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RESUMEN

En México se siembran alrededor de 200,000 ha de algoddn, en los estados de
Chihuahua, Baja California, Coahuila, Tamaulipas, Durango, Sonora y Sinaloa. El
96% de la semilla utilizada se importa y corresponde a variedades genéticamente
modificadas (GM). El algoddn Bt es una variedad de algodén GM que expresa una
toxina insecticida producida por la bacteria Bacillus thuringiensis y es conocida
como toxina Cry, es letal para ciertas plagas de insectos como los lepidépteros que
afectan al cultivo de algodoén. En el estado de Coahuila se cultiva algodon GM, el
cual en su mayoria contiene las toxinas Cry1Ac y Cry2Ab que le transfiere la
resistencia a plagas de lepidépteros. En esta investigacidon se evaluaron dos
poblaciones de Spodoptera frugiperda provenientes de San Pedro y Saltillo,
Coahuila, México, con el objetivo de determinar el efecto de las toxinas Cry,
mediante dieta vegetal con algodon Bt. Para la disponibilidad del material vegetal,
se establecieron en el invernadero cinco hibridos de algodén GM y las colonias del
gusano cogollero se incrementaron y criaron hasta la primera generacion filial; para
después establecer los bioensayos en laboratorio, 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 fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad y con una
temperatura promedio de 24°C =1, a una humedad relativa de 50%, en promedio;
las evaluaciones se realizaron cada 24 horas por siete dias y se evalud el numero
de larvas muertas. Como parte de los resultados obtenidos en este estudio se
encontraron diferencias altamente significativas entre tratamientos y localidades, en
la mortalidad total, con una confiabilidad del 99% (0<0.01). En cuanto a la variedad
de algodon la mas efectiva para el control de S. frugiperda fue la FM2334. Las
variedades de la linea comercial DeltaPine®, no presentaron alto porcentaje de
mortalidad, con respecto a la linea FiberMax®, mientras que el hibrido convencional
registré el mayor porcentaje de supervivencia aproximadamente de 98%.

Palabras clave: Bacillus thuringiensis, larvas, gusano cogollero, mortalidad,

lepidopteros



. INTRODUCCION

En México, en los estados del norte el pais, como Baja California, Sonora,
Chihuahua, Tamaulipas y especialmente en la region de La Laguna en el estado de
Coahuila y Durango, desde hace mas de 20 afios, se han cultivado diversas
variedades de algodon transgénico (Gossypium hirsutum L.), las cuales han sido
establecidas en tres cuartas partes de lotes comerciales, mientras que en el area
restante se siembra algodon no transgénico; esta circunstancia implica sin duda un
efecto en la evolucion de las poblaciones de insectos plaga especificos y pudiera
afectar a la diversidad genética de insectos plaga de otros cultivos (Guzman-
Morales et al., (2018). El algodon genéticamente modificado es el cultivo de mayor
expansion en el pais y con el que México cuenta con mayor experiencia, ya que es
uno de los paises pioneros en el uso del cultivo desde el afio 1996, cuando se
iniciaron las primeras pruebas experimentales con algodon transgenico (Gutiérrez
et al., 2015).

En los siguientes afios, numerosos cultivos han sido genéticamente modificados y
comercializados alrededor del mundo con diferentes caracteristicas y rasgos
genéticos, incluyendo principalmente resistencia a herbicidas y tolerancia a
insectos. El control de insectos plaga es muy importante en la agricultura, no sélo
por la razén obvia de que los insectos se alimentan de los cultivos, sino ademas
porque son vectores de importantes enfermedades causadas por virus, bacterias,
protozoarios y hongos. De manera generalizada, los insectos se controlan con la
aplicacidon de sustancias quimicas, potencialmente toxicas para otros insectos no

blanco, animales y humanos (Galeano et al., 2015).

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

conocida como proteina Cry (Galeano et al., 2015).



La introduccién de genes de esta bacteria a plantas es una tecnologia muy comudn
empleada para el control de plagas de varios cultivos, entre los que destacan el
algodén y maiz, de esta forma las plantas pueden defenderse al producir toxinas de
manera natural y efectiva contra el ataque de larvas de lepidopteros (Galeano et al.,
2015).

Los lepidopteros son una de las plagas de mayor importancia en la agricultura 'y son
el objetivo principal a la cual se destind el mejoramiento de cultivos mediante la
ingenieria genética; las toxinas Cry en los cultivos B. thuringiensis, como el algodén,
matan plagas clave del Orden Lepidoptera como Chloridea (=Heliothis) virescens
(Fabricius), Pectinophora gossypiella (Saunders), Helicoverpa zea (Boddie) y
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith), esta Ultima especie es la principal plaga de maiz
en nuestro pais, asi como en América del Sur y del Norte (Aranda et al., 1996;
Blanco et al., 2010).

Ademas, es una plaga invasiva que se ha extendido rapidamente en los paises de
Ameérica Latina, Africa y Asia que pone en peligro la produccién de maiz, trigo y

sorgo en esos paises (Goergen et al., 2016).

La alta presion de seleccion a causa de las toxinas Cry de Bt en los campos de
México donde hay produccion de algodon lleva mas de 20 afios, interaccionando
con los insectos plaga de este cultivo y de los cultivos hospederos o alternos, de
acuerdo a lo anterior, se cree que las poblaciones de lepidépteros a las que va
destinada los cultivos Bt, han adquirido resistencia, por ello en el presente trabajo,
se realiz6 una evaluacion de dos poblaciones de S. frugiperda, colectadas en la
region norte del pais y que fueron sometidas a dieta vegetal de algodén Bt, con la
finalidad de determinar si dichas poblaciones aun presentan sensibilidad al algodén
transgénico que se produce en la zona Lagunera del estado de Coahuila, México,

reconocida, por su alta produccién en este cultivo.



1.1 Objetivos

1.1.1  Objetivo general

Determinar el efecto de las toxinas Cry, mediante dieta vegetal con algodon Bt en
dos poblaciones de gusano cogollero Spodoptera frugiperda, obtenidas en la regién

norte del pais.

1.1.2 Objetivos especificos

e Evaluar la susceptibilidad a la dieta vegetal de algodon Bt en una poblacion
de gusano cogollero S. frugiperda obtenida de la region lagunera (San Pedro,
Coahuila, México), para determinar si existe efecto de las toxinas Cry sobre

dicha poblacion.

e Evaluar la susceptibilidad a la dieta vegetal de algodén Bt en una poblacién
de gusano cogollero S. frugiperda obtenida en la zona sur del estado de
Coahuila, México (Saltillo) para determinar si existe efecto de las toxinas Cry

sobre dicha poblacion.

e Comparar los efectos de la dieta vegetal de algodén Bt, entre las dos
poblaciones de cogollero S. frugiperda evaluados en condiciones artificiales

de laboratorio.

e Evaluar cinco variedades de algodon Bt, sobre dos poblaciones de gusano
cogollero S. frugiperda y definir en qué material existe mayor susceptibilidad

en los individuos de las poblaciones de esta plaga.



