Primer’s

(Smm) (100mm) =5pL + 95 H20 (Agua Inyectable)
100 mm

Preparacion de dNTP’s

10 Mm Concentracion dNTP’s
300 mL Cantidad total dNTP’s

Formula;: CI VI Cf Vf

VI: _CfxVf 0.2 Mmx25ml =0.5 uL
Cl 10Mm

39



Preparacion de Buffer Amortiguador

10 x Concentracion Buffer
1.5 ml Cantidad total Buffer

Formula: Cl VI: Cf Vf

VI: (1x) (25 ml) =2.5 uL
10 x

Preparacion de Mixer para PCR

Cuadro 3. Reactivos y orden de agregacion para el elaborar el Mixer para PCR.

Reactivos Reaccion
1rx 26 rx  Agregado por reaccion

Buffer 10x 2.5 ul 65 ul 2 ul
Taqg 1u 0.2 ul 5.2 pl 6 ul
dNTP’s 10 mM 0.4 ul 10.4 pl 3ul
Primers R 5 mM 3.0ul 78.0 ul 4 ul
Primer's F 5 mM 3.0ul 78.0 ul 5ul
Agua 11.9 pl 309.4 ul 1l
ADN 4.0 ul (se agrega hasta el final)

Volumen final 25 pL - 4 ADN =21 pL por tubo.

Para esta reaccion se prepard un mixer para una reaccion (1 rx) que consiste en la
utilizacién de Taq 1u, buffer 10X, dNTP’s 10 mM, primer’s especificos reverse 5
mM, forward 5 mM, agua y ADN con un volumen total de 25 uL con el programa de
temperaturas para cada juego de primer’s.

El producto de PCR se corrié en un gel de agarosa al 1% por medio de electroforesis
para comparar el tamafio de los fragmentos de ADN con un marcador de peso
molecular de 1 KB, para determinar el tamafio en pares de bases, para lo cual en el
primer pocillo se agregd 5 pL del marcador de peso molecular y 1 pL de gel red y
en el resto de los pocillos se agregaron 5 pL del producto de PCR y 1 pL de gel red.
Este se corri6 a 95 volts por 1 hora 30 minutos. El resultado se visualiz6 en un
fotodocumentador con apoyo del software MULTIDOC-IT. Si hay una tincion en
comparacion con el marcador de peso molecular se dice que la muestra amplifico,
y de acuerdo a los pares de bases como resultado, se determind si es positivo o
negativo.
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4- RESULTADOS Y DISCUSION
Colecta de Spodoptera frugiperda

Se llevé acabo la colecta de al menos 100 larvas de tercer estadio de S. frugiperda
tanto en el municipio de Matamoros como en Francisco |. Madero, en el cultivo de
maiz, asociado a algodon genéticamente modificado-Bollgard Il (linea de campo)
que codifica para las toxinas CrylAc y Cry2Ab, para tener disponibilidad para la
extraccion de ADN y PCR, ademas de 50 larvas distribuidas en diferentes
localidades de los municipios de Zacoalco de Torres, Jalisco, Temapache,
Veracruz, Tepalcingo, Morelos y de Saltillo, Coahuila como linea susceptible.

Extraccion de ADN

En la localidad de Matamoros, Coah., se llevo a cabo la extraccion de ADN de 62
larvas de tercer estadio de S. frugiperda; de las cuales 45 resultaron positivos, lo
que significa la presencia de bandas de ADN y 17 muestras dieron negativo no
obteniéndose ADN (Cuadro 4).

Cuadro 4. Observacion de ADN de Spodoptera frugiperda en gel de agarosa al 1%
de Matamoros Coahuila.

No. Muestra Localidad Nombre muestra  No. Carril Resultado
01 Matamoros B1M 1 Positivo
02 Matamoros B2M 2 Positivo
03 Matamoros B3M 3 Positivo
04 Matamoros B4M 4 Positivo
05 Matamoros B5M 5 Positivo
06 Matamoros B6M 6 Positivo
07 Matamoros B7M 7 Positivo
08 Matamoros B8M 8 Positivo
09 Matamoros BOM 9 Positivo
10 Matamoros B10M 10 Positivo
11 Matamoros B11M 11 Negativo
12 Matamoros B12M 12 Positivo
13 Matamoros B13M 13 Positivo
14 Matamoros B14M 14 Negativo
15 Matamoros B15M 1 Positivo
16 Matamoros B16M 2 Positivo
17 Matamoros B17M 3 Positivo
18 Matamoros B18M 4 Positivo
19 Matamoros B19M 5 Negativo
20 Matamoros B20M 6 Negativo
21 Matamoros B21M 7 Negativo
22 Matamoros B22M 8 Negativo
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros
Matamoros

B23M
B24M
B25M
B26M
B27M
B28M
B29M
B30M
B31M
B32M
B33M
B34M
B35M
B36M
B37M
B38M
B39M
B40M
B41M
B42M
B43M
B44M
B45M
B46M
B47M
B48M
B49M
B50M
B51M
B52M
B53M
B54M
B55M
B56M
B57M
B58M
B59M
B60M
B61M
B62M

Il el Il el el Il ol
couobrwnvkr I OOEREoO0Wo~NocubdwNNR IR0 ~NocbwNvR,r TN ED G ©

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

M= Matamoros, B=Belén
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Para las muestras obtenidas en la localidad de Francisco |I. Madero, Coahuila, ya
se tenia estandarizada la técnica de extraccion de ADN, por lo cual se llevo a cabo
la extraccion de ADN de 25 larvas de tercer estadio de S. frugiperda; de las cuales
las 25 dieron resultados positivos, lo que significa la presencia de bandas de ADN
observadas claramente en el fotodocumentador (Cuadro 5).

Cuadro 5. Observacién de ADN de Spodoptera frugiperda en gel de agarosa al 1%
de Francisco |. Madero, Coahuila.

No. Muestra Localidad Nombre muestra No. Carril Resultado
01 Fco. | Madero F1B 1 Positivo
02 Fco. | Madero F 2B 2 Positivo
03 Fco. | Madero F 3B 3 Positivo
04 Fco. | Madero F 4B 4 Positivo
05 Fco. | Madero F 5B 5 Positivo
06 Fco. | Madero F 6B 6 Positivo
07 Fco. | Madero F7B 7 Positivo
08 Fco. | Madero F 8B 8 Positivo
09 Fco. | Madero F 9B 9 Positivo
10 Fco. | Madero F 10B 10 Positivo
11 Fco. | Madero F11B 11 Positivo
12 Fco. | Madero F12B 12 Positivo
13 Fco. | Madero F 13B 13 Positivo
14 Fco. | Madero F 14B 14 Positivo
15 Fco. | Madero F 15B 1 Positivo
16 Fco. | Madero F 16B 2 Positivo
17 Fco. | Madero F17B 3 Positivo
18 Fco. | Madero F 18B 4 Positivo
19 Fco. | Madero F 19B 5 Positivo
20 Fco. | Madero F 20B 6 Positivo
21 Fco. | Madero F21B 7 Positivo
22 Fco. | Madero F 22B 8 Positivo
23 Fco. | Madero F 23B 9 Positivo
24 Fco. | Madero F 24B 10 Positivo
25 Fco. | Madero F 25B 11 Positivo

F= Francisco |. Madero, B= Belén.
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Se procesaron 25 larvas de tercer estadio de S. frugiperda obtenidas en localidades
de Jalisco, Veracruz, Morelos y Coahuila como linea susceptible; de las cuales 25
dieron resultados positivos, lo que indica la presencia de bandas de ADN
observadas con el fotodocumentador (Cuadro 6).

