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RESUMEN

México se coloco en el lugar numero 13 a nivel mundial para la produccion de
algodon (Gosyypium hirsutum L.) con 490.42 mil toneladas (2018), la Comarca
Lagunera participa con el 10% de esta produccion a nivel nacional. Los hibridos
de algodon que se establecen en esta region son Genéticamente Modificados
(GM) y la mayoria tienen las toxinas CrylAc y Cry2Ab de la bacteria Bacillus
thuringensis la cual es la que les transfiere la resistencia a plagas de
lepidopteros. Con el objetivo de demostrar las toxinas Cry de los hibridos que
se establecen en la region de La Laguna conservan su efectividad, contra
Spodoptera frugiperda, se establecieron bioensayos a nivel laboratorio con
larvas de dos poblaciones provenientes de: San Pedro, Coahuila y Celaya,
Guanajuato. Para la disponibilidad del material vegetal, se establecieron en el
invernadero cinco hibridos de algodon GM y las colonias del gusano cogollero
se incrementaron y criaron hasta la primera generacion filial; para después
establecer los bioensayos en laboratorio, un bajo un disefio experimental
completamente al azar con seis repeticiones y como unidad experimental se
consideraron cuatro larvas, los bioensayos se establecieron en los meses de
julio y agosto del 2020, con un de fotoperiodo a 12 horas, temperatura
promedio de 24°C +1 y una humedad relativa de 50%, en promedio; las
evaluaciones se realizaron cada 24 horas por siete dias. Dentro de los
resultados obtenidos en este estudidé se encontr6 que existen diferencias
altamente significativas con una confiabilidad del 99% en el porcentaje de
mortalidad, a las 72 horas de la evaluacion, para las dos poblaciones de S.
frugiperda con un valor del 14.6% a 58.8% obtenido de las 24 a 168 horas,
respectivamente. La variedad de algodén mas efectiva para el control de este
lepidoptero fue la FM2334, mientras que el hibrido convencional registro el
mayor porcentaje de supervivencia aproximadamente de 98%. Los hibridos de
la linea comercial DeltaPine®, no presentaron alto porcentaje de mortalidad,
con respecto a la linea FiberMax® (64.6% y 77.1%, respectivamente) la
susceptibilidad entre poblaciones de Spodoptera, no presento diferencias
significativas entre ellas, esto indica que los hibridos Bt, principalmente de la
linea comercial FiberMax®, aun presentan eficacia en campo.

Palabras clave: efectividad toxinas Cry, susceptibilidad a Bt, plagas blanco,
Spodoptera frugiperda, Gosyypium hirsutum L.
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|.INTRODUCCION

Los cultivos Genéticamente Modificados (GM), se han empleado hace poco
mas de 20 afios, relativamente son tecnologias nuevas, los primeros cultivos ya
aprobados para las pruebas de investigacion y comercio, a mediados de los
afos noventa, fueron: algodén, arroz y maiz. A nivel mundial han aumentado
constantemente las superficies sembradas de plantas GM; sin embargo, aun se
encuentran en proceso de estudios detallados sobre los efectos de estos
cultivos en el medio ambiente, y los efectos en los organismos con los que
interaccionan, asi como problemas a la salud humana, que probablemente no

se han manifestado (Legorreta, 2011).

Uno de los principales cultivos que se produce a nivel mundial, es el algodén
Bt, que es un cultivo modificado, la fuente de toxinas (insecticidas) producidas
por plantas transgénicas comerciales, es la bacteria del suelo Bacillus
thuringiensis (Bt). Las cepas Bt tienen muchos efectos hacia las plagas, y
tienen una reserva de genes que codifican para proteinas insecticidas, las
cuales son acumuladas en inclusiones cristalinas producidas en la esporulacion
bacteriana (proteinas Cry y proteinas Cyt) o que se expresan durante el

crecimiento de la bacteria (proteinas Vip; Gatehouse, 2008).

El algodon Bt es uno de los cultivos modificados que se encuentran en la
primera generacion, que ha dado muchos resultados durante el desarrollo
agricola, con una importante magnitud para elevar su produccion, asi también
poder reducir el uso de insecticidas para un mejor medio ambiente, también
para mejorar la calidad del producto a través de la resistencia a insectos
(Giraldo, 2011).

Una de las principales preocupaciones, con respecto a los cultivos Bt, es que
las plagas que combaten desarrollan demasiado rapido la tolerancia a las
toxinas, lo que lleva a la ineficiencia de esta tecnologia y graves problemas

secundarios en la produccion (Giraldo, 2011).



La problematica presentada por la tolerancia de las plagas blanco a las toxinas
insecticidas que tienen los cultivos Bt, se debe a diferentes condiciones y una
de ellas y probablemente la principal es la presion de seleccion que ejercen
estas toxinas sobre los insectos, en este caso especificamente plagas de
lepidopteros, ya que son a quienes de forma directa se dirige la accién de la
toxinas de los cultivos Bt, ademas se pude incluir aspectos de manejo de los
cultivos, como la falta de estrategias de gestidon de la resistencia de las plagas
en regiones productoras (Szwarc, 2018).

La especie Spodoptera frugiperda, es un lepidoptero considerado como una
plaga cosmopolita, es decir que afecta varios cultivos, entre ellos el algodon,
por lo que se considera una de las plagas blanco a las que va dirigida las
toxinas insecticidas de Bt en los cultivos transgénicos, sin embargo, es una
plaga que ya ha presentado casos de resistencia a nivel mundial; entre estos
se reporta Puerto Rico, se han registrado casos de resistencia a la toxina
CrylF y bajo nivel de resistencia a las toxinas CrylAb y CrylAc (Storer et al.,
2012). Por otro lado, en Brasil en el cultivo de maiz Bt (TC1507), también se
presentd resistencia a la toxina CrylF (Farias et al., 2014). La resistencia que
se presenta en estas poblaciones es debida a que los insectos debido a la
presion de seleccién por las toxinas Cry que se ha ejercido a través de los
anos, desde el establecimiento de los cultivos Bt a la fecha, han ya
desarrollaron la habilidad para tolerar la cantidad de toxinas letales en las

poblaciones de lepidépteros plaga.

Con el contexto anterior, se plantea esta investigacion para evaluar los efectos
de las toxinas Cry, presentes en diferentes hibridos de algodén GM, con la
finalidad de determinar susceptibilidad en dos poblaciones de Spodoptera
frugiperda y con ello evaluar la eficiencia de dichos hibridos, asi mismo
descartar la presencia de resistencia a las toxinas Cry de B. thuringiensis en

este lepiddptero, en la Regidon lagunera del estado de Coahuila.



1.1. Objetivo general

Confirmar la susceptibilidad a las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis en dos
poblaciones de campo de gusano cogollero Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuide) mediante dieta vegetal de hibridos de algodén GM, con
la tecnologia Bt.

1.2. Hipotesis

En la presente investigacion se espera observar una mortandad mayor al 80%
en dos poblaciones de S. frugiperda, lo que comprobara la efectividad de las
toxinas Cry presentes en cinco hibridos de algodén GM, que se producen en la

Region lagunera del estado de Coahuila.



.  REVISION DE LITERATURA

2.1. El cultivo del algodén

El algoddén (Gossypium hirsutum L.) es un cultivo que ha sido importante desde
su origen en varias generaciones y sigue siendo una de las especies mas
utilizadas y destacadas en el uso por el ser humano a nivel mundial (Wendel et
al., 2010).

La especie de algoddn que se cultiva comercialmente en el pais y en el mundo
es G. hirsutum, la cual es originaria de México y Centro América, en donde se
encuentran plantas nativas en su crecimiento como arbustos perennes y un
desarrollo indeterminado. A través del mejoramiento genético el habito de
crecimiento de esta planta ha sido modificado para adaptarla a la produccién
comercial, pasando de las plantas nativas, perennes e indeterminadas a
plantas anuales y de crecimiento mas o menos determinado que producen

algoddén-semilla méas temprano que las plantas nativas (Cadena, 2000).

Actualmente G. hirsutum tiene un 95% de produccion y la mayoria de las
poblaciones silvestres de esta especie habitan en México. Se han realizado
varias investigaciones sobre la ecologia, biologia y genética de esta especie,
sin embargo, la mayoria se han basado en plantas domesticadas y fuera de su
distribucién natural, por lo que en realidad se conoce poco de la especie, ya
qgue después del proceso de domesticacion, se conserva sélo una parte de la

variacion gue pudiera encontrarse en las poblaciones silvestres.

El algoddon es una especie tan importante en la economia mundial, ha
capturado la atencién de cientificos agricolas, taxonomos y biélogos evolutivos.
Especialmente en las Ultimas décadas, las tecnologias moleculares se han
aplicado para contestar las preguntas clasicas como el origen de la poliploidia
de las especies, las relaciones filogenéticas entre las especies del género y los
origenes de las plantas domesticadas a partir de sus progenitores silvestres
(Wendel et al., 2010).



2.1.1. Clasificacion taxondmica

Los taxones del algodon se describieron por Wendel, 1993.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae
Género: Gossypium
Especie: G. hirsutum L. (1763)

2.1.2. Descripcion botanica

El algodén (Gossypium) pertenece a la familia de las malvaceas, en este
género se encuentran aproximadamente 45 especies pueden ser anuales,

bianuales y perennes.

La raiz principal es axonomorfa o pivotante. Las raices secundarias siguen una
direccion mas o menos horizontal. En suelos profundos y de buen drenaje, las
raices pueden llegar hasta los dos metros de profundidad. En los de poco
fondo o mal drenaje apenas alcanzan los 50 cm. El algodon textil es una planta

con raices penetrantes de nutricion profunda (Pecaltex, 2013).

Las raices ejercen dicho efecto debido a la liberacion de exudados especificos,
esto es, que las plantas pueden seleccionar sus propias comunidades

bacterianas (Legorreta, 2011).

La planta de algodon posee un tallo erecto y con ramificacion regular. Existen
dos tipos de ramas, las vegetativas y las fructiferas los tallos secundarios, que

parten del principal, tienen un desarrollo variable (Pecaltex, 2013).

Las hojas son pecioladas, de un color verde intenso, grandes y con los

margenes lobulados. Estan provistas de bracteas (Pecaltex, 2013).


https://www.algodoncotton.com/algodon/tipos-de-especies-de-algodon-cultivadas/

Flores en inflorescencias, pedicelos 2.0-4.0 cm largo, con tres nectarios en la
cima; bracteas del caliculo 2.0-4.5 cm largo, cordato-ovadas, 3-19 laciniadas;
caliz 5.0-6.0 mm largo (excluyendo los dientes), truncado o dentado; pétalos
2.0-5.0 cm largo; columna estaminal 1.5 cm largo, con mas de 100 estambres;
ovario supero, 3-5 carpelos. Pétalos blanco amarillentos, con o sin maculas de
color morado en la base. En el segundo dia de floracion, los pétalos se tornan

rosado-rojizos y después de la polinizacion y son caedizos (Pecaltex, 2013).

La floracion se presenta en agosto, febrero y mayo. Antesis de uno a tres dias.
Estimacion cuantitativa y cualitativa, el namero de flores por planta esta
determinado por la cantidad de nutrientes del habitat y el tamafio de la
poblacion. Generalmente pueden florecer un promedio de cuatro flores por
planta por dia (Beltran et al., 2006).

El fruto es una capsula en forma ovoide con tres a cinco carpelos, que tiene
seis a diez semillas cada uno. Las células epidérmicas de las semillas
constituyen la fibra llamada algodoén. La longitud de la fibra varia entre 20 y 45
cm, y el calibre, entre 15 y 25 micras con un peso de 4 a 10 gramos. Es de
color verde durante su desarrollo y oscuro en el proceso de maduracion
(Beltran et al., 2006).