1.2 Hipoétesis

Las poblaciones de gusano cogollero S. frugiperda, presentan susceptibilidad a las
toxinas Cry, proporcionadas mediante dieta vegetal en condiciones artificiales de

laboratorio, por lo que las variedades de algodon Bt en campo aun son efectivas.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia de los cultivos transgénicos

Los cultivos transgénicos incrementan el rendimiento (por o que no es necesario
ampliar terreno agricola), disminuyen el uso de agroquimicos y reducen la pérdida
de cosechas. La importancia que tiene la diversidad genética en el mejoramiento de
los cultivos, investigadores de todo el mundo comenzaron a plantearse la idea de
hacer un uso mas amplio de esta diversidad y decidieron incluir en los cultivos genes
no solo de los parientes silvestres, sino de plantas menos cercanas genéticamente,
o incluso de organismos no vegetales (Robledo, 2014). También, las nuevas
técnicas permiten cosechas tolerantes a sequia y se esta avanzando en la
investigaciéon que permitira la resistencia a metales pesados y al aluminio, muy
comun en suelos acidos de los trépicos. Esto ultimo dara alimento a zonas donde
se concentra pobreza, ecosistemas fragiles. La modificacion genética de muchos
vegetales para provocar su resistencia a uno o varios ordenes de insectos ha
permitido un menor uso de insecticidas en los campos lo que supone una mejora
del cultivo y de la salud de los trabajadores que lo manipulan, permitiendo asi la

vuelta de los insectos beneficiosos para el campo (Pérez, 2016).

2.2 Tipos de cultivos transgénicos

Los dos rasgos principales que se han introducido a los cultivos GM liberados
comercialmente son resistencia a insectos y tolerancia a herbicidas. Unos pocos
cultivos han sido liberados con la caracteristica de resistencia a virus como tal es el

caso de papaya, papa y calabaza (CERA, 2010; Chaparro, 2011).

La fuente de toxinas insecticidas producidas por plantas transgénicas comerciales,
es la bacteria del suelo B. thuringiensis. Las cepas Bt muestran diferentes efectos

de su actividad insecticida hacia insectos plagas, y constituye una reserva de genes



que codifican para proteinas insecticidas, las cuales son acumuladas en inclusiones
cristalinas producidas en la esporulacién bacteriana (proteinas Cry o Cyt) o
expresadas durante el crecimiento bacteriano (proteinas Vip). Diferentes genes
derivados de Bt han sido transferidos exitosamente a algodén, maiz, tomate y papa
(Gatehouse, 2008; CERA, 2010; Chaparro, 2011).

La enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintetasa (EPSPS) es parte de la via del
shikimato que resulta en la produccion de aminoacidos aromaticos y otros
compuestos aromaticos en plantas. Cuando las plantas convencionales son
tratadas con el herbicida glifosato, éstas no pueden producir los aminoacidos
aromaticos que necesitan para sobrevivir. La enzima esta presente en todas las
plantas, bacterias y hongos, pero no en animales los cuales no sintetizan sus
propios aminoacidos aromaticos. Debido a que la via de biosintesis de aminoacidos
aromaticos no existe en mamiferos, aves y peces, glifosato no causa toxicidad en
estos organismos. La enzima EPSPS esta normalmente presente en alimentos
derivados de fuentes vegetales y bacterianas. Las variedades GM de soya
contienen una forma de EPSPS tolerante a glifosato aislada de la bacteria
Agrobacterium tumefaciens (Smith & Townsend, 1907) cepa CP4 (cp4 epsps). El
gene que codifica para esta enzima fue transferido al genoma de la planta,
confiriéndole la caracteristica de tolerancia al herbicida. EI mismo gene fue
posteriormente introducido a maiz, algodon, remolacha azucarera, colza o canola,
nabo, achicoria, clavel, lino, alfalfa, tabaco, arroz y trigo (Williams et al., 2000;
CERA, 2010; Chaparro, 2011).

La tolerancia al herbicida glufosinato de amonio (PPT) es otro rasgo GM transferido
a cultivos agricolas, mediante la introduccion del gen pat derivado de la bacteria
comun del suelo Streptomyces viridochromogenes y que codifica una enzima PPT-
acetiltransferasa. El herbicida PPT normalmente actua inhibiendo la enzima
glutamina sintetasa, lo que causa acumulacién anormal de amonio en plantas. La
forma acetilada de PPT es inactiva. Este rasgo ha sido transferido exitosamente a

varios cultivos: remolacha azucarera, canola, soya, arroz y maiz. La tecnologia de



tolerancia a herbicidas proporciona a los agricultores un sistema alternativo que
efectivamente controla un espectro amplio de malezas, incluyendo aquellas de dificil
control. La tecnologia reduce la cantidad de herbicida necesaria para el control de
malezas, maximiza la disponibilidad de agua y nutrientes para las plantas de las
variedades GM y reduce el consumo de recursos agricolas en el campo. Todo ello
significa menos uso de maquinaria y equipo, asi como menos esfuerzo para los
agricultores (Oberdoerfer et al., 2005; CERA, 2010; Chaparro, 2011).

2.3 Cultivos Bacillus thuringiensis

La ingenieria genética desarroll6 muchas especies de plantas que expresan genes
cry de B. thuringiensis y las convirtio asi en "plantas insecticidas". Comunmente se
hace referencia a este tipo de plantas como "plantas o cultivos Bt" por ejemplo, maiz
Bt, algodon Bt, etc. (Vaeck et al., 1987; Sauka & Benintende, 2008).

La compaifiia Plant Genetic Systems de Bélgica desarrollé en 1985 la primera planta
transgénica de tabaco portadora de genes cry. La primera plantacion con un cultivo
transgénico en los Estados Unidos se llevd a cabo en el afio de 1994, cuando la
agencia para la proteccion ambiental (EPA) aprob¢ el cultivo de papa Bt, y en 1996
se comenzo la produccion a gran escala de este tipo de cultivos. El primer cultivo
con genes cry que se comercializd fue el maiz, y posteriormente fueron liberadas
muchas variedades resistentes a insectos como papa-Bt, soya-Bt y algodon-Bt,

entre otros (Portela-Dussan et al., 2013).

En 1995, la Secretaria de Salud en México aprobd la introduccion de papa y jitomate
genéticamente modificados. En 1996 aprobé la siembra de algodon resistente a
insectos en el Norte del pais; y a partir del afio 2009 se cultiva algodén transgénico
sobre una superficie superior a las 100 mil hectareas y con una produccion de unas
500 mil toneladas por cosecha, en los Estados de Chihuahua, Durango y Sonora
(Denise, 2014).



México y una veintena de paises con economias emergentes se sumaron a esta
nueva era agro-biotecnologica, con el objeto de favorecer la produccién de granos
y semillas de oleaginosas y asegurar la demanda de la poblacion (Reyes & Cantu,
2004; Bravo, 2013; Denise, 2014).

24 Algodén Bacillus thuringiensis

El algodon Bt comercial expresa genes de la bacteria B. thuringiensis como fuente
de toxina insecticida, esta cepa presenta diferentes efectos en su actividad hacia
insectos plagas y constituye una reserva de genes que codifican para proteinas
insecticidas (Silva, 2005; Garcia et al., 2017).

Los eventos biotecnoldgicos autorizados para liberacion comercial de algodon GM
en México confieren resistencia a lepidopteros 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®. 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 produccién comercial,
dos ofrecen tolerancia a herbicida y uno es resistente a gusanos del orden
Lepidoptera (Bt). Para que la proteina sea eficaz, el insecto en cuestién 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).

2.5 Caracteristicas de las variedades de algodén Bollgard

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 algodén Bt fue disefada para disminuir el uso de plaguicidas y



controlar plagas principales de lepidopteros. La segunda generacion de tecnologia
Bollgard tiene la finalidad de prevenir otros dafos 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).

