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RESUMEN

El uso de organismos modificados en México es considerado como un tema de preocupacion
publica. Tanto cientificos como organizaciones civiles y el gobierno mexicano han mostrado sus
puntos de vista por el uso de cultivos modificados y existen atin comentarios muy heterogéneos
acerca de estos. Por este motivo, desarrollamos una técnica para poder diferenciar una planta
transgénica al herbicida glifosato de una que no presenta esta caracteristica. De igual modo, esta
técnica puede ser ocupada para identificar alguna maleza por seleccion con el herbicida

glifosato haya adquirido la resistencia a este.

Ademads, en la presente tesis se obtuvieron valores de control de linea base para la toxina
Vip3Aa20 en gusano cogollero (Spodoptera frugiperda). Esto se desarrolld para determinar los
niveles de control de las larvas de gusano cogollero en regiones donde se pretende liberar el uso
de maiz comercial modificado con la toxina Vip3Aa20. Estos datos ayudaran en un futuro a
cientificos y organizaciones gubernamentales para monitorear las poblaciones de esta plaga y su

manejo de la resistencia.



ABSTRACT

The use of modified organisms in Mexico is considered an issue of public concem. Scientists,
civil organizations and Mexican government have expressed their views on the use of modified
crops and there are still very heterogeneous comments about them. For this reason, we
developed a technique to differentiate a transgenic plant from glyphosate herbicide from one
that does not have this characteristic. Likewise, this technique can be used to identify some

weed that by selection of the herbicide glyphosate has acquired the resistance to this one.

In addition, in this thesis, baseline control values for the Vip3Aa20 toxin were obtained from the
Spodoptera frugiperda worm. This was developed to determine the levels of control of the
worm larvae in regions where it is intended to release the use of commercial maize modified
with the toxin Vip3Aa20. This data will in the future help scientists and government

organizations to monitor populations of this pest and its management of resistance.
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INTRODUCCION GENERAL
LOS ORGANISMOS GENETICAMENTE MODIFICADOS

Para el ano 2030 la poblacion mundial con problemas para cubrir sus necesidades de
alimentacion (FAO 2004), se incrementara en dos mil millones de habitantes; esta cantidad se
sumara a la poblacion que en la actualidad no satisface tales requerimientos. En consecuencia se
espera un incremento considerable en la sobreexplotacion de los recursos naturales, los cuales
desde ahora ya se encuentran en niveles alarmantes. Una alternativa que se sefiala
reiteradamente para incrementar la produccion agricola, es la aplicacion de la biotecnologia en
la agricultura, mediante el incremento en el uso de organismos genéticamente modificados o

transgénicos (Garcia - Olmedo, 2004).

Los transgénicos que se usan en la agricultura, medicina e industria, son organismos a los que se
les alter6 su conformacion genética, para conferirles caracteristicas deseables que dificilmente
hubieran podido adquirir en condiciones naturales o mediante el proceso de mejoramiento
convencional. Algunas de las ventajas que se le atribuyen a esta biotecnologia son: que se
manipula y transfiere de un organismo a otro a un gen especifico, en vez de todo el genoma; que
una vez identificado el gen de interés, existe la posibilidad de transferirlo indistintamente, sin
importar si es de la misma o de otra especie; y que se reducen significativamente los tiempos
para la obtencion de nueva variedades o razas. El desarrollo de esta nueva revolucion cientifica,
ha sido posible por los avances logrados en ingenieria genética, biologia molecular y agronomia

entre otras, que estan haciendo posible aumentar los rendimientos (Villalobos, 2008).
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En 1970 se plante6 y demostro la hipdtesis de que la agalla del cuello producida Agrobacterium
tumefaciens, se debia a la transferencia de material genético de la bacteria hacia las células de
las plantas infectadas, y no por el efecto de la secrecion de toxinas. En el proceso de infeccion,
la bacteria es capaz de insertar un plasmido con fragmentos de su ADN (ADN-T) a la planta
infectada, y su expresion es el causante de la formacion de tumores en la planta receptora, los
cuales continuan manifestdndose en las nuevas células, ain cuando la bacteria ya no esté
presente. También se encontrd que es posible sustituir el fragmento del ADN-T en el plasmido
por genes de interés, sin que €ste pierda su capacidad de transferencia a otras células vegetales

(Villalobos, 2008).

Un paso muy importante en el desarrollo de la ingenieria genética fue el descubrimiento de las
enzimas de restriccion, las cuales son capaces de reconocer y cortar secuencias de 4, 6 o mas
bases en diferentes moléculas de ADN. Una vez aisladas las secuencias pueden insertarse a otras
moléculas de ADN, mediante la enzima ADN ligasa y generar una molécula de ADN nueva
denominada “recombinante”. Se conoce una gran cantidad de enzimas de restriccion presentes
también en las bacterias, las cuales son una herramienta fundamental para el desarrollo de la
ingenieria genética. El siguiente paso ha sido crear cepas recombinantes (pldsmido- ADN-T),

siendo la mas utilizada hasta la fecha A. tumefasciens (Sanchez, 2008).

Schnepf y Whiteley (1981) aislaron el “gen Cry” del genoma de Bacillus thuringiensis, dicha
secuencia génica codifica una proteina con propiedades insecticidas. Chilton en 1983 obtuvo las

primeras plantas transgénicas de tabaco utilizando plasmidos de Agrobacterium tumefaciens y el
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gen Cry. Tales investigaciones culminaron en 1996 con la comercializacion de plantas
transgénicas de algodonero, papa y maiz resistentes a ciertas especies de insectos. A las plantas
transformadas se les denomin6 ‘“Plantas Bt” (Bacillus thuringiensis). Esta metodologia de
transferencia de genes se resume de la siguiente manera: 1. Se identifica un cardcter deseable en
un organismo; 2. Se aisla el gen responsable del caracter deseado (gen de interés); 3. Se
combinar dicho gen con el vector (plasmido) que sea funcional en el organismo receptor; 4. Se
transfiere el gen de interés mediante el vector; y 5. Se hace crecer y reproduce el organismo

receptor ahora modificado genéticamente (Sanchez, 2008).

La bacteria Agrobacterium tumefaciens practicamente no infecta a las gramineas, por lo que se
dificulta usarla como vector de genes en este grupo plantas; para ellas se desarrolld la técnica
conocida como electroporacion, que consiste en eliminar la pared celular digiriéndola con un
enzima; posteriormente se somete a pulsacion eléctrica los protoplastos resultantes, para crearles
diminutos poros en la membrana celular y nucleo, para que penetren los genes de interés (el
ADN recombinante). La principal dificultad de este método estriba en desarrollar las plantulas a
partir de los protoplastos. En 1988 se obtuvieron los primeros cereales (maiz y arroz)

transgénicos con esta metodologia (Herrera-Estrella, 2003).