Cuadro 6. Observacién de ADN de Spodoptera frugiperda en gel de agarosa al 1%

de la linea susceptible de Jalisco, Veracruz, Morelos y Coahuila.

No. Muestra Estado Procedencia Nombre muestra No. Carril Resultado
01 Jalisco J1 1 Positivo
02 Jalisco J2 2 Positivo
03 Jalisco J3 3 Positivo
04 Jalisco J4 4 Positivo
05 Jalisco J5 5 Positivo
06 Jalisco J6 6 Positivo
07 Saltillo S7 7 Positivo
08 Saltillo S8 8 Positivo
09 Saltillo S9 9 Positivo
10 Saltillo S10 10 Positivo
11 Saltillo S11 11 Positivo
12 Saltillo S12 12 Positivo
13 Saltillo S13 13 Positivo
14 Saltillo S14 14 Positivo
15 Morelos M15 1 Positivo
16 Morelos M16 2 Positivo
17 Morelos M17 3 Positivo
18 Morelos M18 4 Positivo
19 Veracruz V19 5 Positivo
20 Veracruz V20 6 Positivo
21 Veracruz V21 7 Positivo
22 Veracruz V22 8 Positivo
23 Veracruz V23 9 Positivo
24 Veracruz V24 10 Positivo
25 Veracruz V25 11 Positivo

J=Jalisco, S=Saltillo, M=Morelos, V=Veracruz.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se procesaron por PCR 75 muestras de ADN de larvas de tercer estadio de S.
frugiperda para cada uno de los juegos de primer’s; 50 muestras de la linea de
campo, repartidas en 25 muestras de Matamoros y 25 muestras de Francisco I.
Madero y 25 muestras de la linea susceptible obtenidas en localidades de Jalisco,
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Veracruz, Morelos y Coahuila. Se procesaron 10 juegos de primer’'s para las 75
muestras de ADN, dando un total de 750 amplificaciones.

En el Cuadro 7. Se observa la amplificacion y visualizacion de 25 muestras de ADN
de larvas de tercer estadio de S. frugiperda recolectadas en Matamoros, Coah., con
el juego de primer's 1S-R y r1-F, que detecta un alelo salvaje/natural de la familia
cadherina, para discriminarlo del alelo mutante de resistencia a la toxina CrylAc.
Estas muestras de ADN dieron resultado negativo, lo que indica que no hay
presencia de la caracteristica del alelo natural de la familia cadherina, por lo cual la
plaga sigue siendo susceptible a la toxina CrylAc.

Cuadro 7. Amplificacion y visualizacion del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con el juego de primer's 1S-Ry rl-
F, de Matamoros, Coahuila.

No. muestra Nombre muestra No. Carril Resultado
01 1M1 2 Negativo
02 2M1 3 Negativo
03 3M1 4 Negativo
04 4M1 5 Negativo
05 5M1 6 Negativo
06 6M1 7 Negativo
07 ™M1 8 Negativo
08 8M1 9 Negativo
09 oM1 10 Negativo
10 10M1 11 Negativo
11 11M1 12 Negativo
12 12M1 13 Negativo
13 13M1 14 Negativo
14 14M1 15 Negativo
15 15M1 16 Negativo
16 16M1 17 Negativo
17 17M1 18 Negativo
18 18M1 19 Negativo
19 19M1 20 Negativo
20 20M1 2 Negativo
21 21M1 3 Negativo
22 22M1 4 Negativo
23 23M1 5 Negativo
24 24M1 6 Negativo
25 25M1 7 Negativo

M=Matamoros, Coahuila.
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En el Cuadro 8. Se observa la amplificacién y visualizacién de 25 muestras de ADN
de larvas de tercer estadio de S. frugiperda recolectadas en Francisco I. Madero,
Coah., con el juego de primer’s 1S-R y rl1-F, que detectan un alelo salvaje/natural
de la familia cadherina. Estas muestras de ADN dieron resultado negativo, lo que
indica que no hay presencia de la caracteristica del alelo natural de la familia
cadherina, por lo cual la plaga sigue siendo susceptible a la toxina CrylAc.

Cuadro 8. Amplificacion y visualizacion del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con el juego de primer's 1S-Ry rl-
F, de Francisco |. Madero, Coahuila.

No. muestra Nombre muestra No. Carril Resultado
01 1F1 8 Negativo
02 2F1 9 Negativo
03 3F1 10 Negativo
04 4F1 11 Negativo
05 5F1 12 Negativo
06 6F1 13 Negativo
07 7F1 14 Negativo
08 8F1 15 Negativo
09 9F1 16 Negativo
10 10F1 17 Negativo
11 11F1 18 Negativo
12 12F1 19 Negativo
13 13F1 20 Negativo
14 14F1 2 Negativo
15 15F1 3 Negativo
16 16F1 4 Negativo
17 17F1 5 Negativo
18 18F1 6 Negativo
19 19F1 7 Negativo
20 20F1 8 Negativo
21 21F1 9 Negativo
22 22F1 10 Negativo
23 23F1 11 Negativo
24 24F1 12 Negativo
25 25F1 13 Negativo

F= Francisco |I. Madero, Coahuila.

46



En el Cuadro 9. Se observa la amplificacién y visualizacion del ADN de larvas de
tercer estadio de S. frugiperda recolectadas en Matamoros, Coah., con el juego de
primer’s r1-R y r1-F, que detectan el alelo mutante de resistencia a la toxina CrylAc
producto de la presion de seleccion por tratamientos a base de B. thuringiensis,
incluidos los cultivos genéticamente modificados Bt. Estas muestras de ADN dieron
resultado negativo, lo que indica que no hay presencia del alelo con la caracteristica
de resistencia a la toxina CrylAc, por lo cual la plaga sigue siendo susceptible a la
toxina CrylAc.

Cuadro 9. Amplificacion y visualizacion del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con el juego de primer's r1-R y rl1-
F, de Matamoros, Coahuila.

No. muestra  Nombre muestra  No. Carril Resultado
01 1M2 2 Negativo
02 2M2 3 Negativo
03 3M2 4 Negativo
04 4M2 5 Negativo
05 5M2 6 Negativo
06 6M2 7 Negativo
07 ™2 8 Negativo
08 8M2 9 Negativo
09 oM2 10 Negativo
10 10M2 11 Negativo
11 11M2 12 Negativo
12 12M2 13 Negativo
13 13M2 14 Negativo
14 14M2 15 Negativo
15 15M2 16 Negativo
16 16M2 17 Negativo
17 17M2 18 Negativo
18 18M2 19 Negativo
19 19M2 20 Negativo
20 20M2 2 Negativo
21 21M2 3 Negativo
22 22M2 4 Negativo
23 23M2 5 Negativo
24 24M2 6 Negativo
25 25M2 7 Negativo

M=Matamoros, Coahuila.
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En el Cuadro 10. Se observa la amplificacion y visualizacion del ADN de larvas de
tercer estadio de S. frugiperda recolectadas en Francisco |. Madero, Coah., con el
juego de primer’s r1-R y rl1-F, que detectan el alelo mutante de resistencia a la
toxina CrylAc producto de la presion de seleccion por tratamientos a base de B.
thuringiensis, incluidos los cultivos genéticamente modificados Bt. Estas muestras
de ADN dieron resultado negativo, lo que indica que no hay presencia del alelo con
la caracteristica de resistencia a la toxina CrylAc, por lo cual la plaga sigue siendo
susceptible a la toxina CrylAc.