251 Bollgard|

Las variedades de algodon Bollgard |, son conocidas como de primera generacion
e incluyen materiales con resistencia a herbicidas y lepidopteros, tal es el caso de
la variedad NuOPAL RR, que expresa tolerancia a herbicidas y una proteina Bt
Cry1Ac, es decir resistencia a lepiddpteros; este tipo de variedades de algodon GM,
estan disponibles en el mercado y estan disefiadas, para disminuir el uso de
plaguicidas y controlar gran numero de insecto plaga, tales como lepidopteros, entre
ellos: gusano rosado P. gossypiella (Saunders), gusano cogollero S. frugiperda (J.E.
Smith), complejo bellotero (Helicoverpa zea Boddie, C. virescens Fabricius,

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

2.5.2 Bollgardll

Estas variedades hibridas contienen genes apilados y poseen tolerancia al herbicida
glifosato, también resistencia a lepidopteros, la cual esta conferida por la expresiéon
de genes cp4 epsps de Agrobacterium sp. Cepa CP4 y para los genes Cry1Ac y
Cry2Ab de B. thuringiensis. Con respecto al contenido genético de este tipo de
hibridos, es decir, que expresan la proteina CP4 EPSPS vy las toxinas Cry1Ac 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 accién (Villalba, 2009).



2.6 Generalidades de Bacillus thuringiensis

La especie Bacillus thuringiensis es una bacteria que habita en el suelo y cuando
esta en la fase de esporulacion la proteina produce enormes cantidades hasta
formar un cristal geométrico (Ruiz, 2015). Es un bacilo gram positivo, de flagelacion
peritrica, que mide de 3 a 5 um de largo por 1 a 1.2 um de ancho. (Gordon et al.,
1973; Sauka & Benintende, 2008). Esta bacteria es utilizada como un insecticida
biolégico que se aplica en todo el mundo para lepidopteros o vectores,
principalmente. Es capaz de fermentar glucosa, fructosa, trealosa, maltosa y ribosa,
y de hidrolizar gelatina, almidon, glucégeno, esculina y N-acetil-glucosamina. Su
caracteristica principal es la sintesis de proteinas que afectan insectos y que
durante la esporulaciéon se producen llamada delta-endotoxina (proteinas Cry)
(Suarez-Machin et al., 2016).

2.7 Modo de accion de B. thuringiensis

Las proteinas son ingeridas por las larvas de los insectos al alimentarse de la planta;
estos insectos tienen un intestino medio alcalino, lo que favorece la solubilizacion
del cristal y su procesamiento. Es importante destacar que las proteinas Cry son
muy especificas para determinadas especies de insectos, siendo completamente
inocuas para otros animales, incluyendo el humano, debido a que nuestro estbmago
es acido (contrario al pH alcalino del insecto). Las proteinas Cry se adhieren al
epitelio intestinal del insecto de forma cooperativa (Figura 1), de manera que ocho
proteinas forman un anillo, creando un poro en el intestino lo que causa la ruptura
de la proteina Bt en numerosos sitios. El contenido alcalino del intestino se vierte a
la hemolinfa del insecto, causando un dafo irreversible, llevando a un desbalance
de iones y a la paralisis del sistema digestivo. El insecto muere a los pocos dias por
el cambio brusco de pH en su hemolinfa y por una infeccion generalizada al
reproducirse la bacteria Bt y otras bacterias de su flora intestinal que provoca la
muerte de la larva en pocos dias (Gutiérrez et al., 2015).
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Figura 1. Esquema del modo de accidén de Bacillus thuringiensis
(Schiinemann et al., 2014).

2.8 Toxinas de Bacillus thuringiensis

La bacteria B. thuringiensis produce una gran diversidad de toxinas activas frente a
plagas de insectos. Las toxinas producidas por esta especie de bacteria difieren en
funcién de la fase de crecimiento del cultivo; en |la fase de crecimiento exponencial,
por lo que B. thuringiensis produce toxinas que se secretan al medio de cultivo,
como son las proteinas Vip1/2, Vip3 y Sip. En cambio, durante la fase de crecimiento
estacionario, B. thuringiensis produce toxinas en inclusiones parasporales, por

ejemplo, las proteinas Cry y Cyt (Gomis, 2019).

2.8.1 Toxinas Cry

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 catidnicos 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 osmotica que evita que la larva se alimente. Por otro lado, cuando
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se destruye los tejidos del insecto se mezcla el 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 (Castafiet-Martinez & Moreno-
Reyes, 2016).

2.8.2 Proteinas cristalinas Cyt

Las proteinas Cyt se encuentran en el cristal parasporal producido por Bt y son
activas contra dipteros. Estas proteinas presentan actividad citolitica en ensayos in
vitro, de manera que las proteinas Cyt rompen las células del intestino por su
actividad citolitica y no formando poros como las proteinas Cry (Chengchen et al.,
2014). Hasta el momento, los miembros conocidos de las proteinas Cyt incluyen las

familias de proteinas Cyt1, Cyt2 y Cyt3.

2.8.3 Proteinas Vip

Las Vip son proteinas insecticidas no relacionadas con las Cry que no forman
inclusiones cristalinas y que se secretan al medio durante el crecimiento vegetativo
de la bacteria (Estruch et al., 1996; Sauka & Benintende, 2008). Incluyen la toxina
binaria Vip1 y Vip2 con especificidad para coledpteros y la toxina Vip3 con
especificidad para lepidépteros (Estruch et al., 1996; Warren, 1997; Warren et al.,
1998; Sauka & Benintende, 2008). Existen en la actualidad 40 genes vip3 distintos
clasificados en 2 clases (A 'y B), que codifican para proteinas de aproximadamente
88 kilodalton (kDa) (Estruch et al., 1996; Sauka & Benintende, 2008). Si bien las
Vip3 compartirian algunas etapas en el modo de accién con las Cry, utilizarian
distintos receptores (Lee et al., 2003; Sauka & Benintende, 2008).
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2.8.4 Proteinas vegetativas Sip

Las proteinas Sip, Sip1Aa y Sip1Ab, muestran toxicidad contra coleodpteros.
(Donovan et al., 2006; Sha et al., 2018). Las proteinas Sip1Aa y Sip1Ab presentan
un tamano de ~41 kDa. (Sha et al., 2018). Se cree que la toxicidad debida a las
proteinas Sip1 puede ser causada por la formaciéon de poros en la membrana
celular. No obstante, el modo de accién de las proteinas Sip aun sigue siendo

desconocido (Palma et al., 2014).

2.9 Importancia de Bacillus thuringiensis en el control biolégico

Entre los microorganismos de importancia biotecnoldgica, B. thuringiensis destaca
por ser utilizado en el control bioldégico de plagas en diversos cultivos agricolas
(maiz, papa, algodon, cafia de azucar, hortalizas, plantas ornamentales, etc.) y es
uno de los de los mas utilizados debido a su capacidad de control e invasién
fitopatdgena en larvas de lepidopteros, coledpteros, nematodos, acaros y protozoos
(Portela-Dussan et al., 2013).

La bacteria B. thuringiensis presenta propiedades quimicas que la convierten en un
entomopatdgeno ideal para proteger cultivos agricolas, ya que no tiene impacto
negativo sobre el medio ambiente ni la salud humana, al actuar exclusivamente
sobre plagas especificas sin producir residuos en cosechas. Gracias a los diversos
estudios realizados sobre las proteinas Cry de Bt se ha logrado el desarrollo y
mantenimiento de plantas transgénicas que expresan naturalmente estos genes,
produciendo continuamente toxinas que quedan en el tejido vegetal para ser
consumidas por diversas plagas, resultando en altos beneficios porque gracias a
ellos es posible reducir los productos quimicos, bajando asi los costos de

produccion y obteniendo un modelo agricola sostenible (Bravo, 2021).
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210 Gusano cogollero Spodoptera frugiperda

2.10.1 Generalidades

La especie S. frugiperda es conocida como “gusano cogollero” (por el dano 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).

