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LINEA BASE DE SUSCEPTIBILIDAD DE LARVAS DE Spodoptera frugiperda (J. E.
SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) A FORMULACIONES COMERCIALES DE
Bacillus thuringiensis (BERLINER)

Maria del Carmen Lara Becerra, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2017
RESUMEN
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) es una de las plagas mas importantes del maiz en México,
debido a las pérdidas econdmicas que ocasiona. Su combate se realiza con insecticidas
convencionales cuyas desventajas estdn orientando esfuerzos al uso de insecticidas con menos
impacto al ambiente y a la salud humana, tal es el caso de Bacillus thuringiensis. En el presente
trabajo se determind la susceptibilidad de poblaciones de S. frugiperda procedentes de Chihuahua,
Coahuila, Durango, Sinaloa, Sonora y Tamaulipas a las formulaciones comerciales de Bacillus
thuringiensis (Bt) XenTari® DF y Dipel® DF. Se realizaron bioensayos de capa y a los siete dias
de exposicion se evalu6 el porcentaje de mortalidad, porcentaje de inhibicién de peso (PIP) y
porcentaje de larvas que llegaron al tercer instar (PLTI). Los valores de la CLso para XenTari® DF
variaron de 82.5 a 246.1 ng.cmy la CLgs vari6 de 975.4 a 4,024 ng.cm. Para Dipel® DF, la CLso
estuvo entre 50.8 y 857.2 ng.cmy la CLgs entre 2,973 y 31,944 ng.cm™. EI PIP con XenTari® DF
varié de 9.4 2 99.9 % y de 14.6 a 99.9 % con Dipel® DF. El PLTI tanto con XenTari® DF como
Dipel® DF varié de cero a 100 % a la dosis de 2,487.37 a 0.25 ng.cm™, respectivamente. Se
considera que las poblaciones de S. frugiperda evaluadas son susceptibles a las dos formulaciones

de Bt.
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BASELINE SUSCEPTIBILITY OF LARVAS OF Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) TO COMMERCIAL FORMULATIONS OF Bacillus
thuringiensis (BERLINER)

Maria del Carmen Lara Becerra, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2017
ABSTRACT
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) is one of the most important pests of maize in Mexico, due to
the economic losses it causes. Its combat is carried out with conventional insecticides whose
disadvantages are directing efforts to the use of insecticides with less impact to the environment
and to human health, such as Bacillus thuringiensis. In the present work the susceptibility of S.
frugiperda populations from the states of Chihuahua, Coahuila, Durango, Sinaloa, Sonora and
Tamaulipas to the commercial formulations of Bacillus thuringiensis (Bt) XenTari® DF and Dipel®
DF were determined. Layer bioassays were performed and at seven days of exposure the percentage
of mortality, percentage of inhibition of weight (PIP) and percent of larvae that reached the third
instar (PLTI) were evaluated. LCso values for XenTari® DF ranged from 82.5 to 246.1 ng.cm and
LCogs ranged from 975.4 to 4.024 ng.cm. For Dipel® DF, the LCso was between 50.8 and 857.2
ng.cm and the LCgs Was between 2,973 and 31,944 ng.cm™. PIP with XenTari® DF ranged from
9.4 10 99.9 % and from 14.6 to 99.9 % with Dipel® DF. PLTI with both XenTari® DF and Dipel®
DF ranged from zero to 100 % at the dose of 2,487.37 to 0.25 ng.cm™, respectively. The populations

of S. frugiperda evaluated are considered susceptible to the two formulations of Bt.

Key words: bioinsecticides, bioassay, LCso, LCgs, susceptibility.
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1. INTRODUCCION

En México, el maiz (Zea mays L.), es el cultivo mas importante, tanto por superficie
sembrada como por volumen de produccion (SAGARPA, 2013). La superficie sembrada de maiz
para grano de temporal como de riego en 2016 fue de 7.7 millones de hectareas, con una produccion
de 28.2 millones de toneladas y un valor de 99.7 millones de pesos (SIAP, 2017). El gusano
cogollero, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) se considera la plaga mas severa de este cultivo
(SAGARPA-SENASICA-SEDEREC, 2009; Blanco et al., 2014), debido a que ocasiona pérdidas

econdmicas que van del 13 al 60 % (SAGARPA-SENASICA-SEDEREC, 2009).

Los insecticidas quimicos convencionales representan la principal alternativa para el
control de esta plaga en campo (Del Rincon et al., 2006; Blanco et al., 2010), se estima que, en
nuestro pais, anualmente se aplican aproximadamente 3,000 toneladas de ingrediente activo en dos
a tres aplicaciones gue se realizan por ciclo de cultivo (Blanco et al., 2014). Sin embargo, debido
el desarrollo de la resistencia, alto costo de estos insumos y sus efectos adversos al ambiente han
llevado a la busqueda de nuevas alternativas de control de la plaga (Orduz, 1992; Sauka y

Benintende, 2008).

Una alternativa a los insecticidas sintéticos son los bioinsecticidas a base de proteinas de Bt
(Nava et al., 2012; Silva et al., 2015; Herrero et al., 2016), los cuales se han utilizado con éxito

durante muchos afios (Raymond et al., 2010).

Bacillus thuringiensis es una bacteria habitante del suelo que se caracteriza por producir un

cuerpo paraesporal conocido como cristal durante su fase de esporulacion y contiene una 0 mas



proteinas (también conocidas como 6-endotoxinas) con actividad insecticida (Fernandez y Vega,
2002; Soberén y Bravo, 2007; Sanahuja et al., 2011). Desde su descubrimiento ha sido
ampliamente utilizada para el control de insectos plaga importantes en la agricultura, la silvicultura
y la medicina (Nava et al., 2012). Esta bacteria produce una amplia gama de proteinas activas
contra una variedad de especies plagas de los 6rdenes Lepidoptera (incluyendo Spodoptera spp.),

Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Hemiptera y Blattaria (Herrero et al., 2016).

Sin embargo, existen nuevas tecnologias como el uso de cultivos transgénicos (cultivos Bt),
que expresan las proteinas insecticidas de Bt, los cuales han sido una herramienta Gtil en el manejo
de plagas durante los Gltimos 20 afios (Blanco et al., 2016). Existen plantas transgénicas de maiz
que expresan los genes de Bt, que codifican para algunas endotoxinas con actividad hacia S.
frugiperda (Del Rincon et al., 2006). Aunque, durante las primeras etapas de la comercializacién
de los cultivos Bt se reconocio que, dado que los cultivos Bt y los plaguicidas Bt pueden contener
las mismas proteinas o que estas comparten los mismos sitios de unién en el intestino del insecto,
existe la posibilidad de resistencia cruzada a los insecticidas Bt en insectos que desarrollen
resistencia a los cultivos Bt (Federici, 1998), eliminando no sélo la posibilidad de seguir utilizando
a estos como medidas de control de plagas, sino también predisponiendo a las plagas al uso de los
productos a base de Bt (Ibarra y Del Rincén, 2015). La resistencia cruzada a los plaguicidas Bt
reduce las opciones de control de S. frugiperda, especialmente para la agricultura orgéanica que

dependen en gran medida de los plaguicidas Bt para su control (Jakka et al., 2014).

Actualmente el uso de formulaciones comerciales a base de proteinas de Bt contra el gusano
cogollero es bajo debido al costo que se tiene al usuario y al moderado nivel de control en campo.

Sin embargo, se espera que con el tiempo este escenario cambie. En México, las estrategias en



campo se estan orientando hacia el combate de larvas neonatas mucho antes de que lleguen al
cogollo de la planta de maiz. Este criterio permitira incrementar sustancialmente la eficacia
bioldgica de las formulaciones de Bt. Por tanto, se espera que su uso aumente y por ende también
el riesgo de resistencia. Ademas, en los lugares de procedencia de las poblaciones evaluadas, es
probable que en el futuro cercano se autorice el cultivo de maiz Bt que expresa una o varias
proteinas de Bt efectivas contra el gusano cogollero. Algunas de esas proteinas también son
componentes importantes de las formulaciones comerciales. Por tanto, el objetivo de la presente
investigacion consistié en determinar la variacion actual de la respuesta a dos formulaciones
comerciales de Bt (XenTari ® DF y Dipel® DF) en poblaciones de S. frugiperda procedentes de los

estados de Chihuahua, Coahuila, Durango, Sinaloa, Sonora y Tamaulipas.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

¢+ Determinar la variacion actual de la respuesta a las formulaciones comerciales de Bt
XenTari ® DF y Dipel® DF en poblaciones de Spodoptera frugiperda procedentes de los

estados de Chihuahua, Coahuila, Durango, Sinaloa, Sonora y Tamaulipas.

2.2. Objetivo particular

¢+ Evaluar la susceptibilidad de diferentes poblaciones de Spodoptera frugiperda a las

formulaciones comerciales de Bt XenTari® DF y Dipel® DF.

3. HIPOTESIS

% Las poblaciones de Spodoptera frugiperda son susceptibles a las formulaciones

comerciales de Bt XenTari ® DF y Dipel® DF.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1. Importancia del cultivo de maiz en México

México es el centro de origen y domesticacion del maiz y el quinto mayor productor de este
grano en el mundo, ocupando mas del 6 % de su superficie arable, lo que representa una tercera
parte de la produccion agricola interna (Blanco et al., 2014). A nivel nacional es el principal cultivo,
tanto por superficie sembrada como por volumen de produccion (SAGARPA, 2013), ademas de la
importancia alimentaria, social y cultural (Gonzalez y Avila, 2014). Es un cultivo que se siembra
en todos los estados y en casi todos los climas y altitudes. Se siembran diversas variedades y se
consume de distintas formas. Desde la perspectiva productiva se ubica como el principal cultivo
en comparacion con el sorgo, trigo, cebada, arroz y avena, los cereales méas cultivados en el
territorio mexicano. El maiz grano representa el 85 % del volumen nacional de cereales y el 2.8 %
de la produccién mundial (SAGARPA, 2013). La superficie sembrada de maiz grano tanto de
temporal como de riego en 2016 fue de 7.7 millones de hectéareas, con una produccion de 28.2

millones de toneladas y un valor de 99.7 millones de pesos. (SIAP, 2017).



4.2. Gusano cogollero, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)

4.2.1. Posicion taxonémica

Reino........ Animalia
Phylum......Arthropoda
Subphylum...Hexapoda

Clase.......... Insecta
Orden.......... Lepidoptera
Familia......... Noctuidae
Género......... Spodoptera
Especie.......... Spodoptera frugiperda

(McLeod et al., 2017)

4.2.2. Origen y distribucion geografica

Spodoptera frugiperda es una especie nativa de las regiones tropicales y subtropicales de
América. Se encuentra distribuida en América del Norte: Canada, Estados Unidos y México;
América Central y el Caribe: Antigua y Barbuda, Bahamas, Barbados, Belice, Costa Rica, Cuba,
El Salvador, Islas Caiman, Granada, Guatemala, Haiti, Honduras, Jamaica, Martiniqués,
Nicaragua, Panama, Republica Dominicana, Puerto Rico, Santa Lucia y Trinidad y Tobago;
América del Sur: Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador, Guyana, Paraguay, Perd,
Suriname, Uruguay y Venezuela y Europa: Alemania (s6lo se ha reportado ocasionalmente). En
2016 se documentd por primera vez en el continente Africano en Benin, Nigeriay Sao Tomé, donde
estd causando dafios significativos a los cultivos de maiz y tiene un gran potencial de dispersarse y
causar dafios econdmicos. A la fecha se ha confirmado en Ghana, Kenia, Republica Democratica
del Congo, Suazilandia, Zambia y Zimbabwe y hay informes preliminares de la plaga en Malawi,

Mozambique, Namibia y Sudafrica (CABI, 2017).



® =Present, no further details @ = Evidence of pathogen

@® = Widespread @® = Lastreported
® =Localised @ = Presence unconfirmed
@® = Confined and subject to quarantine @ = See regional map for distribution within the country

© = Occasional or few reports

Figura 1. Mapa de distribucion de Spodoptera frugiperda J. E. Smith. Tomado
de: CABI, 2017.