Sanford y Wolf en 1984 bombardearon células vegetales usando como proyectiles a micro
particulas metalicas enganchadas con ADN del virus del mosaico del tabaco; las particulas se
impulsaron con chorros de aire comprimido usando camaras de vacio (acelerador de particulas),

primero se usaron particulas ¢ tungsteno y posteriormente de oro. Dentro del tejido vegetal, el
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ADN se desprendi6 de las particulas y replico al virus dentro de las células, demostrando que
era posible la transferencia de genes mediante la técnica que se le llamo Biobalistica. Esta
técnica al no afectar la estructura de las células, facilita la regeneracion de las plantas a partir del
cultivo de tejidos; con ella se han transferido genes a los cultivos de arroz, maiz y soya

(Sénchez, 2008).

La técnica conocida como microinyeccion, consiste en inyectar soluciones que contienen ADN-
T a los nucleos de las células vegetales. En general aunque se han obtenido plantas transgénicas
de arroz y nabo por esta via, es una técnica poco eficiente (Sadnchez, 2008). También se ha
intentado la transferencia directa de ADN a través del tubo polinico, al depositar los genes sobre
el polen de las plantas, que luego es puesto directamente sobre los estigmas. Aunque se ha

logrado la transferencia de genes, con esta técnica, no se ha conseguido la expresion de estos en

la descendencia (Sanchez, 2008).

El cultivo de tejidos ha sido fundamental para el desarrollo de los organismos genéticamente
modificados. Con frecuencia las técnicas de transferencia génica emplean embriones inmaduros
como blanco potencial para la introduccion del ADN recombinante. Posterior al procesos de
transferencia, las células o tejidos deben colocarse en medios de cultivo o condiciones que las
discriminen; las que sobrevivan o manifiesten ciertas caracteristicas seran manejadas
apropiadamente en laboratorio, invernadero y campo hasta la obtenciéon de las plantas que se

desea (Hoisington, 1995).
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A la fecha se han documentado transferencias génicas exitosas en al menos 40 especies de
interés agrondmico; sin embargo, son cuatro las mas cultivadas en el mundo: soya (Glycine max
L.), maiz (Zea mays L.), colza (Brassica campestris L.) y algodonero (Gossypium hirsutum). En
1995, la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos aprobd la primera siembra
comercial de papa productora de la toxina Bt; posteriormente en 1996, salieron al mercado
semillas transgénicas de maiz Bt y algodonero Bt. Desde entonces se ha incrementado el
financiamiento a la investigacion para la obtencion de plantas transgénicas, principalmente por

las empresas transnacionales Monsanto, Novartis, Zeneca, Bayer y Dupont (Villalobos, 2008).

En la actualidad la empresas Arcadia Biosciences sefiala que puede transferir genes a casi
cualquier planta de interés, para volverla mas eficiente en el uso del nitrogeno y del agua,
tolerante a la salinidad, aumentarle la vida de anaquel o hacerla mas productiva de aceites y

proteinas (Arcadia Biosciences, 2011).

Los marcos regulatorios de los diferentes paises donde se ha permitido la produccion y consumo
de plantas GM, establecen en todos ellos que el empleo de esta tecnologia debe suspenderse

inmediatamente, cuando a juicio de las autoridades competentes exista riesgo de dafo (Lopez,

2008).

Las principales preocupaciones de la produccion y consumo de plantas GM, se relacionan con la
posibilidad de aumento de alergénicos, toxinas u otros compuestos nocivos en los productos que
se ingieren; asi como en la transferencia horizontal de genes relacionados con la resistencia a

antibioticos (FAO, 2000). Desde 1996 se han estado consumiendo alimentos provenientes de
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plantas GM y alin no se ha documentado ningin caso de dano a la salud humana o animal

(Villalobos, 2008).

En 1988 se present6 ante la Direccion General de Sanidad Vegetal (DGSV) y fue aprobada la
primera solicitud para importar y liberar en campo, especificamente en el area de Culiacan,
Sinaloa, tomate GM tolerante a insectos. Desde entonces la SAGARPA ha consolidado un
grupo de expertos quienes han elaborado normas y contribuido a la toma de decisiones

relacionadas con el tratamiento de las solicitudes de liberacion en campo de las plantas

transgénicas (SENASICA, 2010).

La producciéon y consumo de plantas GM reviste mayor importancia para los paises
considerados como centros de origen de los cultivos modificados. Es el caso del arroz y la soya
en China, la papa en Perti y el maiz en México; en ellos se debate el riesgo de la pérdida de
germoplasma de los cultivos involucrados, particularmente de las variedades criollas. El flujo
génico entre las variedades hibridas y las razas nativas de maiz, es muy comun y dificil de
evitarlo; no obstante, a la fecha no se tiene claridad sobre la magnitud y consecuencias de dicha

erosion genética (Villalobos, 2008).

La discusion sobre la liberacion de maiz GM en México ha sido muy intensa, pues se tiene la
percepcion de la existencia de alto riesgo, aunque prevalece la falta de informacion sobre las
posibles repercusiones. A finales del afio 2001 la revista Nature, publicoé un articulo que

demostraba la presencia de maiz transgénico en parcelas de productores de subsistencia de la
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sierra de Oaxaca, México (Quist y Chapela, 2001); por lo cual la SAGARPA condujo estudios
en diversas zonas maiceras del pais, detectando la presencia de transgenes s6lo en maices
criollos cultivados en el estado de Oaxaca (Villalobos, 2008). Estudios posteriores realizados en
ese mismo estado no encontraron de nuevo su presencia (Ortiz et al., 2005), quizas porque se

encontraban en una frecuencia baja, no detectable por la metodologia utilizada.

En el ano 2004, México manifestd en la primera conferencia de las partes del protocolo de
Bioseguridad de Cartagena, celebrada en Kuala Lumpur, Malasia, que prohibiria la
experimentacion y liberacion de maiz transgénico; sin embargo al pasar el tiempo la postura de

nuestro pais poco a poco se ha flexibilizado (Villalobos, 2008).

En el afo 2009 en que se cred la Direccion de Bioseguridad para Organismos Genéticamente
Modificados, se aprobaron 32 solicitudes de liberacion experimental de maiz genéticamente
modificado (MGM), en 14.43 hectareas de los estados de Sonora, Sinaloa, Chihuahua,
Tamaulipas y Durango. Para el afio de 2010, se aprob6 la siembra de MGM en 9.51 hectéreas de
parcelas experimentales, agregandose el estado de Coahuila a la lista del ano anterior. Para
octubre del afio 2011, La Direccién de Bioseguridad habia aprobado 61 solicitudes de siembra

de MGM en parcelas experimentales y piloto (SENASICA, 2011)

Para evitar flujo génico hacia los maices criollos con genes provenientes de MGM, se han
creado protocolos de bioseguridad, en los que se enlistan las acciones que deben llevarse acabo

al realizar siembras en parcelas experimentales o piloto con MGM. Una de las actividades
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primordiales consiste en el monitoreo para la deteccion de transgenes en maices criollos
(SENASICA, 2011). A continuacion se describe brevemente algunos de los procedimientos que

se emplean en la deteccion oportuna de tales materiales.
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I. PRUEBA RAPIDA DE DETECCION DE RESISTENCIA A GLIFOSATO DE

LEPTOCHLOA VIRGATA
INTRODUCCION

Leptochloa virgata es una planta perenne perteneciente a la familia de las poaceas. Es de tallo
erecto de 40 a 110 cm de largo y 2 a 3 mm de diametro. Tiene una ligula con membrana

ciliolada de 0.3 a 0.7 mm de largo. Con hojas de 10 a 26 cm de largo y 7 a 10 mm de ancho.