Cuadro 10. Amplificacién y visualizacién del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con el juego de primer’s r1-R y r1-F, de
Francisco |. Madero, Coahuila.

No. muestra Nombre muestra  No. Carril Resultado
01 1F2 8 Negativo
02 2F2 9 Negativo
03 3F2 10 Negativo
04 4F2 11 Negativo
05 5F2 12 Negativo
06 6F2 13 Negativo
07 7F2 14 Negativo
08 8F2 15 Negativo
09 9F2 16 Negativo
10 10F2 17 Negativo
11 11F2 18 Negativo
12 12F2 19 Negativo
13 13F2 20 Negativo
14 14F2 2 Negativo
15 15F2 3 Negativo
16 16F2 4 Negativo
17 17F2 5 Negativo
18 18F2 6 Negativo
19 19F2 7 Negativo
20 20F2 8 Negativo
21 21F2 9 Negativo
22 22F2 10 Negativo
23 23F2 11 Negativo
24 24F2 12 Negativo
25 25F2 13 Negativo

F=Francisco |I. Madero, Coahuila.
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En el Cuadro 11. Se observa la amplificacion y visualizacion del ADN de larvas de
tercer estadio de S. frugiperda de Matamoros, Coah., con el juego de primer’s r2r3-
F y r2r3-R, que detecta dos alelos mutantes en diferentes pares de bases, que
confiere resistencia a la toxina CrylAc por presion de seleccion a tratamientos a
base de B. thuringiensis, incluidos los cultivos genéticamente modificados Bt. Estas
muestras de ADN no amplificaron, resultando negativo, lo que indica que no hay
presencia de alelos con la caracteristica de resistencia a la toxina CrylAc, por lo
cual la plaga sigue siendo susceptible a la toxina CrylAc.

Cuadro 11. Amplificacién y visualizacién del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con el juego de primer’s r2r3-F y
r2r3-R, de Matamoros, Coahuila.

No. muestra Nombre muestra  No. Carril Resultado
01 1M3 2 Negativo
02 2M3 3 Negativo
03 3M3 4 Negativo
04 4M3 5 Negativo
05 5M3 6 Negativo
06 6M3 7 Negativo
07 ™3 8 Negativo
08 8M3 9 Negativo
09 9M3 10 Negativo
10 10M3 11 Negativo
11 11M3 12 Negativo
12 12M3 13 Negativo
13 13M3 14 Negativo
14 14M3 15 Negativo
15 15M3 16 Negativo
16 16M3 17 Negativo
17 17M3 18 Negativo
18 18M3 19 Negativo
19 19M3 20 Negativo
20 20M3 2 Negativo
21 21M3 3 Negativo
22 22M3 4 Negativo
23 23M3 5 Negativo
24 24M3 6 Negativo
25 25M3 7 Negativo

M=Matamoros, Coahuila.
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En el Cuadro 12. Se observa la amplificacion y visualizacion del ADN de larvas de
tercer estadio de S. frugiperda de Francisco |I. Madero, Coah., con el juego de
primer’s r2r3-F y r2r3-R, que detecta dos alelos mutantes en diferentes pares de
bases, que confiere resistencia a la toxina CrylAc por presion de seleccion a
tratamientos a base de B. thuringiensis, incluidos los cultivos genéticamente
modificados Bt. Estas muestras de ADN dieron resultado negativo, lo que indica que
no hay presencia de alelos con la caracteristica de resistencia a la toxina CrylAc,
por lo cual la plaga sigue siendo susceptible a la toxina CrylAc.

Cuadro 12. Amplificacién y visualizacién del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con el juego de primer’s r2r3-F y
r2r3-R, de Francisco |. Madero, Coahuila.

No. muestra Nombre muestra  No. Carril Resultado
01 1F3 8 Negativo
02 2F3 9 Negativo
03 3F3 10 Negativo
04 4F3 11 Negativo
05 5F3 12 Negativo
06 6F3 13 Negativo
07 7F3 14 Negativo
08 8F3 15 Negativo
09 9F3 16 Negativo
10 10F3 17 Negativo
11 11F3 18 Negativo
12 12F3 19 Negativo
13 13F3 20 Negativo
14 14F3 2 Negativo
15 15F3 3 Negativo
16 16F3 4 Negativo
17 17F3 5 Negativo
18 18F3 6 Negativo
19 19F3 7 Negativo
20 20F3 8 Negativo
21 21F3 9 Negativo
22 22F3 10 Negativo
23 23F3 11 Negativo
24 24F3 12 Negativo
25 25F3 13 Negativo

F=Francisco |I. Madero, Coahuila.
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En el Cuadro 13. Se observa la amplificacion y visualizacion del ADN de larvas de
tercer estadio de S. frugiperda de Matamoros, Coah., con el juego de primer’s r4-F
y r4-R, que detecta un alelo del gen Bt que confiere resistencia a la toxina CrylAc.
Estas muestras de ADN dieron resultado negativo, lo que indica que no hay
presencia del alelo con la caracteristica de resistencia a la toxina Cry1Ac, por lo cual
la plaga sigue siendo susceptible a la toxina CrylAc.

Cuadro 13. Amplificacién y visualizacién del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con el juego de primer’s r4-F y r4-
R, de Matamoros, Coahuila.

No. muestra Nombre muestra  No. Carril Resultado
01 1M4 2 Negativo
02 2M4 3 Negativo
03 3M4 4 Negativo
04 4M4 5 Negativo
05 5M4 6 Negativo
06 6M4 7 Negativo
07 ™4 8 Negativo
08 8M4 9 Negativo
09 oaM4 10 Negativo
10 10M4 11 Negativo
11 11M4 12 Negativo
12 12M4 13 Negativo
13 13M4 14 Negativo
14 14M4 15 Negativo
15 15M4 16 Negativo
16 16M4 17 Negativo
17 17M4 18 Negativo
18 18M4 19 Negativo
19 19M4 20 Negativo
20 20M4 2 Negativo
21 21M4 3 Negativo
22 22M4 4 Negativo
23 23M4 5 Negativo
24 24M4 6 Negativo
25 25M4 7 Negativo

M=Matamoros, Coahuila.
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En el Cuadro 14. Se observa la amplificacion y visualizacion del ADN de larvas de
tercer estadio de S. frugiperda de Francisco |I. Madero, Coah., con el juego de
primer’s r4-F y r4-R, que detecta un alelo del gen Bt que confiere resistencia a la
toxina CrylAc. Estas muestras de ADN dieron resultado negativo, lo que indica que
no hay presencia del alelo con la caracteristica de resistencia a la toxina CrylAc,
por lo cual la plaga sigue siendo susceptible a la toxina CrylAc.

Cuadro 14. Amplificacién y visualizacién del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con el juego de primer’s r4-F y r4-
R, de Francisco |. Madero, Coahuila.