Esta plaga se encuentra distribuida en todas las regiones agricolas tropicales y
subtropicales del continente americano. En México se localiza practicamente en
todas las regiones en donde se cultiva maiz, aunque sus daios son mas severos

en el trépico y subtrépico (Rodriguez & De Ledn, 2008).

En el cultivo de algodon es considerada una plaga esporadica, pero de gran impacto
economico. Generalmente, las poblaciones se originan en el maiz o en algunas

pasturas antes de migrar al algodén (Adamczyk et al., 1997).

2.10.2 Clasificacion taxondmica

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

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

Especie: frugiperda (J. E. Smith)
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2.10.3 Ciclo biolégico

El gusano cogollero tiene varias generaciones por afio, su ciclo biolégico consiste
en huevo, larva (seis o sietes estadios), pupa y adulto (Hardke et al., 2015). El ciclo
de vida lo completan en 30 dias durante el verano, mas de 60 dias en primavera y

otofio, y de 80 a 90 dias durante el invierno (Capinera, 2020).

La duracion en el estado de huevo es de dos a tres dias en los meses de verano.
Una vez que el huevo eclosiona, el numero de instares por los que pasa la larva
depende de la planta hospedante de la cual se alimenten, por ejemplo, en maiz
comunmente tiene seis instares. En prepupa duran en promedio dos dias. Para
pupar se entierran en el suelo, donde forman una camara pupal en la cual
permanecen de 10 a 15 dias aproximadamente, la profundidad de la pupacion
depende de factores como la textura, humedad y temperatura del suelo.
Posteriormente emergen como adultos (Luginbill, 1928; Hardke et al., 2015). En
algodon la etapa larval tarda 22 dias para desarrollarse a 25 °C (Pitre & Hogg, 1983;
Figura 2).

Larvas de 1o

Larvas de 3¢

-

Larvas de 6%

Figura 2. Ciclo biolégico de Spodoptera frugiperda. Fotografias
adjuntas por DGSV-CNREF, (2020).
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2104 Hospedantes

Ademas de algodon y maiz esta plaga puede afectar otros cultivos como sorgo,
arroz, cana de azucar, pastos, algunas leguminosas como frijol, alfalfa, soya vy
cacahuate y cultivos horticolas como chile, papa, jitomate, alcachofa, cebolla,

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

2.11 Daios que ocasiona al algodén

La caracteristica mas distintiva de la especie es que puede causar dafos en el
algodon en todo el ciclo del cultivo. Cuando las plantas emergen, las larvas cortan
a la altura del cuello, provocando la muerte. En plantas mas desarrolladas y en
general de cualquier edad, se alimentan del follaje. Cuando los tallos estdan mas
engrosados penetran por el brote terminal y barrenan hacia abajo. Este tipo de dafio
se manifiesta en los campos por un gran numero de tallos marchitos, comenzando
por el brote apical. Una vez que aparecen los primeros érganos de fructificacion
(botones, flores y capsulas), raspan las bracteas y las marchitan, comen los pistilos,
pétalos y polen de las flores. Finalmente perforan y comen el interior de los botones,

flores y capsulas (Bentancourt & Scatoni, 1996; Casmuz et al., 2010).

El umbral econémico 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 actua como cortadora es de dos larvas por metro lineal de surco,
mientras que cuando actua como “capullera” es de 5 a 10% de 6érganos fructiferos
dafados. Para las otras especies de Spodoptera, aun no se conoce el umbral
economico (Casuso et al., 2016).
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212 Lepidépteros que controla Bacillus thuringiensis

2121 Chloridea (=Heliothis) virescens

El gusano del tabaco o también conocido como gusano bellotero C. virescens
(Lepidoptera: Noctuidae), es una plaga polifaga que tiene la capacidad de
alimentarse de mas de 100 especies de plantas (Blanco et al., 2008). C. virescens
es considerada una de las plagas mas importantes del algodon, aunque puede
alimentarse de otros cultivos, como garbanzo, tabaco, tomate, soja y girasol (Teran-
Vargas et al., 2005).

El insecto C. virescens, ha sido responsable de importantes pérdidas econdmicas,
contaminacion ambiental y un gran desafio en la economia, para los investigadores
y los productores de algodon y tabaco de los Estados Unidos durante la mayor parte
de los ultimos doscientos afos. El algodon Bt, transformado para producir proteinas
insecticidas a partir de B. thuringiensis, es ahora uno de los elementos mas
importantes de la gestidon del C. virescens en el algodon estadounidense (Blanco,
2012). Esta plaga es capaz de causar el 100% de pérdida en algodonero al destruir
cuadros, flores y bellotas, ademas puede atacar porciones tiernas de hojas y otras

partes vegetativas de crecimiento (Loera et al., 2008).

2.12.2 Helicoverpa zea

La plaga polifaga H. zea, permanece activa todo al afio e infesta una gran variedad
de cultivos (Blanco et al., 2007). Dada su naturaleza alimenticia puede ser
identificada con diferentes nombres comunes; gusano elotero del maiz, gusano
bellotero, gusano del tomate, gusano de la vaina de soya, gusano de sorgo, gusano
algodonero entre otros. A pesar de la gran cantidad de hospederos silvestres, el
gusano elotero es una plaga importante de una gran variedad de plantas cultivadas,

especialmente de algodén y maiz (Molina-Ochoa et al., 2010).
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En el cultivo de algoddén, H. zea causa dafios al capullo, las flores y las capsulas
jovenes son atacados, y las larvas excavan el interior. Los brotes y las hojas jovenes
también pueden ser dafiadas, especialmente en ausencia de estructuras fructiferas
(DGSV-CNREF, 2020).

La devastacion de cultivos a causa del lepidoptero Helicoverpa zea constituye un
problema agricola ya que causa pérdidas parciales o totales de frutos y semillas de
interés comercial, resultando en muchos casos pérdidas econdmicas importantes
(Molina-Ochoa et al., 2010).

En el caso del algodén genéticamente modificado (si autorizado en México bajo las
regulaciones oficiales), se ha encontrado que la alimentacion con toxinas Cry1A en
larvas de primero a cuarto instar de H. zea es altamente toxica, pero no para larvas
del quinto instar, por lo que estas ultimas larvas pueden provocar dafios y lesiones
en el algodén Bt (DGSV-CNRF, 2020).

En el mercado hay una gran cantidad de proteinas Cry usadas para el control de
insectos plaga. Sin embargo, para el control del gusano bellotero H. zea los
productos transgénicos contienen los genes cry1Ab, cry1Ac, cry2Ab, cry3Bb1,

cry1F y cry1Fa (Sauka y Benintende, 2008).

212.3 Pectinophora gossypiella

El gusano rosado P. gossypiella (Saunders) (Lepidoptera: Gelechiidae) se considera
una de las plagas mas dafinas del algodon, debido a que es dificil de controlar con
insecticidas (Lykouressis et al., 2005). Las larvas recién emergidas se encuentran
en las flores, unen los pétalos con seda para protegerse formando la llamada “flor
resetada”, la cual no abre adecuadamente, siendo esto de gran utilidad para
detectar infestaciones en campo. Induce la caida de los botones florales
(“papalotes” o “cuadros”), menores de 10 dias de desarrollo; sin embargo, la

mayoria de los cuadros atacados se desarrollan normalmente en bellotas del apice,
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en un lapso de 20 a 30 minutos. El orificio de entrada no es visible en un principio
desde el exterior, pero en la parte interna de la pared de la bellota se desarrolla un
callo o verruga. En bellotas muy jovenes pueden no formarse estas verrugas. Las
larvas barrenan la superficie de la pared interna de la bellota antes de entrar a la
fibra, dejando una mina caracteristica, que puede ser evidencia del dafio de gusano
rosado. La larva se alimenta de la fibra para llegar a la semilla ya como larva de
segundo instar. Una vez que la larva completa su periodo de alimentacion, deja la
bellota mediante un caracteristico orificio de salida en el carpelo de la pared. En
promedio, una larva puede destruir de dos a cinco semillas durante su desarrollo y
puede afectar por completo el léculo de la bellota. Dichos dahos provocan
manchado de la fibra, afectan su longitud y resistencia, bajando por ende su calidad
y el precio de venta. También ocasionan pérdidas en la viabilidad, peso de la semilla
y calidad del aceite (Pacheco, 1994; Ramirez & Nava, 2000; Carrillo et al., 2010;
Urretabizkaya et al., 2010).