4.2.3. Hospederos

Spodoptera frugiperda es un insecto polifago (CABI, 2017), que ataca un total de 186
especies de 42 familias, con una clara preferencia por especies de la familia Poaceae (Casmuz et
al., 2010), principalmente maiz, arroz (Oryza sativa L.), sorgo (Sorghum vulgare Pers.) y cafia de

azucar (Saccharum officinarum L.) (CABI, 2017).

4.2.4. Importancia y dafios que ocasiona

En México, S. frugiperda es considerada una de las plagas mas severa del maiz, debido a

los dafios que ocasiona. En diversas entidades del pais se registran pérdidas econémicas que van

del 13 hasta el 60 % (SAGARPA-SENASICA-SEDEREC, 2009; SAGARPA, 2012). Los dafios



mas severos corresponden a las zonas de temporal de regiones tropicales y subtropicales, pero su
distribucion es muy amplia, ocurriendo dafios en todas las zonas productoras de maiz en el pais

(SAGARPA-SENASICA-SEDEREC, 2009).

Cuando las plantas de maiz son pequefias un ataque severo de las larvas de S. frugiperda
puede defoliarlas completamente (Casmuz et al., 2010; SAGARPA, 2012) y/o destruir los puntos
de crecimiento. Cuando las larvas migran hacia el cogollo el canibalismo a menudo las reduce a
una o dos por planta (Saunders et al., 1998). La zona del cogollo presenta excrementos, las hojas
emergen desgarradas Yy, en algunos casos llegan a presentar trozos de tejido colgantes (SAGARPA,
2012). Las larvas mas grandes también pueden actuar como cortadores y destruir las plantas hasta
de un mes, debido a que realizan tineles en la parte interna del tallo (Saunders et al., 1998). Sin
embargo, si las plantas son atacadas en estados fenoldgicos avanzados pueden recuperarse de la

defoliacion llegando a una produccion normal (Casmuz et al., 2010; SAGARPA, 2012).

4.2.5. Descripcién y ciclo de vida

4.2.5.1. Huevo

El huevo tiene forma de domo, la base es aplanada y curvado a ampliamente redondeado
en el apice; mide aproximadamente 0.4 mm de diametro y 0.3 mm de longitud (Capinera, 2014).
Los huevos son ovipositados en grupos de hasta 300 en ambos lados de la hoja y son cubiertos con
escamas de color gris rosaceo del abdomen de la hembra (Saunders et al., 1998). La produccion

total de huevos por hembra en promedio es de 1,500 y el niUmero por masa varia considerablemente,



pero a menudo es de 100 a 200. La duracion de esta etapa es de 2 a 3 dias durante los meses de

verano (Capinera, 2014).

4.25.2. Larva

La larva pasa por 5 a 6 instares, dependiendo de la temperatura y el tipo de alimento
(Saunders et al., 1998). La capsula ceféalica mide aproximadamente 0.35, 0.45, 0.75, 1.3, 2.0y 2.6
mm, respectivamente para cada instar y una longitud de aproximadamente 1.7, 3.5, 6.4, 10.0, 17.2
y 34.2 mm, respectivamente. Las larvas son de color verde con la cabeza color negro y en el
segundo instar se torna de color naranja. En el segundo, pero particularmente en el tercer instar la
parte dorsal del cuerpo es marron y comienzan a formarse lineas blancas en la parte lateral. Del
cuarto al sexto instar la cabeza es de color marrdn rojizo, moteada de blanco y el cuerpo marrén
con lineas subdorsales y laterales blancas. Presenta manchas dorsales en el cuerpo, por lo general
de color oscuro y con espinas (Capinera, 2014), pinaculos dorsales negros y cuatro puntos negros

en forma de cuadrado sobre el octavo segmento abdominal (Saunders et al., 1998).

La duracidn de esta etapa es de aproximadamente 14 dias en verano y 30 dias en invierno.

El tiempo promedio de desarrollo para cada instar es de 3.3, 1.7, 1.5, 1.5, 2.0 y 3.7 dias,

respectivamente a una temperatura de 25 °C (Capinera, 2014).

4.2.5.3. Pupa

Es de color café rojizo y mide 14 a 18 mm de longitud y aproximadamente 4.5 mm de

ancho. Esta etapa normalmente se lleva a cabo en el suelo a una profundidad de 2 a 8 cm (Capinera,



2014), rara vez entre las hojas de la planta hospedera (Saunders et al., 1998). La larva construye

un cocon uniendo particulas de suelo con seda, donde se lleva a cabo la pupa (Capinera, 2014).

4.2.5.4. Adulto

El adulto tiene una expansion alar de 32 a 40 mm. En el macho, el ala anterior generalmente
esta sombreada de color gris y marron, con manchas blancas triangulares en la punta y cerca del
centro. Las alas anteriores de la hembra tienen menos marcas distintivas, varian desde un color
marrén grisdceo uniforme a un fino moteado de color gris y marrén. El ala posterior en ambos
sexos es de color blanco plateada con un borde oscuro. Los adultos son de habitos nocturnos.
Después de un periodo de preoviposicion de 3 a 4 dias, la hembra normalmente deposita la mayor
parte de los huevos durante los primeros 4 a 5 dias de vida, pero la ovoposicion puede ocurrir
durante un méaximo de 3 semanas. La duracion de vida del adulto se estima que en promedio es de

10 dias, con un rango de 7 a 21 dias (Capinera, 2014).

El ciclo de vida completo tiene una duracion de aproximadamente 30 dias en verano, 60

dias en primavera y otofio y 80 a 90 dias en invierno. No presenta diapausa y el nimero de

generaciones varia dependiendo del area (Capinera, 2014).
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4.3. Bacillus thuringiensis (Berliner)

4.3.1. Historia de Bacillus thuringiensis

Fue descubierta en 1901 por el investigador japonés Shigetane Ishiwata, causando
mortalidad a las colonias del gusano de seda (Ibarra y Del Rincén, 2015). Diez afios mas tarde en
1911, el cientifico aleman Ernst Berliner, redescubrio el agente causal de la muerte de las larvas de
Anagasta kuehniella (Zeller), aquel mismo descrito por Ishiwata y lo nombré Bacillus thuringiensis

por haberlo encontrado en Turingia, Alemania (Fernandez y Vega, 2002; Rosas, 2014).

Bacillus thuringiensis es ahora el nombre aceptado para una serie de bacterias aerdbicas
formadoras de esporas que producen un cristal toxico contra insectos durante la fase de
esporulacién. Sin embargo, muchos bacteriélogos consideran que B. thuringiensis es una variante

de Bacillus cereus, una bacteria ubicua del suelo (Milner, 1994).

Los agricultores comenzaron a utilizar esta bacteria a finales de 1920 y principios de 1930,
pero se utilizo en forma limitada como agente de control de plagas, ésta fue relegada, primero por
el surgimiento de la segunda guerra mundial y luego por los insecticidas sintéticos que eran
altamente eficaces (Sanchis, 2011; Ibarra y Del Rincon, 2015). No fue sino hasta 1950 que Edward
Steinhaus reinicio su estudio, comprobando su gran potencial como agente de control de plagas y
promoviendo su desarrollo industrial y comercial como bioinsecticida (Ibarra y Del Rincén, 2015)
y, @ mediados de los afios 50°s, Hannay y Fitz-James redescubrieron la inclusion paraesporal y
demostraron que el cristal estaba compuesto de proteinas. Poco después Thomas Angus demostrd

que la actividad insecticida es causada por la inclusion paraesporal (Feitelson, 1993).
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El primer insecticida a base de Bt surgio en Francia en 1938 con el nombre comercial de
“Sporeine” (Ibrahim et al., 2010; Rosas, 2014) y se uso principalmente para controlar la polilla de
la harina (Ibrahim et al., 2010). Sin embargo, a gran escala el primer producto fue puesto en venta
en 1957 por la compafia Sandoz. Se trataba de una cepa de Bt var. kurstaki comercializada como
Thuricide. Hasta ese momento, los investigadores generalmente pensaban que Bt comprendia un
grupo muy limitado de microorganismos con un estrecho espectro de actividad contra algunas
especies de lepiddpteros (Feitelson, 1993). Sin embargo, con el tiempo muchos otros insecticidas
surgieron para el control no solo de lepidopteros, sino también de dipteros, coledpteros (Bravo et
al., 2007; Rosas, 2014), himenopteros y otros invertebrados como los nematodos (Bravo et al.,

2007).

Como la aplicaciéon de los insecticidas sintéticos resulto en dafios al ambiente y la
resistencia de las plagas, el uso de los productos de Bt aumento en los afios 1960 y 1970 v,

finalmente surgié como una alternativa altamente valiosa para el control de plagas (Sanchis, 2011).

4.3.2. Descripcién de Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis es considerada una bacteria ubicua, se ha aislado de todas partes del
mundo y de diversos habitats, incluyendo suelo (Sober6n y Bravo, 2007; Ansari et al, 2013), agua,
hojas e insectos muertos (Soberon y Bravo, 2007). Presenta células vegetativas en forma de
bastoncillos agrupados en cadenas de 2 a 3 (Fernandez y Vega, 2002). Es una bacteria gram-
positiva, aerobia estricta, que durante su ciclo de vida presenta dos fases principales: crecimiento
vegetativo, donde las bacterias se duplican por biparticion y esporulacion, que es la diferenciacion

de bacteria a espora (Soberon y Bravo, 2007). Se le caracteriza por producir cuerpos paraesporales
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en forma de cristales durante su fase de esporulacion. Estos son de naturaleza proteica y tiene
propiedades insecticidas (Fernandez y Vega, 2002; Soberén y Bravo, 2007), pueden ser de forma
bipiramidal, romboide, cuadrada o amorfa y su toxicidad es muy variada y depende del tipo de

cristal (Fernandez y Vega, 2002).

4.3.3. Taxonomia y clasificacion de Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis pertenece a la familia Bacillaceae y se ubica dentro del grupo del
género Bacillus, forma parte del grupo de B. cereus, el que incluye a B. anthracis y B. mycoides,

asi como también a B. pseudomycoides y B. weihenstephanensis (Sauka y Benintende, 2008).

Para la clasificacion de B. thuringiensis se han usado varios métodos. Los primeros se
basaron en la caracterizacion morfoldgica y bioquimica, utilizando técnicas convencionales. Mas
tarde se desarrollaron esquemas de clasificacion basados en el analisis seroldgico de antigenos
flagelares (antigeno H) de células vegetativas. Se introdujo ademas el criterio de patrones
electroforéticos de esterasas y de patrones plasmidicos dada la presencia de plasmidos como
portadores de los genes que codifican para las toxinas cristaliferas. El anlisis de acidos grasos se
ha utilizado para la separacion de cepas. Al final, la genética molecular permiti6 la clasificacion de
B. thuringiensis, ya que se demostr6 que los genes que codifican para la toxina cristal, los cuales
estan localizados en plasmidos, tienen una correlacion estrecha con la toxicidad fenotipica. La
clasificacion por antigenos flagelares ain es un método util (Fernandez y Vega, 2002), ya que
proporciona una herramienta sencilla y eficiente para clasificar a B. thuringiensis. En base a los
antigenos flagelares se han identificado 69 serotipos y 13 subgrupos antigénicos, dando un total de

82 serovares entre los 3,500 aislamientos de B. thuringiensis de la coleccion IEBC (Unité des
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Bactéries Entomopathogenes at Institut Pasteur, France). EI nimero de serovares ha aumentado
gradualmente con el nimero total de cepas (Lecadet et al., 1999). Sin embargo, esta clasificacion
no permite correlacionar la cepa con la actividad patogenica, la cual estad determinada por el tipo

de d-endotoxina (Fernandez y Vega, 2002).

4.3.4. Toxinas de Bacillus thuringiensis

Heimpel en 1967, considero tres exotoxinas y una endotoxina, esta Ultima es la principal
responsable del efecto insecticida. Entre las exotoxinas la mas importante es la beta, seguida en

importancia por la alfa y gama (Fernandez y Vega, 2002).