2.1.3. Requerimientos edafoclimaticos

La planta de algodén es muy comun en lugares calidos, para la germinacion de
la semilla se necesita una temperatura no menos a 14°C y un maximo de 40°C;
sobre todo esta temperatura influye mucho para la floracion, para la
germinacion debe de tener una temperatura optima de 18-30°C. La
temperatura es determinante para que la planta realice de forma adecuada los

procesos metabodlicos y bioquimicos (CEA, 1987).

El algodon es muy exigente de agua en periodos antes de la floracion ya que
es la etapa mas susceptible a la sequia. Todo esto depende del clima y la
duracion del ciclo del cultivo, necesita 700 a 1300 mm de agua. Al principio

cuando la planta empieza su periodo vegetativo se necesita un minimo de 10%



del total y alcanza un 60% del total cuando estd en periodo de floracion
(BAYER, 2017).

Requiere de suelos profundos para que las raices se desarrollen muy bien.
Teniendo en cuenta que es muy tolerante a la salinidad, uno de los problemas
gue se ven esta etapa es retraso de floracion y formacion de las bellotas, esto
se debe porque la tierra esta muy compacta, exceso de nitrdgeno o que por las
noches las temperaturas sean bajas (BAYER, 2017). Esta planta tolera un
amplio rango del pH, para su desarrollo se recomienda un pH de 5.2-7.9
(Alvarado, 1989).

Para su fotoperiodo, existen variedades con fotoperiodo largo, las cuales son
de mucha importancia durante la floracién. La luz optima que se necesita para

su desarrollo es de 32.3 a 86.1 Klux (Baradas, 1994).

Para tener un buen desarrollo del cultivo, se necesita tener una altitud de 0 a
600 m (BAYER, 2017).

La planta es resistente a atmosferas secas, pero no tiene que faltar la humedad
en el suelo (BAYER, 2017).

2.1.4. Fenologia del cultivo de algodon
La fenologia que viene del griego phaino (manifestar) y logos (tratado),
entonces se define como el estudio de los periodos naturales en la vida de las
plantas como la maduracién del fruto (Azkue, 1997).
La fenologia puede dividirse en cinco fases distintas, las cuales son:

2.1.4.1. Fase 1l despunte
Esto va desde la germinacion hasta antes de las hojas verdaderas, una semilla

madura generalmente germina de 24-36 horas, todo esto depende del calor y la

humedad. La humedad debe de alcanzar al embrion para la germinaciéon y el



calor se necesita tener una temperatura Ooptima de 25° a 30°C para que hay

alto porcentaje de germinacion (Martinez, 2015).

2.1.4.2. Fase 2 plantula

Esta dura de 20-35 dias, después de que se separen los cotiledones, entonces
la yema terminal se desarrolla y enseguida aparece el epicotilo que le da lugar
a las hojas y ramas. El tiempo se alarga a unos 20 dias en un ambiente
hamedo, del dia 10 al 30, y es el que hace crecer a las plantas. Para que la
planta se desarrolle el suelo debe de estar a una temperatura de 20°C, el aire
de 25° a 30°C y la humedad del suelo no debe de estar saturada o aireada
(Martinez, 2015).

2.1.4.3. Fase 3 prefloracion

Duracién de 30-35 dias, después de tener sus hojas verdaderas la planta crece
muy rapido, el calor, humedad y la ventilacion en esta fase juegan un papel
muy importante ya que en cuanto mas ramas fructiferas haya y cuanto mas

desarrollados estén la floraciébn sera mucho mayor (Martinez, 2015).

2.1.4.4. Fase 4 de floracién

Esta tarda de 50 a 70 dias, la flor se abre por lo regular a los 21 dias. Se
acelera el ritmo de floraciéon en climas secos o que sean méas célidos (Gibson,
1986).

2.1.45. Fase 5 maduraciéon de capsulas

Duracion de 50 a 80 dias, la corola rapidamente toma un color rojizo, se seca 'y
a pocos dias se cae. Posteriormente el fruto en el centro de una copa que esta
formada por el caliz gamosépalo y de 18 a 21 dias alcanza su tamafio que
necesita aumentando rapidamente. En este caso el sol es el que influye mucho
ya que a los a los primeros 21 dias llega a la maduracion y enseguida se abren

las capsulas (Martinez, 2015).



2.1.5. Importancia del cultivo de algodoén

El algoddn es la especie mas importante para la produccion de fibra en todo el
mundo, utilizada en la fabricacion de tejidos, textiles y confesiones. Ademas de
la fibra, la pos-cosecha de algodon genera como subproducto, la semilla, de
alto contenido de aceite comestible y la torta de semilla, la cual se utiliza en la
fabricacion de alimentos concentrados para animales y algunos usos

alimenticios en el procesamiento de éstos (Garcia, 2010).

Es también de gran importancia econémica para la fabricacion de materias
primas como; jabon, celulosa para algunos cosméticos e incluso el papel
moneda, por ejemplo el Euro es a base de algoddn o los délares mas antiguos
estan hechos a base de fibra de algoddén (Pecaltex, 2013).

2.1.5.1. Importancia econémica a nivel mundial

Actualmente, se han liberado al ambiente plantas genéticamente modificadas
de algodon en 14 paises. La tasa de crecimiento de algodén GM en China
aumenté del 90% al 93% en el 2014. Poco mas de siete millones de
microproductores dentro del pais les resulta beneficioso el cultivo transgénico y
en los Ultimos afios la economia ha demostrado que los productores han
llegado a obtener US$ 16.2 mil millones desde la introduccion de la
biotecnologia (FIRA & ISAAA, 2016).

La importancia econdmica del algodén se debe a su propia fibra, aunque hay
productos de la semilla que se utilizan para diferentes industrias ya que las
semillas de algoddén contienen un 24% de proteina. Segun los datos, India ha
superado un record del cultivo transgénico con 11.6 millones de hectareas de
algodon Bt, con un importe del 95% y aumento sus ingresos de produccion en
campo en US$ 2.1 mil millones en 2013 (Brookes & Barfoot, 2018).

La produccién con cultivos GM, ha ocasionado que el uso de ingredientes
activos disminuyera en 2014, en un 7.3% (23.1 millones de Kg) y el impacto

ambiental asociado a ello, se redujo en un 9.9%. Para el caso del algodon



resistente a insectos, utilizar ingredientes activos insecticidas ha disminuido en
un 27.9% (249.1 millones de Kg) y el impacto ambiental por el uso de
insecticidas aplicados al cultivo de algoddén ha caido por un 30.4% (Brookes &
Barfoot, 2018).

2.1.5.2. Importancia econémica a nivel nacional

En México se cultivaron, 17 468 ha en 2020, con dos objetivos principalmente;
la resistencia al ataque de lepidopteros y la tolerancia a herbicidas. ElI 70% de
la fibra de algoddn que se produce en México se destina a la industria textil

nacional, mientras que el resto se exporta (SADER, 2018).

México se estima que los rendimientos se incrementen 2.7% a tasa anual. Pero
el pronostico dice que los precios del algodon son competitivos con los demas
cultivos como el maiz, trigo y sorgo. Con este porcentaje que se va
aumentando anualmente en 2.03 millones de pacas de 480 libras, la
produccién nacional abasteceria alrededor de 86% de la demanda nacional de
algodon (Gallegos, 2019).

Segun el USDA (2019) menciona que en el afio 2018 la produccion agricola de
algoddn fue 1.16 millones de toneladas, este es el resultado de la cosecha de
240 600 ha. Con base a lo mencionado en este caso se presenta un
incremento de 15.2 millones por afio y para la superficie cosechada tuvo un
incremento de 13.5%. En México para ese afio hubo tres estados que
produjeron mayor son: 69% de Chihuahua, 15.5% de Baja California 'y 7.9% de
Coahuila, un total de 92.5 % y el resto del porcentaje fueron Tamaulipas,

Sonora, Durango con un 7.5%.

A finales del afilo 2018 en la produccion agricola, los precios del algodén
tuvieron un aumento pequefo con respecto al ailo que paso, con un promedio
de 12 432 ton a nivel nacional, entonces aument6 un 1.5% por afio. Chihuahua,
Baja California presentaron un aumento, pero en caso de Coahuila y Durango
el precio bajo a un 6.6 y 13.2% (Gallegos, 2019).
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2.1.6. Manejo del cultivo de algodoén

2.1.6.1. Preparacion del terreno

Se debe arar a una profundidad de 30 a 35 cm como minimo, para asegurar el
crecimiento de las plantas productivas y vigorosas. Después va el barbecho,
esto se hace con la finalidad de que no nos queden terrones muy grandes que
impida la germinacién o crecimiento de la planta, junto con este proceso se
hace la nivelacidon del terreno, para facilitar un buen riego, tener buena
aireacion y humedad suficiente para tener buen desarrollo de las plantas
(Canarte et al., 2020).

2.1.6.2. Siembra

Segun Canfarte et al., (2020) Es una de las labores mas importantes en el

cultivo, y se debe de tener en cuenta varias recomendaciones como:

e Seleccibn de semilla certificada con condiciones desarrollados por
expertos y se toma en cuenta que se adapte al suelo, calidad de fibra y
un buen rendimiento. Libre de semillas de maleza, alto porcentaje de

germinacion y libre de plagas y enfermedades

e La profundidad de siembra varia de 3 a 5 cm depende de la textura del
suelo y estar al pendiente que queden bien enterradas para evitar la

pérdida de humedad que se necesita para una buena germinacion.

e Se requiere 12 Kg-ha'! aproximadamente, colocando 4-5 semillas por
golpe en siembras anuales o si en caso se utilizan sembradores
neumaticos se tiene que calibrar exactamente para que puedan tirar 10
semillas por cada metro lineal; asi poder tener la poblacién de plantas
como se requieran, en este caso las semillas deben de estar peladas
(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Distanciamiento entre plantas de algodén para la siembra segun el tipo de

suelo.
Suelos Arenosos Medios Pesados
Distancia entre 0.90 — 1.0 m 1.0-1.2m 14—15m
surcos ' ' ' ' ' '
Distancia entre 0.20 —0.25 m 0.30-0.40m 0.50-0.60m

golpes

No. Plantas/ha 111,111 - 80,000 66,666 — 41,666 28,571 — 22,222

Fuente: (Veramendi & Lam, 2011)

2.1.6.3. Aclareo

Esta técnica consiste en eliminar el exceso de plantas en los surcos y dejar 2
plantas juntas cada 30, 40, 50 o 60 cm de distancia; depende de las distancias
de las siembras requeridas. Es muy importante que este paso se realice una
vez que las plantas tengan de 4-5 hojas verdaderas (35 a 45 dias después de
la germinacion), o una vez que no se corra el riesgo por ataque de plagas y

enfermedades (Veramendi & Lam, 2011).

2.1.6.4. Fertilizacién

Nitrégeno. Este nutriente es la base de todos ya que promueve el desarrollo
de la planta y produce la semilla, pero no ayuda para produccién de fibra
(Herazo & Jaramillo, 1984).

Fosforo. Este se necesita mas cuando esta en floracién y para amarre de los
frutos. Cuando la planta esta deficiente de fésforo tiene una tonalidad rojiza en
las hojas (Veramendi & Lam, 2011).

Potasio. Es necesario cuando las capsulas estan en desarrollo y asi tener

buena calidad de semillas (Veramendi & Lam, 2011).

Microelementos. Es de vital importancia para que la planta produzca clorofila,
proteinas y carbohidratos. Los que mas se ocupan son Fe, Mg, Zn y B, también
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el algodon da una respuesta cuando se hacen estas aplicaciones para suelos

pobres en materia organica (IGAC, 2006).

Riegos. Los riegos son de mucha importancia para el cultivo. Se pueden
aplicar de diferentes formas como, por ejemplo: por goteo, por aspersion, riego

por surcos.