No. muestra Nombre muestra No. Carril Resultado
01 1F4 8 Negativo
02 2F4 9 Negativo
03 3F4 10 Negativo
04 4F4 11 Negativo
05 5F4 12 Negativo
06 6F4 13 Negativo
07 7F4 14 Negativo
08 8F4 15 Negativo
09 9F4 16 Negativo
10 10F4 17 Negativo
11 11F4 18 Negativo
12 12F4 19 Negativo
13 13F4 20 Negativo
14 14F4 2 Negativo
15 15F4 3 Negativo
16 16F4 4 Negativo
17 17F4 5 Negativo
18 18F4 6 Negativo
19 19F4 7 Negativo
20 20F4 8 Negativo
21 21F4 9 Negativo
22 22F4 10 Negativo
23 23F4 11 Negativo
24 24F4 12 Negativo
25 25F4 13 Negativo

F=Francisco |. Madero, Coahuila.
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En el Cuadro 15. Se muestra el resultado de la amplificacion y visualizacion del ADN
de larvas de tercer estadio de S. frugiperda de Matamoros, Coah., con el juego de
primer’s r5-F y r5-R, que detecta un alelo del gen Bt que confiere resistencia a la
toxina CrylAc. Estas muestras de ADN dieron resultado negativo, lo que indica que
no hay presencia del alelo con la caracteristica de resistencia a la toxina CrylAc,
por lo cual la plaga sigue siendo susceptible a la toxina CrylAc.

Cuadro 15. Amplificacién y visualizacién del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con el juego de primer’s r5-F y r5-
R, de Matamoros, Coahuila.

No. muestra Nombre muestra  No. Catrril Resultado
01 1M5 2 Negativo
02 2M5 3 Negativo
03 3M5 4 Negativo
04 4M5 5 Negativo
05 5M5 6 Negativo
06 6M5 7 Negativo
07 7M5 8 Negativo
08 8M5 9 Negativo
09 9M5 10 Negativo
10 10M5 11 Negativo
11 11M5 12 Negativo
12 12M5 13 Negativo
13 13M5 14 Negativo
14 14M5 15 Negativo
15 15M5 16 Negativo
16 16M5 17 Negativo
17 17M5 18 Negativo
18 18M5 19 Negativo
19 19M5 20 Negativo
20 20M5 2 Negativo
21 21M5 3 Negativo
22 22M5 4 Negativo
23 23M5 5 Negativo
24 24M5 6 Negativo
25 25M5 7 Negativo

M=Matamoros, Coahuila.
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En el Cuadro 16. Se muestra el resultado de la amplificacion y visualizacion del ADN
de larvas de tercer estadio de S. frugiperda de Francisco |. Madero, Coah., con el
juego de primer’'s r5-F y r5-R, que detecta un alelo del gen Bt que confiere
resistencia a la toxina CrylAc. Estas muestras de ADN dieron resultado negativo,
lo que indica que no hay presencia del alelo con la caracteristica de resistencia a la
toxina CrylAc, por lo cual la plaga sigue siendo susceptible a la toxina CrylAc.

Cuadro 16. Amplificacién y visualizacién del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con el juego de primer’s r5-F y r5-
R, de Francisco I. Madero, Coahuila.

No. muestra  Nombre muestra  No. Carril Resultado
01 1F5 8 Negativo
02 2F5 9 Negativo
03 3F5 10 Negativo
04 4F5 11 Negativo
05 5F5 12 Negativo
06 6F5 13 Negativo
07 7F5 14 Negativo
08 8F5 15 Negativo
09 9F5 16 Negativo
10 10F5 17 Negativo
11 11F5 18 Negativo
12 12F5 19 Negativo
13 13F5 20 Negativo
14 14F5 2 Negativo
15 15F5 3 Negativo
16 16F5 4 Negativo
17 17F5 5 Negativo
18 18F5 6 Negativo
19 19F5 7 Negativo
20 20F5 8 Negativo
21 21F5 9 Negativo
22 22F5 10 Negativo
23 23F5 11 Negativo
24 24F5 12 Negativo
25 25F5 13 Negativo

F=Francisco |. Madero, Coahuila.
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En el Cuadro 17. Se muestra el resultado de la amplificacion y visualizacion del ADN
de larvas de tercer estadio de S. frugiperda de Matamoros, Coah., con el juego de
primer’s r6-F y r6-R, que detecta un alelo del gen Bt que confiere resistencia a la
toxina CrylAc. Estas muestras de ADN resultaron negativas, lo que indica que no
hay presencia del alelo con la caracteristica de resistencia a la toxina CrylAc, por
lo cual la plaga sigue siendo susceptible a la toxina CrylAc.

Cuadro 17. Amplificacion y visualizacion del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con el juego de primer’s r6-F y r6-
R, de Matamoros, Coahuila.

No. muestra Nombre muestra  No. Carril Resultado
01 1M6 2 Negativo
02 2M6 3 Negativo
03 3M6 4 Negativo
04 4M6 5 Negativo
05 5M6 6 Negativo
06 6M6 7 Negativo
07 7™M6 8 Negativo
08 8M6 9 Negativo
09 9M6 10 Negativo
10 10M6 11 Negativo
11 11M6 12 Negativo
12 12M6 13 Negativo
13 13M6 14 Negativo
14 14M6 15 Negativo
15 15M6 16 Negativo
16 16M6 17 Negativo
17 17M6 18 Negativo
18 18M6 19 Negativo
19 19M6 20 Negativo
20 20M6 2 Negativo
21 21M6 3 Negativo
22 22M6 4 Negativo
23 23M6 5 Negativo
24 24M6 6 Negativo
25 25M6 7 Negativo

M=Matamoros, Coahuila.
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En el Cuadro 18. Se observa la amplificacion y visualizacion del ADN de larvas de
tercer estadio de S. frugiperda de Francisco |I. Madero, Coah., con el juego de
primer’s r6-F y r6-R, que detecta un alelo del gen Bt que confiere resistencia a la
toxina CrylAc. Estas muestras de ADN dieron resultado negativo, lo que indica que
no hay presencia del alelo con la caracteristica de resistencia a la toxina CrylAc,
por lo cual la plaga sigue siendo susceptible a la toxina CrylAc.

Cuadro 18. Amplificacién y visualizacién del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con el juego de primer’s r6-F y r6-
R, de Francisco I. Madero, Coahuila.

No. muestra Nombre muestra  No. Carril Resultado
01 1F6 8 Negativo
02 2F6 9 Negativo
03 3F6 10 Negativo
04 4F6 11 Negativo
05 5F6 12 Negativo
06 6F6 13 Negativo
07 7F6 14 Negativo
08 8F6 15 Negativo
09 9F6 16 Negativo
10 10F6 17 Negativo
11 11F6 18 Negativo
12 12F6 19 Negativo
13 13F6 20 Negativo
14 14F6 2 Negativo
15 15F6 3 Negativo
16 16F6 4 Negativo
17 17F6 5 Negativo
18 18F6 6 Negativo
19 19F6 7 Negativo
20 20F6 8 Negativo
21 21F6 9 Negativo
22 22F6 10 Negativo
23 23F6 11 Negativo
24 24F6 12 Negativo
25 25F6 13 Negativo

F=Francisco |. Madero, Coahuila.

56



En el Cuadro 19. Se muestra la amplificacion y visualizacion del ADN de larvas de
tercer estadio de S. frugiperda de Matamoros, Coah., con el juego de primer’s r7-F
y r7-R, que detecta un alelo del gen Bt que confiere resistencia a la toxina CrylAc.
Estas muestras de ADN dieron resultado negativo, lo que indica que no hay
presencia del alelo con la caracteristica de resistencia a la toxina Cry1Ac, por lo cual
la plaga sigue siendo susceptible a la toxina CrylAc.

Cuadro 19. Amplificacion y visualizacion del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con el juego de primer's r7-F y r7-
R, de Matamoros, Coahuila.