La primera generacidén de algodon transgénico con Bt produce una unica toxina,
Cry1Ac, que es muy eficaz contra las larvas susceptibles del gusano rosado (P.
gossypiella). Para contrarrestar posibles problemas de resistencia, se utiliza
algodon transgénico de segunda generacion que produce B. thuringiensis Se ha
desarrollado la toxina Cry2Ab sola o en combinacién con Cry1Ac (Tabashnik et al.,
2002).

213 Mecanismos de resistencia a la accion de proteinas Cry

El uso intensivo de Bty sus genes cry incrementa la probabilidad de desarrollar
resistencia por parte de los insectos a los bioinsecticidas basados en Bt y
especialmente en plantas transgénicas, en las que la alta presion de seleccion
generada en los insectos puede desencadenar mecanismos de defensa con el fin
de eludir la accién toxica, como el desarrollo de una elevada respuesta inmune del

insecto (Hernandez-Martinez et al., 2010).
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2.13.1 Resistencia por protedlisis de la toxina

En diferentes estudios, se ha comprobado que una de las posibles causas de
resistencia implica a las proteasas que interaccionan con las toxinas en el intestino
del insecto. Estas investigaciones sugieren que los cambios en la actividad o
composiciéon de dichas proteasas estan relacionados con la alteracion de la
susceptibilidad a las toxinas Cry. Asi, se ha comprobado que las proteasas de una
cepa resistente de H. virescens eran capaces de degradar mas rapidamente la
toxina que las proteasas de la cepa susceptible (Forcada et al., 1996) y en
Spodoptera littoralis (Boisduval), se ha demostrado que la actividad de las proteasas
del intestino se incrementa a lo largo del desarrollo, incremento asociado a una
mayor degradacién de la toxina y a la pérdida de sensibilidad a ésta (Keller et al.,
1996). También se han encontrado dos cepas resistentes de Plodia interpunctella
(HUbner) que han perdido una proteasa del intestino involucrada en la activacién de

las toxinas Cry por protedlisis (Oppert et al., 1997).

2.13.2 Resistencia por ausencia de receptor

La ausencia de unién de las toxinas Cry al epitelio intestinal del insecto susceptible
ha sido relacionada, en muchos casos, con mutaciones que afectan a sus
receptores. Se ha demostrado que la disrupcién en el gen de la cadherina conduce
a resistencia del insecto a las toxinas Cry (Gahan et al., 2001; Xu et al., 2005;
Fabrick et al., 2011), asi como de APN (Zhang et al., 2009; Chang et al., 2012). Se
han identificado casos en los que se ha detectado unos niveles reducidos de ALP
en las cepas resistentes (Jurat-Fuentes et al., 2011). Cambios en los niveles de V-
ATPasa y F-ATPasa también se han relacionado con cepas resistentes de P.
interpunctella (Candas et al., 2003). Ademas, recientemente, se ha detectado una
mutacion en el gen ABCC2 codificante de un transportador ABC responsable de la
resistencia de H. virescens a Cy1Ac y de B. mori a Cry1Ab (Gahan et al., 2010;
Atsumi et al., 2012). La presencia de mutaciones que afectan a receptores de las

toxinas Cry en cepas resistentes refuerza la importancia de la interaccién entre la

20



toxina y su receptor, demostrando la funcién de los mismos como mediadores de la

accion toxica in vivo.

214 Casos de resistencia de lepidopteros a las toxinas Cry

De alguna forma u otra la sobreexposicion de los insectos a los cultivos Bt ha dado
como resultado el desarrollo de resistencia a esas toxinas volviendo a las plantas

susceptibles a su ataque (Pardo-Lopez et al., 2012; Castillo, 2015).

En 1985 se dio a conocer el primer caso de resistencia contra Bt en la especie Plodia
interpunctella (polilla India de la harina) (Lacey et al., 2015). A partir de ese momento
se han informado de mas casos de resistencia, tanto contra bioinsecticidas, asi
como en cultivos basados en Bt, en algunos paises de Centroamérica, Espafia,
Australia y Sudafrica (Melo et al., 2014).

La elevada presion de seleccion a la que son sometidos los insectos alimentados
con cultivos Bt ha generado resistencia en numerosas especies. Se detectd
tolerancia de P. gossypiella en plantaciones transgénicas de algodon que
expresaban Cry1Ac, en India y en China (Bagla, 2010; Wan et al., 2012), Busseola
fusca en maiz Cry1Ab Bt en Sudafrica (Van Rensburg, 2007), Helicoverpa zea en
algodon Cry1Ac Bt en EE. UU. (Tabashnik et al.,, 2013) y también se informé sobre
larvas de H. armigera en algodon Bt que expresa Cry1Ac en China (Liu et al., 2010)
o Cry2A en Australia (Downes et al., 2010).

Se han encontrado larvas de S. frugiperda resistentes a maiz Bt que expresa Cry1F,
en Puerto Rico (Storer et al., 2010) y larvas de B. fusca (Fuller) resistentes a maiz

Bt que expresa Cry1Ab en Sudafrica (Kruger et al., 2011).

Se confirmaron altos niveles de resistencia de poblaciones de S. frugiperda al maiz
Cry1Fa en diferentes regiones de Brasil, incluido el estado de Goias, en la region

del Cerrado. El fenotipo de resistencia en estas poblaciones fue contenido por uno
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0 mas alelos recesivos en el mismo locus y la frecuencia de alelos resistentes

aumento significativamente en el campo (Farias et al., 2014).

Una colonia de Plutella xylostella resistente a Cry1Ca se recogidé en campos en
Carolina del Sur, en la seleccion en laboratorio se utilizd en primer lugar la protoxina
Cry1Ca, y en posteriores generaciones de brécoli transgénico que expresan

Cry1Ca, aument? la resistencia a Cry1Ca a 12400 veces (Zhao et al., 2000).

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
indicaron que C. virescens arrojo nula resistencia, pero en caso de H. zea fue

resultante que presenta resistencia a Bt (Guzman-Morales et al., 2018).
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lll. MATERLIALES Y METODOS

El experimento se llevd a cabo en las instalaciones del Departamento de
Parasitologia en la Universidad Autonoma 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.

3.1 Poblaciones de Spodoptera frugiperda

Para el desarrollo de esta investigacion se evaluaron dos poblaciones de S.
frugiperda, una poblacién de campo proveniente del bajio de la UAAAN, Saltillo,
Coahuila, México y una linea presuntamente resistente con alta presion de seleccién
por toxinas Cry de Bt, colectada en la regién productora de algodén de La Laguna,
en el municipio de San Pedro, Coahuila, México. Las poblaciones fueron

recolectadas en el cultivo de maiz.