Las 6-endotoxinas se dividen en dos grupos principales: las proteinas cristalinas conocidas
como Cry y las citotdxicas conocidas como Cyt (Federici, 1998; Soberén y Bravo, 2007). Las
proteinas Cry son toxicas especificamente para los érdenes Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera,
Diptera y otros invertebrados como los nematodos. En contraste, las proteinas Cyt se encuentran

principalmente en cepas de Bt activas contra Diptera (Bravo et al., 2007).

Crickmore et al. (1998) definen a una proteina Cry como una inclusion paraesporal (cristal)
de Bt que exhibe algun efecto toxico a un organismo blanco o cualquier proteina que tenga una
secuencia similar a una proteina Cry conocida. De forma similar una proteina Cyt se define como
una inclusién paraesporal (cristal) de Bt que exhibe actividad hemolitica o cualquier proteina que

tenga una secuencia similar con una proteina Cyt conocida.
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Existen otras proteinas que no presentan homologia con las proteinas Cry y Cyt, estas son
conocidas como proteinas Vip. Las proteinas Vip descritas por Estruch et al. (1996) se producen
durante la fase vegetativa de crecimiento, a partir de la segunda mitad de la fase logaritmica de
crecimiento, asi como durante la fase de esporulacion por algunas cepas de Bt. Estas proteinas son
activas contra una amplia variedad de lepidopteros, entre los que se encuentran Agrotis ipsilon
(Hufnagel), S. frugiperda, S. exigua (Hubner), Heliothis virescens (Fabricius) y Helicoperva zea

(Boddie).

Las B-exotoxinas se forma durante la fase de crecimiento vegetativo (Carballo et al., 2004).
Estas son solubles en agua, termoestables y dializables; su estructura quimica es un derivado
fosforilado del nucleétido de adenina. Se han encontrado varios tipos de [B-exotoxinas y, a
diferencia de las 3-endotoxinas, éstas no son producidas por todas las cepas de Bt. Su produccién
se asocia con algunos serotipos como H1, H4, H8, H9 y H10 (Fernandez y Vega, 2002). Entre los
ordenes de insectos susceptibles a esta exotoxina se encuentran: Coleoptera, Diptera, Hemiptera,
Hymenoptera, Isoptera, Lepidoptera, Neuroptera y Ortoptera. En Agrotis, Spodoptera y Ostrinia
actla como un fagodisuasivo, mientras que en mosquitos actuan como larvicida y adulticida

(Carballo et al., 2004).

Las exotoxinas alfa y gamma se consideran fosfolipasas C y lecitinasa, respectivamente

(Fernandez y Vega, 2002).
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4.3.5. Clasificacion de las 8-endotoxinas de Bacillus thuringiensis

Hofte y Whiteley (1989), propusieron una nomenclatura y clasificacion para las proteinas
Cry y sus genes basada en el rango de especificidad y la estructura primaria de las proteinas.
Clasificaron a los genes cry en cuatro principales grupos, asignando numeros romanos para
diferenciarlos: Los genes cryl especificos para Lepidoptera; los genes cryll especificos para
Lepidoptera y Diptera; los genes crylll especificos para Coleoptera y los genes crylV especificos
para Diptera. Adicionalmente un gen no relacionado estructuralmente con los genes cry, el cual
denominaron cytA y se coloco en una clase por separado (Hofte y Whiteley, 1989). Este sistema
proporciond un esquema util para clasificar el conjunto de genes cada vez mayor. Sin embargo,
existian inconsistencias, debido a intentos de acomodar genes que eran altamente homologos a
genes conocidos, pero que no codificaban una proteina con espectro insecticida similar, este y otros

inconvenientes surgieron después de la nomenclatura establecida (Crickmore et al., 1998).

Posteriormente Crickmore et al. (1998), propusieron una nueva clasificacion para actualizar
la nomenclatura originalmente disefiada por Hofte y Whiteley (1989). Esta nueva clasificacion se
basa en la similitud de la secuencia de aminoacidos. En esta propuesta los niUmeros romanos se
sustituyeron por nameros arabigos en el primer rango de separacion (por ejemplo: CrylAa) para

acomodar mejor el gran nimero de proteinas nuevas.

Se construy6 un arbol filogenético (Figura 2), donde las lineas verticales representan los
limites que definen los distintos rangos en la nomenclatura. EI nombre dado a cualquier proteina
en particular depende de su ubicacion en el arbol filogenético. Con el primer rango o fila se asigna

el nimero arabigo, el segundo rango asigna a las proteinas una letra mayuscula y el tercer rango
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asigna una letra minuscula. Los limites entre el primero, segundo y tercer rango representan
aproximadamente el 45, 45 a 78 % y 78 a 95 % de identidad de secuencia, respectivamente. Por
ultimo, un cuarto rango asigna otro numero arabigo al final e indica mas de un 95 % de identidad.
Mediante este método se asigna a cada proteina un nombre unico. Las proteinas con el mismo
rango primario a menudo afectan el mismo orden de insectos; aquellas con diferente rango,
secundario y terciario, pueden tener distinta potencia y especificidad dentro de un orden. En el
tercer rango las diferencias pueden deberse a la acumulacion de mutaciones. El cuarto rango se
establecio para agrupar “alelos” de genes que codifican proteinas que difieren solo ligeramente, ya
sea debido a unos pocos cambios mutacionales o una imprecision en la secuenciacion (Crickmore

etal., 1998).

Los limites mostrados en la Figura 2 permiten que la mayoria de los genes cry conserven
los nombres que recibieron en el sistema de clasificacion de Hofte y Whiteley (1989), después de
una sustitucién del namero romano por arabigo. Aunque, hay algunas excepciones: crylG se
convirtio en Cry9A, cryllIC en cry7Aa, cryllID en cry3C, crylVC en cryl0A, crylVD en cryllA,

CytA en cyt1lA y cytB en cyt2A (Crickmore et al., 1998).

Al 2016 se habian reportado 307 diferentes genes cry clasificados en 74 grupos y 11
diferentes genes cyt clasificados en 3 grupos (Crickmore et al., 2016), esta lista se encuentra
disponible en una base de datos que constantemente se esta actualizando y va aumentando ya que

se van incluyendo nuevos genes.
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Figura 2. Filograma de las proteinas Cry y Cyt de Bacillus thuringiensis. Tomado de: Crickmore
et al. (1998).




4.3.6. Mecanismo de accion de las 8-endotoxinas de Bacillus thuringiensis

Las toxinas de Bt deben ser ingeridas por el insecto sensible (Fernandez y Vega, 2002) y
activadas en el intestino (Sanahuja et al., 2011), el cual tiene un pH elevado, que es esencial para
la disolucién de muchas protoxinas de Bt. Estas son solubles solamente en pH superiores a 9.5
(Fernandez y Vega, 2002). La mayoria de las toxinas son producidas como protoxinas y requieren
ser procesadas proteoliticamente por proteasas presentes en el intestino del insecto (Gill et al.,
1992; Ferndndez y Vega, 2002; Soberdn y Bravo, 2007). Este procesamiento proteolitico libera
fragmentos toxicos de 55 a 65 kDa (Fernandez y Vega, 2002; Soberdn y Bravo, 2007), que
interaccionan con proteinas receptoras presentes en las microvellosidades de las células intestinales
de los insectos blanco (Soberén y Bravo, 2007). La especificidad de las 6-endotoxinas a un tipo de
insecto en particular implica la presencia de receptores especificos (Fernandez y Vega, 2002). Las
toxinas se insertan en la membrana plasmatica de las células intestinales formando un poro litico o
lesion (Fernandez y Vega, 2002; Soberén y Bravo, 2007), que conduce a una variacion en la
permeabilidad, alterando el transporte de los iones de potasio, lo cual trae como consecuencia la
lisis celular, disrupcién de la integridad del intestino y la muerte del insecto. Por otra parte, las
esporas bacterianas se multiplican en la hemolinfa y provocan una septicemia que incrementa el

efecto de las toxinas (Fernandez y Vega, 2002).

Los sintomas que se observan a partir de que las larvas susceptibles ingieren los cristales y

esporas de Bt son cese de la ingestion, paralisis del intestino, paralisis total y finalmente la muerte

(Soberén y Bravo, 2007).
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4.3.7. Desarrollo de resistencia de los insectos a Bacillus thuringiensis

Dado el amplio uso de la tecnologia Bt en la agricultura convencional y organica, el
desarrollo de resistencia a las proteinas Cry entre las poblaciones blanco se considera una seria

amenaza para el uso a largo plazo de los productos de Bt (Sanchis, 2011).

En condiciones de laboratorio se ha demostrado que los insectos pueden desarrollar altos
niveles de resistencia debido al uso continuo de Bt, sobre todo a las 6-endotoxinas (Federici, 1998;

Fernandez y Vega, 2002).

McGaughey (1985), reporto por primera vez el desarrollo de resistencia de un insecto a Bt
en condiciones de laboratorio. Se trataba de Plodia interpunctella (Hibner), la cual desarrollo
resistencia en pocas generaciones. La resistencia aumento casi 30 veces en 2 generaciones y 100
veces después de 15 generaciones y se heredd como un carécter recesivo. Posteriormente,
McGaughey y Beeman (1988), reportan el desarrollo de resistencia de P. interpunctella y Cadra
cautella (Walker) en laboratorio a la formulacién comercial Dipel. La resistencia de C. cautella
aumento 7 veces en 21 generaciones de seleccidn intensa. Desde entonces se ha reportado el
desarrollo de resistencia de diversas plagas hacia una variedad de proteinas de Bt en condiciones

de laboratorio (Ibarra y Del Rincon, 2015).

Huang et al. (1999) documentan el desarrollo de resistencia del barrenador europeo del

maiz, Ostrinia nubilalis (Htbner) a la formulacion comercial Dipel y Li et al. (2005) a cuatro de

las proteinas que contiene dicha formulacién. La proporcion de resistencia para las proteinas
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CrylAa, CrylAb, CrylAc y Cry2Aa fue de 170, 205, 524 y 640 veces, respectivamente,

considerablemente mas altas que la resistencia de 47 veces a Dipel.

Otros casos de resistencia en laboratorio son el de S. exigua (Moar et al., 1995) y

Helicoverpa armigera (Hubner) a la proteina Cry1C (Akhurst et al., 2003).

En campo se ha reportado el desarrollo de resistencia de Plutella xylostella (Linnaeus) a Bt
var. kurstaki. La CLso y CLos para la poblacion de campo tratada repetidamente con Bt fue 25 a 33
veces mayor que las respectivas CLso y CLgs para dos colonias susceptibles de laboratorio. El
porcentaje de mortalidad de la poblacién de campo resistente fue de 34 a 35 % en comparacion con
la poblacidn susceptible que fue de 90 a 100 % (Tabashnik et al., 1990). Zago et al. (2014) también
reportan el desarrollo de resistencia de P. xylostella en Brasil, debido a que los productos a base de
Bt han sido utilizados intensivamente para el control de dicha plaga, o que ha ocasionado

resistencia de 2 a 54 veces a Xentari.

Mas importante aln es la resistencia desarrollada en campo a los transgénicos comerciales
como el caso de Busseola fusca (Fuller) resistente a CrylAb en maiz en Sudéafrica (Van Rensburg,
2007). La resistencia de varias plagas de algodon Bt a CrylAc como H. zea en Estados Unidos
(Anilkumar et al., 2008), H. armigera en China (Liu et al., 2010) y Pectinophora gossypiella
(Saunders) en la India (Dhurua y Gujar, 2011). También se ha reportado la resistencia de
Diabrotica virgifera virgifera (LeConte) a Cry3Bb1 en maiz en Estados Unidos (Gassmann et al.,
2011) y S. frugiperda resistente a CrylF en maiz Bt en Puerto Rico (Storer et al., 2010), Estados

Unidos (Huang et al., 2014) y Brasil (Monnerat et al., 2015).
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4.3.7.1. Resistencia cruzada de los insectos a Bacillus thuringiensis

La mayoria de las proteinas de Bt tiene un modo de accion similar, una vez que se desarrolla
resistencia a una proteina se puede conferir resistencia a otras proteinas relacionadas. Esto se
conoce como resistencia cruzada y se ha demostrado en estudios de laboratorio con las proteinas

Cry (Federici, 1998).