No. muestra  Nombre muestra  No. Carril Resultado
01 1M7 2 Negativo
02 2M7 3 Negativo
03 3M7 4 Negativo
04 4AM7 5 Negativo
05 5M7 6 Negativo
06 6M7 7 Negativo
07 ™7 8 Negativo
08 8M7 9 Negativo
09 om7 10 Negativo
10 10M7 11 Negativo
11 11M7 12 Negativo
12 12M7 13 Negativo
13 13M7 14 Negativo
14 14M7 15 Negativo
15 15M7 16 Negativo
16 16M7 17 Negativo
17 17M7 18 Negativo
18 18M7 19 Negativo
19 19M7 20 Negativo
20 20M7 2 Negativo
21 21M7 3 Negativo
22 22M7 4 Negativo
23 23M7 5 Negativo
24 24M7 6 Negativo
25 25M7 7 Negativo

M=Matamoros, Coahuila.
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En el Cuadro 20. Se observa la amplificacion y visualizacion del ADN de larvas de
tercer estadio de S. frugiperda de Francisco |I. Madero, Coah., con el juego de
primer’s r7-F y r7-R, que detecta un alelo del gen Bt que confiere resistencia a la
toxina CrylAc. Estas muestras de ADN dieron resultado negativo, lo que indica que
no hay presencia del alelo con la caracteristica de resistencia a la toxina CrylAc,
por lo cual la plaga sigue siendo susceptible a la toxina CrylAc.

Cuadro 20. Amplificacién y visualizacién del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con el juego de primer's r7-F y r7-
R, de, Francisco |. Madero, Coahuila.

No. muestra Nombre muestra  No. Carril Resultado
01 1F7 8 Negativo
02 2F7 9 Negativo
03 3F7 10 Negativo
04 4F7 11 Negativo
05 5F7 12 Negativo
06 6F7 13 Negativo
07 TF7 14 Negativo
08 8F7 15 Negativo
09 oF7 16 Negativo
10 10F7 17 Negativo
11 11F7 18 Negativo
12 12F7 19 Negativo
13 13F7 20 Negativo
14 14F7 2 Negativo
15 15F7 3 Negativo
16 16F7 4 Negativo
17 17F7 5 Negativo
18 18F7 6 Negativo
19 19F7 7 Negativo
20 20F7 8 Negativo
21 21F7 9 Negativo
22 22F7 10 Negativo
23 23F7 11 Negativo
24 24F7 12 Negativo
25 25F7 13 Negativo

, F=Francisco |. Madero, Coahuila.
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En el Cuadro 21. Se observa la amplificacion y visualizacion del ADN de larvas de
tercer estadio de S. frugiperda de Matamoros, Coah., con el juego de primer’s r8-F
y r8-R, que detecta un alelo del gen Bt que confiere resistencia a la toxina CrylAc.
Estas muestras de ADN resultaron negativas, lo que indica que no hay presencia
del alelo con la caracteristica de resistencia a la toxina CrylAc, por lo cual la plaga
sigue siendo susceptible a la toxina CrylAc.

Cuadro 21. Amplificacién y visualizacién del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con el juego de primer’s r8-F y r8-
R, de Matamoros, Coahuila.

No. muestra  Nombre muestra  No. Catrril Resultado
01 1M8 2 Negativo
02 2M8 3 Negativo
03 3M8 4 Negativo
04 4M8 5 Negativo
05 5M8 6 Negativo
06 6M8 7 Negativo
07 7™M8 8 Negativo
08 8M8 9 Negativo
09 o9M8 10 Negativo
10 10M8 11 Negativo
11 11M8 12 Negativo
12 12M8 13 Negativo
13 13M8 14 Negativo
14 14M8 15 Negativo
15 15M8 16 Negativo
16 16M8 17 Negativo
17 17M8 18 Negativo
18 18M8 19 Negativo
19 19M8 20 Negativo
20 20M8 2 Negativo
21 21M8 3 Negativo
22 22M8 4 Negativo
23 23M8 5 Negativo
24 24M8 6 Negativo
25 25M8 7 Negativo

M=Matamoros, Coahuila.
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En el Cuadro 22. Se observa la amplificacion y visualizacion del ADN de larvas de
tercer estadio de S. frugiperda de Francisco |I. Madero, Coah., con el juego de
primer’s r8-F y r8-R, que detecta un alelo del gen Bt que confiere resistencia a la
toxina CrylAc. Estas muestras de ADN resultaron negativas, lo que indica que no
hay presencia del alelo con la caracteristica de resistencia a la toxina CrylAc, por
lo cual la plaga sigue siendo susceptible a la toxina CrylAc.

Cuadro 22. Amplificacién y visualizacién del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con el juego de primer’s r8-F y r8-
R, de Francisco I. Madero, Coahuila.

No. muestra  Nombre muestra  No. Carril Resultado
01 1F8 8 Negativo
02 2F8 9 Negativo
03 3F8 10 Negativo
04 4F8 11 Negativo
05 5F8 12 Negativo
06 6F8 13 Negativo
07 7F8 14 Negativo
08 8F8 15 Negativo
09 9F8 16 Negativo
10 10F8 17 Negativo
11 11F8 18 Negativo
12 12F8 19 Negativo
13 13F8 20 Negativo
14 14F8 2 Negativo
15 15F8 3 Negativo
16 16F8 4 Negativo
17 17F8 5 Negativo
18 18F8 6 Negativo
19 19F8 7 Negativo
20 20F8 8 Negativo
21 21F8 9 Negativo
22 22F8 10 Negativo
23 23F8 11 Negativo
24 24F8 12 Negativo
25 25F8 13 Negativo

F=Francisco |. Madero, Coahuila.
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En el Cuadro 23. Se observa la amplificacion y visualizacion del ADN de larvas de
tercer estadio de S. frugiperda de Matamoros, Coah., con el juego de primer’s Cad-
HaF y Cad-HaR, que detecta un alelo para una proteina similar a la cadherina que
confiere resistencia a la toxina CrylAc de B. thuringiensis. Estas muestras de ADN
resultaron negativas, lo que indica que no hay presencia del alelo con la
caracteristica de resistencia a la toxina CrylAc, por lo cual la plaga sigue siendo
susceptible a la toxina CrylAc.

Cuadro 23. Amplificacién y visualizacién del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con el juego de primer’s Cad-HaF
y Cad-HaR, de Matamoros, Coahuila.

No. muestra Nombre muestra  No. Carril Resultado
01 1M9 2 Negativo
02 2M9 3 Negativo
03 3M9 4 Negativo
04 4M9 5 Negativo
05 5M9 6 Negativo
06 6M9 7 Negativo
07 7™M9 8 Negativo
08 8M9 9 Negativo
09 9M9 10 Negativo
10 10M9 11 Negativo
11 11M9 12 Negativo
12 12M9 13 Negativo
13 13M9 14 Negativo
14 14M9 15 Negativo
15 15M9 16 Negativo
16 16M9 17 Negativo
17 17M9 18 Negativo
18 18M9 19 Negativo
19 19M9 20 Negativo
20 20M9 2 Negativo
21 21M9 3 Negativo
22 22M9 4 Negativo
23 23M9 5 Negativo
24 24M9 6 Negativo
25 25M9 7 Negativo

M=Matamoros, Coahuila.
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En el Cuadro 24. Se observa la amplificacion y visualizacion del ADN de larvas de
tercer estadio de S. frugiperda de Francisco |I. Madero, Coah., con el juego de
primer’s Cad-HaF y Cad-HaR, que detecta un alelo para una proteina similar a la
cadherina que confiere resistencia a la toxina CrylAc de B. thuringiensis. Estas
muestras de ADN resultaron negativas, lo que indica que no hay presencia del alelo
con la caracteristica de resistencia a la toxina CrylAc, por lo cual la plaga sigue
siendo susceptible a la toxina CrylAc.