La inflorescencia es compuesta de racimos con pedunculo de 5 a 28 cm de largo. Presenta
racimos de 5 a 20 unidades que aparecen a lo largo de un eje central. Tiene espiguillas
solitarias. Las flores tienen dos anteras de 0.2 a 0.3 mm de largo. El fruto es una cariopsis con

pericarpio blando libre.

La distribucion de este pasto es Malasia, Papua, centro y sur de Estados Unidos, México, el

Caribe y Brasil (Clayton, 2006).

Esta planta se presenta principalmente en cultivos tropicales en los que se mueve poco el suelo y
donde el control de la maleza se realiza principalmente por cortes fisicos (chapeos) o por la
accion de herbicidas sin selectividad. Esto a llevado a que en muchos cultivos se haya adoptado

el uso de el glifosato como una estrategia comtn de control.

Actualmente el producto agroquimico més vendido en el mundo es el glifosato. Esto se debe en
gran medida en la adopcion en gran escala de cultivos modificados genéticamente resistentes a
este herbicida. El glifosato N-(fosfonometil) glicina] se introdujo al mercado en 1974.Su amplio
uso en el mundo se debe a su efectividad para controlar en post emergencia a un amplio espectro

de especies de maleza anuales y perennes, no tener actividad herbicida residual en el suelo, y ser
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toxicoldgica y ecoldogicamente de bajo perfil (Duke y Powless, 2008). Este compuesto inhibe la
accion de la enzima 5-enolpiruvyl-shikimato-3-fosfato sintetasa (ESPS) en la ruta del acido
shikimico, al suplantar al fosfoenolpiruvato, uno de los sustratos para la ESPS (Koger y Reddy,
2005). La insuficiencia de ESPS conlleva a la acumulacion de shikimato-3-fosfato y a la escasa
produccion de aminoacidos aromaticos (triptofano, fenilalanina y tirosina) necesarios para la
sintesis de proteinas que intervienen en la formacion de carotenoides, produciendo como

sintomas iniciales de dafio, clorosis y blanqueado (Duke y Powless, 2008).

El incremento en el uso de este herbicida mundialmente a llevado a la generacion de resistencia
en muchos cultivos y ambientes muy diversos. En 2016 se reportaba que en todo el mundo al

menos 37 especies de malezas habian generado resistencia a este herbicida (Heap, 2017).

El método mas confiable para detectar la resistencia a glifosato de cualquier planta consiste en
determinar la acumulacion de shikimato cin una prueba bioquimica y espectrometria (Shaner et
al., 2005); sin embargo requiere personal especializado y su capacidad de deteccion es limitada
por la cantidad de muestras que se pueden procesar a la vez. . Esta es una prueba muy util para
confirmar la presencia de plantas resistentes a glifosato, pero poco eficiente para detectarla en
grandes extensiones cuando las frecuencias alélicas son bajas. Otras metodologias se basan en la
aplicacion directa del herbicida a las plantas, o en la inmersion de partes de éstas (Yuan, 2001;
Koger et al. 2009), pero sus resultados no se consideran satisfactorios por ser lentos, subjetivos

y la dificultad para procesar tamafios de muestras grandes (Shaner et al., 2005). El objetivo del
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presente trabajo fue determinar una técnica sencilla y rapida para detectar la presencia de

malezas resistentes a glifosato.

MATERIALES Y METODOS

Para este experimento se emplearon dos biotipos de zacate tripa de pollo Leptochloa virgata:
El primero fue donado por el profesor Jos¢ Dominguez Valenzuela de la Universidad Autonoma
Chapingo. Estos organismos fueron recolectados de la zona de Veracruz, México de parcelas de
limén persa a los que se ha demostrado su resistencia al herbicida glifosato del municipio de
Cuitlahuac (18.79°N, 96.68°W) (Perez-Lopez, 2014). Los biotipos susceptibles fueron
colectados donados por el profesor Fernando Urzua Soria de la Universidad Auténoma
Chapingo. De igual modo, estos biotipos fueron obtenidos del estado Veracruz, México. Sin
embargo fueron obtenidos de parcelas de maiz en donde el control de estas malezas es realizado
predominantemente con herbicidas de otros mecanismos de accion. Cien semillas de ambos
biotipos fueron sembradas individualmente en sustrato en invernadero. Posteriormente al
alcanzar los 15 centimetros de altura, se dividieron en cuatro repeticiones cada biotipo, cada
repeticion se coloco al azar y se aplico un tratamiento de dosis comercial de glifosato Faena®
(720 g de i.a./ha) de la compafiia Monsanto®. Los tratamientos se mezclaron con agua destilada
con 48.8% de sal potasica de N-fosfonometil glicina, equivalente a 540 g L-1 de equivalente
acido (Anonimo, 2011; CDMS, 2007) para evaluar la resistencia y susceptibilidad de los

biotipos evaluados. Los tratamientos fueron aplicados con una mochila manual modelo solo 425
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w de la compania swissmex (SWISSMEX-RAPID S.A. de C.V.). La mochila manual fue

equipada con una boquilla modelo 11004 de abanico calibrada para tener un gasto de 312 L/ha.

Cuatro semanas posteriores a la aplicacion de los tratamientos se evalud la mortalidad de las
plantas. Se ocupd la escala de la sociedad europea de investigacion de malezas (European Weed
Research Society) para evaluar la mortalidad de los biotipos resistente y susceptible a los
tratamientos de glifosato. Se utiliz6 un disefio experimental de bloques completamente al azar
con 4 repeticiones. Mediante el uso del paquete estadistico SAS (SAS Institute, 1997) se efectud

un analisis de varianza y separacion de medias de tipo Tukey LSD (p <0.05).

Cuadro 1. Escala de puntuacion propuesta por la EWRS (European Weed Research Society) para

evaluar control de maleza y su interpretacion agronomica y porcentual.

Valor Efecto sobre la maleza
1 Muerte completa
2 Muy buen control
3 Buen control
4 Suficiente en la practica

Limite de aceptabilidad

5 Control medio
6 Regular
7 Pobre
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Muy pobre control

Sin efecto
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Cuadro 2. Transformacion de la escala puntual logaritmica de la EWRS a escala porcentual.