Durante las primeras etapas de comercializacion de los cultivos Bt se reconocié que, dado
que los cultivos Bt y los plaguicidas Bt pueden contener las mismas proteinas o que estas comparten
los mismos sitios de union en el intestino del insecto, existe la posibilidad de resistencia cruzada a

los plaguicidas Bt en insectos que desarrollen resistencia a los cultivos Bt (Federici, 1998).

Tabashnik et al. (1994) reportan el desarrollo de resistencia cruzada mayor a 200 veces
entre las proteinas CrylA (ahora CrylA) y Cryll (ahora Cry2) de Bt var. kurstaki y la proteina
CrylF de Bt subsp. aizawai en P. xylostella. Li et al. (2005) documentan la resistencia cruzada
entre el insecticida Dipel y las proteinas CrylBa y CrylCa en O. nubilalis, las cuales no se
encuentran presentes en dicho insecticida. La poblacion resistente a Dipel fue 36 veces resistente
a Cryl1Bay Cryl1Ca no caus6 mortalidad significativa a dosis altas (1.0 mg.ml™) tanto a las larvas
de una poblacion susceptible como a las de una poblacion resistente. Hernandez et al. (2013)
encontraron resistencia cruzada entre las proteinas CrylA.105, CrylAb, CrylAc y CrylFaen O.
nubilalis y S. frugiperda. Ellos mencionan que se debe a que compiten por los mismos sitios de
unién en ambos insectos. Jakka et al. (2014) reportan resistencia cruzada entre las proteinas CrylFa
y CrylA en S. frugiperda. Las larvas de una poblacion resistente mostraron resistencia cruzada a

las proteinas CrylAb y CrylAc. Sin embargo, no se detectaron diferencias en la susceptibilidad a
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las formulaciones comerciales XenTari WG y Dipel ES. Los patrones de resistencia cruzada
observados en el estudio proporcionan evidencia de que la resistencia a CrylFa esta relacionada
con la alteracion de los sitio de union compartidos con la proteina CrylA. Resultados similares
encontraron Monnerat et al. (2015) quienes también documentan resistencia cruzada entre la
proteina CrylFa y CrylAa en S. frugiperda. La resistencia a CrylAa fue de 34 veces en

comparacion con la colonia susceptible de laboratorio.

Wei et al. (2015) reportan el desarrollo de resistencia cruzada entre las proteinas CrylAcy
Cry2Ab en H. armigera. La seleccion con CrylAc durante 125 generaciones produjo una
resistencia de 1,000 veces a CrylAc y 6.8 veces a Cry2Ab. La seleccion con Cry2Ab durante 29
generaciones causO una resistencia de 5.6 veces a Cry2Ab y 61 veces a CrylAc y Welch et al.
(2015) documentan la resistencia cruzada entre las proteinas CrylA.105, CrylAb, CrylAc,
CrylFa, Cry2Ab y Vip3Aa y tres formulaciones comerciales MVP 1l, Agree WG y DiPel ES en
H. zea. La seleccion en laboratorio de H. zea con CrylAc seguida por la seleccién con MVP I
(formulacion que contiene una protoxina hibrida idéntica a CrylAc) causo resistencia a CrylAcy
MVP 11, asi como resistencia cruzada de 51.3 veces a Cry1A.105 y de 22.4 veces a CrylAb y baja
resistencia a CrylFa, Cry2Ab y Vip3Aa de 1.8, 3.3 y 1.6, respectivamente. Para las formulaciones
comerciales la resistencia fue de 2.9 para Dipel ES y 2.0 para Agree VG, esto debido a que ambas
formulaciones contienen la proteina CrylAc, la resistencia a esta contribuyo a la resistencia a las
formulaciones. La resistencia relativamente baja a las formulaciones se debe a que contienen otras
proteinas de Bt que reducen el desarrollo de resistencia. Los resultados sugieren que la evolucion
de la resistencia a las proteinas de Bt en cultivos transgénicos podria reducir la eficacia de las

formulaciones comerciales de Bt.
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4.3.8. Formulaciones de Bacillus thuringiensis

Los bioinsecticidas a base de Bt constituyen el ejemplo mas importante de este tipo de
productos (Fernandez y Vega, 2002), abarcando cerca del 74 % del mercado de los bioinsecticidas
(Nava et al., 2012) y aproximadamente el 5 % del consumo de insecticidas en el mundo (lbarra 'y

Del Rincon, 2015).

Los bioinsecticidas desarrollados en los inicios y muchos otros usados en la actualidad
incluyen en su formulacion como ingrediente activo una mezcla de cristales y esporas de Bt. A
partir de la entrada al mercado en 1938 del primer producto comercial a base de Bt llamado
“Sporeine”, existid un interés creciente en desarrollar productos mas avanzados (Sauka y

Benintende, 2008).

Bt var. kurstaki HD-1 es por excelencia la cepa utilizada para el control de insectos
lepidopteros, plagas agricolas y forestales. Esta cepa fue aislada originalmente por Dulmage en
1970, lo que constituye un hito en la historia del uso de Bt como larvicida, ya que fue la responsable
de que los productos a base de Bt puedan competir con los insecticidas quimicos en términos de
eficiencia. Esta cepa resulto ser hasta 200 veces mas toxica para algunas especies de lepidopteros

que las otras cepas utilizadas en los productos de aquella época (Sauka y Benintende, 2008).

Las primeras formulaciones de Bt comercializadas hace méas de 30 afios, como Dipel y
Thuricide son utilizadas aun hoy en dia, estas formulaciones estan basadas en la cepa HD1 de Bt
var. kurstaki. El cuerpo paraesporal de la cepa HD1 consta de cuatro proteinas Cry: CrylAa,

CrylAb, CrylAc y Cry2A. Estas varian en su espectro de accion y toxicidad especifica y en
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combinacion dan a este aislado un amplio espectro de actividad contra una amplia gama de insectos

(Federici, 1998).

Los tipos de formulaciones son polvos humectables, polvos secos, granulados o emulsiones.
Las formas secas son mas estables durante su almacenamiento, mientras que las liquidas resultan
mas economicas (Fernandez y Vega, 2002). Sin embargo, estas formulaciones han sido sustituidas

por microencapsulados y microgranulos para mejorar la toxicidad residual (Brar et al., 2006).

La formulacién es crucial entre la produccién y la aplicacion, una vida Gtil mas larga, la
facilidad de aplicacion y la eficacia en campo. Hay varios factores ambientales como la radiacion
ultravioleta, lluvia, pH, temperatura y fisiologia del follaje que impiden la eficacia de las
formulaciones de Bt. Sin embargo, se han desarrollado varias formulaciones dependiendo del

objetivo de la aplicacion y para superar los efectos ambientales adversos (Brar et al., 2006).

4.3.9. Ventajas y limitaciones del uso de Bacillus thuringiensis

Varios factores han hecho posible el éxito de Bt en la agricultura y el control de mosquitos
transmisores de enfermedades. EI mas importante es su especificidad hacia el insecto blanco
(Soberon y Bravo, 2007), por lo que se considera seguro para los mamiferos y las aves (Sanchis,
2011). La mayoria de las proteinas de Bt son especificas de los insectos y sélo se activan en el
intestino de estos, que en la mayoria de los insectos blanco es alcalino a diferencia de muchos de
los vertebrados, incluyendo los seres humanos que es acido (Federici, 1998). Ademas, se pueden
aplicar el dia de la cosecha y son de baja propension a adquirir resistencia (Lagunes y Villanueva,

2009).
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Sin embargo, también presentan algunas limitaciones como especificidad restringida a
ciertos ordenes de insectos (Fernandez y Vega, 2002; Sauka y Benintende, 2008; Sanchis, 2011),
lo que ocasiona que no se cuente con proteinas para todas las plagas (Fernandez y Vega, 2002;
Sauka y Benintende, 2008), toxicidad residual corta (Tamez et al., 2000; Fernandez y Vega, 2002;
Sauka y Benintende, 2008), ya que son afectados por las condiciones ambientales (Lagunes y
Villanueva, 2009), tales como la luz solar que inactiva las esporas y cristales y que pueden ser
lavados por la lluvia (Tamez et al., 2000; Sanchis, 2011). Ademas, las formulaciones de Bt son
mas costosas en comparacion con los insecticidas convencionales, son mas dificiles de aplicar, no
siempre estan disponibles (Gujar et al, 2007; Lagunes y Villanueva, 2009) y no son eficaces contra
plagas gque se alimentan de los tejidos internos de la planta (Sanchis, 2011). No obstante, algunos
de estos problemas se pueden solucionarse mediante el aislamiento de nuevas cepas con actividad
insecticida superior y un amplio rango de actividad contra insectos plaga, la clonacién de genes cry
que codifican nuevas proteinas insecticidas, aumentando la persistencia en campo mediante la
encapsulacion para proteger contra la degradacion UV (Sanchis, 2011) o la adiccion de protectores
solares o agentes resistentes a la lluvia (Tamez et al., 2000) y mejorar las estrategias de aplicacion

(Fernandez y Vega, 2002).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Ubicacion del experimento

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en la camara de cria y el laboratorio de
Toxicologia de Insecticidas del Posgrado de Entomologia y Acarologia del Colegio de

Postgraduados, ubicado en Montecillo, Texcoco, Estado de México.

5.2. Pablaciones

Se recolectaron en campo poblaciones de S. frugiperda procedentes de los estados de
Chihuahua, Coahuila, Durango, Sinaloa, Sonora y Tamaulipas (Cuadro 1). Todas ellas se
recolectaron en maiz, a excepcién de una poblacién (La Guamuchilera, Culiacan, Sinaloa) que se

recolecto en sorgo.

Para las recolectas de campo se seleccionaron, por poblacién, cinco puntos de muestreo
alejados al menos 15 km entre ellos. Dentro de cada punto de muestreo se recolectaron larvas
desarrolladas (> tercer instar) dado que tienen mayor probabilidad de llegar a adulto en condiciones
de laboratorio. Con la finalidad de reducir la probabilidad de que los individuos provinieran de los
mismos progenitores, se recolectdé no mas de una larva por planta, cuidando de que las larvas

provinieran de plantas distanciadas a mas de dos metros.
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Cuadro 1. Procedencia de las poblaciones de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) evaluadas.

Caodigo L Fecha de Coordenadas
Poblacién ugar de recolecta recolecta eograficas
geog
Estado de Chihuahua
CHI-AHU1 Colonia  Moctezuma,  Municipio  Ahumada, 12-jul-16 N:30°05°01.7”
Chihuahua. W:106°17° 31.3”
CHI-AHU2 Colonia Valle Esperanza, Municipio Ahumada, 12-jul-16 N:29°58’ 14.3”
Chihuahua. W:106°09° 48.1”
CHI-CUA1 Colonia Los Cienes, Municipio Cuauhtémoc, 18y 19-jul-16 N:28°43°33.5”
Chihuahua. W:107°02° 06.4”
CHI-CUA2 Colonia Manitoba, Cuauhtémoc, Chihuahua. 18y 19-jul-16 N:28°28’06.4”
W:106°53°01.9”
CHI-DEL1 Ciudad Delicias, Chihuahua. 18y 19-jul-16 N:28°09’30.2”
W:105°26° 46.0”
Estado de Coahuila
COA-FIM1 Ejido Jaboncillo, Francisco |. Madero, Coahuila. 31-may-16 N: 25°45°37.2”
W: 103° 14’ 50.9”
COA-MAT1 Ejido Benito Juarez, Matamoros, Coahuila. 31-may-16 N: 25°36° 16.6”
W:103° 13’ 07.1”
Estado de Durango
DUR-GPA1 California, Gomez Palacio, Durango. 31-may-16 N:25°45°17.6”
W:103°22° 28.8”
Estado de Sinaloa
SIN-CUL1 La Guamuchilera, Culiacan, Sinaloa. 06-sep-16 N:24° 41’ 20.1”°
W:107° 13° 44.5”
Estado de Sonora
SON-NAV1 Navojoa, Sonora. 29-jul-16 N:27° 06’ 60.0”’
W:109°50° 21.2”°
SON-OBR1 Obregén, Sonora. 29-jul-16 N:27°24’35.0”
W:110° 08’ 23.5”’
Estado de Tamaulipas
TAM-DIO1 Diaz Ordaz, Tamaulipas. 28 al 30-mar-16 N:26°11°01.7”
W:98°27°57.2”
TAM-DIO2 Camargo, Diaz Ordaz, Tamaulipas. 13 al 17-abril-16 N:26° 17’302
W:98°49°0.3”
TAM-DIO3 Ciudad Gustavo Diaz Ordaz, Tamaulipas. 18 al 20-abril-16 N:26° 13”2845
W:98°43°59.16”
TAM-RIO1 Rio Bravo, Tamaulipas. 28 al 30-mar-16 N:25°51°52.3”
W:97° 58’ 09.7”
TAM-VAH1 Valle Hermoso, Tamaulipas. 13 al 15-abril-16 N 25°40°07.8”

W 97°54° 373

Nota: Los valores de las coordenadas geogréficas corresponden a un punto intermedio de los cinco sitios de recolecta
por poblacion.