El riego por goteo es una de las técnicas que mas se utiliza, ya que la
aplicacion del agua es homogénea y uniforme, por lo que no hay problemas
con encharcamiento siendo continuo y muy equilibrado (Méndez & Gil, 2007).
Por otro lado, el riego por aspersion es un tipo de sistema que es bastante
bueno, solo que para su instalacibn se necesita mucha mano de obra y
expertos que lo sepan hacer. Otro de los detalles es que el viento a veces no
juega a favor, por lo que el agua se dispersa a otros lugares donde no se
requiere por lo que se considera como una pérdida de agua. La ventaja que se
tiene es que la dispersion del agua es mas rapida, exacta y mas precisa
(Santillano et al., 2019). El riego por surcos, es una de las técnicas mas
antiguas y en la que menos se gasta. Es un tipo de riego eficaz, siempre y
cuando los terrenos estén nivelados correctamente. La desventaja de esta
técnica es que no a todas las plantas les toca la misma dosis, ademas si no se
regula adecuadamente puede generar grandes encharcamientos y como
consecuencias el algodén muere por una asfixia radicular, ya que no son
tolerantes a suelos encharcados y mas aquellas plantas que aun no llegan a 50

cm de altura (Santillano et al., 2019).

2.1.7. Control de plagas y enfermedades

Las plagas mas comunes para el algodon son: gusano bellotero (Helicoverpa
zea Boddie, 1850), esta plaga tiene preferencias en plantas como: el maiz,
sorgo, algodon y frijol. En el caso del algodén, el capullo, las flores y las
capsulas jovenes es donde mas ataca, las larvas se alimentan del interior. Los
brotes y las hojas jovenes se dafian, cuando las estructuras fructiferas estan
ausentes, para el control de H. zea el Bt, esta autorizado en México bajo

regulaciones oficiales (CAB International, 2020).

13



Gusano soldado (Spodoptera exigua Hubner, 1808), las larvas del primer
estadio se albergan bajo una telarafia o seda en las hojas de las plantas, de
donde se alimentan en grupo por el envés, dejando solo unas nervaduras de
las cuales el segundo estadio se separan y hacen perforaciones irregulares en
el follaje de la planta y los ultimos estadios se alimentan de los frutos (EPPO,
2020).

Gusano cogollero (Spodoptera frugiperda J.E. Smith) los primeros instares se
alimentan durante el dia, y los ultimos instares consumen en la noche; el ultimo
instar es el que consume la mayor parte del alimento que los demas, de
manera que los ultimos son los que consumen aproximadamente el 85% del
follaje del que se alimenta una larva por todo su ciclo de vida (Bautista et al.,
2016).

Gusano rosado del algodonero (Pectinophora gossypiella Saunders), las larvas
entran al capullo mediante un orificio muy pequefio, en el cual se cierra
rapidamente por lo que es dificil detectar la presencia de esta plaga en el
interior; cuando la larva completa su desarrollo sale o también en algunas
ocasiones se queda dentro del capullo para poder pupar y después emerger

principalmente en primavera (CABI, 2016).

Picudo del algodonero (Anthonomus grandis Boheman, 1843), las hembras y
machos adultos, perforan botones florales y bellotas para poder alimentarse,
pero el dafio econémico mas severo por parte de esta plaga lo hace cuando
esta en la fase de larva al alimentarse de las anteras, polen o fibra de la semilla
cuando esta en su formacion. Los botones florales dafiados y las bellotas
pequefias se caen, a comparacion de las bellotas grandes que permanecen en

la planta, pero son de mala calidad (Martinez et al., 2002).

Mosquita blanca (Bemisia tabaci Gennadius), esta plaga ocasiona dafios
directos e indirectos en las plantas, de manera directa lo hace al alimentarse
del floema ocasionando el marchitamiento de la planta por la extraccién de los
nutrientes y desordenes como el plateado de las cucurbitaceas, asi también de

manera indirecta por la excrecion de sustancias azucaradas que favorecen el
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desarrollo de hongos como la fumagina (Capnodium spp) sobre las plantas
(Rodriguez et al., 2005).

Para el control de las plagas antes mencionadas, se requiere de dos a tres
aplicaciones por ciclo del cultivo, ya que, si se aplica mas de lo que
corresponde, se pueden tener serios problemas con la resistencia a plaguicidas
0 que produzca ciertos efectos secundarios en las plantas. Para tener un mejor
control de esto, se recomienda ir de la mano con un Manejo Integrado de
Plagas (MIP), con la finalidad de tener una produccidon exitosa y mantener la

presencia de las plagas por debajo del umbral econémico (Pardo et al., 2013).

En el caso de la presencia de maleza, los dafios son causados por la
interferencia, que incluye la reduccién del rendimiento por competencia, la
disminucién en la calidad del producto cosechado, el aumento en los costos de
cosecha y la mayor incidencia de plagas y enfermedades. La competencia es
principalmente por nutrientes, luz, agua y factores béasicos para el desarrollo de
la planta (Sanchez, 2011). Existen diferentes estrategias de control, para
combatirlas, entre estas se puede citar el uso de variedades transgénicas

tolerantes a herbicidas.

2.1.8. Otras préacticas en el manejo del cultivo

La rotacién de cultivos es una practica de importancia en la agricultura, en el
caso del cultivo de algodén GM, este se debe rotar con otros cultivos, de
preferencia que no sean GM o que la tecnologia Bt, sea diferente en cuanto a
tipo de toxina Cry que contenga; con esto se puede llegar al objetivo de
mantener y mejorar la eficiencia del cultivo y de la tecnologia y por otro lado,
obtener los beneficios que normalmente esta practica favorece, como la
fertilizacion del campo para tener mayor produccion; esta estrategia de
produccion permite también, el uso mejorado del agua, reducir los niveles de
erosion, mejorar el drenaje del suelo, disminuir el ataque de todo tipo de

plagas, para citar algunos ejemplos (FAO, 2015; Figura 1).
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Figura 1. Efectos de rotacion de cultivos en el suelo (FAO, 2015).

2.2. Antecedentes de la tecnologia Bt

El algodon Genéticamente Modificado (GM) salié por primera vez para ser
comercializado en 1996 en Australia y los Estados Unidos. Se han estudiado
gran variedad de genes que tienen tolerancia a herbicidas y con resistencia a
lepidopteros derivados de Bacillus thuringiensis (Bt). El algodon transgénico ha
sido aprobado para el comercio en nueve paises (Argentina, Australia, China,
Colombia, Estados Unidos, India, Indonesia, México y Sudafrica) y en otros
lugares del planeta estan en fase de experimentacion (Castafieda, 2004).

El material genético (ADN) del algodon ha sido alterado, con técnicas de
biotecnologia moderna a lo que se le conoce como Ingenieria Genética, la cual
tiene la finalidad de incorporar genes seleccionados de otros organismos, a una
especie de interés y asi poder tener nuevas caracteristicas que nos expresan
por ejemplo resistencia a insectos, tal es el caso la tecnologia Bt, donde se
insertan genes gque expresan toxinas insecticidas para matar insectos como los
lepidopteros. Para la obtencion de dichas plantas se tiene que pasar por varios
procesos tales como: la identificacion y aislamiento del gen que tenga las
caracteristicas que se desea, es decir multiplicaciébn de genes; se tiene que
hacer una transferencia de este gen al genoma de la célula, para que asi se
pueda integrar y también que se pueda expresar adecuadamente; para una
nueva planta y fijacion de la caracteristica ya obtenida (Lajolo & Nutti, 2003).
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2.2.1. Tipos de variedades de algodon Bt

Las variedades de algodon GM contienen uno o una combinacién de genes
que les atribuyen resistencias a algun factor negativo durante la produccién
agricola, a esto se llama evento biotecnolégico. La autorizacion de nuevos
eventos se regula por la Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente
Modificados (LBGM) publicada en Diario Oficial de la Federacion el 18 de
marzo de 2005 (Herrera & Loza, 2011).

Los eventos biotecnoldgicos autorizados para liberacion comercial de
algodén GM en México confieren resistencia a lepiddpteros y tolerancia a
herbicidas como glifosato, glufosinato de amonio y dicamba. Estos se
comercializan por dos empresas: Bayer®, a través de su marca Deltapine®,
y BASF®, con las marcas Fibermax® y Stoneville®; sin embargo, sélo se ha
importado recientemente semilla de 14 de ella, Unicamente de las marcas
Fibermax® (BASF) y Deltapine® (Bayer). Estas empresas producen su
semilla fuera de México, por lo que se depende de la importacion (Herrera &
Loza, 2011).

De los tipos de transgénicos actualmente disponibles para produccion
comercial, dos ofrecen tolerancia a los herbicidas y uno es resistente a
gusanos del orden Lepidoptera (Bt). Para que la proteina sea eficaz, el
insecto en cuestion debe ingerir la proteina Cry de Bt, por lo que las
variedades de algoddn la expresan como parte de su genoma (De Jesus &
et al., 2014).

En 1997 se introdujeron variedades con genes "apilados" que ofrecen
resistencia a los herbicidas y que incorporan el gen Bt, se conocen como
Bollgard. La primera generacion de algodon Bt fue disefiada para disminuir
el uso de plaguicidas y controlar plagas principales de lepidopteros. La
segunda generacioén de tecnologia Bollgard tiene la finalidad de prevenir
otros dafios causados por otras plagas y elimina la necesidad de
fumigaciones complementarias, necesarias habitualmente para las

variedades de la primera generacion (De Jesus et al., 2014).
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El algoddn convencional requiere de la aplicacion excesiva de plaguicidas
gue cualquier otro cultivo, pero todas las nuevas variedades creadas
mediante biotecnologia han sido disefiadas para reducir el consumo de este
tipo de productos agroquimicos que son perjudiciales para la salud humana

y ambiental (De Jesus et al., 2014).

2.2.1.1. Bollgard |

Las variedades de algodon Bollgard I, son conocidas como de primera
generacion e incluyen materiales con resistencia a herbicidas y lepiddpteros, tal
es el caso de la variedad NUOPAL RR, que expresa tolerancia a herbicidas y
una proteina Bt CrylAc, es decir resistencia a lepiddpteros; este tipo de
variedades de algodén GM, estan disponibles en el mercado y estan
disefiadas, para disminuir el uso de plaguicidas y controlar gran numero de
insecto plaga, tales como los lepidépteros entre ellos: gusano rosado
(Pectinophora gossypiella Saunders), gusano cogollero (Spodoptera frugiperda
J.E. Smith), complejo bellotero (Helicoverpa zea Boddie), (Heliothis virescens

Fabricius), (Helicoverpa armigera Hubner), entre otros (Aguilar et al., 2018).

La variante fue comercializada por primera vez en Estados Unidos y Australia
en 1996 (Vachon et al.,, 2012). Este hibrido se empez6 a distribuir a paises
tercermundistas promovido como un cultivo GM exitoso, que contiene el gen de
la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) que produce toxina para varios tipos de

insectos del algodon del orden Lepidoptera (Vachon et al., 2012).

2.2.1.2. Bollgard Il

Las variedades de la segunda generacion de Bollgard, se liberaron de manera
comercial en el afio 2004, Estados Unidos fue uno de los primeros en la
distribucion de estos hibridos para la venta comercial en varios paises. Se tiene
como objetivo eliminar o disminuir el uso de aplicaciones complementarias y

gue se llegan a realizar en los hibridos de primera generacion (Clive, 2012).
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Estas variedades hibridas contienen genes apilados y poseen tolerancia al
herbicida (Glifosato), también resistencia a lepidopteros, la cual esta conferida
por la expresion de genes cp4 epsps de Agrobacterium sp. Cepa CP4 y para
los genes crylAc y cry2Ab de. Con respecto al contenido genético de este tipo
de hibridos, es decir, que expresan la proteina CP4 EPSPS y la toxinas CrylAc
y Cry2Ab, no se han demostrado efectos sobre el metabolismo de las plantas y
tampoco que las caracteristicas acumuladas en las variedades hagan algun
efecto interactivo o sinérgico sobre las plantas, y de esta forma haya varios

mecanismos de accion (Villalba, 2009).