Valor Porcentaje de control de maleza
1 99.0 - 100.0
2 96.5- 99.0
3 93.0- 965
4 87.5- 93.0
5 80.0- 87.5
6 70.0 - 80.0
7 50.0- 70.0
8 1.0- 50.0
9 00- 1.0

Prueba rapida de deteccion de Leptochloa virgata resistente a glifosato

Se cortaron discos foliares de 0.5 cm de didmetro de plantas de zacate tripa de pollo (Leptochloa
virgata) de dos semanas de edad de las plantas resistentyes y susceptibles a el herbicida
glifosato. Se ocuparon charolas para bioensayos BIO-BA-128W (Australian Entomological
supplies® Coorabell, NSW, Australia) de 128 pozos cada una, con capacidad de 4.0 mL por
pozo. A 300 pozos se les coloco, individualmente, un disco foliar de la planta resistente de L.
virgata 'y a otras 300 se les colocd también individualmente un disco foliar de la planta
susceptible de L. virgata. Los tratamientos evaluados fueron dos diluciones de glifosato (2.16 y

4.32 gL con adicion de 2% (p/v) de sulfato de amonio y un testigo sin glifosato. En cada pozo
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se afiadieron 3 mL de cada dilucion respectiva (0.0, 2.16 y 4.32 gL™). De cada tratamiento se
tuvieron 200 discos foliares para tener 4 repeticiones con 50 discos cada una. Una vez aplicados
los tratamientos quimicos, los pozos se cubrieron con un plastico auto adherible (Kleen Pack,
pelicula auto adherible. Kimberly-Clark de México, S.A.B. de C.V.) para evitar la evaporacion

de las diluciones.

Los pozos con los discos se colocaron en una estufa a 35 °C durante 12 h. Posteriormente se
transfirieron a una camara bioclimatica (25 °C, e irradianza de 200 umoles m-? s-' de PPFD). El
dafio a los discos foliares se evaluo visualmente a las 24, 36, 48 y 144 h después de que se
sumergieron en las diluciones de glifosato. Para la evaluacion del dafo, se utiliz6 la escala
visual de Koger y Reddy (2005), asignando valores de 0% a los discos sin dafio; 33.3% a los
discos con dafio ligero; 66.6 a los discos con dafio severo; y 100% a los completamente

decolorados.

Se utilizd un disefio experimental de bloques completamente al azar con 4 repeticiones. Cada
repeticion constaba de 25 discos. Mediante el uso del paquete estadistico SAS (SAS Institute,
1997), a los resultados se les efectudé un analisis de varianza y separacion de medias con la

prueba de Tukey, LSD (p < 0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Después de 28 dias de la aplicacion de los tratamientos de glifosato a los biotipos de Leptochoa
virgata, se demostrd que el biotipo susceptible murieron en su totalidad. Mientras tanto, el
biotipo resistente fue capaz de sobrevivir a la aplicacion de una dosis comercial de glifosato.

Esto hace posible validar que los biotipos utilizados son utiles para el estudio.

Cuadro 3. Separacion de medias de los resultados del control de Leptochloa virgata después de

28 dias de la aplicacion de los tratamientos de glifosato.

Biotipo de L. Virgata Dosis (g.i.a /ha) % Control
Resistente 720 00 b
Susceptible 720 100 a

Valores con la misma letra son iguales estadisticamente (Tukey, 0.05)

EL biotipo resistente demostrd6 que puede pasar al menos 48 horas bajo condiciones que
propicien la destruccion de sus carotenoides por accion de la luz, pero su condicion de resistente
al glifosato le permite continuar con la produccion de amininoacidos esenciales. Esto hard que
puedan seguir formando los carotenoides, permitiendo que estos discos permanezcan con una

coloracion verde.

Los discos provenientes de las plantas susceptibles de Leptochloa virgata no tuvieron la
capacidad de continuar produciendo carotenoides por el bloqueo de la EPSP. Esto se vio

reflejado en que estos perdieron toda coloracion verde por la falta de carotenoides.
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Cuadro 4. Prueba rapida de deteccion de Leptochloa virgata resistente a glifosato

Conc. de glifosato (g L™’ Tiempo de evaluacion (h)
24 36 48 144

0.0 Resistentes 00 ¢ 00 ¢ 00 c 63 ¢
0.0 Susceptibles 00 c 00 c 00 c 94 ¢
2.16 Resistentes 0.0 ¢ 0.0 ¢ 22 ¢ 122¢
2.16 Susceptibles 124 ¢ 58.8 ab 96.4 a 100 a
4.32 Resistentes 00 c 36 c 58 ¢ 165 ¢
4.32 Susceptibles 183 ¢ 74.2 ab 100 a 100 a

* Valores seguidos por la misma letra en cada columna no difieren estadisticamente (Tukey, a =0.05)

Figura 1 .Discos de Leptochloa virgata resistentes y susceptibles después de 48 horas bajo la

prueba rapida de deteccion a resistencia de glifosato a una dosis de 4.32 g L™ de glifosato.
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RESISTENTES SUSCEPTIBLES

CONCLUSIONES

El biotipo resistente de Leptochloa virgata resistente demostré que puede ser diferenciado
facilmente de el biotipo susceptible bajo esta técnica después de 48 horas de haber iniciado la

prueba. Al pasar este tiempo, es completamente visible la diferenciacion entre ambos biotipos.

Esta prueba rapida permite conocer con mucha eficiencia si una planta ha generado resistencia
al herbicida glifosato, ya sea una maleza que ha generado resistencia con el tiempo por presion

de seleccion.

También puede ser usada esta técnica para diferenciar un cultivo que haya sido modificado para

tolerar la aplicacion de glifosato con alguno que no tenga esta modificacion.
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II. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA RESISTENCIA DE LAS PLAGAS A

LOS CULTIVOS BIOTECNOLOGICOS

INTRODUCCION

Durante 2014 se sembraron en el mundo 181 millones de hectareas con cultivos transgénicos en
28 paises, involucrando a 18 millones de agricultores (ISAAA, 2016). Con la finalidad de tener
los argumentos cientificos necesarios para permitir o negar el uso de este tipo de cultivos, se
realizan estudios tendientes a inferir su impacto en la salud humana, en la biodiversidad y en la
fitosanidad. La magnitud de los impactos ya sean deseables o indeseables se encuentran
ponderados por la extension e intensidad de su uso, asi como de muchos otros factores
inherentes al cultivo, proteinas de Bacillus thuringiensis Berliner (Bt), asi como aspectos
sociales y econdmicos. En este documento de discuten los factores que, en conjunto, definen la
tasa a la que las plagas pueden desarrollar los mecanismos genéticos de adaptacion a los cultivos
transgénicos. Muchos de estos factores podrian también tener contribucion para explicar el
impacto que a gran escala podria tener esta tecnologia sobre muchos componentes de la
biodiversidad.