En total, por poblacion, se recolectaron 340 larvas, y una vez que se recibieron en el

laboratorio, se eliminaron aquellas que estaban muertas, enfermas o parasitadas. Al menos el 85 %
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de larvas por recolecta llegaron al estado adulto. A partir de estos individuos se inicio la cria masiva

de las poblaciones hasta obtener larvas neonatas para la realizacion de los bioensayos.

Como poblacion susceptible de referencia se utilizé una colonia de S. frugiperda que se ha
mantenido en condiciones de laboratorio por mas de 10 afios y se encuentra libre de presion de
seleccion de insecticidas. A esta poblacion se le han incorporado ocasionalmente larvas
recolectadas del cultivo de maiz de Montecillo, Texcoco, Estado de México, donde dicha especie

aunque esta presente no es plaga y no se realizan acciones de combate quimico, ni de otra indole.

5.3. Cria

Las larvas sanas provenientes de las recolectas de campo se colocaron individualmente en
vasos de plastico que contenian ocho mL de dieta meridica (Fall Armyworm, Southland Products

Incorporated®) para que llegaran al estado de pupa.

Una vez en estado de pupa se procedié a colectarlas de los vasos y se colocaron en una caja
Petri dentro de una jaula entomoldgica (25 x 25 x 35 cm), para esperar la emergencia de los adultos.
Como fuente de alimentacidn, a los adultos se les proporciond una esponja impregnada con una

solucién de miel de maiz al 10 % diluida en agua destilada.

Cuando se observaron las primeras oviposturas en la tela de la jaula, los adultos y las pupas
que aun quedaban se pasaron a una bolsa de papel estraza del numero 8, en grupos de 30 a 40 para
que se llevara a cabo el apareamiento y la ovoposicion. Dentro de la bolsa se colocé una esponja

con la solucion de miel en una caja Petri. La bolsa que contenia los adultos se cambio cada tercer
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dia y se recolectaron las masas de huevos. Para realizar el cambio de bolsa, esta se metio al
congelador por aproximadamente un minuto para adormecer a los adultos y, asi poder manipularlos
mas facilmente y realizar el cambio. Las masas de huevos se colocan en un recipiente de plastico
al cual se le adiciono con un rociador un poco de agua destilada y se introdujo en una bolsa de

plastico para mantener la humedad.

Los diferentes estados de S. frugiperda se mantuvieron en una cadmara de cria bajo

condiciones controladas a 27 °C £ 1 °C, humedad relativa de 70 £ 10 % y un fotoperiodo de 12:12

luz-oscuridad.

5.4. Formulaciones comerciales de Bacillus thuringiensis
Se utilizaron dos formulaciones comerciales de Bacillus thuringiensis: Bt subsp. aizawal,
XenTari® DF y Bt var. kurstaki, DiPel® DF (Valent de México S.A. de C.V.). En el Cuadro 2 se da

mas informacidn acerca de las formulaciones.

Cuadro 2. Formulaciones comerciales de Bacillus thuringiensis.

Nombre . Proteinas
. Ingrediente . . . -~
comercial del Activo Formulacién Concentracion UlT/mg insecticidas que
insecticida contiene
Bacillus

. . . CrylAa, CrylAb,
XenTari® DF thuringiensis Floable seco 103 g. de i.a./ Kg. 15,000

) ] CrylCyCrylD
subsp. aizawai
Bacillus
) o ) CrylAa, CrylAb,
iPe uringiensis oable seco .dei.a/Kg. ,
DiPel® DF thuring Floabl 103g.d / Kg 32,000

) CrylAcy Cry2A
var. kurstaki
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5.5. Bioensayos

Los bioensayos se realizaron utilizando el método de capa, que consiste en depositar un
mililitro de dieta meridica por cavidad de una charola para bioensayo (Bio-Assay Tray Bio-BA-
128; C-D International, Incorporated®). Una vez que la dieta solidifico y estuvo a temperatura
ambiente (aproximadamente una hora después), se depositaron 50 L de la concentracion requerida
de las formulaciones y como diluyente se utiliz6 agua destilada que contenia Triton X-100 al 0.1%,

para obtener una distribucion mas uniforme sobre la superficie de la dieta.

Después de una hora de haber aplicado las concentraciones de las formulaciones, con la
ayuda de un pincel fino (No. 0), se introdujo por pozo una larva neonata que no habia sido
alimentada con dieta meridica y que tenia menos de 24 horas de emergida. Posteriormente, los
pozos se cubrieron con etiquetas de plastico auto adheribles (Pull N’ Peel Tab Bio-Cv-16; C-D
International, Inc.), las cuales tienen perforaciones que permiten el intercambio gaseoso e impiden
el escape de las larvas. Las charolas con las larvas tratadas se transfirieron a la cdmara de cria con

las condiciones ambientales ya mencionadas.

A los sietes dias después de la exposicion de las larvas neonatas a los tratamientos, se
evaluaron las variables porcentaje de mortalidad, porcentaje de larvas que alcanzaron el tercer
instar y porcentaje de inhibicion de peso respecto al testigo sin tratar. Se considerd como muertas
aquellas larvas flacidas o que presentaban movimientos anormales cuando se les estimulaba con
un pincel. El tercer instar se determin0 de manera visual y se considero que una larva llegé a esta
condicion cuando lograba estar dentro de las dimensiones de longitud (1 a 2 cm) y peso (20 a 40

mg) de un tercer instar sano bajo las condiciones normales de cria. Las larvas supervivientes de
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cada tratamiento se pesaron en conjunto y se obtuvo el peso promedio, con estos valores se estimo

el porcentaje de reduccidn de peso respecto a las larvas no tratadas.

Por concentracién/repeticion se utilizaron 16 larvas, haciendo un total de 128 larvas por
repeticion, incluyendo al testigo. En total se hicieron de 3 a 5 repeticiones en dias diferentes y cada

repeticion incluyo un testigo al cual sélo se le agregaron 50 pL de diluyente por pozo.

Inicialmente se evalud el efecto de varias concentraciones para obtener dénde se
encontraba el cero y el 100 % de mortalidad. Posteriormente se introdujeron al menos cinco

concentraciones que cubrieran de manera equidistante dicho rango de respuesta.

5.6. Analisis estadistico

Los datos de mortalidad se sometieron a un analisis Probit, mediante el procedimiento Proc
Probit del paquete estadistico SAS (SAS Institute, 2002), para estimar los valores de la CLsg y
CLos, la pendiente y el error estdndar. Se considerd que las poblaciones no fueron estadisticamente
diferentes si los limites fiduciales al 95 %, a determinado nivel de mortalidad se traslaparon
(Robertson y Preisler, 1992). EI maximo nivel de mortalidad aceptada para el testigo fue del 10 %
y la mortalidad en los tratamientos se corrigié mediante el empleo de la férmula de Abbott (1925).
Una vez determinada la CLso y CLogs para las poblaciones de campo y la poblacion susceptible de
referencia, se obtuvo la respuesta relativa (RR) dividiendo los valores de la CLso y CLgs de las

poblaciones de campo entre los valores de la poblacion susceptible (Dhingra y Sarup, 1990).
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Previo al analisis, para lograr normalidad, el porcentaje de larvas que llegaron al tercer
instar y el porcentaje de inhibicion de peso respecto al testigo, se transformaron a la funcién
arcoseno de la raiz cuadrada del porcentaje de respuesta/100. Posteriormente, se realiz6 un analisis
de varianza, mediante el procedimiento PROC ANOVA y una prueba de comparacion de medias
(Tukey, o = 0.05) utilizando el paquete estadistico SAS (SAS Institute, 2002) para determinar si

habia diferencias estadisticas dentro de cada poblacion.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Mortalidad

La susceptibilidad de las larvas neonatas de S. frugiperda expuestas durante siete dias a las
formulaciones comerciales de Bt XenTari® DF y Dipel® DF se presenta en el Cuadro 3 vy 4,

respectivamente.

La variacion en respuesta fue mayor en Dipel® DF que en XenTari® DF. Los valores
estimados de la CLso de las 14 poblaciones de campo expuestas a XenTari® DF variaron de 82.5
(SIN-CUL1) a 246.1 ng.cm™ (TAM-DIO1) y los valores de la CLgs de 975.4 (SON-OBR1) a 4,024
ng.cm? (COA-MAT1). A nivel de CLso la variacion mayor fue de 3.1x y a nivel de CLgs de 1.9x

(Cuadro 3).

Los valores estimados de la CLso de las 16 poblaciones de campo expuestas a Dipel® DF
variaron de 50.8 (CHI-DEL1) a 857.2 ng.cm™ (TAM-DIO2) y la CLgs de 2,973 (SON-OBR1) a
31,944 ng.cm™ (TAM-DIO3). A nivel de CLso se detectd una variacion de 4.7x y a nivel de CLgs
de 5.0x. A nivel de CLso varias poblaciones de campo (CHI-AHU1, CHI-DEL1, COA-FIM1,
COA-MAT1, DUR-GPAL, SIN-CUL1 y SON-NAV1) fueron més susceptibles que la poblacién

de referencia (Cuadro 4).
Situacion similar la documenté Aguilar et al. (2007) en estudios que hicieron sobre la
susceptibilidad de H. zea ala proteina Cry2Ab y Albernaz et al. (2013) al evaluar la susceptibilidad

de H. virescens a CrylAc.
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Cuadro 3. Mortalidad de larvas neonatas de Spodoptera frugiperda J. E. Smith procedentes de Chihuahua, Coahuila, Durango, Sinaloa,

Sonora y Tamaulipas, expuestas durante siete dias a XenTari® DF.

CLso (ng.cm™?)

CLgs ( ng.cm?)