Durante los estudios realizados se demuestra que ademas de tolerar
aplicaciones de herbicidas y la proteccién de los lepidopteros, también tienen
caracteristicas fenotipicas similares a las que presenta el algoddén
convencional, y no hay estudios que demuestren efectos negativos contra el
ambiente y en la diversidad biolégica ocasionada por este tipo de materiales

genéticos de algoddn, producidos de forma comercial (Silva, 2005).

2.2.2. Hibridos comerciales de algoddn

2.2.2.1. Condicién de las variedades disponibles de algoddn en

México

Actualmente sélo dos empresas comercializan semilla de algodon GM en
México. Bayer comercializa la marca Deltapine®, que durante muchos afios
perteneci6 a Monsanto, hasta la fusidn de estas dos empresas. Bajo esta
marca se distribuyen variedades ampliamente usadas en México como
DP0912B2RF, DP1219B2RF, DP1321B2RF, DP1359B2RF, DP1441RF,
DP1558NRB2RF y DP1555B2RF, todas liberadas comercialmente entre 2009 y
2015. A partir de 2018, con la autorizacibn de dos nuevos eventos
biotecnolégicos, comenzé con la distribucion de las variedades DP1820B3XF,
DP1822XF, DP1835B3XF y DP1845B3XF. La empresa BASF comercializa
actualmente las marcas Fibermax® y Stoneville®, que pertenecian a Bayer
hasta su fusién con Monsanto. La disponibilidad de estas marcas es limitada,
debido a que las variedades autorizadas para su liberacion comercial en
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México ya no se encuentran en catalogos comerciales y la unica variedad que
producen para el mercado mexicano es FM2484B2F. La produccion para
México de esta variedad representa altos costos debido a que se tienen que
establecer lotes especiales y se deben pagar regalias del evento biotecnolégico
B2F a Bayer (Herrera et al., 2011).

Existen variedades en proceso de registro de la marca Fibermax®, las cuales
contienen eventos biotecnoldgicos que se encuentran en espera de
autorizacion para liberacibn comercial o en prueba piloto. Estas son las
variedades que se encuentran actualmente en los catalogos comerciales de
BASF para EE. UU.; sin embargo, no estan disponibles para México por falta
de autorizacién de SEMARNAT y SENASICA (SAGARPA & FAO, 2014).

A nivel internacional la oferta de variedades de las empresas es muy superior a
la que existe en México, debido a que en este pais no han sido autorizados
nuevos eventos biotecnoldgicos, particularmente a partir de 2019. La marca
Deltapine® tiene 29 variedades en su catalogo 2020, de las cuales 17 tienen
eventos autorizados en Meéxico, pero solo cinco se importan actualmente.
Cuatro de ellas contienen eventos biotecnoldgicos de autorizacion reciente
(DP1822XF, DP1822XF, DP1835B3XF, DP1845B3XF), pero sélo tienen
permiso de liberacibn comercial en Chihuahua y La Laguna. La variedad
restante (DP1555B2RF) tiene permiso de liberacibn comercial en los siete
estados productores de algodon, pero contiene eventos biotecnolégicos
obsoletos que ya no son de interés comercial para la empresa (Palomo et al,
2000).

Las marcas Stoneville® y FiberMax® tienen en sus catalogos 2020 ocho y 11
variedades, respectivamente. Tres variedades tienen el evento B3XF
autorizado en México, pero la empresa no ha tramitado ningun permiso de
liberacién, probablemente debido a que deberia pagar regalias por el uso de
este evento. Nueve variedades contienen los eventos GL o GLTP, que se
encuentran en espera de permiso para liberacion experimental o piloto desde
2019, y cuatro portan el evento GLT que estd en espera del permiso de

liberacion comercial (Palomo et al., 2000).
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2.2.2.2. Caracteristicas agrondémicas de los hibridos comerciales

FM989. Este es un hibrido que proviene del mismo germoplasma que
FM2334GLT, una de las caracteristicas importantes de este material es que se
adapta facilmente a los diferentes climas y todo tipo de suelo. Tiene un ciclo de
cultivo temprano a comparacion con FM2334GLT, pero con un buen
rendimiento y calidad de fibra (ISAAA, 2021).

FM1830GLT. Esta variedad de algodén Bollgard 1l es reconocida por la
mayoria de los productores ya que es la que tiene mejor rendimiento, ya sea en
terrenos planos o con pendientes. Asi también tiene grandes ventajas tales
como; alta participacion de ginebra, es tolerante a marchitamiento por
Verticillium, Fusarium y tizén bacteriano, tolerante a herbicida glifosato y es
resistente a todo tipo de lepiddépteros plaga. La variedad FM1830GLT tiene una
madurez de temprano/medio siempre y cuando se lleven a cabo las practicas
de manejo adecuadas e indicadas en la preparacion de la siembra, tasa de
siembra, profundidad y condiciones ambientales, esto es para obtener un
mayor rendimiento (BASF Unites States, 2019).

FM2334GLT. Algodén Bollgard Il, es de ciclo precoz a medio, una de las
caracteristicas principales es que tiene un rendimiento muy alto, con buena
calidad de fibra y buena adaptacién a las regiones agricolas. También tiene
una excelente germinacion y buen establecimiento. Es equivalente
agronémicamente, fenotipicamente y fenolégicamente a su contraparte
convencional (ISAAA, 2021).

DP1321B2RF. Algodon Bollgard I, tiene un potencial de alto rendimiento y con
buena calidad de fibra que es la calve mas importante para los mercados.
Tiene una madurez temprana/media con una excelente estabilidad, resistencia
a acame y alta concentracibn de humedad y tienen tolerancia a Verticillium
(BASF, 2019).
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DP1558NRB2. Es una de las variedades mas recientes en Meéxico, sin
embargo, hay poca informacion sobre sus caracteristicas agrondémicas, destaca
por ser tolerante a sequia, presentando los mas altos rendimientos en suelos
franco-limosos y con condiciones de humedad éptimos para su desarrollo de
1370 Kg-ha-1 en algodon pluma lo que equivale a mas del 40% y una
uniformidad del 84.6% (LSU AgCenter, 2016).

2.2.3. Caracteristicas especiales en plantas Bt

Las plantas genéticamente modificadas podrian cambiar el ambiente del suelo
como consecuencia de la liberacion de una composicion alterada de exudados
de las raices, ya que éstas dirigirian una seleccion de las comunidades
microbianas de forma distinta con respecto a lo convencional; sin embargo, los
estudios realizados a la fecha en este sentido no son concluyentes (Legorreta,
2011).

El algodon GM no aumentan el rendimiento, sin embargo, presentan otras
cualidades que evitan que haya perdidas en el cultivo, tal es el caso de los que
presentan transformacién que les transfieres resistencia a plagas como
insectos y/o tolerancia a herbicidas, pero estos cultivos no son capaces para
aumentar su rendimiento, ya que no fueron modificados para aprovechar mejor
los nutrientes, 0 que presenten propiedades que les provea ser tolerantes a
factores de estrés u otros parecidos que podrian ayudar al cultivo para que se
adapte y tener un mejor rendimiento, estas cualidades se obtienen por el
mejoramiento genético convencional, por lo que hay materiales genéticos,
variedades o hibridos que tienen estas caracteristicas y pueden ser 0 no ser
GM (Angella, 2016).

Los cultivos fueron modificados genéticamente en relacion a la seleccion, a su
estado silvestre, su domesticacion y a través de un mejoramiento controlado de
periodos largos. Una de las caracteristicas importantes de los cultivos GM, son
expresar sus genes de interés que no existe en la especie, por ejemplo, la
creacion de proteinas insecticidas que tiene un origen bacteriano (Cubero,
2013).
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2.3. Caracteristicas de Bacillus thuringensis

La especie Bacillus thuringensis es una bacteria que habita en el suelo y
cuando estd en la fase de esporulacion la proteina produce enormes

cantidades hasta formar un cristal geométrico (Ruiz, 2015).

Esta bacteria es utilizada como un insecticida biolégico que se aplica en todo el
mundo para lepiddpteros o vectores, principalmente. Pertenece a las bacterias
Gram+, anaerdbica facultativa, de flagelacién peritrica, que mide de 3 a 5 um
de largo por 1 a 1.2 um de ancho. Son capaces de fermentar glucosa, fructosa,
trealosa, maltosa y ribosa, y de hidrolizar gelatina, almidén, glucégeno, esculina
y N-acetil-glucosamina. Su caracteristica principal es la sintesis de proteinas
gue afectan insectos y que durante la esporulacién se producen llamada delta-

endotoxina (proteinas Cry o Cyt) (Suarez et al., 2016).

2.3.1. Modo de accion de Bacillus thuringencias en forma natural

Las larvas de los insectos ingieren las proteinas al momento de alimentarse de
la planta; los insectos poseen un intestino medio alcalino, lo que facilita la
solubilidad de los cristales que produce la bacteria para su procesamiento. Las
proteinas Cry se adhieren al epitelio intestinal del insecto rapidamente y ocho
proteinas forman un anillo que crea un poro en el intestino. El contenido
alcalino del intestino se va a la hemolinfa del insecto, causando un dafo
irreversible. El insecto muere al momento que el pH cambia dentro de la
hemolinfa y por una infeccion generalizada al reproducirse la bacteria Bt y otras

bacterias de su flora intestinal (Gutiérrez & Xoconostle, 2015).

La bacteria produce los cristales de proteinas Cry, que cuando los insectos lo
consumen, las proteinas rapidamente se activan y se procesan, enseguida
liberan la delta-endotoxina que se adhiere a las células del intestino creando
poros, que esto lleva a un desbalance de los iones y paraliza al sistema
digestivo que provoca la muerte de la larva en pocos dias (Gutiérrez &
Xoconostle, 2015). (Figura 2).
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Figura 2. Esquema representativo del modo de accion de Bacillus thuringiensis
(Gutierrez & Xoconostle, 2015).

Hay que tener en cuenta que las proteinas Cry son muy especificas para
ciertas especies de insecto, como dato importante es que no afecta a los
humanos, animales, esto se debe que nuestro estomago tiene un pH acido a
comparacion del insecto, con pH alcalino, por lo que causa la ruptura de la

proteina Bt en varios sitios y una iniciativa irreversiblemente (Ruiz, 2015).
2.3.2. Modo de accion de las toxinas Cry mediante cultivos Bt

Estas proteinas son sintetizadas como protoxinas inactivas que las larvas
ingieren para alimentarse. Estas se solubilizan en condiciones alcalinas del
sistema digestivo del insecto y se convierten por la accion de proteasas de las

larvas en péptidos activos (Sauka & Benintende, 2008).

Cuando la toxina se activa se reconoce por el receptor especifico y se
introduce a la membrana del sistema digestivo de la larva, es ahi cuando pasa
una oligomerizacion que es en forma de canales cationicos de 0.5 a 1.0 nm de
diametro. Los poros causan un influjo que no es especifico para los iones,
principalmente los K+, que dispersa los gradientes ionicos y disminuye el pH
del insecto, lo que provoca una lisis celular osmaética que evita que la larva se

alimente. Por otro lado, cuando se destruye los tejidos del insecto se mezcla el
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contenido que esta en el tubo digestivo con la hemolinfa, que junto con el pH
bajo ayudan a la germinacion de las esporas de la bacteria, que conduce a una
septicemia y posteriormente la muerte de la larva a pocos dias que lo hayan
consumido (Castariet & Moreno, 2016).

2.3.3. Transformacion genética para laresistencia a insectos

La ingenieria genética ha desarrollo muchas variedades de cultivos que
expresan genes Cry de B. thuringiensis, es asi como se convirtieron en plantas
insecticidas. Se hace referencia a este tipo de plantas como cultivos GM o Bt.
Los primeros informes de plantas transgénicas de Bt se da en 1987, cuando se
desarrollo la planta del tabaco (Nicotiana tabacum) que producian proteinas
Cry para el control del primer instar de gusano del tabaco (Manduca sexta).
Desde entonces, al menos diez tipos de genes cry distintos se introdujeron en
26 especies vegetales: crylAa, crylAb, crylAc, crylBa, crylCa, crylH, cry2Aa,
cry3A, cry6A y cry9C. Con esta tecnologia existe la ventaja de disminuir las
aplicaciones de plaguicidas para tener una buena proteccion que dure a lo
largo del ciclo del cultivo. Otra de las caracteristica importantes es que solo los
insectos blanco que se alimentan de la planta Bt, son los que mueren y no
otros organismos como en el caso de las aplicaciones de insecticidas quimicos
(Sauka & Benintende, 2008).