Cuadro 24. Amplificacion y visualizacion del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con el juego de primer’s Cad-HaF
y Cad-HaR, de Francisco |. Madero, Coahuila.

No. muestra Nombre muestra  No. Carril Resultado
01 1F9 8 Negativo
02 2F9 9 Negativo
03 3F9 10 Negativo
04 4F9 11 Negativo
05 5F9 12 Negativo
06 6F9 13 Negativo
07 7F9 14 Negativo
08 8F9 15 Negativo
09 9F9 16 Negativo
10 10F9 17 Negativo
11 11F9 18 Negativo
12 12F9 19 Negativo
13 13F9 20 Negativo
14 14F9 2 Negativo
15 15F9 3 Negativo
16 16F9 4 Negativo
17 17F9 5 Negativo
18 18F9 6 Negativo
19 19F9 7 Negativo
20 20F9 8 Negativo
21 21F9 9 Negativo
22 22F9 10 Negativo
23 23F9 11 Negativo
24 24F9 12 Negativo
25 25F9 13 Negativo

F=Francisco |I. Madero, Coahuila.
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En el Cuadro 25. Se observa la amplificacion y visualizacion del ADN de larvas de
tercer estadio de S. frugiperda de Matamoros, Coah., con el juego de primer’s Cad-
HzF y Cad-HzR, que detecta un alelo que confiere resistencia a la toxina CrylAc de
B. thuringiensis. Estas muestras de ADN resultaron negativas, lo que indica que no
hay presencia del alelo con la caracteristica de resistencia a la toxina CrylAc, por
lo cual la plaga sigue siendo susceptible a la toxina CrylAc.

Cuadro 25. Amplificacién y visualizacién del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con el juego de primer’s Cad-HzF
y Cad-HzR, de Matamoros, Coahuila.

No. muestra Nombre muestra  No. Catrril Resultado
01 1M10 2 Negativo
02 2M10 3 Negativo
03 3M10 4 Negativo
04 4M10 5 Negativo
05 5M10 6 Negativo
06 6M10 7 Negativo
07 7M10 8 Negativo
08 8M10 9 Negativo
09 9M10 10 Negativo
10 10M10 11 Negativo
11 11M10 12 Negativo
12 12M10 13 Negativo
13 13M10 14 Negativo
14 14M10 15 Negativo
15 15M10 16 Negativo
16 16M10 17 Negativo
17 17M10 18 Negativo
18 18M10 19 Negativo
19 19M10 20 Negativo
20 20M10 2 Negativo
21 21M10 3 Negativo
22 22M10 4 Negativo
23 23M10 5 Negativo
24 24M10 6 Negativo
25 25M10 7 Negativo

M=Matamoros, Coahuila.
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En el Cuadro 26. Se observa la amplificacion y visualizacion del ADN de larvas de
tercer estadio de S. frugiperda de Francisco |I. Madero, Coah., con el juego de
primer’s Cad-HzF y Cad-HzR, que detecta un alelo que confiere resistencia a la
toxina CrylAc de B. thuringiensis. Estas muestras de ADN resultaron negativas, lo
gue indica que no hay presencia del alelo con la caracteristica de resistencia a la
toxina CrylAc, por lo cual la plaga sigue siendo susceptible a la toxina CrylAc.

Cuadro 26. Amplificacién y visualizacién del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con el juego de primer’s Cad-HzF
y Cad-HzR, de Francisco |. Madero, Coahuila.

No. muestra Nombre muestra No. Carril Resultado
01 1F10 8 Negativo
02 2F10 9 Negativo
03 3F10 10 Negativo
04 4F10 11 Negativo
05 5F10 12 Negativo
06 6F10 13 Negativo
07 7F10 14 Negativo
08 8F10 15 Negativo
09 9F10 16 Negativo
10 10F10 17 Negativo
11 11F10 18 Negativo
12 12F10 19 Negativo
13 13F10 20 Negativo
14 14F10 2 Negativo
15 15F10 3 Negativo
16 16F10 4 Negativo
17 17F10 5 Negativo
18 18F10 6 Negativo
19 19F10 7 Negativo
20 20F10 8 Negativo
21 21F10 9 Negativo
22 22F10 10 Negativo
23 23F10 11 Negativo
24 24F10 12 Negativo
25 25F10 13 Negativo

F=Francisco |. Madero, Coahuila.
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En los Cuadros 27 y 28 se observa la amplificacién y visualizacién del ADN de larvas
de tercer estadio de S. frugiperda de localidades de Jalisco, Veracruz, Morelos y
Coahuila (linea susceptible) con los 10 juegos de primer’s que detectan alelos de
resistencia a la toxina CrylAc de B. thuringiensis; muestras de ADN que dieron

como resultado negativo, no encontrandose resistencia a la toxina CrylAc.

Cuadro 27. Amplificacién y visualizacién del producto de PCR de Spodoptera

frugiperda en gel de agarosa al 1% con 5 juegos de primer’s, de
localidades de Jalisco, Veracruz, Morelos y Coahuila.

Nombre No.

Alelo rl

Alelo rl

muestra  Carril Natural Mutante Alelor2, r3 Alelo r4 Alelo r5 Resultado
J1 02 1S-Ryrl-F r1-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyrd-R r5-Fyr5-R  Negativo
J2 03 1S-Ryrl-F rl-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyr4-R r5-Fyr5-R  Negativo
J3 04 1S-Ryrl-F rl-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyr4-R r5-Fyr5-R  Negativo
J4 05 1S-Ryrl-F rl-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyr4-R r5-Fyr5-R  Negativo
J5 06 1S-Ryrl-F rl-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyr4-R r5-Fyr5-R  Negativo
J6 07 1S-Ryrl-F rl-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyr4-R r5-Fyr5-R  Negativo
S7 08 1S-Ryrl-F rl-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyr4-R r5-Fyr5-R  Negativo
S8 09 1S-Ryrl-F r1-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyrd-R r5-Fyr5-R  Negativo
S9 10 1S-Ryrl-F r1-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyrd-R r5-Fyr5-R  Negativo
S10 11 1S-Ryrl-F r1-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyrd-R r5-Fyr5-R  Negativo
S11 12 1S-Ryrl-F r1-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyrd-R r5-Fyr5-R  Negativo
S12 13 1S-Ryrl-F r1-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyrd-R r5-Fyr5-R  Negativo
S13 14 1S-Ryrl-F rl-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyr4-R r5-Fyr5-R  Negativo
S14 15 1S-Ryrl-F rl-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyr4-R r5-Fyr5-R  Negativo
M15 16 1S-Ryrl-F rl-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyrd-R r5-Fyr5-R  Negativo
M16 17 1S-Ryrl-F rl-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyr4-R r5-Fyr5-R  Negativo
M17 18 1S-Ryrl-F rl-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyrd-R r5-Fyr5-R  Negativo
M18 19 1S-Ryrl-F rl-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyrd-R r5-Fyr5-R  Negativo
V19 20 1S-Ryrl-F r1-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyrd-R r5-Fyr5-R  Negativo
V20 02 1S-Ryrl-F r1-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyrd-R r5-Fyr5-R  Negativo
V21 03 1S-Ryrl-F r1-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyrd-R r5-Fyr5-R  Negativo
V22 04 1S-Ryrl-F rl1-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyrd-R r5-Fyr5-R  Negativo
V23 05 1S-Ryrl-F r1-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyrd-R r5-Fyr5-R  Negativo
V24 06 1S-Ryrl-F r1-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyrd-R r5-Fyr5-R  Negativo
V25 07 1S-Ryrl-F rl-Ryrl-F r2r3-Fyr2r3-R r4-Fyr4-R r5-Fyr5-R  Negativo

J=Jalisco, S=Saltillo, M=Morelos, V=Veracruz
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Cuadro 28. Amplificacion y visualizacion del producto de PCR de Spodoptera
frugiperda en gel de agarosa al 1% con 5 juegos de primer’s de
localidades de Jalisco, Veracruz, Morelos y Coahuila.