Poblacion n G.L. b+ EE. (LF. al 95%) (LF. al 95%) P>X? RRso RRos

Susceptible

SUS-LAB 512 2 1.16 £ 0.16 80.3 2,125 0.5541 1.0 1.0
(52.5-113.2) (1,104 - 6,260)

Chihuahua

CHI-AHU1 510 3 1.79+0.27 192.5 1,598 0.0524 2.4 0.8
(92.9 - 378.4) (690.7 - 12,467)

CHI-AHU2 510 2 1.99+0.22 211.5 1,412 0.6625 2.6 0.7
(169.0 - 266.5) (943.0 - 2,563)

CHI-CUA1 512 1 1.30+£0.23 91.1 1,693 0.8845 1.1 0.8
(63.4-129.1) (757.3 - 8,636)

CHI-CUA2 512 3 1.71+0.17 143.2 1,308 0.1279 1.8 0.6
(111.2-181.7) (887.4 - 2,239)

CHI-DEL1 512 4 1.28+0.23 138.6 2,699 0.0066 1.7 1.3
(47.7 - 305.4) (923.6 - 45,071)

Coahuila

COA-FIM1 512 2 1.46 £0.17 230.4 3,067 0.1803 29 1.4
(174.6 - 310.2) (1,729 -7,377)

COA-MAT1 512 5 1.00+0.22 92.0 4,024 0.0003 1.1 1.9
(13.2 - 300.5) (934.4 — 332,633)

Durango

DUR-GPA1 512 3 1.61+0.16 133.1 1,396 0.9014 1.7 0.7
(101.5-170.8) (935.8 - 2,427)

Sinaloa

SIN-CUL1 640 5 1.36+0.35 82.5 1,338 0.1004 1.0 0.6
(11.4 - 234.7) (402.1 - 154,141)

n= tamafio de muestra, G.L.= Grados de Libertad, b + E.E.= pendiente + error estandar de la media, CLso= concentracion letal estimada que mata al 50 % de las
larvas expuestas, CLgs= concentracion letal estimada que mata al 95 % de las larvas expuestas, L.F.= Limites Fiduciales a una confiabilidad del 95 %, P>X?=
Probabilidad de que los datos modelen una linea recta. RRso= respuesta relativa al 50 % de mortalidad (CLso de la poblacién de campo entre CLso de la poblacion
susceptible) y RRgs= respuesta relativa al 95 % de mortalidad (CLgs de la poblacién de campo entre CLgs de la poblacion susceptible).
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Cuadro 3. Continuacion

B CLso (ng.cm™ CLogs ( ng.cm?
Poblacion n G.L. b +E.E. (Ljﬁ'(alg%% )) (L.gé.(alggs% )) P>X2 RRso RRgs

Sonora

SON-NAV1 512 2 2.20+0.25 183.4 1,026 0.5787 2.3 0.5
(148.7- 226.9) (710.8 - 1,767)

SON-OBR1 512 1 2.22 +0.35 177.6 975.4 0.7412 2.2 0.5
(143.0 - 231.5) (595.3 - 2,397)

Tamaulipas

TAM-DIO1 378 3 2.36 +0.42 246.1 1,222 0.1384 3.1 0.6
(124.9 -517.4) (563.5 - 13,137)

TAM-DIO2 512 2 1.65+0.19 141.0 1,398 0.1959 1.8 0.7
(108.6 - 182.0) (879.6 - 2,790)

TAM-DIO3 512 3 1.68 £0.16 179.7 1,706 0.8964 2.2 0.8

(139.6 - 228.2)

(1,159 - 2,891)

n= tamafio de muestra, G.L.= Grados de Libertad, b + E.E.= pendiente * error estandar de la media, CLso= concentracion letal estimada que mata al 50 % de las
larvas expuestas, CLgs= concentracion letal estimada que mata al 95 % de las larvas expuestas, L.F.= Limites Fiduciales a una confiabilidad del 95 %, P>X?=
Probabilidad de que los datos modelen una linea recta. RRso= respuesta relativa al 50 % de mortalidad (CLso de la poblacion de campo entre CLso de la poblacion
susceptible) y RRgs= respuesta relativa al 95 % de mortalidad (CLgs de la poblacion de campo entre CLgs de la poblacién susceptible).
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Cuadro 4. Mortalidad de larvas neonatas de Spodoptera frugiperda J. E. Smith procedentes de Chihuahua, Coahuila, Durango, Sinaloa,

Sonora y Tamaulipas, expuestas durante siete dias a Dipel ® DF.

CLso (ng.cm™?)

CLos ( ng.cm?)

Poblacion n G.L. b+E.E. (LF. al 95%) (LF. al 95%) P>X2 RRso RRos
Susceptible
SUS-LAB 512 5 1.06 £0.19 182.7 6,428 0.0705 1.0 1.0
(60.2 - 434.6) (1,912 - 113,279)
Chihuahua
CHI-AHU1 512 4 0.97+£0.20 66.8 3,280 0.0041 0.4 0.5
(9.8 -214.2) (739.7 - 349,290)
CHI-AHU2 511 4 1.07£0.10 298.8 10,183 0.2896 1.6 1.6
(213.8 - 411.3) (5,649 — 23,040)
CHI-CUA1 512 3 1.02£0.12 189.8 7,719 0.5957 1.0 1.2
(130.5 - 267.0) (3,870 - 21,916)
CHI-CUA2 512 4 1.16 £0.11 220.5 5,761 0.1377 1.2 0.9
(159.0 - 298.7) (3,362 - 12,179)
CHI-DEL1 512 5 0.77 £ 0.07 50.8 6,797 0.8388 0.3 11
(30.2 - 79.6) (3,417 - 17,131)
Coahuila
COA-FIM1 512 5 0.91+0.11 145.7 9,567 0.1115 0.8 15
(64.2 - 284.5) (3,354 - 62,411)
COA-MAT1 384 4 0.84£0.10 91.5 8,303 0.9355 0.5 1.3
(53.0 - 146.5) (3,595 -29,599)
Durango
DUR-GPA1l 509 3 121+ 0.13 141.6 3,216 0.1632 0.8 0.5
(100.6 - 191.8) (1,885 - 6,947)
Sinaloa
SIN-CUL1 640 4 1.06 £0.18 125.1 4,412 0.0251 0.7 0.7
(43.0 - 273.6) (1,378 - 74,388)

n= tamafo de muestra, G.L.= Grados de Libertad, b + E.E.= pendiente + error estandar de la media, CLso= concentracion letal estimada que mata al 50 % de las
larvas expuestas, CLgs= concentracion letal estimada que mata al 95 % de las larvas expuestas, L.F.= Limites Fiduciales a una confiabilidad del 95 %, P>X?=
Probabilidad de que los datos modelen una linea recta. RRso= respuesta relativa al 50 % de mortalidad (CLso de la poblacién de campo entre CLso de la poblacion
susceptible) y RRgs= respuesta relativa al 95 % de mortalidad (CLgs de la poblacion de campo entre CLgs de la poblacidn susceptible).
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Cuadro 4. Continuacion

B CLso (ng.cm™ CLogs ( ng.cm?
Poblacion n G.L. b +E.E. (Ljﬁ'(alg%% )) (L.gé.(alggs% )) P>X2 RRso RRgs

Sonora

SON-NAV1 512 3 0.88+0.12 80.8 5,848 0.7869 0.4 0.9
(46.3-123.2) (2,723 - 19,997)

SON-OBR1 512 3 155 + 0.14 259.3 2,973 0.6278 1.4 0.5
(200.7 - 332.9) (1,937 - 5,357)

Tamaulipas

TAM-DIO1 381 4 1.15+0.12 421.8 11,296 0.0949 2.3 1.8
(294.3 - 600.1) (5,957 - 28,730)

TAM-DIO2 512 4 1.18 £0.11 857.2 20,977 0.8855 4.7 3.3
(636.5 - 1,172) (11,739 - 46,501)

TAM-DIO3 512 3 0.90+0.11 470.9 31,944 0.7015 2.6 5.0
(322.0 - 716.9) (12,266 — 149,071)

TAM-RIO1 384 4 1.02+0.11 569.5 22,985 0.3394 3.1 3.6
(387.9 - 843.4) (10,960 - 68,005)

TAM-VAH1 456 3 1.33+0.23 292.4 5,095 0.0381 1.6 0.8

(106.3 - 739.9)

(1,568 - 160,451)

n= tamafio de muestra, G.L.= Grados de Libertad, b + E.E.= pendiente * error estandar de la media, CLso= concentracion letal estimada que mata al 50 % de las
larvas expuestas, CLgs= concentracion letal estimada que mata al 95 % de las larvas expuestas, L.F.= Limites Fiduciales a una confiabilidad del 95 %, P>X?=
Probabilidad de que los datos modelen una linea recta. RRso= respuesta relativa al 50 % de mortalidad (CLso de la poblacion de campo entre CLso de la poblacion
susceptible) y RRgs= respuesta relativa al 95 % de mortalidad (CLgs de la poblacion de campo entre CLgs de la poblacidon susceptible).
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Es posible que algunas poblaciones de campo sufran mas estrés que otras en su adaptacion
a las condiciones de laboratorio (Aguilar, 2006). Entre poblaciones susceptibles se pueden
encontrar variaciones en respuesta a insecticidas (Robertson et al., 1995), incluso mayores a las
observadas en el presente estudio. Consideramos que en la variacion observada a las dos
formulaciones de Bt no tienen contribucidn los alelos de resistencia dado que el uso actual de estos

productos para el combate de S. frugiperda es escaso por su precio al usuario y eficacia moderada.

Estas variaciones naturales o diferencias regionales en la susceptibilidad de S. frugiperda a
las proteinas de Bt también las ha documentado Bohorova et al. (1997) y Blanco et al. (2016). En
otras especies también se han documentado variaciones en la respuesta a las proteinas de Bt en
poblaciones susceptibles. Marcon et al. (1999), reportan una variacion de 4x y 6x en la
susceptibilidad de O. nubilalis a Cry1Ab a nivel de CLsoy CLos, respectivamente, y de 4x a CrylAc
a nivel de CLsg y CLgs. Lozzia y Manachini (2003), encontraron 14.7x de variacion en la
susceptibilidad de O. nubilalis a Bt var. kurstaki a nivel de CLso. Stone y Sims (1993), indican una
variacion en susceptibilidad a nivel de CLsode 3.6 y 8% en H. virescens y de 13 y 16x en H. zea a
Dipel y CrylAc, respectivamente. Albernaz et al. (2013) observaron una variacion de 3.7x en H.
virescens a CrylAc a nivel de CLso y Chandrashekar et al. (2005) documentaron que H. armigera
mostrd diferencias en la susceptibilidad a nivel de CLso de 10.5x a CrylAa, 12.8x a CrylAb, 16.2x

a CrylAcyde 14.1 y 5.7x a Bt. var. kurstaki HD-1 y HD-73, respectivamente.

Sin embargo, a pesar de que las diferencias en la susceptibilidad entre las poblaciones de
ensayo a Bt pueden ser significativas, no necesariamente se atribuyen a la expresién de alelos de
resistencia (Stone y Sims, 1993). Por tanto, tampoco se pueden asociar directamente a problemas

de control en campo (Robertson et al., 1995).
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Los bioinsecticidas a base de Bt se han utilizado durante muchos afios como una alternativa
a los insecticidas sintéticos para el control de insectos plaga (Herrero et al., 2016), como el caso de
S. frugiperda (Silva et al., 2015). Dos de las cepas de Bt importantes en el control de plagas de

lepidopteros son Bt subesp. aizawai y Bt var. kurstaki (Mashtoly et al., 2011).

La cepa de Bt aizawai presente en XenTari® DF contiene una mezcla de proteinas Cry1:
Cry1Aa, CrylAb, CrylC y CrylD vy la cepa de Bt kurstaki de Dipel® DF contiene una mezcla de

proteinas Cryl y Cry2: CrylAa, CrylAb, CrylAcy Cry2A (Valent Biosciences, 2009).

Las proteinas Cryl y Cry2 son dos de las principales familias de proteinas Cry de Bt activas
contra lepidopteros. Las proteinas CrylAa, CrylAb, CrylD y Cry2A son activas contra Spodoptera

spp. y Cryl1C es altamente activa (Valent Biosciences, 2009).

Las proteinas CrylCay CrylDa tienen actividad contra S. frugiperda (Aranda et al., 1996;
Porcar et al., 2000; Monnerat et al., 2006; VVan Frankenhuyzen, 2009). Sin embargo, Aranda et al.
(1996), Sena et al. (2009) y Van Frankenhuyzen (2009), documentan baja actividad de la proteina
CrylAb contra S. frugiperda. En contraste, Dos Santos et al. (2009) mencionan que un estudio
realizado en Brasil, la proteina CrylAb resulto ser altamente toxica contra S. frugiperda. Van
Frankenhuyzen (2009) también indican baja actividad de las proteinas CrylAa, CrylAcy Cry2Aa

y Hernandez et al. (2013) sostienen lo mismo para las proteinas CrylAc y Cry2Ab.

Aranda et al. (1996), sostienen que los lepiddpteros de la familia Noctuidae son poco
susceptibles a la mayoria de las 6-endotoxinas de Bt. Blanco et al. (2016) hacen la observacion de

que S. frugiperda presenta tolerancia natural a las proteinas Cry. Los productores de la region del
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Distrito Federal en Brasil han descrito una eficiencia variable (a veces alta a veces baja) de los
productos de Bt. var. kurstaki contra S. frugiperda y una buena eficiencia de Bt. subsp. aizawai
(Dos Santos et al., 2009), mientras que Knaak et al. (2010) afirman que las proteinas de Bt. var.
kurstaki son eficaces en el control de S. frugiperda.