Pero, por otro lado, existe una desventaja para las plantas de la cual hay
posibles generaciones de poblaciones naturales de insectos que son
resistentes aun que se alimente de ella. Este resultado es porque hay
determinadas proteinas Cry que no se utilizan ya sea mediante su empleo en
plantas GM o con bioensecticidas que tengan este tipo de proteina (Bravo et
al., 2007).

Actualmente en las variedades GM se sugieren que expresen dos genes
diferentes (gen cry o un gen tipo vip), con la finalidad de que seas reconocidos
por al menos un receptor distinto, para que asi puedan ser mas efectivos en el
control de insectos (lepidopteros) y tendrian el potencial de demorar la

aparicion de resistencia (Bravo et al., 2007).
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2.4. Gusano cogollero Spodoptera frugiperda

La especie S. frugiperda es conocida como “gusano cogollero” (por el dafio que
causa a la planta de maiz en el cogollo) si sus alimentos se hacen escasos, las
larvas se hospedan en otros cultivos desplazandose en masa, como un gran
grupo de larvas (Casmuz et al., 2010). Es una plaga muy importante porque
que infestan al cultivo del maiz, algoddn, entre otros, se conoce como
cosmopolita; ocasiona grandes pérdidas en la produccion de cultivos que van
desde el 20% hasta el exterminio total del cultivo y afecta desde los primeros
dias de desarrollo de la planta o cuando la planta tiene entre 40-60 cm. Esta
plaga es nativa del centro y sur de América, donde segun los estudios

realizados causa pérdidas econdmicas mayores (Del Rincén et al., 2006).

En México, existen varias especies del género Spodoptera, las de mayor
importancia son: S. frugiperda, S. exigua, S. cosmiodes, S. eridania, S. albula,
S. dolichos y S. androgea, de las cuales solo las cinco primeras han sido
reportadas atacando el algodén (Ordofiez et al.,, 2015). La mayoria causa
dafios en las hojas y algunas de ellas adicionalmente en las bracteas, flores y
frutos siendo S. frugiperda la que afecta y perfora las cipsulas de este cultivo,
y es la especie de mayor importancia econémica del género en el algodon
(Alves et al., 2014).

En las zonas templadas se comporta como una plaga estacional, no sobrevive
a los frios invernales dado que carece de mecanismos de defensa, como la
diapausa (Mitchell et al., 1991).

2.4.1. Clasificacion taxondmica

La especie S. frugiperda, fue citada por (Casmuz et al., 2010)

Reino: Animalia

Phylum: Arthopoda
Clase: Insecta
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Orden: Lepidoptera
Familia: Noctuidae
Género: Spodoptera

Especie: S. frugiperda (J. E. Smith)

2.4.2. Distribucion geogréfica

Es uno de los géneros que se presenta en todas las partes del mundo, sin
embargo, es una especie con mayor distribucion en el continente americano,
desde el sureste de Canada hasta Chile y Argentina y también se incluyen
todas las islas del Caribe (Figura 3). Esta especie plaga es muy reconocida en
las regiones tropicales y subtropicales ya que en estas zonas por la condicién
del clima que le favorecen el insecto completa su ciclo de vida de forma
continua hasta con siete generaciones por afio, dependiendo de las unidades
calor que se presenten en la region donde se estable. En las zonas templadas
y frias se comporta como una plaga estacional, no sobreviven a frios invernales

dado que carecen de mecanismos de diapausa (Casmuz et al., 2010).

Figura 3. Distribucion mundial del gusano cogollero Spodoptera frugiperda. (EPPO,
2020).

En México los estudios realizados para S. frugiperda indican que se encuentran
ampliamente distribuida en todas las zonas donde se siembra el maiz,

27



causando muchos problemas graves a los agricultores, principalmente en los
estados de: Michoacan, Guanajuato, Jalisco, Guerrero, Morelos, Oaxaca,
Chiapas y Veracruz. Seguidos por su presencia de dafio, también se puede
citar a Baja California, Baja California Sur, Sonora, Sinaloa, Nayarit,
Chihuahua, Durango, Coahuila, San Luis Potosi, Tamaulipas, Hidalgo, Puebla,

México, Campeche, Quintana Roo y Yucatan (Gutiérrez, 2014).

2.4.3. Hospedantes

Ademas de algoddn y maiz esta plaga puede afectar otros cultivos como sorgo,
arroz, cafia de azlcar, pastos, algunas leguminosas como frijol, alfalfa, soya y
cacahuate y cultivos horticolas como chile, papa, jitomate, alcachofa, cebolla,

pepino, col y camote (Alonso et al., 2019).

2.4.4. Ciclo bioldgico

El ciclo biolégico de S. frugiperda va a depender de las condiciones de
temperatura que se presenten en la region, el ciclo completo de este insecto
puede durar de 30 a 70 dias, en cada generacion el ciclo de vida se divide en
cuatro estados: huevo de 2 a 6 dias, larva de 17 a 32 dias (esta etapa pasa por
6 a 9 estadios), pupa de 6 a 13 dias y adulto de 6 a 20 dias, la duracién de
cada uno de ellos varia (PIONEER, 2020; Figura 4).

PUPA ADULTO HUEVECILLO

(6-13 DIAS) (6-20 DIAS) {2-5 DIAS)
LAS HEMBRAS PONEN
_ _ UNOS MIL HUEVECILLOS . -

EN GRUPOS DE 50 A 150 HUEVOS

ATAQUE DE LA LARVA
AL COGOLLO
(6 ESTADIOS: 17-32 DIAS)

LARVAS
NEONATAS

Figura 4. Descripcion grafica del ciclo biolégico de la especie Spodoptera frugiperda.
Fuente: (PIONEER, 2020).
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2.4.5. Caracteristicas morfologicas

Los huevos, son de color blanco perla, puestos en grupo, protegidos por las
escamas Yy secreciones bucales de las palomillas hembras. Tienen una medida
aproximada de 0.5 mm de diametro y 0.3 mm de altura, varian de 40, 150 y
hasta 1500 huevos por postura, que los coloca en el envés de las hojas. La

incubacion varia de 2 a 5 dias (Godim et al., 2014).

Las larvas, son de color café amarillento a café oscuro; a los laterales son
blanquecinas y presentan tres lineas longitudinales laterales medio amarillentas
y moteadas. La cabeza es parda con reticulaciones y franjas oscuras y en el
altimo estadio alcanzan una longitud maxima de 30-38 mm. Las larvas recién
nacidas viven en grupos al principio y se van separando con el paso de los
dias, debido al canibalismo que existe entre ellos, quedando una por cada
planta de maiz. Cuando comienzan a alimentarse lo hacen por el envés de las
hojas, luego se dispersan y pasan al cogollo de la planta; se alimentan de las
hojas que estan en crecimiento, las cuales después de ciertos dias se
muestran muchas perforaciones irregulares. Las larvas generalmente pasan de
entre seis a nueve estadios en un lapso que puede durar de 2 a 4 semanas;
pasado este tiempo se incorporan al suelo para poder pupar (Villa & Catalan,
2018).

Las larvas méas desarrolladas se pueden identificar perfectamente debido a que
presentan una forma de “Y” invertida sobre la cabeza, ademas llegan a
presentar unas manchas negras en la parte lateral, con cuatro puntos negros
en el ultimo segmento abdominal y el cuerpo toma un aspecto rugoso (Casmuz
et al., 2010; Figura 5).
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Figura 5. Representacion de los caracteres morfolégicos para la identificacion de
Spodoptera frugiperda en estado inmaduro. Fuente: www.agrosintesis.com

Las pupas pueden llegar a medir hasta 18 mm de longitud y son de tipo obtecta
con un color rojizo brillante, el protérax mas oscuro, encontrandose
normalmente de 2-5 cm enterradas en el suelo, donde la temperatura es de
gran ayuda para el desarrollo de la misma debido a que no tolera los climas
muy frios, este periodo puede durar de 6 a 13 dias, luego pasan a adultos; y de
esta forma se cumple su ciclo (L6pez, 2019), este aspecto del ciclo de vida del
insecto puede considerarse muy importante: la exposicidbn con temperaturas
bajas (<2°c) durante periodos breves (<4 dias) puede matar a las pupas. En
general, las pupas mueren con altos porcentajes, cuando son expuestas
durante periodos muy cortos (1 a 15 dias) a temperaturas por debajo de 8°C
(Murua, 2014).

Los adultos son palomillas que miden aproximadamente 3.75 cm de extension
en el ala. En el adulto macho, las alas tienen color marrén claro, con seis
marcas oscuras y lineas irregulares palidas en el centro, mientras que las alas
de la hembra son mas oscuras y poco grises, con disefios que se notan menos.
Los adultos generalmente son de habitos nocturnos y tienen una duracion de
vida que varia de 6 a 20 dias, dependiendo de las condiciones del clima; las
hembras durante su vida ovipositan hasta 3 600 huevecillos los cuales los
ponen en masas (Flores, 2013).
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2.4.6. Sintomas de los dafios causados en algodon

La caracteristica mas distintiva de la especie es que puede causar dafos en el
algodon en todo el ciclo del cultivo. Cuando las plantas germinan
inmediatamente actian como trozadoras causando la pérdida de la plantula por
corte del tallo al ras del suelo, ya que también se conoce en esta etapa como

oruga militar tardia (Degrande, 1998).

Cuando el cultivo estd mas desarrollado, las larvas recién eclosionadas
permanecen juntas y raspan las hojas comiendo el parénquima foliar sin ingerir
la epidermis dejando areas de tejido transparentes que es muy facil observar a
simple vista; en los siguientes instares se empiezan a separar con un fino hilo
por su boca hasta toparse con las bracteas de las capsulas y/o botones florales
consumiéndolas y haciendo orificios por lo que entran dentro de las estructuras,
es muy comun encontrar larvas dentro de las flores y capsulas. Cuando se
tocan, se enrollan rdpidamente, colocando la cabeza sobre el cuerpo. Una vez
completando su ciclo dentro de las capsulas, perforan la base de los frutos y

caen al suelo para pupar (Degrande, 1998).

El umbral econdbmico para emitir estrategias de manejo y control para esta
plaga se basa en el numero de larvas por superficie o el nUmero de larvas en
100 flores o capsulas; cuando actia como cortadora es de dos larvas por metro
lineal de surco, mientras que cuando actua como “capullera” es de 5 a 10% de
organos fructiferos dafiados. Para las otras especies de Spodoptera, alin no se

conoce el umbral econémico (Casuso et al. 2016).

2.5. Casos de resistencia de lepidopteros a las toxinas Cry de Bt
Uno de los primeros reportes de resistencia a las toxinas de B. thuringiensis,

fue de la polilla de los granos (Plodia interpuncella Hibner) en almacén
(Tabashnik et al., 1994).
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Se reportd la polilla dorso del diamante (Plutella xylostella Linnaeus, 1758)
resistente a B. thuringiensis en campo abierto, el potencial de desarrollo de
resistencia de esta plaga, se debe de considerar importante debido al espectro
de accion que pueden presentar los genes que expresan las toxinas de B.
thuringiensis. (Tabashnik et al., 1990).

Poblaciones de plagas lepidopteras recolectadas en varios sitios de Puerto
Rico en el cultivo de maiz, no fueron afectadas por la proteina CrylF. En
bioensayos realizados, donde se evalu6 la proporcion de resistencia a esta
toxina, demostré que la herencia es de forma autosémica y altamente recesiva
y los insectos resistentes fueron moderadamente menos sensibles que los

adaptados a las condiciones de laboratorio (Storer et al., 2010).