3.2 Poblacién Saltillo (linea susceptible a las toxinas Cry de Bt)

Se realizaron las colectas de lepiddpteros, en el bajio de la UAAAN, Saltillo (Cuadro
1), con la cual se establecieron bioensayos en el laboratorio, para las pruebas de

resistencia a las toxinas Cry.

Cuadro 1. Colectas de material genético perteneciente a Saltillo, Coahuila, México, 2020.

Total de
ID de la . Coordenadas . . s Mes de
. . Localidad e Cultivo Especies individuos Colector
poblacién geograficas colectados recolecta
COAH- Buenavista, N: 25°21'26" Ing. Marcos
SAL1 Saltillo, W'. 101°02'25" Maiz S. frugiperda 200 Larvas Julio Librado Garcia
(POB4Sf*)  Coahuila ’ Morales

*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).
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3.3 Poblacion San Pedro (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 algodon Bt, conocida como la Region lagunera, ubicada en el norte
del pais, especificamente en el municipio de San Pedro, Coahuila, México, en un
predio a pie de la carretera San Pedro-Cuatrociénegas. Las colectas se realizaron
en cultivos de maiz aledafios a parcelas establecidas con algodon GM, que fungian

como refugio al cultivo de algodén (Cuadro 2).

Cuadro 2. 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'n.adas Cultivo Especies individuos Mes de Colector
poblacion geograficas recolecta
colectados
coA-gpe7 SanPedode  25°47'52.07"N , , _ ing. Jaime
(POB3SF) las Colonias, Maiz S. frugiperda 150 larvas Julio Chavez
Coahuila 102°58'48.50” O Marquez

*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).

3.4 Protocolo para las colectas en campo

Las colectas se realizaron en estado larval en botes de plastico del no. 00, se
mantuvieron con dieta artificial desde el momento de la colecta hasta su traslado al
laboratorio. Por lo que, para la recoleccién 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.
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En el laboratorio, se hizo la purificacion de los individuos, por lo que se eliminaron
aquellos que venian parasitados, muertos, con dafio mecanico, 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).

3.5 Manejo de insectos en laboratorio

Se acondiciond una jaula de 2.0 x 0.60 x 0.40 m, con hule cristal (Figura 3), con la
finalidad de tener aisladas las poblaciones de S. frugiperda 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 éptimo
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 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 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 3. Jaula con hule de cristal, tipo
camara climatica, para la cria de las
poblaciones de S. frugiperda.
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Las larvas, ya purificadas, se individualizaron en vasos de plasticos con tapa del
numero 00 y con dieta artificial, hasta llegar al estado de pupa. Las pupas se
retiraron de la dieta artificial (Cuadro 3) y se desinfectaron por 5 min en una solucién
de hipoclorito al 0.5%, se enjuagaron con agua destilada estéril, se dejaron secary
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 y asi facilitar la
manipulacion de los insectos y promover la aireacion; las jaulas se elaboraron
especialmente para mantener los adultos en reproduccién. Como fuente de
alimentacion de los adultos se les colocdé en la jaula un vaso con algodén

impregnada con una solucién de dieta para adultos y otro con agua destilada estéril.

Cuadro 3. Dieta artificial que contiene los requerimientos nutricionales
necesarios para el adecuado crecimiento y desarrollo de larvas y
adultos de lepidopteros (POPDieta-IMAmMt2019).

Inmaduros Adultos
Componente |
1000 mL de agua destilada estéril 20 g de miel
60 g de frijol blanco 20 g de azucar
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 4cido sorbico
3.0 g de acido ascorbico
7.5 mL de solucion vitaminica
0.25 mL de tetraciclina
1.5 mL de formaldehido
Componente lll
15 g de agar

El interior las jaulas se forraron con papel y se colocaron también hojas de papel
dobladas en forma de triangulo, para facilitar la ovoposicion 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
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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.

Las oviposturas fueron desinfectadas en una solucion de formaldehido al 5% por 5
min, se lavaron en agua estéril por otros 5 min, se pasaron a sulfato de cobre
pentahidratado al 1% por 2 min, y un lavado final en cloruro de benzalcénico al 0.2%
por 2 min, posteriormente se dejaron secar en una sanita estéril, al aire libre. La
masa de huevecillos se coloco en vasos de plasticos de 500 mL con trozos de dieta
artificial (Cuadro 3) para esperar su eclosion y crecimiento hasta el tercer estadio y

posteriormente fueron utilizadas en el establecimiento de los bioensayos.

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 poblacion, 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.

3.6 Establecimiento del cultivo de algodén

Se sembraron cuatro variedades hibridas de algodén Bt (FM1830 GLT, FM2334
GLT, DP1321 NRB2RF y DP1558 B2RF) 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 realizé en el
invernadero de Parasitologia de la UAAAN, desde el 12 de marzo del 2020; el cultivo
se manejo con riego por goteo, fertilizacidn organica via foliar y radical, con

composta, control de plagas como trips y arana roja, con repelente y extractos
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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.

3.7 Material vegetal

El material vegetal se utilizé fresco como dieta, para probar susceptibilidad a las
toxinas Cry de Bt en las dos poblaciones de S. frugiperda (Cuadro 1y 2), 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 jabdn 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 dividié en cuatro segmentos, considerados
estos como unidad experimental para los bioensayos, y cada cuarta parte de la hoja
se colocod de forma individual en una caja Petri de 9.0 cm de diametro. Para
mantener hidratadas las hojas fue necesario colocar una motita de algodon

humedecida con agua destilada estéril, dentro de cada caja.

3.8 Establecimientos de bioensayos.

Para el establecimiento de los bioensayos se considero 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 4).
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Cuadro 4. 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 Descripcion
experimento

COA-SAL1: Buenavista, Saltillo, Coahuila
COA-SPE1: San Pedro, Coahuila

FM1830 GLT (Cry1Ab y Cry2Ae)
FM2334 GLT (Cry1Ab y Cry2Ae)
Tratamientos 5 DP1558 NRB2RF (Cry1Ac, Cry 2Ab)

DP1321 B2RF (Cry1Ac, Cry 2Ab)
FM989 convencional (testigo)

Poblaciones de S. frugiperda 2

Repeticiones 6 Una planta de cada tratamiento por repeticion

4 larvas  Se consider6 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 coloco una larva del 2do al 3er estadio, se considerd que una
larva llego a dicho estadio 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.

3.9 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 larvas, a las 24
h,48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 hy 168 h y se les considero como muertas aquellas
larvas que estaba flacidas o con movimientos anormales cuando se movian con un
pincel; se consider6 también el numero 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.

3.10 Analisis estadistico

Se realizd un analisis descriptivo, con la elaboracion de graficas de tendencia con

los promedios obtenidos por tratamiento y poblacién de S. frugiperda, expresando
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el porcentaje de mortandad para cada evaluacion, con apoyo de Microsoft Office
Excel (2016). Ademas, se realiz6 un analisis de varianza, 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
algodon Bt, para ello se empled el paquete estadistico SAS (Statistical Analysis
System, version 9.0). Los datos obtenidos se corrigieron por medio de la férmula de
Abbott, (1925) la cual es utilizada en laboratorio con individuos estandarizados,

habiendo unidades de muestra. La férmula de correccidn de datos es la siguiente:

MC: (Y-X) / (100-X) *100
Donde:
MC: Mortalidad corregida
Y: Mortalidad en el tratamiento

X: Mortalidad en el testigo
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis de varianza

Se realizé un analisis de varianza en el que no se expresaron diferencias
significativas para cada evaluacién de la mortalidad por horas, sin embargo, en la
mortalidad total se encontrdé que hubo diferencias estadisticas altamente
significativas entre tratamientos y localidades con una confiabilidad superior al 99%
(a=0.01) (Figura 4).