En este estudio, las larvas neonatas de S. frugiperda fueron mas susceptibles a XenTari®
DF (Bt subsp. aizawai) que a Dipel® DF (Bt var. kurstaki). En general los valores de la CLso y CLogs
de XenTari® DF fueron més bajos que los de Dipel® DF (Cuadro 3 y 4, respectivamente), esto
podria explicarse debido a la mayor eficacia de las proteinas que contiene XenTari® DF en

comparacion con Dipel® DF.

Los resultados obtenidos coinciden con los observados por Martinez et al. (2004) quienes
detectaron mayor toxicidad de XenTari que de Dipel en Spodoptera spp., situacion similar

documento Jakka et al. (2014) en S. frugiperda.

La respuesta de las poblaciones tratadas con XenTari® DF también fue mas homogénea, ya
que los valores de la pendiente fueron méas grandes que los de las poblaciones tratadas con Dipel®

DF (Cuadro 3y 4, respectivamente).

La pendiente indica la homogeneidad o heterogeneidad de la poblacion en su respuesta al

insecticida. A mayor pendiente, mas homogeneidad y a menor pendiente, mas heterogeneidad

(Lagunés y Villanueva, 2009).
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El método utilizado para los bioensayos fue el de capa y se usaron larvas neonatas. Este
método es el mas empleado para obtener la estimacion de la CLso en bioensayos con lepidopteros
(Van Frankenhuyzen, 2009), y el estado de desarrollo mas recomendado y utilizado son larvas
neonatas (Navon y Klein, 1990; Van Frankenhuyzen, 2009), porque es el estado mas susceptible
del insecto, el periodo de bioensayo es mas corto y la precision es mayor debido a que la mortalidad

es mas uniforme y los intervalos de confianza de la CLso Son mas pequefios (Navon, 2000).

El método de capa tiene la ventaja de requerir pequefias cantidades de las proteinas o
formulaciones y se obtienen resultados consistentes. Ademas, este método puede ser utilizado tanto
en la busqueda de nuevos productos como en el monitoreo de las poblaciones de campo para el

manejo de la resistencia de las plagas objetivo (Waquil et al., 2004).

Los investigadores a menudo realizan la evaluacion a los 7 dias después del tratamiento,
porque este intervalo de tiempo es suficiente para la ingesta y el efecto de Bt. También se ha
convertido en un estandar debido a las ventajas logisticas en la programacion del trabajo en la

semana. Aunque, esto puede no tener una razon bioldgica (Ali y Luttrell, 2009).

Los estudios sobre la susceptibilidad de S. frugiperda a las formulaciones comerciales de
Bt XenTari® DF y Dipel® DF son limitados y la mayoria de ellos se han realizado con las proteinas

individuales que contienen dichas formulaciones.

Aranda et al. (1996), evaluaron proteinas Cry en larvas neonatas de S. frugiperda. Las
proteinas Cry1C y CrylD resultaron ser altamente toxicas, con una ClLso de 31 y 77 ng.cm?,

respectivamente; para las proteinas CrylAa, CrylAb y CrylAc, la CLso fue mayor a los 2000
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ng.cm. Sena et al. (2009), mencionan también la baja susceptibilidad de las larvas neonatas de S.
frugiperda a la proteina Cry1Ab con una CLso de 867 ng.cm™ y Waquil et al. (2004) de la proteina
Cry1Ab con una CLso estimada de 689.81 ng.cm™. Al igual que Aranda et al. (1996) Luo et al.
(1999), encontraron que la proteina CrylAc es de baja toxicidad para S. exigua y S. frugiperda
(CLso > 2,000 ng.cm™), mientras que CrylCa fue altamente toxica para S. exigua (Clso = 127
ng.cm) y, a diferencia ellos encontraron que Cryl1Ca era poco toxica para S. frugiperda (CLso =
1,144 ng.cm). Monnerat et al. (2006), determinaron la susceptibilidad de poblaciones de S.
frugiperda de México, Colombia y Brasil a CrylCa y CrylDa, en donde la poblacion de México
fue susceptible a ambas proteinas con una CLso de 42 y 80 ng.cm?, respectivamente. La poblacion
de Brasil mostré susceptibilidad a Cry1Ca con una CLso de 84 ng.cm, pero no a CrylDa (CLso >
2,000 ng.cm™) y, finalmente la poblacion de Colombia mostré alta susceptibilidad a CrylCa y

Cryl1Da con una CLso de 21y 7 ng.cm™, respectivamente.

6.2 Inhibicion del peso

Se observa claramente el efecto de la exposicion de las larvas neonatas de S. frugiperda
durante siete dias a las formulaciones de Bt XenTari® DF y Dipel® DF (Cuadro 5 y 6,
respectivamente) sobre la inhibicién del peso de las larvas sobrevivientes. Estos resultados

muestran la susceptibilidad de S. frugiperda a las formulaciones de Bt evaluadas.

El porcentaje de inhibicion de peso de las larvas neonatas tratadas con XenTari® DF varié
de 9.4 299.9 % y para Dipel® DF de 14.6 2 99.9 % (Cuadro 5 y 6, respectivamente). En el caso de

Dipel® DF con la dosis mas alta (24, 873.73 ng.cm™) hubo larvas sobrevivientes en siete
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poblaciones (CHI-AHU2, CHI-CUA2, CHI-DEL1, COA-FIM1, TAM-DIO1, TAM-DIO2 y

TAM-RIO1), aunque la inhibicion de peso de las larvas fue cercana al 100 % (Cuadro 6).

La inhibicion del peso se ha usado como respuesta para determinar la susceptibilidad de las
proteinas individuales y productos comerciales de Bt en S. frugiperda (Wagquil et al., 2004), S.
exigua (Tamez et al., 1998; Hernandez et al., 2008), H. virescens (Sims et al., 1996; Tamez et al.,
1998; Ali y Luttrell, 2009; Albernaz et al., 2013), H. zea (Sims et al., 1996; Ali y Luttrell, 2009),
H. armigera (Li y Bouwer, 2012), Trichoplusia ni (Hubner) (Tamez et al., 1998) y O. nubilalis

(Marcon et al., 1999; Huang et al., 2005).

Ali y Luttrel (2009), sugieren la inclusion de la estimacion de la inhibicion del crecimiento
larval como un criterio de respuesta adicional a la mortalidad, debido a que es una variable

importante para medir la susceptibilidad de los insectos a Bt.

La inhibicién de peso fue significativa incluso a dosis bajas, lo que concuerda con
Macintosh et al. (1990), Sims et al. (1996) y Albernaz et al. (2013), quienes sostienen que la
inhibicidn del crecimiento larval es un parametro extremadamente sensible para detectar cambios

en la susceptibilidad de los insectos a Bt.

Marcon et al. (1999), sefialan que los datos de inhibicidn del crecimiento de O. nubilalis

con las proteinas de Bt fueron mas sensibles que los datos de mortalidad para detectar los efectos

subletales de las proteinas de Bt.
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Cuadro 5. Porcentaje de inhibicion de peso respecto al testigo sin tratar de larvas neonatas de Spodoptera frugiperda J. E. Smith
procedentes de Chihuahua, Coahuila, Durango, Sinaloa, Sonora y Tamaulipas, expuestas durante siete dias a XenTari ® DF.

Poblacion
Dosis Susceptible Chihuahua Coahuila Durango
(ng.cm’?) SUS-LAB CHI-AHU1 CHI-AHU2 CHI-CUA1 CHI-CUA2 CHI-DEL1 COA-FIM1 COA-MAT1 DUR-GPA1l
24,873.73
2,487.37 99.9+00a 99.8+0.0a 99.8+0.0a
1,243.69 994+00a 99.7+0.1a 99.7+0.2a 99.6+00a 996+0.1a 99.2+03a 99.7+00a 98.2+0.0a
24874 935*14a 95.1+22ab 959+03a 975+09a 956+14a 97.3+0.7a 915+33a 983+06a 97.9+09a
12437 929x1.7a 912+15ab 910x24ab 963x08a 935%x26a 893x27ab 899+20a 898x12ab 941x15a
2487 639x70ab 669x86Db 758+17b 86.6+x25a 749+x29b 725%58D 62.1+x72b 742%53D 71.6x4.1b
0.25 29.9+10.9b 26.3%11.3c 18.1+59¢c 37.1x75b 150x15c 274%91c 349+£149c 173x21c 125x24c
Dentro de la misma columna, los valores con la misma letra no son significativamente diferentes entre si (Tukey, 0=0.05).
Cuadro 5. Continuacion.
Poblacion
Dosis Sinaloa Sonora Tamaulipas
(ng.cm?) SIN-CUL1 SON-NAV1 SON-OBR1 TAM-DIO1 TAM-DIO2 TAM-DIO3
24,873.73
2,487.37 99.8+0.0a
1,243.69 99.5+0.0a 99.6+0.0a 989+00a 99.5+0.2a
24874 969*14a 97.3+x09a 98.6+05a 95.2+12a 96.4+08a 96.7+15a
12437 92.0%x1.7a 941x10a 96.4+04a 921+26a 89.2+x17ab 89.4x40ab
2487 70.2x55b 69.9+46D 80.5£200D 76.9+x04b 59.0 £10.4b 66.8+x76D
0.25 18.0x6.4c 33.0+13.1c 240x51c 37.6£30c 16.8 £21.6¢ 94+51c

Dentro de la misma columna, los valores con la misma letra no son significativamente diferentes entre si (Tukey, 0=0.05).
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Cuadro 6. Porcentaje de inhibicion de peso respecto al testigo sin tratar de larvas neonatas de Spodoptera frugiperda J. E. Smith

procedentes de Chihuahua, Coahuila, Durango, Sinaloa, Sonora y Tamaulipas, expuestas durante siete dias a Dipel ® DF.

Poblacion
Dosis Susceptible Chihuahua Coahuila Durango
(ng.cm™) SUS-LAB CHI-AHU1 CHI-AHU2  CHI-CUA1 CHI-CUA2 CHI-DEL1 COA-FIM1 COA-MAT1 DUR-GPAl
24,873.73 99.5+0.0a 99.7+0.0ab 995+00a 995+00a
248737 99.1+02a 99.5+0.0a 98.8+05a 99.3+05a 99.8+0.0a 99.2+0.1a 995+02a 993+02a 998+0.1a
1,243.69 99.3%0.1a 99.9+0.0a 98.6+0.7a 994+02a 992+03ab 996+02a 99.0+02a 996+0l1la 99.7+0.la
248.74 93.2%34a 97.8+0.7a 947+16a 96.8+08a 97.3x0.7ab 959+21a 969+07a 983+x07a 98.7x05a
12437 89.6+x27ab 953x15a 920+x15ab 946%13a 958x10ab 950x16a 948+24a 984x06a 938x06a
2487 703x49b 86.3x5.1a 80.7+x38Db 822+19b 885x27b 88.1+25a 655+118ab 83.2+35a 88.0x21la
0.25 29.7 £10.3c 259+75b 348x9.2¢c 146 £109c  359%33c 32.7+10.6b 47.0+353b 33.5%#186b 29.1x6.8Db
Dentro de la misma columna, los valores con la misma letra no son significativamente diferentes entre si (Tukey, 0=0.05).
Cuadro 6. Continuacion.
Poblacion
Dosis Sinaloa Sonora Tamaulipas
(ng.cm?) SIN-CUL1 SON-NAV1 SON-OBR1 TAM-DIO1 TAM-DIO2 TAM-DIO3 TAM-RIO1 TAM-VAH1
24,873.73 99.8+x0.0a 99.6+x00a 99.9+00a
2,487.37 995%0.1a 99.8+00a 99.5+00a 994x02a 99.4+x03a 98.9+0.7a 994+04a 99.3+0.3ab
1,24369 98.7x05a 99.3+0.3a 99.6+00a 988+04a 98.8+03a 99.0+x02a 989+05a 994+x02a
248.74 979x05a 98.9+03a 97.5+x05ab 98.2x02a 96.4+05a 958+05a 96.8+0.7a 96.8+0.8ab
12437 95.7+11la 975+04a 942+1.7ab 9%.4+1l4a 921+19a 940+26a 91.8+09a 93.2+20ab
2487 804+27b 926+0.7a 86.5+£20D 824+£24Db 809+36a T44+£27D 77.9+x73a 845+£3.7b
025 254+48c 30.9+50D 354+42c 46.0+19c 28.0 +11.5b 19.9+82¢c 45.8 £18.2b 30.7+9.7¢c

Dentro de la misma columna, los valores con la misma letra no son significativamente diferentes entre si (Tukey, 0=0.05).
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Existen estudios donde estiman la concentracion que se requiere para reducir el 50 % del
peso de larvas en comparacion con el testigo (CEso) (Macintosh et al., 1990; Marcon et al., 1999;
Hernandez et al., 2008; Albernaz et al., 2013), indicando que el andlisis Probit puede ser apropiado
para evaluar dicha respuesta. Sin embargo, en este estudio se realiz6 una prueba de comparacion
de medias para dicha variable, dado que se consideré a la mortalidad como el principal criterio de

respuesta y las dosis intermedias se ajustaron a dicho criterio.