A la fecha, la utilidad de los cultivos transgénicos se ha centrado principalmente en el combate
de plagas que tienen una capacidad elevada de ocasionar dafios severos a la produccion de
alimentos y fibras como la diabroticas (Diabrotica virgifera virgifera LeConte, D. balteata
LeConte, D. undecimpunctata howardi Barber), lepidopteros (Heliothis virescens (Fabricius),
Helicoverpa armigera (Hiibner) 1808, Helicoverpa zea (Boddie), Spodoptera frugiperda J.E.

Smith, Spodoptera exigua (Hiibner), etc). Dentro de este escenario, la herramienta mas
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importante consiste en utilizar plantas de alto rendimiento que expresan una o mas proteinas de
B. thuringiensis.

B.s thuringiensis es una bacteria del suelo gram-positiva que produce proteinas insecticidas
altamente activas contra plagas economicamente importantes (Hofte y Whitely 1989, Knowles
1994). Las formulaciones a base de Bt se han utilizado por mas de 50 afios, principalmente en la
fitosanidad de cultivos de la agricultura organica (Cannon 1993). Lamentablemente las primeras
formulaciones comerciales no fueron ampliamente utilizadas debido a su eficacia pobre e
impredecible en el campo, baja persistencia del efecto y alto costo al productor (Roush 1994).
Actualmente, el uso de las proteinas de Bt ha aumentado debido al desarrollo de formulaciones
mas potentes, incremento en el espectro de plagas que controla, eficacia campo predecible,
carecen de efectos negativos a los seres humanos y son compatibles con el medio ambiente. A
pesar de que el costo al agricultor de las formulaciones comerciales a base de Bt ha bajado, éste
sigue siendo elevado para utilizarse en cultivos como maiz o algodonero. Ademads, las zonas
algodoneras de caracterizan porque en su mayoria tienen incidencias luminosas y presencia
elevada de rayos UV que dafian significativamente dichas formulaciones comerciales.

Los avances en ingenieria genética ha hecho posible insertar los genes responsables de la
expresion de proteinas entomocidas de Bt en cultivos importantes (Gasser y Fraley 1989, Koziel
et al., 1993). Los cultivos biotecnologicos que contienen estas proteinas son capaces de auto
protegerse contra plagas objetivo sin la participaciébn o con una participacion minima de
insecticidas convencionales (Meeusen y Warren 1989, Koziel et. al. 1993, Perlak et al. 1993,
Feldman y Stone, 1997); ademas incrementan la compatibilidad con el control bioldgico, (Gould

et al. 1991, Gill et al. 1992, Starnes et al. 1993, Fitt et al. 1994, Roush 1994, Tabashnik 1994).
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En algodonero Bt, el uso general de los insecticidas convencionales se puede reducir en el rango
de 50 a 60% (Roush y Shelton, 1997).

La susceptibilidad de las plagas a las proteinas de Bt es un recurso valioso que debe ser
preservado; de lo contrario se estd en riesgo de regresar al uso de los insecticidas
convencionales (Hokkanen y Wearing 1994, Tabashnik et al. 1999). La extensa e intensa
presion de seleccion que ejercen los cultivos Bt genera condiciones de riesgo para el desarrollo
de resistencia (Comins 1977a y b, Gould 1986, McKensie 1996), tal como se documenta en las
revisiones que se han hecho sobre la evolucion de la resistencia a Bt (Ferré et al. 1995, Gould
1998, McGaughey y Whalon 1992, Tabashnik 1994). En consecuencia, es de alta prioridad
implementar medidas preventivas de resistencia (RM) con el fin de retrasar la aparicion de
resistencia y mitigar su evolucion una vez que aparece. De acuerdo con la US EPA (1998), el
reto es mantener la susceptibilidad de la poblacion objeto de control. Para lograrlo es altamente
deseable desplegar programas de manejo de la resistencia (RM) como una parte de los

programas de manejo integrado de plagas (MIP) (Ostlie et al. 1997).

FACTORES QUE INFLUYEN EN LA RESISTENCIA DE LAS PLAGAS A CULTIVOS BT

En Puerto Rico, el gusano cogollero S. frugiperda, desarroll6 resistencia a la proteina truncada
CRY1F de Bt en tan solo dos afios (Storer et al. 2010). En Brasil, el maiz Bt que expresa a la
citada proteina empezd a estar comercialmente disponible en 2009/2010 y en 2014 se
documento la resistencia en campo del gusano cogollero (Farias et al. 2014). En contraste, en
México el algodonero Bt se ha cultivado desde 1996 a la fecha, sin que exista evidencia de

desarrollo de resistencia, ni en laboratorio ni en campo.
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La velocidad a la que las plagas objetivo desarrollan resistencia a los cultivos Bt no depende de
un solo factor, sino de la intrincada participacion de factores asociados a la plaga, cultivo Bt,
genes/proteinas, refugio, asi como de factores sociales y econdmicos. En el presente documento
detectamos 31 factores que influyen en la evolucion de la resistencia (Cuadro 1).

Antes de tratar de disefiar e implementar programa de manejo de la resistencia, es de gran
importancia identificar aquellos factores que influyen, positiva o negativamente en la evolucion
de la resistencia. A través de la comprension de ellos se permitira identificar el nivel de riesgo
de resistencia y las estrategias para implementar RM eficiente.

Frecuencia inicial de alelos de resistencia. Los alelos de resistencia a las proteinas Bt existen en
las poblaciones antes de ejercer la presion de seleccion a través del uso de insecticidas
convencionales o con cultivos Bt. En general, se considera que dichos alelos en poblaciones no
seleccionadas de insectos oscilan entre 1072 (Georghiou y Taylor 1977) y 10™° (Whitten y
McKensie 1982). La frecuencia inicial de alelos de resistencia a las proteinas de Bt se estima
que se encuentren alrededor de 107; es decir uno de cada 1000 individuos es heterocigoto y uno
en 1,000,000 es homocigoto resistente a las proteinas de Bt que expresan los cultivos
biotecnologicos (Gould et al. 1995, 1997; Gould y Tabashnik 1998). Este escenario ocurre antes
de que dichos cultivos se utilicen comercialmente. Desafortunadamente, es dificil de detectar,
mediante bioensayos, los alelos de resistencia cuando su frecuencia es de 10 > a 10” o inferior
(Roush y Miller 1986).

En la Comarca Lagunera Region, México, el gusano rosado, Pectinophora gossypiella
(Saunders), solia ser la plaga del algodonero més importante antes de 1996. En 1998 se
introdujo comercialmente el algodonero Bollgard I® que expresa la proteina Cryl Ac y en 2004

el Bollgard [I® que ademas expresa la proteina Cry2Ab. El uso de algodonero transgénico,
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aunado a otras estrategias de combate a gran escala, ha ocasionado que ahora sea muy dificil
encontrar individuos de esta plaga en campo. Weinzierl ef al. (1997) muestre6 mas de 160
hectareas de maiz Bt en busca del barrenador europeo del maiz, Ostrinia nubilalis (Hiibner), y
solo hallaron dos larvas, de los 4.5 millones que se esperaria encontrar si solo hubiera maiz
convencional.