Nombre No.

muestra  Carril Alelo r6 Alelo r7 Alelo r8 Alelo r9 Alelo r10 Resultado
a1 02 6FyeR T-Fyr-R  BFyrsR Gy CodfzF Y Negativo
32 03 6FyeR (T-Fyr7R  BFyrR Gy CodfzF Y Negativo
J3 04 6FyeR (T-Fyr7R  BFyrsR Gy CodfZF Y Negativo
4 05 6Fyr-R (T-Fy7R 8FysR  Corary o CadrEEY Negativo
J5 06 6Fy-R (T-Fy7R 8FydR  Gorary o CadrEEY Negativo
J6 07 r6-Fyr6-R r7-Fyr7-R  r8-Fyr8-R %‘:&'__'Ha;Ry (?:(;LZZFRV Negativo
S7 08 r6-Fyr6-R r7-Fyr7-R  r8-Fyr8-R %‘:&'__'Ha;Ry (?:(;LZZFRV Negativo
S8 09 r6-Fyr6-R r7-Fyr7-R  r8-Fyr8-R %‘:&'__'Ha;Ry (?:(;LZZFRV Negativo
S9 10 r6-Fyr6-R  r7-Fyr7-R  r8-Fyr8-R %‘:&'__'Ha;Ry (?:(;LZZFRV Negativo
S10 11  r6-Fyr6-R  r7-Fyr7-R  r8-Fyr8-R %‘:&'__'Ha;Ry (?:(;LZZFRV Negativo
s11 12 6Fy-R r7-FyrR  8FymR  CHAAEY cadrizl Y Negativo
S12 13 r6-Fyr6-R  r7-Fyr7-R  r8-Fyr8-R %‘:&'__'Ha;Ry (?:(;LZZFRV Negativo
S13 14 r6-Fyr6-R  r7-Fyr7-R  r8-Fyr8-R %‘:&'__'Ha;Ry (?:(;LZZFRV Negativo
S14 15 r6-Fyr6-R  r7-Fyr7-R  r8-Fyr8-R C?:(rHa;Ry %‘:&H;ZFRy Negativo
M15 16 r6-Fyr6-R  r7-Fyr7-R  r8-Fyr8-R C?:(rHa;Ry %‘:&H;ZFRy Negativo
M16 17 6-Fyr6-R  r7-Fyr7-R  r8-Fyr8R %‘:(;_HH‘?‘;RV %‘:;';ZFRV Negativo
M7 18  r6-Fy6R (T-Fyr7R  BFymR Gty cadrizl Y Negativo
M18 19 r6-Fyr6-R  r7-Fyr7-R  r8-Fyr8-R C?:(rHa;Ry %‘:&H;ZFRy Negativo
V19 20 r6FyreR 7-Fyr7R re-FysR  Corary cadrizl Y Negativo
V20 02 6Fy6R (7-FyiR  BFysR Gy Cod Y Negativo
v21 03 6Fye-R (T-Fyr7R  BFyR Gy CadfZf Y Negativo
V22 04 6Fy6R 7-Fyr-R  sFygR  QGobary o Cadlb Y Negativo
V23 05 6FyR 7-Fyr-R  FygR  QGohary o Cadtby o Negativo
V24 06 6Fy6R 7-Fyr-R  sFyR  QGobary o Cadtl Y Negativo
Va5 07 6FyR 7-Fyr-R  FysR  Goehary o Cadtlb Y Negativo

J=Jalisco, S=Saltillo, M=Morelos, V=Veracruz
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Los antecedentes sobre el desarrollo de resistencia a insecticidas indican que si una
poblacion de la plaga se expone en forma continua a un insecticida, la plasticidad
genética de la poblacion eventualmente permitira que algunos pocos individuos
resistentes se seleccionen a través de las generaciones, para posteriormente
conformar una poblacién de individuos resistentes. Por lo tanto, conociendo que las
plagas susceptibles a las toxinas Cry tienen el potencial de desarrollar resistencia
hacia ellas, y que los cultivos Bt exponen en forma creciente y continua a las
poblaciones plaga a la presion de seleccion de una o varias proteinas Cry, es légico
prever que se combinen las circunstancias para el desarrollo de la resistencia, como
respuesta frente a un peligro, eliminando no solo la posibilidad de seguir utilizando
las proteinas Cry como medida de control de plagas, sino también predisponiendo
a las plagas al uso de los productos a base de B. thuringiensis.

El desarrollo de resistencia se produce principalmente por usar siempre el mismo
insecticida y a dosis alta. Esta condicion la cumplen perfectamente los OGM'S. En
México, desde 1996 se inicidé con la siembra de algodén Bt con la insercion de la
toxina CrylAc de B. thuringiensis y para el afio 2009 se cambiaron a las siembras
con algodon Bt de segunda generacion llamados “genes-piramidales” con dos
toxinas de B. thuringiensis (CrylAc y Cry2Ab), -algodon Bollgard II- efectivas contra
un amplio rango de lepiddpteros, lo que ponia de manifiesto una posible rapida
adquisicion de tolerancia y resistencia a las toxinas incorporadas en el algodon Bt
(Greenplate et al., 2003; ISSSA, 2018).

De los mecanismos de resistencia a B. thuringiensis, el modo mas comun es la
reduccion de la union a las membranas (receptores) del intestino medio de al menos
una toxina Cry (Tabashnik et al., 2004), o dicho de otra manera es cuando surgen
modificaciones de los sitios objetivo, reducen o eliminan la unién de las toxinas Cry
en los individuos homocigotos resistentes, pero tienen poco efecto sobre la
susceptibilidad de los individuos heterocigotos a las toxinas (Morin et al., 2003;
Soberon y Bravo, 2008).

Los receptores de la toxina CrylAc de B. thuringiensis son principalmente dos; el
receptor cadherina y el receptor aminopeptidasa; receptores donde se inserta la
toxina Cry al intestino medio del insecto (Rausell et al., 2004; Soberon y Bravo,
2008). En este sentido; se reporta una sustitucibn en estos receptores en H.
virescens producto de una mutacién, originando la pérdida del sitio de union de la
toxina CrylAc, demostrandose que estos receptores han disminuido su vinculacion
a la toxina, llevando a generar resistencia en los insectos a la CrylA (Xie et al.,
2005).
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Con avances de la tecnologia, se ha podido desarrollar nuevos métodos para
determinar la manifestacion de resistencia por medio del ADN basado en alelos de
resistencia (Tabashnik et. al., 2004). Actualmente hay pruebas de especies de
lepidopteros, donde se reconoce que la resistencia a las toxinas Cry puede ser
causado por mutaciones en un gen que codifica para cadherina, proteina expresada
en el intestino medio de las larvas (Yang et al., 2006; Gahan et al., 2007; Yang et
al., 2007).