Wagquil et al. (2004) obtuvieron una variacion de 32 a 96 % en la inhibicion del crecimiento
larval de S. frugiperda con la proteina CrylAb y aplicando el valor de la CLso (689.81 ng.cm)
obtuvieron una inhibicion del 91.61 %. Hernandez et al. (2008) evaluaron la actividad de proteinas
Cry contra larvas de S. exigua. Los resultados que obtuvieron difieren de los observados en los
ensayos de mortalidad. Las proteinas CrylAa, CrylAb y CrylAc produjeron una inhibicion del
crecimiento similar (los valores de la CEsp oscilaron entre 40 a 75 ng.cm) a los de las proteinas
CrylCay CrylDa (los valores de la CEso estuvieron entre 14 a 88 ng.cm™) que se encontraron mas
eficaces en las pruebas de mortalidad. Cry2Aa que fue clasificada como no toxica en los bioensayos
de mortalidad (CLso > 5,000 ng.cm) tuvo un efecto mas bajo, pero claro sobre la inhibicion del
crecimiento larval con un valor de la CEso de 200 ng.cm™y Albernaz et al. (2013) evaluaron la
susceptibilidad de H. virescens a la proteina CrylAc, los valores de la CEsp fueron inferiores a los
valores de la CLso. La inhibicion del crecimiento larval se detectd incluso cuando las larvas

neonatas fueron expuestas a concentraciones muy bajas de la proteina.
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6.3. Larvas que llegaron al tercer instar

El porcentaje de larvas que llegaron al tercer instar después de haber sido expuestas durante
siete dias a las formulaciones de Bt XenTari® DF y Dipel® DF se presenta en el Cuadro 7 y 8,

respectivamente.

En el caso de XenTari® DF con las dosis de 2,487.37 a 0.25 ng.cm, el porcentaje de larvas
que llegaron al tercer instar vario de cero hasta 100 %. En el testigo del 76.56 al 100 % de las larvas

alcanzaron el tercer instar (Cuadro 7).

En el caso de Dipel® DF con la dosis méas alta (24,873.73 ng.cm™) hubo larvas del tercer
instar en tres poblaciones (CHI-AHU2, TAM-DI02 y TAM-RI01). Aunque, el porcentaje fue muy
bajo, en todos los casos del 6.25 %. Con las dosis de 2,487.37 a 0.25 ng.cmel porcentaje de larvas
en tercer instar vario de cero a 100 %. En el testigo este porcentaje estuvo entre 78.13 a 100 %

(Cuadro 8).

Huang et al. (2005) mencionan que el desarrollo larvario de O. nubilalis se retraso
significativamente cuando las larvas se alimentaron con dieta que contenia dosis bajas de Dipel.
Ali y Luttrell (2009) documentan que el crecimiento de las larvas de H. zea y H. virescens que
sobrevivieron después de siete dia a la exposicion de la proteina CrylAc fue significativamente
afectado. Muchas de las larvas atrofiadas sufren efectos cronicos debido a la exposicion inicial a

Bt y no logran llegar a pupa.
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Cuadro 7. Porcentaje de larvas de Spodoptera frugiperda J. E. Smith que llegaron al tercer instar procedentes de Chihuahua, Coahuila,
Durango, Sinaloa, Sonora y Tamaulipas, expuestas durante siete dias a Xentari ® DF.

Poblacion
Dosis Susceptible Chihuahua Coahuila
(ng.cm™) SUS-LAB CHI-AHU1 CHI-AHU2 CHI-CUA1 CHI-CUA2 CHI-DEL1 COA-FIM1 COA-MAT1
24,873.73
2,487.37 0.00+0.0a 0.00+0.0a
1,243.69 0.00+0.0a 208+21a 3.13+3.1a 6.25+0.0a 0.00+0.0a 0.00+0.0a 0.00+0.0a
248.74 17.19+39ab 27.23%x6.7Db 33.33+£39h 17.19+78a 28.13+6.0a 9.38+x18ab 3438x74b 1094 £39ab
12437 20.31+39ab 39.06+3.0b 44.06 £10.3b 25.00£2.6a 37.50£10.8a 29.69+53Db 4219x7.4D 35.94£3.9 bc
2487 46.88x10.7bc  81.25+6.8¢C 87.50%£5.7¢c 53.13+54b 8281+£53b 5469+78¢c 75.00£3.6¢C 56.25 £ 5.7 cd
0.25 7031x6.4c 92.19+16¢ 9844+16¢C 92.19+£30c¢ 100.00£0.0b 9531+3.0d 87.50x44c 78.13 5.4 de
Testigo 76.56*1.6¢C 9844+16¢C 9844+16¢C 9844+16¢C 100.00£0.0b 96.88+1.8d 90.63+£6.0cC 84.38x4.0¢e
Dentro de la misma columna, los valores con la misma letra no son significativamente diferentes entre si (Tukey, 0=0.05).
Cuadro 7. Continuacion.
Poblacion
Dosis Durango Sinaloa Sonora Tamaulipas
(ng.cm?) DUR-GPA1 SIN-CUL1 SON-NAV1 SON-OBR1 TAM-DIO1 TAM-DIO2 TAM-DIO3
24,873.73
248737 0.00+0.0a 6.25+0.0a
1,24369 6.25+0.0a 0.00£00a 6.25+x0.0a 6.25+x0.0a 9.38+3.1la
24874 7.81+39a 6.25+34a 6.25+26a 9.38+4.0a 3542+83ab 25.00+4.4ab  29.69+11.8a
12437 2188x6.0a 1625+x15a 14.06x3.0a 31.25+26b 5417 £11.6bc  46.88+83b 50.00 £12.2ab
2487 7188+6.0b 50.00+7.1b 79.69+9.0b 8750+88¢c 91.67+55cd 7656+1.6¢C 85.94+39h
025 9844+16b 9500+36c 9844+16b 100.00+£0.0c 100.00+0.0d 89.06+30¢c 93.75+26b
Testigp 95.31+£3.0b 9750+25c 96.88+3.1b 96.88+1.8¢C 100.00 £0.0d 95.31+30¢c 93.75+26b

Dentro de la misma columna, los valores con la misma letra no son significativamente diferentes entre si (Tukey, 0=0.05).
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Cuadro 8. Porcentaje de larvas de Spodoptera frugiperda J. E. Smith que llegaron al tercer instar procedentes de Chihuahua, Coahuila,
Durango, Sinaloa, Sonora y Tamaulipas, expuestas durante siete dias a Dipel ® DF.

Poblacién
Dosis Susceptible Chihuahua Coahuila
(ng.cm?) SUS-LAB CHI-AHU1 CHI-AHU2 CHI-CUA1 CHI-CUA2 CHI-DEL1 COA-FIM1 COA-MAT1
24,873.73 6.25+0.0a 0.00£00a 0.00x0.0a 0.00£00a
248737 0.00+x0.0a 0.00+0.0a 417+21a 8.33+83a 3.13+3.1ab 0.00+£0.0a 3.13+3.1la 3.13+3.1la
1,24369 0.00+x0.0a 0.00+x0.0a 8.33x55a 6.25+0.0a 781+x16ab 0.00+0.0a 0.00£00a 3.13%31a
248.74 9.38+4.0a 1250+3.6ab 26.56+7.8ab 17.19+5.3a 20.31+3.0bc 14.06+59ab 21.88%5.4a 1042+55a
12437 1875+44a 2031+53ab 40.63+79ab 3125+85a 3438+4.0c 1563+4.0ab 28.13+6.0a 20.83+7.5ab
2487 54.69+39b 53.13+14.1bc 62.50+9.2bc 65.63+11.6b 64.06+6.4d 31.25+92b 64.06£4.7b 47.92+ 4.2 bc
025 79.69+16c 8750+44c 8750+ 4.4c 96.88+1.8b 100.00#0.0e 79.69+3.0c 82.81+5.3b 81.25+12.5¢
Testigop 84.38+6.5c 96.88+18¢c 95.31+3.0¢ 9531+16b 9844 +16e 93.75+26¢C 78.13+7.4b 83.33+21c
Dentro de la misma columna, los valores con la misma letra no son significativamente diferentes entre si (Tukey, a=0.05).
Cuadro 8. Continuacion.
Poblacién
Dosis Durango Sinaloa Sonora Tamaulipas
(ng.cm?) "DUR-GPAL SIN-CULL _SON-NAV1 _ SON-OBRL TAM-DIO1 TAM-DIO2 TAM-DIO3 TAM-RIO1 TAM-VAH1
24,873.73 0.00 £ 0.0a 6.25 £ 0.0a 6.25+ 0.0a
2,487.37 0.00+0.0a 0.00£0.0a  0.00+0.0a 3.13+3.1a 16.67+55ab 15.63+8.3a 1250+ 3.6a 29.17+8.3a 8.93+2.7a
1,243.69 0.00 +0.0a 0.00+£0.0a 6.25%6.3a 2.08 +2.1a 25.00+3.6ab 26.56+53ab 1250+3.6a 27.08+55a 14.84+3.3a
248.74 9.38 +5.4ab 125+13a 9.38+4.0a 17.19+6.9ab 2500+7.2ab 56.25+6.8bc 39.06+6.9a 68.75+6.3b 41.90+4.8b
12437 29.69+39bc 250+15a 28.13+4.0b 39.06+10.3bc 44.03+16.3b 67.19+10.3cd 39.06+6.9a 75.00+7.2b 80.33+3.6¢
2487 50.00+9.2c 43.75+84b 48.44%3.0c 67.19+4.7c 93.75+ 0.0c 89.06+6.9cd 70.31+93b 83.33+4.2b 80.82+6.3cd
025 96.88+1.8d 91.25+32c 98.44+1.6d 98.44+1.6d 100.00£0.0c  95.31+1.6d 92.19+4.7b 89.58+2.1b 98.44 + 1.6de
Testigp 98.44+16d 96.25+25c 100.00+0.0d 100.00 £0.0d  100.00 £0.0c  93.75 + 2.6d 93.75+26b 97.92+2.1b 100.00 £0.0e

Dentro de la misma columna, los valores con la misma letra no son significativamente diferentes entre si (Tukey, 0=0.05).
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7. CONCLUSIONES

1. En el seguimiento de los cambios en la susceptibilidad de S. frugiperda a Bt, ademas de la

evaluacion de la mortalidad se recomienda incluir como criterios de respuesta adicionales
la evaluacion de la inhibicion peso de las larvas sobrevivientes y larvas que llegan a

desarrollarse al tercer instar.

Los datos de variacion en susceptibilidad que se observaron con XenTari® DF y Dipel® DF
se pueden considerar como variacion natural dado que las poblaciones evaluadas no estan

sometidas a presion de seleccion con proteinas de Bt.

Las larvas neonatas de S. frugiperda fueron méas susceptibles a XenTari® DF (Bt subsp.

aizawai) que a Dipel® DF (Bt var. kurstaki).

Es posible que, en el futuro, cuando se utilicen mas las formulaciones comerciales a base
de Bt, aunado al posible uso de cultivos transgénicos con resistencia cruzada, las
poblaciones de S. frugiperda sean seleccionadas de manera intensa sobre superficies
extensas. De ocurrir este escenario, los valores documentados en el presente estudios

serviran de referente de susceptibilidad.
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