60%
50%

40%

A
A
AB
AB
20%
10%
B
0%

FM1830 FM2334 DP1558 DP1321 FM989

Figura 4. Mortalidad de Spodoptera frugiperda,
expresada en cada una de las variedades de
algodon. Datos con la misma letra no son
significativamente diferentes.
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4.2 Analisis por poblacion de gusano cogollero

421 Poblacion San Pedro

En el analisis descriptivo de la poblacién de San Pedro expuesto a las toxinas Cry
de Bt, mediante dieta vegetal de cinco variedades de algodén GM, en la mortalidad
acumulada el incremento fue de forma paulatina en las primeras horas y hasta a las
72 y 96 horas se obtuvo mayor mortalidad, a las 120 horas la muerte de los

individuos disminuyo, y se mantuvo constante hasta las 168 horas. El caso del
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promedio de la mortalidad evaluada para todas las variedades de algoddn en esta
poblacién se puede notar que tiene la misma tendencia, sin embargo, disminuye el
numero de individuos muertos registrados en cada variedad, esto indica que la
presion ejercida sobre esta poblacidon es baja, es decir que existio baja
susceptibilidad de los individuos a las toxinas Cry contenidas en la dieta vegetal de
cada variedad de algodon GM (Figura 5). Esto pudo deberse a que el material
vegetal de algodon producido en el invernadero no expreso la cantidad suficiente
de toxinas Cry, debido principalmente al manejo que se le dio, ya que el invernadero
no cuenta con la suficiente luz para establecer este cultivo, sin embargo, esto no

fue evaluado en esta investigacion.

San Pedro

== Promedio de mortalidad Mortalidad acumulada
60%

50%

S 40%

._g 0

= 30%

£

§ 20%
10%

0%
24 h 48 h 72h 96h 120h 144h 168h

Horas de evaluacién

Figura 5. Comportamiento de las cinco variedades de
algodén GM en la poblacion de Spodoptera frugiperda
proveniente de San Pedro, Coahuila, México.

Paliwal et al. (2001), en un estudio realizado con la fertilizacion de las plantas nos
dicen que, con base a la disponibilidad de nutrientes que se cuente en el suelo para
una planta, esta condicién puede influir sobre el nivel de susceptibilidad al ataque
de S. frugiperda y este efecto depende del cultivar. Arévalo et al., (2011) indican que
la dieta ideal para poder evaluar la susceptibilidad de la especie a las diferentes
toxinas Cry, es aquella en la que el consumo y la presencia de nutrientes sean
similares a la planta hospedera y, de la misma forma, que ninguno de los

ingredientes altere la activacion de la protoxina.
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4.2.2 Poblacion Saltillo

Por otro lado, la poblacion colectada en Saltillo expuesta a las toxinas Cry de Bt
mediante dieta vegetal de cinco variedades de algodén GM, presenté un promedio
de mortalidad del 2% a las 72 horas y ésta se mantuvo constante hasta las 96 horas,
posteriormente se dio un incremento en la mortalidad a las 144 horas y el valor se
mantuvo constante hasta finalizar el experimento. Esta respuesta fue muy diferente
a la que se mostré en la poblacion de San Pedro. Esto se pudo deber a que la
poblacién de Saltillo, presenté mayor adaptacion a las condiciones ambientales de
Saltillo, porque a pesar de que hubo control de estas, para evitar su influencia en la
respuesta a las toxinas Cry, al parecer si se vieron afectadas, por lo que tuvieron
mayor capacidad de sobrevivencia que la poblacién de San Pedro, y la mortandad
registra al finalizar la prueba, se pudo haber debido a que las larvas ya no contaban
con alimento y humedad, es decir que toda la dieta vegetal suministrada fue agotada
por los individuos (Figura 6). Estudios han indicado que la resistencia se puede
atribuir a varios factores, como: el clima del sistema de cultivo durante todo el afno,
poblaciones aisladas, alta presion de plagas, falta de refugio, inmigracion de larga
distancia, proteinas Bt similares utilizadas entre cultivos hospedantes y plagas
objetivo de que migraron de otros cultivos, compartidas con el algodon (Huang,
2021).
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Saltillo
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Figura 6. Comportamiento de las cinco variedades de algodén
GM en la poblacion de Spodoptera frugiperda proveniente
de Saltillo, Coahuila, México.

Garcia (2021) menciona que las pruebas para determinar los efectos de Bt, son
observables en las primeras 72 horas, por lo que esto justifica la respuesta
encontrada en cada una de las dos poblaciones. En el caso del promedio de
mortalidad evaluada para todas las variedades de algodén GM en la poblacion de
Saltillo, se puede notar la misma tendencia, en donde se muestra mayor numero de
mortalidad después de las 96 horas, lo cual nos indica que la presién ejercida por la
dieta vegetal con toxinas Cry, sobre esta poblacién es baja, es decir, es baja la
susceptibilidad cuando la poblacion de lepidopteros esta adaptada a ciertas
condiciones ambientales (Figura 6). Como ya se menciond anteriormente, pudo
deberse a que la poblaciéon de larvas obtenida en Saltillo esta adaptada a las
condiciones climaticas ya que se capturaron en el Campo Experimental conocido
como “El Bajio” de la UAAAN, donde se realiz6 el experimento y esto influyo en la

respuesta de dicha poblacion.

Arévalo et al., (2011) mencionan que a medida que el cultivo se desarrolla, la
concentracion de la proteina disminuye, por ende, en sus primeros estados
fenoldgicos, la planta expresara la mayor concentracion de proteina Cry1Ac, esto
que mencionan estos autores también se pudo haber presentado en la respuesta
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del experimento establecido para la poblacion de Saltillo, debido a que las hojas que
se colectaron para la dieta vegetal en esta poblacion fueron las hojas basales, ya

que nos dieron mayor cantidad de alimento.

Por lo general, las condiciones abioticas de cada habitat varian de forma moderada
lo que permite que las poblaciones de muchas especies logren vivir en ese lugar.
Pero de vez en cuando algunos factores abidticos varian a tal grado que llegan a
causar la muerte de muchos organismos (Carabias et al., 2009). Murua et al. (2003)
describen que las condiciones ambientales del laboratorio son prioritarias para el

desarrollo de los individuos.

4.3 Comparacion entre las dos poblaciones

Los resultados del analisis por poblacién nos muestran que la poblacién obtenida
de San Pedro presenta mayor porcentaje de mortalidad acumulada del 53% para
los siete dias de evaluacion que duro el experimento, se esperaba que esta
poblacién resultara con mayor tolerancia a la dieta proveniente de algodon que la
poblacion de Saltillo, la cual presentd una mortalidad acumulada al finalizar el
experimento de 18% (Figura 7). Por lo que en forma general se puede decir que la
poblacién de San Pedro, aun no presenta ningun grado de resistencia o que las
variedades de algoddén aun son efectivas, pero esto se logra determinar por el
manejo que se le dio a cada poblacién ya que para la seleccion del alimento en esta
poblacién fue de las partes apicales de la planta que expresan mayor cantidad de
toxinas (dato no evaluado y referido a la literatura por Arévalo et al., 2011), y
considerar ademas, que las condiciones ambientales que se presentan en Saltillo
son diferentes a las de San Pedro, Coahuila; asi como las condiciones artificiales a
las que fue sometida dicha poblacién en el experimento, que causaron estrés en la
poblacién y por ende se favorecio en la susceptibilidad de ésta, caso contrario a lo

mostrado en la poblacién que se evalud de Saltillo.