En estudios de la resistencia del mosquito del dengue (Aedes aegypt L., 1762)
a Bacillus thuringiensis var. Israelensis por presién de seleccion, mostraron
resistencia a esta bacteria y se observd un cambio pequefio, pero
estadisticamente significativo en esta resistencia ya que aumento al doble
(Goldman et al., 1986).

En Musca domestica con Bacillus thuringiensis var. thuringiensis Berliner,
indicaron que las moscas domeésticas adultas podrian desarrollar cierta

resistencia a este patdgeno (Wilson & Burns, 1968).

Existen reportes en paises como la India y Brasil sobre la aparicion de casos
de resistencia de insectos a proteinas de Bt y en donde se estan implentando
planes de mitigacién acorde con sus condiciones de manejo agronémico y

condiciones ecoldgicas de cada pais (Tabashnik et al., 1990).

En Brasil se detectd resistencia de S. frugiperda a la proteina CrylFa de la
bacteria B. thuringiensis, los insectos se obtuvieron de una colecta de insectos
blancos en el cultivo de maiz Bt, también mostré alta resistencia cruzada a
CrylAa y baja resistencia cruzada a toxinas CrylAb y CrylAc (Monnerat et al.,
2015).
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En la unidad laguna se hicieron estudios de dos poblaciones Chihuahua y
Coahuila de (Lepidoptera: Noctuidae), Helicoverpa zea y Heliothis vierescens
que estaban asociadas al cultivo de algodén GM y convencional, en donde los
resultados dieron que H. vierescens se reportd nula resistencia, pero en caso

de H. zea resulto que tiene una resistencia al Bt (Guzman et al., 2018).
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacién del experimento

El experimento se llevd a cabo en las instalaciones del Departamento de
Parasitologia en la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN),
Buenavista, Saltillo, Coahuila, México. La Universidad se ubica
geograficamente en los 25° 35" 23” de latitud norte y 101° 02' 72” de latitud

oeste, con una altitud de 1743 m.s.n.m. (Figura 6).

Invernadero Parasitologia
Buenavista, Saltillo, Coah. o

Figura 6. Localizacion de los invernaderos de arasitologl'a, UAAAN.

3.2. Poblaciones de Spodoptera frugiperda

Para el desarrollo de esta investigacién se evaluaron dos poblaciones de S.
frugiperda, una linea base susceptibilidad de campo con alta presion de
seleccion a insecticidas quimicos, proveniente de Celaya, Guanajuato y una
linea presuntamente resistente con alta presion de selecciéon por toxinas Cry de
Bt, colectada en la region productora de algodén La Laguna, en el municipio de
San Pedro, Coahuila. Las poblaciones fueron recolectadas en el cultivo de

maiz.
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3.2.1. Linea base susceptibilidad

Primero se recurri6 a desarrollar y mantener la linea base susceptible,
necesaria para establecer los bioensayos, en la prueba de resistencia a las
toxinas Cry, por lo que, para obtener esta linea, se realizaron colectas de
lepidopteros, en el afilo 2020 en el Rancho San Isidro de Troje, Celaya,

Guanajuato (Cuadro 2).

Cuadro 2. Recolectas de material genético para establecimiento de lineas
presuntamente susceptibles a las toxinas Cry del Bt.

Total de

plo%gecilgn Localidad Cgoe%rgreér;{acdaa;s Cultivo Especies individuos rgf:eosle(j:?a Colector
colectados
Rancho San
GTO-ceLy sidrode N: 20°55'56" , _ José Francisco
(POB4Sf*) Trojes, W: 100°89'66" Maiz S. frugiperda 200 pupas Mayo Rodr[guez
Celaya, ’ Rodriguez
Guanajuato

*ID asignado en el informe de actividades del afio 2020 en el proyecto 1043 “Monitoreo de insectos a las toxinas Cry de
Bt” del Programa de Catedras CONACYT. Responsable: Dra. Miriam Sanchez Vega (CONACYT-UAAAN,
Departamento de Parasitologia).

3.2.2. Linea presuntamente resistente a las toxinas Cry de Bt

La linea presuntamente resistente a las toxinas Cry de Bt, se colectd en la zona
productora de algoddn Bt, conocida como la Regiéon lagunera, ubicada en el
norte del pais, especificamente en el municipio de San Pedro de las Colonias,
en un predio a pie de la carretera San Pedro-Cuatrociénegas (Cuadro 3). Las
colectas se realizaron en cultivos de maiz aledafios a parcelas establecidas

con algodén GM, que fungian como refugio al cultivo de algodon.

Cuadro 3. Recolectas de material genético para establecimiento de lineas
presuntamente resistentes a las toxinas Cry del Bt, de la regién norte del pais
Coahuila y Chihuahua.

Total de
ID de Ia Localidad Coorde,ngdas Cultivo Especies individuos Mes de Colector
poblacion geogréficas recolecta
colectados
COA-SPE1L San Pedrq de 25°47°52.07" N ) S. frugiperda . Ing. Qalme
(POB3SF) las Colonias, Maiz 150 larvas Julio Chéavez
Coahuila 102°58'48.50” O Marquez

*ID asignado en el informe de actividades del afo 2020 en el proyecto 1043 “Monitoreo de insectos a las toxinas Cry de
Bt” del Programa de Catedras CONACYT. Responsable: Dra. Miriam Sanchez Vega (CONACYT-UAAAN,
Departamento de Parasitologia).
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3.3. Protocolo parala colecta de especimenes en campo

Las colectas se realizaron en estado larval en botes de plastico del no. 00
(Figura 7), se mantuvieron con dieta artificial (Cuadro 4) desde el momento de
la colecta hasta su traslado al laboratorio. Por lo que, para la recoleccion de
campo, especificamente para la poblacion de San Pedro, se seleccionaron
cuatro puntos de muestreo a 20 m de distancia entre ellos. Dentro de cada
punto de muestreo se recolectaron larvas en desarrollo del tercer a quinto
instar para asegurar que sobrevivan en condiciones de laboratorio. Con la
finalidad de reducir la probabilidad de que vinieran de los mismos progenitores,
se tuvo que colectar una larva por planta, con mucho cuidado de que las larvas
no estuvieran a no menos de dos plantas de distancia. En total, se recolectaron
240 larvas.

Cuadro 4. Dieta artificial que contiene los requerimientos nutricionales
necesarios para el adecuado crecimiento y desarrollo de larvas y
adultos de lepid6pteros (POPDieta-IMAmMt2019).

Inmaduros Adultos
Componente |
1000 mL de agua destilada estéril 20 g de miel
60 g de frijol blanco 20 g de azlcar
50 g de germen de trigo 6 g de acido ascorbico
31 g de levadura de cerveza 1 mL de vitaminas
25 g de proteina de soya 1 mL de tetraciclina
25 g de caseina
3 g de Nipagin
Componente Il

1.5 g de acido sorbico

3.0 g de &cido ascérbico

7.5 mL de solucion vitaminica

0.25 mL de tetraciclina

1.5 mL de formaldehido
Componente lll

15 g de agar
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Figura 7. Vasos y tapa de plastico del niumero 00 con
dieta, para la individualizacién de la larva.

En el laboratorio, se hizo la purificacion de los individuos, por lo que se
eliminaron aquellos que venian parasitados, muertos, con dafio mecénico, o en
estado de diapausa; al menos un 80% de larvas llegaron al estado adulto. A
partir de estas larvas se iniciaron las crias de las poblaciones mediante manejo

de crianza para esperar progenie (F1).

En el caso de la colecta de San Isidro de las Trojes, esta se envid via
paqueteria en estado pupal, se eliminaron los individuos que llegaron muertos
o afectados con dafio mecanico, asi como aquellos adultos que emergieron
durante el traslado y se esper6 la primera generacion filial (F1), para el

establecimiento de bioensayos.

3.4. Manejo de insectos en laboratorio

Se acondicioné una jaula de 2.0 x 0.60 x 0.40 m, con hule cristal (Figura 8), con
la finalidad de tener aisladas las poblaciones de Spodoptera y dar las
condiciones adecuadas (tipo camara climatica), para tener control de la
temperatura, humedad relativa y fotoperiodo, lo mas cercano a los
requerimientos para el desarrollo 6ptimo de esta especie (fotoperiodo 14 h luz 'y
10 h obscuridad y temperatura 19.5-25°C y humedad relativa del 45 al 60%),
por lo que las condiciones a las que se establecieron en el laboratorio fueron:
temperatura de 22°C a 27°C, con una humedad relativa de 15% a 60% (la cual

se regulaba con botes llenos de agua intercalados entre la camara) y un
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fotoperiodo de 12:12 luz-oscuridad, esto debido a que no se cuenta con el

equipo necesario para tener un control mas preciso dichas condiciones.

Figura 8. Jaula con hule de cristal, tipo

cdmara climatica, para tener las
poblaciones de S. frugiperda.

Las larvas, ya purificadas, se individualizaron en vasos de plasticos con tapa
del numero 00 y con dieta artificial (Figura 7), hasta llegar al estado de pupa.
Las pupas se retiran de la dieta artificial (Figura 9) y se desinfectaron por 5 min
en una solucion de hipoclorito al 0.5%, se enjuagaron con agua destilada
estéril, se dejaron secar y posteriormente se colocaron en las jaulas de crianza
para adultos (tubos PVC de 8”), aproximadamente de 20 a 90 pupas por jaula,
tapados con una tela entomoldgica (organza) para evitar la fuga de los adultos
emergidos, facilitar la manipulacion de los insectos y promover la aireacion; las
jaulas se elaboraron especialmente para mantener los adultos en reproduccion
(Figura 10). Como fuente de alimentacién de los adultos se les coloco en la
jaula un vaso con algodén impregnada con una solucion de dieta para adultos

(Cuadro 4) y otro con agua destilada estéril.
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Figura 9. Pupas purificadas, listos para
llevarlo a jaulas.

. = e — e
Figura 10. Jaulas hechas con tubo PVC, para la cria de los

adultos.

El interior las jaulas se forr6 con papel y se colocé también hojas de papel
dobladas en forma de tridngulo, para facilitar la ovoposicién de las palomillas y
la extraccion de las masas de huevecillos o posturas y se colocaban sobre
platos con un papel desecante, para poder ser maniobradas. Cuando se
empezaron a ver las primeras oviposturas en la tela de la jaula o en el papel,
inmediatamente los adultos se cambiaban de jaula, para ello se tuvieron que
meter al refrigerador a -4°C por cinco minutos para que se adormezcan y con
las luces apagadas (solo la luz del dia) se realizaban los cambios, asi se
evitaba la fuga de los adultos.

39



Las oviposturas fueron desinfectadas en una solucién de formaldehido al 5%
por 5 min, se lavaron en agua estéril por otros 5 min, se pasan a sulfato de
cobre pentahidratado al 1% por 2 min, y un lavado final en cloruro de
benzalcdnico al 0.2% por 2 min, posteriormente se dejan secar en una sanita
estéril, al aire libre. La masa de huevecillos (Figura 11) se colocaba en vasos
de plasticos de 500 mL con trozos de dieta artificial (Cuadro 3) para esperar su
eclosion y crecimiento hasta el tercer instar y posteriormente ser utilizadas en

el establecimiento de los bioensayos.

Figura 11. Masas de huevos de S. frugiperda
sobre papel blanco, para promover
oviposicion.

El ciclo de los insectos fue controlado, es decir, que las poblaciones se
estandarizaron y homogenizaron para que ovipositaran, eclosionaran, puparan
y emergieran los adultos en el mismo tiempo, segun cada etapa y poblacién,
por lo tanto, individuos que se atrasaron o adelantaron en dias fueron

eliminados.