Los programas de manejo de la resistencia de las plagas a los cultivos Bt deben implementarse,
de manera preventiva, es decir, antes de que la resistencia alcance niveles detectables
(McGaughey y Whalon 1992). Una vez que estos alelos son comunes, podria ser demasiado
tarde para gestionar la resistencia. Desafortunadamente es dificil convencer a los agricultores
sobre la importancia de implementar estos programas cuando la resistencia no es un problema.
Numero de genes de resistencia. En la resistencia a insecticidas, en general, un solo gene es
suficiente para expresar el nivel de resistencia necesario para permitir que el individuo resistente
sobreviva a la presion de seleccion aplicada. Sin embargo, es posible que en algunos casos se
requiera la acumulacion de varios genes para lograr el nivel de expresion necesario para
desarrollar resistencia a cultivos transgénicos. A mayor cantidad de genes necesarios, la
poblacion necesitard mas tiempo para alcanzar el estado de "resistente" (Georghiou y Taylor
1986). La resistencia a las proteinas de Bt se hereda como un solo gene y niveles altos de
resistencia se ha observado después de 15 o mas generaciones bajo seleccion en laboratorio
(Tabashnik 1994, Gould et al. 1995, Gould 1998). En cultivos biotecnologicos se estima que

sera comun la resistencia en campo derivada de la expresion de un solo gene en los insectos.
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Cuadro 1. Factores que influyen en la tasa de evolucion de la resistencia de las plagas a los

cultivos biotecnologicos

1. PLAGA.
a. Genéticos
1. Frecuencia inicial de alelos de resistencia
ii. Numero de genes de resistencia
iii. Dominancia de los alelos de resistencia

iv. Aptitud biolégica de los individuos resistentes

b. Bioecologicos
i. Copula aleatoria entre individuos susceptibles y resistentes
ii. Descendencia por generacion
iii. Tiempo que dura una generacion
iv. Supervivencia diferencial al invierno
v. Condiciones ambientales para el desarrollo de la plaga
vi. Efecto “isla”
2. CULTIVO Bt
a. Intensidad de la expresion de la proteina de Bt.
b. Tiempo que dura la expresion de la proteina Bt en la planta
c. Expresion de la proteina Bt en toda la planta vs tejidos especificos
d. Temporalidad del cultivo

e. Superficie cultivada.
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3. GENES BT/PROTEINAS
a. Cantidad de genes diferentes disponibles para su uso
b. Grado de resistencia cruzada entre los genes que se utilizan en el campo
c. Uso alternado vs genes apilados

d. Potencia entomocida de las proteinas de Bt

4. REFUGIO
a. Tamafo
b. Disposicion espacial
c. Estructurado/no estructurado
d. Con control convencional de la plaga objetivo vs sin control
e. Capacidad de proporcionar individuos de manera sincronizada con el cultivo
biotecnologico
f. Cantidad de individuos que produce en comparacion con el cultivo

biotecnologico

5. ASPECTOS SOCIALES/ECONOMICOS
a. Actitud cultural frente a los cultivos biotecnolégicos
b. Rentabilidad al productor

c. Nivel de organizacion social
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d. Grado de complejidad de los programas de manejo de la resistencia

e. Estructura regulatoria
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Dominancia de los alelos de resistencia. Los estudios de laboratorio controlados son
importantes para determinar la genética de la resistencia a los insecticidas: heredabilidad, nivel
de dominancia y nimero de genes que participan. Para este fin, grupos de individuos
homocigotos resistentes se cruzan, en forma reciproca, con un numero similar de los
homocigotos susceptibles. Bioensayos completos se llevan a cabo con las razas parentales, asi
como en la progenie F1. Si la linea Log Dosis-Probit de la F1 (RS) estd cerca de la parental
susceptible, la resistencia es recesiva; de lo contrario es dominante. Cuando esa linea esta en el
medio de ambas parentales, la resistencia se considera codominante.

Las estrategias de manejo de resistencia son mas eficientes cuando la resistencia es recesiva
(Tabashnik et al., 1999) debido a que se requiere una presion de seleccion mas pequeia para
eliminar individuos heterocigotos, evitando asi la aparicion de los resistentes homocigotos. En la
mayoria de los casos, la resistencia a las proteinas de Bt varia de parcialmente a totalmente

recesiva (Tabashnik 1994, Ferre et al. 1995, Gould et al. 1992, Tabashnik et al. 1997 a, b).

Aptitud biologica. En general, los individuos resistentes son menos aptos que los susceptibles en
ausencia de presion de seleccion (Georghiou y Taylor 1986); es decir, que tienen problemas
para encontrar a la pareja, sus estados bioldgicos duran mas tiempo, dejan menos descendencia,
etc. Sino fuera de esta manera, la resistencia seria un fendmeno comun independientemente o el
uso de insecticidas. Estudios recientes sugieren que los genotipos resistentes al Bt son menos
aptos en relaciébn a sus contrapartes susceptibles (Tang et al., 1997); en consecuencia la

resistencia es inestable en ausencia de presion de seleccion.
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Copula aleatoria entre individuos susceptibles e individuos resistentes. Apareamiento al azar
entre individuos es crucial para retrasar la aparicion de resistencia. El apareamiento no aleatorio
se produce cuando un individuo susceptible busca un genotipo similar; es decir que para
aparearse es deseable que un individuo susceptible sea incapaz de reconocer una pareja que sea
resistente. Para minimizar el apareamiento no aleatorio entre los individuos seleccionados con el
cultivo Bt y aquellos no seleccionados, el refugio debe ser desplegado lo suficientemente cerca,
de tamafio apropiado y que produzca adultos susceptibles de manera sincroénica con el cultivo

Bt.

Descendencia por generacion. A mayor descendencia se aumenta la probabilidad de desarrollar
resistencia (Georghiou y Taylor 1986). Una especie sexual con alta fertilidad produce mas
variacion genética entre los descendientes sobre la cual operan las proteinas de Bt que expresa el
cultivo transgénico, lo que aumenta la posibilidad de seleccionar genes de resistencia. La misma
tendencia se observa con el nimero de generaciones por afio (Georghiou 1981). La mayoria de

las plagas Bt-sensibles que afectan el maiz tienen de uno a tres generaciones por afo.