Las cadherinas son una clase de proteinas receptoras para las toxinas CrylA de B.
thuringiensis. La interrupcion de un gen de la cadherina se asocia con la resistencia
a la delta-endotoxina CrylAc de B. thuringiensis descubierto en gusano del
algodonero H. armigera. Sin embargo, determinacion de secuencias de ADN
genomico del gen Bt de resistencia, ha mostrado que existe una supresion
responsable de una cadherina truncada resistente a CrylAc, con dos variantes de
transcripcion, las cuales producen la misma proteina truncada, con dos alelos, el
tipo salvaje o natural y el mutante de resistencia a CrylAc (Yang et al., 2006).

En el presente trabajo, en el total de las muestras de ADN, tanto de la linea de
campo Francisco |. Madero y Matamoros, Coahuila y la linea susceptible de Jalisco,
Saltillo, Morelos y Veracruz ninguna de estas amplifico para los distintos juegos de
primer’s para resistencia a la toxina CrylAc de B. thuringiensis, mediada por un
cambio o mutacién en el receptor cadherina, por lo tanto, el producto de PCR no
requirio ser purificado y no se realizd ninguna secuenciacion

Con base en los resultados no se detecté el gen Bt de resistencia a la toxina CrylAc
en las poblaciones estudiadas de la comarca lagunera de Coahuila, sugiriendo esto
que S. frugiperda no ha desarrollado resistencia a la toxina CrylAc de algodon Bt,
esto probablemente a que el flujo de individuos de maiz convencional-algodén Bt
es poco, puesto que S. frugiperda tiene preferencia por el maiz.

Por otro lado, el flujo que pudiera existir entre maiz convencional-algodén Bt,
permite que individuos susceptibles que copulan con posibles insectos resistentes
gue sobreviven en el cultivo Bt y producen heterocigotos susceptibles, los cuales
mueren al consumir tejido del cultivo Bt y/o poblaciones en maiz se mantienen
susceptibles. Esta condicién es el equivalente al uso de la condicion de refugio
(80:20), que implica sembrar el 80% de cultivos transgénicos y un 20% convencional
o el refugio (96:4), 96% de cultivos transgénicos y un 4% convencional. El refugio
es una condicion que provee individuos susceptibles (SS) que copulan con los
posibles resistentes (RR) que sobreviven en el cultivo Bt y producen heterocigotos
susceptibles (RS), los cuales mueren al consumir tejido del cultivo Bt.
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Ademas, otro factor importante son las mutaciones que afectan la expresion de los
receptores tipo cadherina, que resultan en insectos resistentes a las toxinas Cry, y
tienen un costo en el desempeiio de los insectos en la naturaleza, evitando que las
mutaciones que afectan a esta proteina se fijen en la poblacidn de insectos
(Soberon y Bravo, 2008).

Otra caracteristica importante que no permite el desarrollo de resistencia, o hay
poca evidencia de ello, es la utilizacion de cultivos Bt con 2 0 mas genes de Bt, lo
que permite la eficacia insecticida del cultivo. El nUmero y tipos de proteinas Bt,
especialmente aquéllas con diferentes modos de accion, que expresa un cultivo GM;
el nivel de consistencia en la expresion y especificidad de cada proteina Bt, afecta
significativamente la tasa de seleccién para resistencia. Es bien sabido que la
resistencia evoluciona mas lentamente en cultivos Bt que expresan mdultiples
proteinas, comparado con los cultivos que expresan una sola proteina derivada de
Bt. Adicionalmente, se prefiere que cada proteina se exprese durante todo el ciclo
del cultivo a niveles suficientemente altos para controlar aquellos insectos objetivo
gue sean heterocigotos para cualquier gen que confiera resistencia (lo cual se ha
denominado “dosis alta de expresidon”). Con una expresion de las proteinas en dosis
altas hacia estos, se eliminan a todos o0 a casi todos los que son susceptibles (ss) y
heterocigotos (Ss), o que contribuye a hacer que la resistencia sea funcionalmente
recesiva y lenta en su evolucién (Burkness et al., 2010; Niu et al., 2013; Yang et al.
2013).

La diversidad mutacional del gen Bt puede afectar la deteccion de ADN para la
frecuencia de alelos de resistencia, por lo cual se debe monitorear rutinariamente
los alelos de resistencia basados en el receptor cadherina (Zhao et al., 2010).

La presion del algoddn Bt para los sitios muestreados no ha desarrollado resistencia
en S. frugiperda, por lo cual esta tecnologia Bt con evento piramidal sigue siendo
funcional y la posible entrada de otro cultivo Bt para esta region es una alternativa
viable, ademas de que es indispensable el monitoreo de resistencia constante de
esta y otras plagas objetivo de B. thuringiensis.

A cuatro afos de la liberacion de cultivos Bt, se reporto la frecuencia de un alelo
recesivo de resistencia que confiere la toxina CrylAc de Bt en cepas de gusano
rosado P. gossypiella de campos de algodén Bt en Arizona en 1997 y estudios
realizados no detectaron un aumento en la frecuencia de este alelo de resistencia
en 1999, concluyendo la eficacia del algodon Bt para controlar el gusano rosado
(Tabashnik et al., 2000a).
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Ademas, se detectan altos niveles de resistencia de H. armigera a la toxina Cry2Ab
del algodon Bt debido a un gen autosémico de caracter recesivo en Australia
(Mahon et al., 2007).

Primera deteccion de dos alelos de resistencia de B. thuringiensis en H. armigera
en campos de algodon Bt, demostrando que estos insectos pueden completar su
desarrollo en el cultivo Bt (Yang, et al., 2007).

Datos de 2002 a 2006 en pruebas de campo para H. zea, han reportado el desarrollo
de resistencia a CrylAc en algodon Bt en 14 poblaciones de Arkansas, Georgia y
Mississippi, con coeficientes de resistencia mayores a 100, incluyendo dos
poblaciones con tasas de resistencia mayores a 1000 (Tabashnik et al., 2008).

En estimaciones hechas en E.U. de los alelos de resistencia en el gusano belloteo
H. virescens a la exposicion constante de la toxina CrylAc que expresa el algodon
Bt, no se reportaron diferencias significativas a las estimaciones hechas en 1993,
concluyendo no haber encontrado evidencia de que las poblaciones de H. virescens
se hayan vuelto mas resistentes a la toxina CrylAc (Blanco et al., 2009).

Se describe el desarrollo de resistencia del gusano cogollero S. frugiperda al maiz
Bt evento TC1507 que produce la toxina CrylF en Puerto Rico (Storer et al., 2010)

Se publico el desarrollo de resistencia del gusano S. frugiperda (recolectados en
2013) al maiz Bt con la toxina CrylFa en Brasil con mas de 10 veces (10 X) los
niveles de resistencia comparada con una susceptible. La poblacion de campo se
mantuvo con alimento sin toxina Bt, manteniendo altos niveles de resistencia a la
toxina por 8 generaciones, ademas mostro mayor resistencia cruzada a la toxina
CrylAa, que a las toxinas CrylAb o a CrylAc (se insertan en el mismo sitio de
unién), situacion contraria con las toxinas Cry2A. Sin embargo, el refugio usado fue
por debajo del recomendado (10%) o simplemente no se us6 (Monnerat et al., 2015)
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5- CONCLUSION

Para las localidades muestreadas en la comarca lagunera, del flujo de poblaciones
de S. frugiperda entre algodon GM-maiz convencional, no se detectaron alelos del
gen Bt que confieren resistencia a la toxina CrylAc en S. frugiperda.

El uso continuo del cultivo Bt y el cuidado de la tecnologia Bt, hace indispensable el
monitoreo de resistencia constante de todas las plagas objetivo de B. thuringiensis.
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