Todos los materiales y reactivos que se utilizaron para la cria y mantenimiento
de los insectos fueron esterilizados principalmente con luz UV y trabajados con
las condiciones de asepsia de forma estricta, para evitar contaminacion y

perdida de individuos.
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3.5. Establecimiento del cultivo de algodoén

Se sembraron cuatro variedades hibridas de algodén Bt (FM1830, FM2334,
DP1321 y DP1558) y una variedad convencional (FM989), se establecieron en
macetas de 10 litros, como sustrato se utilizé una mezcla de humus mas suelo
de los campos de la Universidad, se establecieron seis repeticiones y como
unidad experimental dos plantas por maceta, la siembra se realiz6 en el
invernadero de Parasitologia de la UAAAN, desde el 12 de marzo del 2020; el
cultivo se manejé con riego por goteo, fertilizacion organica via foliar y radical,
con composta, control de plagas como trips y arafia roja, con repelente y
extractos organicos. El cultivo se establecié con la finalidad de obtener material
vegetal para el establecimiento de bioensayos en laboratorio y ser utilizado
como dieta alimenticia para las larvas y como fuentes de toxinas Cry.

3.6. Material vegetal

El material vegetal se utilizé6 fresco como dieta, para probar susceptibilidad a
las toxinas Cry de Bt en las dos poblaciones de S. frugiperda (GTO-CEL1 y
COA-SPE1; Cuadro 2 y 3), se cortaron las hojas o folios de la parte tierna de
las plantas (para asegurar la expresion de las toxinas Cry), por cada variedad

hibrida de algodon establecida en el invernadero.

Todo el material fue manipulado con condiciones asépticas, por lo que en el
laboratorio las hojas o folios se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1% y
una gota de jabon liquido para romper la tension superficial, pasando al agua
destilada por varias veces para quitar los residuos y evitar que esto afectara los
resultados de los bioensayos. Posteriormente se extendieron en papel

absorbente para poder secarlas bien.
Cada folio de las plantas por hibrido se dividi6 en cuatro segmentos,

considerados estos como unidad experimental para los bioensayos, y cada

cuarta parte de la hoja se coloco de forma individual en una caja Petri de 9.0
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cm de diametro. Para mantener hidratadas las hojas fue necesario colocar una

motita de algodon humedecida con agua destilada estéril, dentro de cada caja.

3.7. Establecimiento de bioensayos

Para el establecimiento de los bioensayos se considerd a una hoja dividida en
cuatro segmentos con una larva cada uno, como unidad experimental y como
una repeticion; en el invernadero, se establecieron seis repeticiones por lo que
esto se mantuvo en laboratorio, manteniendo un arreglo experimental

completamente al azar (Cuadro 5).

Cuadro 5. Caracteristicas de los bioensayos establecidos para determinar la
susceptibilidad a toxinas Cry de Bt en dos poblaciones de S. frugiperda, sometidas
a dieta vegetal proveniente de hibridos de algodén GM.

Componentes del

. Numero Descripcién
experimento P

GTO-CELZ1: Celaya, Guanajuato

Poblaciones de S. frugiperda 2 COA-SPEL: San Pedro, Coahuila

FM1830 GLT (CrylAby Cry2Ae)
FM2334 GLT (CrylAby Cry2Ae)
Tratamientos 5 DP1558 NRB2RF (CrylAc, Cry 2Ab)

DP1321 B2RF (Cry1lAc, Cry 2Ab)
FM989 convencional (testigo)

Repeticiones 6 Una planta de cada tratamiento por repeticion

4larvas  Se considerd una hoja o folio por planta dividida en cuatro
Unidad experimental por segmentos, cada segmento se instalé en una caja Petri de
repeticion  forma individual con una larva de 2do a 3er instar.

Por cada caja Petri se colocé una larva del 2do al 3er instar, se consideré que
una larva llego a dicho instar cuando estaba dentro de las dimensiones de
longitud de 0.5 cm. Se puso una larva por caja para evitar el canibalismo y se

sellaron las cajas con cinta para que no se fugaran.

3.8. Evaluacion y toma de datos

Después de la exposicion de las larvas a la dieta vegetal, se evaluaron por

siete dias consecutivos cada 24 horas el porcentaje de mortalidad de las
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larvas, a las 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 h 'y 168 h y se les considero
como muertas aquellas larvas que estaba flacidas o con movimientos
anormales cuando se movian con un pincel; se consideré también el niUmero
de fugas, para disminuir el error experimental. Las larvas supervivientes de
cada tratamiento y repeticiones se pasaron a dieta artificial para seguir su

evaluacion con otro proyecto.

3.9. Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis descriptivo, con la elaboracion de graficas de tendencia
con los promedios obtenidos por tratamiento y poblacion de S. frugiperda,
expresando el porcentaje de mortandad para cada evaluacién, con apoyo de
Microsoft Office Excel (2010). Ademas, se realiz6 un andlisis de varianza y un
analisis de comparacion de medias, con la finalidad de determinar si los
bioensayos presentaron resultados estadisticamente confiables que indique la
efectividad de los hibridos para el control de este lepidoptero con algodén Bt,
para ello se emple6 el paquete estadistico SAS (Statistical Analysis System,

version 9.0).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Andlisis de varianza y expresion de la mortalidad de larvas

Los resultados que se obtuvieron mediante el analisis de varianza en la
evaluacion para verificar la susceptibilidad de dos poblaciones de S. frugiperda
a las toxinas Cry de Bt, mostraron diferencias altamente significativas con una
confiabilidad del 99% (a<0.01; Figura 12) a las 72 horas de la evaluacion, tanto
para las poblaciones del cogollero (GTO-CEL1 y COA-SPE1), como entre las
variedades del algodén en estudio (FM1830 GLT, FM2334 GLT, DP1558
NRB2RF, DP1321 B2RF, FM989), por lo que el porcentaje de mortalidad vario
dia con dia, desde las 24h hasta las 168h con 14.6% a 58.8% (Cuadro 6,
Figuras 13). Al respecto, Valencia et al. (2014), en un trabajo con S. frugiperda,
donde alimentaron larvas con tejido vegetal reportan diferencias significativas
entre tratamientos, comparando los hibrido DP141B2RF y NuOPAL con un el
hibrido convencional DeltaOPAL RR, donde indican porcentajes de
supervivencia del 3.4%, 35% y 53.3%, respectivamente, en esta investigacion
se encontré un porcentaje de supervivencia de 41.2%, lo que indica que existe
variacion entre los hibridos evaluados y las poblaciones de insectos sometidas

a este tipo de bioensayos.

0.6
NS
0.5 0-4991 Mortalidad total
NS (%MT)
0.4 0/4146 Pr > F: <0.0001
(T8
A 03
& r=0.5247
NS %MTy 72h
0.2 0.1871
0.1 0.0998 *
* %
*xk 0276 0.0356
0 0:0006 20226
24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h
Horas en las que se evalio la mortalidad de larvas

Pr > F: Probabilidad del valor del estadistico de F (Fisher) calculado; NS: No significativo; *: diferencias significativas
con una confiabilidad del 90% (a < 0.10); **: diferencias significativas con una confiabilidad del 95% (a < 0.05); ***:
diferencias altamente significativas con una confiabilidad del 90% (a < 0.01); r: correlacién de Pearson.

Figura 12. Valores de significancia estadistica calculada en el modelo del
analisis de varianza para cada una de las evaluaciones en la
mortalidad de larvas de S. frugiperda.
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Cuadro 6. Cuadrados medios del analisis de varianza para la

mortalidad a las 72h y para la total.

Fuente de variacion Gl 72h %MT
Variedad 4 0.2029*** 2.2173%**
Poblacién 1 0.0944Ns 0.6594*
Repeticién 5 0.1142** 0.1006"°

Error 49 0.0380 0.1737
Total corregido 59
CV% 97.53 54.29
0.44 0.54
Media 19.16 58.75

gl: grados de libertad; CV%: porcentaje del coeficiente de variacion; R2 coeficiente de
determinacion; MS: No significativo; *: diferencias significativas con una confiabilidad del
90% (a < 0.10); **: diferencias significativas con una confiabilidad del 95% (a < 0.05); ***:
diferencias altamente significativas con una confiabilidad del 90% (a < 0.01); 72h: horas en
las que se evallo la mortalidad de larvas; %MT: porcentaje de mortalidad total.

Al analizar la mortalidad por dia y acumulada se encontré que a los tres dias

(72 h) hubo mayor porcentaje de mortalidad con un promedio entre localidades

y poblaciones de 19.2% con respecto al total, mientras que el porcentaje de

mortalidad acumulada al finalizar las evaluaciones rebasa mas del 50% de la

poblacion (58.8%; Figura 13). Estos resultados fueron constantes en todos los
analisis por lo que sugieren que la efectividad de las toxinas Cry en dieta

vegetal para S. furgiperda, puede realizarse a las 72 h, debido a que la

mortalidad expresada después de este tiempo no es significativa, por lo tanto,

ya no es necesario evaluar por mas tiempo este efecto.
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Porcentaje de mortalidad
(%)

10

24 h

72 h 96 h 120 h 144 h
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acumulada

Mortalidad
por dia

168 h

Figura 13. Expresion de la mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda,

en la evaluacion de susceptibilidad a variedades de algodon Bt.
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4.2. Analisis por variedad de algodon

Se realiz6 un promedio de los valores obtenidos para el porcentaje de
mortalidad entre las dos poblaciones de gusano cogollero y en cada dato
obtenido por horas, con la finalidad de identificar el hibrido que resulto ser mas
efectivo para el control de este lepidéptero, de igual forma se obtuvo la
tendencia de la mortalidad acumulada al finalizar los bioensayos por cada
variedad de algoddn. El andlisis de comparaciéon de medias también expreso
las diferencias estadisticas obtenidas para cada hibrido de algodén a las 72 h,
las cuales expresaron el mayor porcentaje de mortalidad, los materiales
pertenecientes a la linea comercial FiberMax®, en comparacion con el testigo
que también es de esta linea comercial y con respectos a los hibridos de la
linea DeltaPine® (Figura 14, 15y 16).

70 100 ortal
FM1830 s o FM2334 romiada
&0 acumulada

50

& a0
=31.25% aa

30

Porcentaje de mortalidad
%)

20 p=29.16% aa

Porcentaje de mortalidad
(%)

Mortalidad
¢ Mortalidad
por dia 10 pot dia

24h 48 h 72h 9% h 120h 144 h 168 h o
24n 48h 72h 9% h 120h 144 h 168 h

Horas de evaluacion Horas de evaluacién

Figura 14. Expresion de la mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda, en la
evaluacién de susceptibilidad a variedades de algodon Bt en las lineas
FiberMax®.

La variedad FM2334GLT, es uno de los materiales que mas se siembra en la
Region de la laguna, por lo con este estudio se corrobora aun la eficacia de
este material al menos para gusano cogollero, a pesar de que Gomez et al.
(2018) y Mendelsohn et al., (2003), indiguen que las toxinas CrylAb o CrylAc
presentes en algunos de los hibridos de algoddn que se siembran en México,
muestren baja susceptibilidad contra S. frugiperda, plaga que recientemente en
México esta causando dafos significativos al cultivo de algodén Bt. El hibrido
FM2334, por tanto, también resultdé con el mayor porcentaje de mortalidad
acumulada muy cercano al 100% (87.5%), con respecto a todos los hibridos

evaluados (Figura 14).
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Figura 15. Expresion de la mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda, en la
evaluacion de susceptibilidad a variedades de algodén Bt en las lineas
DeltaPine®.

Los hibridos evaluados de la linea comercial DeltaPine®, expresaron menor
eficacia en el control de S. frugiperda con respecto a las otras variedades que
se probaron. Dentro de las dos variedades en estudio de esta linea, se
encontré que el hibrido DP1558, fue menos eficiente con 52.1% de mortalidad
con respecto a 77.1% de la variedad DP1321 (Figura 15). Cabe destacar que
en un estudio por el SNICS (2020), relacionado al abasto de semilla de algodén
en México, reporta que estas dos variedades ya no aparecen registradas en el
catadlogo comercial 2020 de la empresa Bayer, sin embargo en México 27
titulos de obtentor han sido revocados de 61, debido a que las empresas
productoras de semilla no han actualizado sus catalogos de disponibilidad en
México, por lo que no existe semilla categoria Certificada disponible de los
materiales que se evaluaron, relacionados con esta linea, esto indica que
dichos materiales han sido retirados definitivamente del mercado. Se asume
que probablemente estd relacionado a la efectividad de éstos hibridos en

campo, como lo que se encontré en esta investigacion.