Tiempo que dura una generacion. En muchas zonas de cultivo, el invierno se caracteriza por
temperaturas muy bajas. Este fendmeno influye en la esperanza de vida de las plagas durante
este periodo. En casos extremos, el invierno elimina a todos los individuos independientemente
de que sean resistentes o susceptibles. Teniendo en cuenta que las plagas resistentes a las
proteinas de Bt son en general menos aptas, las bajas temperaturas pueden reducir su frecuencia
relativa; mitigando asi la velocidad a la que la resistencia evoluciona. Sin embargo, se necesitan

mas estudios para aclarar la importancia de la supervivencia diferencial con hibernacion.
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Condiciones ambientales para el desarrollo de la plaga. Cuando las condiciones ambientales
son “ideales” para que se incremente la densidad de poblacion de las plagas objetivo, el control
de plagas puede resultar inapropiado a pesar de que el cultivo Bt tenga niveles de eficacia altos.
El uso de estos cultivos manifiesta las mismas propiedades del combate quimico convencional
en el sentido de que la mortalidad de independiente de la densidad; es decir, que si un cultivo Bt
elimina al 95% de los individuos de la plaga objetivo se considera una eficacia alta, pero no es
lo mismo una supervivencia del 95% cuando los individuos tratados son 1000 a cuando son cien
millones. En ambos casos el nivel de eficacia pudiera ser el mismo, pero en éste ultimo se

percibe por parte del agricultor como una falla de control.

Efecto isla. El efecto “isla” ocurre cuando un cultivo a campo abierto tiene una plaga especifica;
es decir, que no es compartida con ningin otro cultivo, o bien que se siembra sobre una
superficie donde la inmigracion es inexistente. Este escenario ocurri6 en Puerto Rico con la
exposicion del gusano cogollero a la proteina Cry1F que expresa el maiz biotecnologico. Puerto
Rico es de hecho una isla carente de inmigracion de individuos de gusano cogollero y
practicamente toda la poblacion de esta especie fue seleccionada con la citada proteina de Bt.
Esto explica parcialmente la razon de del rapido desarrollo de resistencia del gusano cogollero a
la proteina CrylF de Bt en maiz (Storer 2010).

La migracion juega un papel critico en la evolucion de la resistencia. Su influencia es tan grande
que, en ausencia de la migracion, la resistencia se desarrollan a ritmo similar sin importar si la
herencia es recesiva o dominante (Georghiou y Taylor 1977, 1986). La cantidad de individuos

SS que arriban es critico para diluir la resistencia al permitir que el cruzamiento con los insectos
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RR emergentes del cultivo Bt-cosecha. El cruzamiento de individuos SS y RR producird
descendencia RS, misma que es eliminada por el cultivo Bt.

La migracion de a gran distancia implica el movimiento de plagas de insectos entre
agroecosistemas lejanos. Este fendmeno es particularmente importante debido a que los
programas de manejo de la resistencia pueden ser significativamente afectados dependiendo de
la frecuencia y del genotipo de los insectos que ingresan a zonas de cultivos biotecnologicos.

La dispersion implica el movimiento de los insectos a corta distancia, por ejemplo, del refugio al
cultivo Bt y viceversa, asi como el movimiento de insectos de una planta a otra dentro cel
cultivo transgénico (Mallet y Porter 1992). Se necesitan mas estudios ecologicos para entender
este factor y por tanto mejorar el despliegue de refugio para aumentar la interaccion entre los

individuos seleccionados Bt y no seleccionados.

Intensidad de la expresion de la proteina de Bt. El porcentaje de mortalidad de los insectos
objeto de control se correlaciona positivamente con el nivel de expresion de la toxina Bt. La
resistencia no va a evolucionar si se impone cero o 100% de la mortalidad en los individuos
tratados. La expresion elevada de la proteina Bt, es decir capaz de matar a un individuo RS, asi
como la existencia de un refugio eficaz se consideran las principales estrategias del manejo de la
resistencia (Roush 1994, 1996, 1997a, Gould 1998). En este contexto, una dosis alta se define
como 25 veces la concentracion de proteina de Bt necesaria matar a una larva susceptible (US
EPA 1998). El propésito fundamental del nivel de expresion de proteina de Bt consiste en lograr
la eliminacion de todos los genotipos heterocigdticos, evitando asi la formacion de individuos
homocigotos resistentes (Roush y Daly 1990, Gould 1994). Los cultivos Bt han sido capaces de

matar a 100% de los genotipos heterocigdticos en Heliothis virescens (Fabricius) (Gould ef al.
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1997) y Plutella xylostella (Linnaeus) (Roush 1994, Metz et al. 1995). Las proteinas Cryl A (b),
Cryl A (c), y Cry9C proporcionan un control muy eficaz y selectivo de las principales plagas de
lepidopteros del maiz (Koziel et al. 1993, Fischoff 1996, Jansens et al. 1997). La proteina
Cryl A es particularmente eficaz contra Spodoptera exigua (Hiibner) (Moar et al. 1995), P.
gossypiella, y H. virescens.

En el maiz, la expresion de la proteina Bt disminuye a medida que la planta madura después de
la antesis, creando asi una ventana para la supervivencia heterocigotos siempre y cuando la
planta por su fenologia sea vulnerable al ataque de la plaga objetivo. Esta situacion no aplica,
por ejemplo para S. frugiperda que causan dafio maiz cuando este aun tiene el color verde
caracteristico.

Expresion toxina Bt en el tejido especifico de maiz influird en la esperanza de vida de los
individuos RS. Si toda la planta expresa la proteina Bt, la presion de seleccion se ejerce en todos
los insectos susceptibles alimentan de ésta. De lo contrario, las larvas tienen la opcion de
avanzar hacia los tejidos con baja expresion toxina Bt y crear asi las condiciones para que los
genotipos RS sobrevivan, incrementando la posibilidad de que entre ellos se encuentren y

generen a los individuos RR.

Temporalidad del cultivo. Es comin que la siembra de un cultivo Bt ocurra una sola vez al afio
y por ende tenga definido el periodo de siembra. Sin embargo hay ocasiones en que el cultivo se
siembra todo el afio, como ocurre en Puerto Rico (Storer 2010). Esta condicion acelera el
desarrollo de resistencia debido a que se tiene el cultivo todo el afio y por ende hay mayor

cantidad de generaciones de la plaga objetivo por afo.

-45 -



Superficie cultivada. La penetracion en el mercado de los cultivos Bt influye en la presion de
seleccion total mediante la definicion del porcentaje de la poblacion seleccionada. Areas
agricolas con menos del 50% de la superficie cultivada con cultivos Bt tienen poco riesgo de
desarrollo de resistencia, en comparacion con aquellas areas con superficies elevadas de cultivo
y que practicamente todo éste es transgénico. A medida que aumenta la superficie con cultivos
Bt, la necesidad de desplegar programas de manejo de la resistencia mas eficaces también se
hace importante. Existen otros factores ajenos a esta tecnologia que podrian limitar su uso
extensivo. Por ejemplo, en México, la disponibilidad de agua también influye en la penetracion

comercial del algodonero Bt.