35



=H. San Pedro =—e=Saltillo

Mortalidad
60% acumulada
50% —— R e
/7
T 40% u
(1]
3 n’
= 30%
g7" 4 Mortalidad
0 o ‘ acumulada
= 20% 7 . 7S
10% -4
e . Mortalidad

'.- e dif ¢+ == pordia
24 h 48 h 72h 96h 120h 144h 168h

Horas de evaluacion

Figura 7. Porcentaje de mortalidad acumulada y por dia de las
poblaciones de Spodoptera frugiperda de San Pedro y Saltillo,
Coahuila, México.

4.4 Analisis por variedad de algodén

Se realizé un promedio de los valores obtenidos para el porcentaje de mortalidad
de las dos poblaciones de S. frugiperda y en cada dato obtenido por horas, con la
finalidad de identificar cual es la variedad que resulto mas efectiva para el control
del gusano cogollero, y asi mismo se sumaron los datos de cada hora para obtener
la tendencia de mortalidad acumulada al finalizar los bioensayos por cada variedad
de algodon. En los datos obtenidos en la mortalidad acumulada podemos observar
que la variedad FM2334 es la muestra mayor porcentaje de mortalidad 47 % en total
de los siete dias evaluados (168 horas), con respectos a los hibridos de la linea
DeltaPine® (Figuras 8 y 9).
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FM1830 FM2334
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Figura 8. Expresién de la mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda, en la evaluacion
de susceptibilidad a variedades de algodon GM en las lineas FiberMax®.
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Figura 9. Expresion de la mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda, en la
evaluaciéon de susceptibilidad a variedades de algodon GM en las lineas
DeltaPine®.

En el caso de la mortalidad por dia evaluada para las variedades FiberMax® nos
muestra que el mayor porcentaje se obtuvo a las 72 horas con un resultado de 17%
el cual fue el mismo para las dos variedades FM1830 y FM2334 en donde si fueron
diferentes fue en la mortalidad acumulada ya que resulto ser mas eficaz la variedad
FM2334 (Figura 8). En un estudio similar que realizo Garcia (2021) obtuvo que la
variedad de algodén mas efectiva para el control de este lepidéptero fue la FM2334
y esta es una de las variedades que mas se siembran en la region Lagunera de
Coahuila, México, por lo que con estos estudios se corrobora que aun tiene

efectividad este material al menos contra el gusano cogollero.

En las variedades evaluadas de la linea comercial DeltaPine®, obtuvimos que estas

cuentan con menor eficacia para el gusano cogollero en comparacién con las otras
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variedades que se probaron. Comparando estas dos variedades entre si mismas
nos resulta que fue mas eficiente la variedad DP1321 ya que esta obtuvo un 30.1%
de mortalidad acumulada y con respecto a la variedad DP1558 que solo obtuvo un
21.8% (Figura 9). ElI SNICS (2020) menciona que se han otorgado 61 Titulos de
Obtentor para variedades de algodon GM, de los cuales 27 ya han sido revocados,
por lo que quedan 34 titulos vigentes, y estas dos variedades ya no aparecen
registradas en el catalogo comercial 2020 de la empresa Bayer, que de acuerdo con
datos del SNICS, la semilla de algodén de importacién para su siembra en México
se comercializa bajo la categoria Declarada, por lo que no existe semilla categoria
Certificada disponible, esto indica que dichos materiales han sido retirados
definitivamente del mercado. Esto puede deberse probablemente a que los hibridos
estén perdiendo efectividad en campo, como lo que se encontré6 en esta

investigacion.

4.5 Analisis por poblacién de Spodoptera frugiperda

En cuanto al comportamiento del gusano cogollero en cada una de las variedades
de algodén GM, en la poblacién San Pedro ejerci6 mas control la variedad de
FM2334 y posteriormente le siguieron las variedades FM1830 y DP1321 seguida de
la DP1558 y referente a la variedad convencional FM989 la cual se utiliz6 como
testigo, se muestra en 0% debido a la correccién de datos que se realiz6é con la

férmula de Abbott, (1925) mencionada anteriormente en la metodologia (Figura 10).
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Figura 10. Comportamiento de Spodoptera frugiperda en cada
una de las variedades de algodon GM en la poblacion de
San Pedro.

En el caso de la poblacion de S. frugiperda proveniente de Saltillo la variedad mas
eficaz fue la FM1830 y posteriormente le siguié la FM2334, seguido de las dos
variedades DeltaPine® que obtuvieron la misma eficacia y por ultimo fue la variedad
convencional FM989 que se utiliz6 como testigo el cual también se corrigié a 0%
(Figura 11). Aunque las variedades de FiberMax® hayan obtenido los valores mas
altos, aun asi, estos se consideran bajos, por lo tanto, asumimos que se pudo haber
debido a un error de manejo de la poblacién Saltillo y del establecimiento de los
bioensayos, el cual pudo estar directamente relacionado al suministro de toxinas

Cry en la dieta vegetal y en la adaptacion de las larvas.
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Figura 11. Comportamiento de Spodoptera frugiperda en cada una
de las variedades de algodén GM en la poblacién de Saltillo.

Con respecto al comportamiento que tuvieron las poblaciones de gusano cogollero
sobre las variedades de algodon GM evaluadas, podemos observar que la poblacion
San Pedro obtuvo un comportamiento similar en todas las variedades, en donde su
mayor porcentaje de mortalidad fue a las 72 horas, esto nos indica que si hubo un
efecto de las toxinas Cry sobre estas larvas evaluadas. La poblacion Saltillo también
nos muestra un comportamiento similar en las variedades de algodén GM evaluadas
y su mayor porcentaje de mortalidad se presenta después de las 72 horas de
evaluacion esto como se comenta anteriormente puede deberse a que las hojas
suministradas a las larvas no contenian las suficientes toxinas Cry para matar a las
larvas y también pudo haber influido la adaptacién a las condiciones ambientales
(Figuras 12 y 13). En un estudio realizado por Ibarra et al. (2015) se observé que
los cultivos Bt presentan su maxima expresion durante la floracién del cultivo, para
después disminuir significativamente sus niveles de expresion. En comparacion
entre las dos poblaciones de S. frugiperda podemos observar que hay mayor

porcentaje de mortalidad en las variedades FiberMax® que para las DeltaPine®.

40



FM1830 FM2334

SanPedro —e-Saltillo SanPedro -e-Saltillo
50% 50%

40% 40%
30% 30%
20%

Mortalidad
Mortalidad

20%
10%

._'/o—o/‘\/ 10%
0%

0%
24h 48h 72h 96h 120h 144h 168 h 24h 48h 72h 96h 120 h144h 168 h

Horas de evaluacion
Figura 12. Comparacion del efecto de las variedades FiberMax® de algodén GM en dos
poblaciones de Spodoptera frugiperda.
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Figura 13. Comparacion del efecto de las variedades DeltaPine® de algodéon GM en dos
poblaciones de Spodoptera frugiperda.
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V. CONCLUSION

Existe susceptibilidad de la poblacion de S. frugiperda proveniente de San Pedro,

expuesta al consumo de toxinas Cry de Bft, por medio de la dieta vegetal.

La poblacion perteneciente a Saltillo mostro baja mortalidad debido la adaptabilidad
al medio en el que se establecié y/o a que el material vegetativo con el que se

alimentd esta poblacién no contenia la cantidad suficiente de toxinas Cry.

Las variedades de algodén GM de mayor eficacia fueron las pertenecientes a la
linea comercial FiberMax® (FM2334 y FM1830) en cuanto a la linea comercial
DeltaPine® fue menos eficiente expresando un menor porcentaje de mortalidad,

esto puede inducir niveles de resistencia a través del tiempo.
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