En algunos estudios se ha encontrado que el consumo de plantas que
expresan toxinas insecticidas de Bt en lepidopteros afectan la eficiencia de
conversion del alimento ingerido, la cual se debe a que el insecto, al momento
de consumir la hoja del algodén GM, las toxinas se adhieren al epitelio del
intestino medio de la larva, por lo cual la concentracion y su energia se dafian
por las endotoxinas que esta produce (Liithy & Wolfersberger, 2000) en lugar
del crecimiento larval. Estos resultados coinciden con investigaciones similares
en las que Chen et al. (2005) reportan para Helicoverpa armigera Hibner, en el

cual las larvas que se alimentaron de algodon Bt se redujeron drasticamente
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para el consumo del alimento ingerido. En este estudio no fue posible evaluar
estos efectos en las larvas, sin embargo, fue notorio observar que las larvas
sobrevivientes que llegaron a pupar, presentaron tamafno reducido y algunos
adultos emergian deformes.

El comportamiento que se presentd de mortalidad en las larvas cuando se
expusieron a la dieta vegetal en el tratamiento testigo, es decir, el hibrido de
algodon gue es convencional y no contienen toxinas insecticidas fue baja y ésta
se debid a las condiciones de manejo de las poblaciones y/o abioticas; sin
embargo, se expresa un incremento a las 144h (Figura 16), esto pudo deberse
a que el tejido vegetal se deshidrato o que el alimento suministrado se agoto.
Estos resultados indican que las poblaciones sometidas a las toxinas Cry de Bt,
via dieta vegetal presentaron efectividad en la mortalidad de larvas esto
comparado con el testigo. Paliwal et al. (2001), en un estudio realizado con la
fertilizacion de las plantas nos dicen que con base a la disponibilidad de
nutrientes en el suelo para la planta puede influir sobre el nivel de
susceptibilidad al ataque de S. frugiperda y este efecto depende del cultivar.
Moreno, 2009 demuestra que las condiciones de tension ambiental favorecen
la diferencia de la expresion de varios cultivos, que nos permite la identificacion

de caracteristicas sobresalientes como la resistencia a plaga.
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Figura 16. Comportamiento de larvas de Spodoptera
frugiperda, en dieta vegetal correspondiente al
hibrido convencional FM989.
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4.3. Analisis por poblacién de Spodoptera frugiperda

Los resultados obtenidos para los andlisis por poblacion indicaron que la
poblacidn obtenida en San Pedro (COA-SPEL) presento el mayor porcentaje de
mortalidad acomulada de los siete dias evaluados (168h); sin embargo en
comparacion con los datos obtenidos en la poblacién proveniente de Celaya
(GTO-CEL1), no se presentaron diferencias significativas entre estas, por lo
que se asume que la expresion de las toxinas Cry presente en los hibridos, aln
tienen efectividad para el control de este lepidoptero, Por otro, lado se
mantienen constante la mayor mortalidad de las larvas a las 72 y 96 horas
(Figuras 17).
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Figura 17. Porcentaje de mortalidad en larvas de dos poblaciones de
Spodoptera frugiperda, para determinar la susceptibilidad a
toxinas Cry de Bt presentes en hibridos de algodon.

En cuanto al comportamiento de cada una de las poblaciones del gusano
cogollero, sometidas a los diferentes hibridos de algodén GM, se encontr6 que
para la poblaciéon de San Pedro (COA-SPE1) el hibrido DP1558 fue en el que
se reportd mayor numero de larvas muertas entre las 72 y las 120 horas de

exposicién, con el valor mas alto cercano al 45.8% de mortalidad (Figura 18).
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Figura 18. Expresion del porcentaje de mortalidad de la poblacién S. frugiperda
proveniente de San Pedro (COA-SPEL), entre hibridos de algodoén Bt.

En el caso de la poblacion de Spodoptera, proveniente de Celaya (GTO-CEL1),
los insectos presentaron mayor mortalidad en la variedad FM1830 con un
porcentaje del 35.8% a las 72 h y en el caso de la variedad DP1321, la
mortalidad mayor se expresd a las 24 h con un 33.3% (Figura 19), estos
resultados sugieren que esta poblacion presento mayor supervivencia al
someterse a los hibridos de algodon en estudio en estudio (superior al 60%);
esto puede deberse probablemente a dos circunstancias, una de ellas
relacionada al manejo que se dio a las poblaciones en laboratorio y otra es que
la region de donde fueron obtenidos estos individuos, se le conoce como el
granero de México, es decir, es la region mas grande del pais (Bajio), donde
hay alta producciéon de cereales y por ende, alta presién de seleccion a
insecticidas quimicos e incluso biolégicos como la aplicacién de productos a
base de B. thuringiensis que pudieron haber provocado esta respuesta en los

insectos en estudio.
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Figura 19. Expresion del porcentaje de mortalidad de la poblacién S. frugiperda
proveniente de Celaya (GTO-CEL1), entre hibridos de algodén Bt.

En el continente americano, no se puede descartar la eventual evolucion de la
resistencia de esta plaga, aun en eventos apilados con diferentes proteinas Cry
o Vip3A. Lo que hace necesario continuar con estudios y deteccionde la
manifestacion de resistencia en el complejo de plagas blanco. S. frugiperda es
susceptible a algunas toxinas Cry como CrylFa y CrylCa, que en México aun
no estan permitidas (SNICS, 2020). Por ejemplo, en China se tiene autorizada
la produccion de algodén con la proteina CrylC y es el Unico hibrido registrado
a nivel mundial que confiere resistencia total para el control de Spodoptera
(ISAAA, 2019), por otro lado, Silva (2005) menciona que la tecnologia Bt ofrece
una proteccion parcialmente eficaz, al cultivo de algoddon contra el gusano
cogollero S. frugiperda, esta informacion explica la variacion en los resultados

obtenidos en esta investigacion.

En la comparacion entre los hibridos de algodén se corrobora que hubo mayor
efecto en la mortalidad de las larvas de Spodoptera para los hibridos de
FiberMax® que para DeltaPine®, e incluso se puede afirmar que el
comportamiento de cada poblacion fue el mismo en cada hibrido, por tal motivo
se puede concretar que las variedades de DeltaPine®, han perdido eficacia
para el control del gusano cogollero en campo, lo que puede generar
resistencia a las toxinas CrylAc, Cry 2Ab, presentes en estos hibridos, a través
del tiempo si se siguen utilizando en la region de la Laguna en el estado de

Coahuila (Figura 20). Las proteinas Cry que expresan los materiales genéticos
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o hibridos de algodon que se siembran en el pais, son: CrylAc, CrylAb, CrylF,
Cry2Ab2 y Cry2Ae, especificas para afectar insectos del Orden Lepidoptera
entre las especies de importancia que controlan se tiene al gusano rosado
Pectinophora gossypiella, el complejo bellotero Helicoverpa zea y Heliothis
virescens y el complejo de Spodoptera, tanto S. frugiperda como S. exigua
principalmente, para el caso del algodén son plagas primarias, que afectan a
otros cultivos de importancia econdémica para el pais y que pueden o no
interaccionar, con el propio algodon (Wilson et al., 1992; Benedict et al., 1993;
CIBIOGEM, 2018; ISAAA, 2019). Valencia et al. (2014) también mencionan que
la eficacia de la accion de los genes que tienen diferentes hibridos de algodon
Bt, tal es el caso de CrylAc y Cry2Ab, pueden ser letales para diferentes
especies de lepidépteros como S. frugiperda, S. exigua y H. zea, en ensayos

donde estos insectos consumen plantas de algodon Bt.

Segun Gutiérrez et al. (2015) el insecto que se expone continuamente a la
toxina de la bacteria Bt o de cualquier otro insecticida se le conoce como la
presion de seleccion, esto lleva a que provoca la resistencia del insecto al paso
del tiempo. El estudio de Trumper (2014) nos dice que todos los métodos y
herramientas que se utilizan para el control de estas plagas el Bt es uno de los
que mayor presion de seleccién tiene sobre los insectos. Por otro lado, Ferré &
Van Rie (2002) nos dicen que las toxinas Cry corresponde a la alteracion de la
unién de una toxina hacia el intestino medio y a esto se le llama mecanismo de
resistencia del insecto; la cual es especifica. La resistencia de lepiddpteros a la
toxina CrylAc se asocia con una mutacion de un gen codificado de una
proteina (cadherina) (Tay et al., 2015) siendo cadherina y aminopeptidasa las
principales fuentes de las que se unen las toxinas CrylAc hacia los
lepidopteros (Bulla & Candas, 2004).

En el caso del hibrido que fungié como testigo el FM989, asi mismo las dos
poblaciones presentaron la misma tendencia en la mortalidad de las larvas, por
lo que se corrobora que dichas poblaciones consumieron de forma adecuada
las hojas de algodon proporcionadas como dieta y fuente de toxinas Cry
(Figura 21).
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Figura 20. Comparacion del efecto de los hibridos de algodén Bt en dos
poblaciones de Spodoptera frugiperda.
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Figura 21. Comportamiento de las poblaciones de Spodoptera
frugiperda, en dieta vegetal correspondiente al hibrido convencional
FM989.

Los resultados obtenidos, se puede comparar con la eficacia en el control de S.
frugiperda con estudios similares publicados por Siebert et al. (2012) y Rule et
al., (2014) con las mismas toxinas, pero presentes en el cultivo de maiz Bt en
Estados Unidos. Por otro lado, Armstrong et al., (2011) en su estudio mostraron
que las larvas de S. frugiperda se alimentan de variedades con tecnologia
Bollgard 1l, pero las toxinas presentes en estas variedades afectan

consecuentemente su crecimiento y desarrollo.
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V.CONCLUSION

Existe susceptibilidad en dos poblaciones de S. frugiperda (Celaya y San
Pedro) expuestas al consumo de toxinas Cry del Bt, por medio de dieta vegetal.
Llos hibridos de la linea comercial FiberMax® (FM2334 y FM1830), aun son
eficientes para el control de ésta plaga blanco; mientras que los materiales de
la linea comercia DeltaPine® fueron menos eficiente expresando un menor
porcentaje de mortalidad, esto puede inducir niveles de resistencia en las

poblaciones de insectos en campo, a través del tiempo.
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VII.LANEXOS

de S. frugiperda.
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Anexo 1. Ficha de evaluacion para el bioensayo del porcentaje de evaluacion
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Anexo 2. Cuadro para la toma de datos de la fecha de postura

Especie Especie Especie
Origen: Origen: Origen:
Fecha de Fecha de Fecha de

establecimiento de

jaula:

establecimiento de

jaula:

establecimiento de

jaula:

Fecha de eclosion:

Fecha de eclosion:

Fecha de eclosion:

Generacion:

Generacion:

Generacion:

Fechas de postura:

Fechas de postura:

Fechas de postura:

1a 12 12
24 28 22
32 32 32
42 42 42
52 52 52
62 62 62
No. de jaula: No. de jaula: No. de jaula:

Anexo 3. Etiqueta para identificacion de las jaulas, para obtener nuevas

poblaciones

Spodoptera frugiperda
Jaula #
Generacion:
Fecha de postura

Eclosién

Spodoptera frugiperda
Jaula #
Generacion:
Fecha de postura

Eclosioén
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ANEXO 4. Cuadro de registro de las colectas de campo.

[ad

Zona o region de pro

q

ia de los esp

Ciclo de produccion:

Especies: 5f, Hz, Hy, Pg, otra Infectadas
Fecha de Nombre ID de la Procedencia | Cultivo | Variedad | Total de Pupas Parasitas Hongos
colecta: del poblacidén larvas
colector

Observaciones

70