Cantidad de genes diferentes disponibles para su uso. A medida que la resistencia se desarrolla,
la disponibilidad de nuevas proteinas de Bt sin resistencia cruzada es muy apreciada. Las
empresas estan invirtiendo gran cantidad de dinero y esfuerzo cientifico para encontrar nuevas
proteinas de Bt con potencial para insertarse en los cultivos importantes y que no tengan
resistencia cruzada con las proteinas actualmente en uso. Sin embargo, esta estrategia es de
alcance limitado en ausencia de programas de manejo de la resistencia eficaces.

Grado de resistencia cruzada entre los genes que se utilizan en el campo. La resistencia cruzada
positiva existe cuando el individuo tiene proteccion contra dos o mas agentes de la seleccion
debido a la expresion de un solo mecanismo de resistencia. Desafortunadamente, la seleccion
con una proteina de Bt puede producir resistencia cruzada a otras proteinas (Gould et al. 1992,
McGaughey y Whalon 1992, Moar et al. 1995, Tabashnik et al. 1996). El nivel de resistencia

cruzada también podria cambiar dependiendo de la especie objetivo; por ejemplo, la proteina
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cryl A(b) y la proteina Cry9C actian de forma independiente en el barrenador europeo del maiz,
pero no en el gusano del maiz o gusano cogollero (Lambert ef al. 1996).

El conocimiento sobre la resistencia cruzada entre proteinas de Bt puede proporcionar ideas
sobre su uso en rotacion o en forma apilada. Por ejemplo, no hay un sentido en rotar cultivos Bt
que expresan proteinas con elevado nivel de resistencia cruzada. Sin embargo, el uso de un
refugio y la rotacion de las proteinas no relacionadas en un area geografica grande tienen el

potencial de retrasar la resistencia.

Uso alternado vs genes apilados. Los cultivos Bt con genes apilados de Bt constituyen mejor
opcion que aquellos que solo tienen un gene y esto se debe a la mortalidad redundante (Curtis
1985, 1987, Mani 1985, Comins 1986, Taylor 1986); un insecto capaz de sobrevivir a la
proteina "A" serd eliminado por la proteina "B". El uso secuencial de toxinas Bt podria ser
similar o mejor que el despliegue en forma de mosaico (Roush 1989, 1997a, b). Si la plaga
objetivo no es altamente sensible, cultivos Bt que expresan una solo proteina estan en alto riesgo
(Roush 1997b, Gould y Tabashnik 1998). En ausencia de refugio, ninguna de estas estrategias

sera util.

Potencia entomocida de las proteinas de Bt. La eficacia en el campo de la proteina Bt influye en
la evolucion de la resistencia. Si la eficacia es lo suficientemente alta como para matar a los
individuos heterocigoticos, la evolucion de la resistencia serd mas lenta.

Tamario del refugio. La funcion principal del refugio es proporcionar suficientes individuos SS
para aparearse con aquellos posibles RR que aporte el cultivo Bt (Alstad y Andow 1995, Roush

1996, Andow y Hutchison 1998, Gould 1998). Este papel podria cambiar a medida que el
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refugio empiece a ser invadido por insectos RR; en consecuencia, también se debe vigilar
cualquier cambio en el papel que el refugio debe tener para mitigar la resistencia.

El tamafio estimado refugio varia de 5 a 60% (Ostlie et al. 1997), indicando la complejidad que
se tiene para determinar en punto Optimo entre la carga economica de tener refugio y su eficacia
en el retraso de la aparicion de resistencia. Es dificil convencer a los agricultores sobre la
importancia de utilizar cierta cantidad de sus tierras para producir plagas SS, con el argumento
de que esta es una manera eficaz para hacer frente a un problema que no existe en ese momento
(Pilcher y Rice 1998). Una serie de modelos de computadora se han explorado para evaluar el
impacto del tamano de refugio en el potencial de resistencia de las plagas a los cultivos Bt
resistencia (Tabashnik 1990) y lograr un consenso entre la percepcion de riesgo y los datos
cientificos. La situacion se complica cuando comparten la misma plaga mas de un tipo de
cultivo Bt que coexisten en la misma zona de cultivo.

En México, para el caso de algodonero se utilizan dos tipos de proporciones cultivo Bt y
refugio: 80:20 y 96:4. En la primera opcion, por cada 80 hectareas de algodonero Bt, los
agricultores deben desplegar 20 hectareas de algodonero no-Bt; plagas objetivo en el refugio se
pueden controlar quimicamente, excepto con formulaciones comerciales de Bt. En la opcion
96:4, por cada 96 hectareas de algodonero Bt, se deben tener cuatro hectareas de algodonero no-
Bt y no se permite el combate quimico de las plagas objetivo en este refugio. Cada agricultor
decide la mejor opcion. Sin embargo, existe evidencia cientifica de que la opcion 96:4 es mejor
debido a que los individuos que emergen del refugio tienen mejor aptitud bioldgica que los del

refugio 20%.
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Refugio estructurado vs refugio no estructurado. Hay dos tipos de refugios: estructurados y no
estructurados. Los refugios estructurados son aquellos que se planean y se cultivan con el
propdsito especifico de contribuir al manejo de la resistencia de las plagas objetivo a los cultivos
Bt. Es decir, se espera que sean una fuente significativa de individuos SS con alto potencial de
aparearse con los posibles individuos RR que emerjan de los cultivos Bt y asi mitigar el
desarrollo de resistencia. El refugio no estructurado esta constituido por el conjunto cultivos no-
Bt y plantas silvestres que sean capaces de permitir la reproduccion y emergencia sincronica de
individuos SS que interactien con aquellos RR que produzca el cultivo Bt. Es decir, existen y
contribuyen a mitigar la resistencia pero no existen de forma planeada. Aun asi, pueden llegar a

tener enorme importancia en los programas de manejo de la resistencia.

Capacidad de proporcionar individuos de manera sincronizada con el cultivo biotecnologico.
La sincronia en la emergencia de individuos entre refugio y cultivos Bt representa una de las
mayores preocupaciones acerca de la utilidad de esta estrategia. El refugio se concibe como un
area con las siguientes caracteristicas: no expresa las proteinas de Bt, se siembra en la misma
fecha que el cultivo Bt y se encuentra a una distancia prudente de tal manera permita la
interaccion exitosa entre los individuos RR y SS. El problema es critico cuando la poblacion
objetivo tiene una sola generacion por ciclo de cultivo. Esta preocupacion se apoya en el hecho
de que los individuos RR del cultivo Bt son menos aptos y por lo tanto les podria tomar mas
tiempo para convertirse en adultos y en consecuencia se reduce la eficacia del manejo de la

resistencia.
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Cantidad de individuos que produce en comparacion con el cultivo biotecnologico. De acuerdo
con la EPA (1998) una proporcion de 500: 1 es suficiente para frenar la resistencia. Es decir que
el refugio produzca 500 individuos SS por cada individuo RR del cultivo Bt.

Actitud cultural frente a los cultivos biotecnologicos. Los factores sociales y econdmicos
también juegan un papel importante en la evolucion de la resistencia (Blancke et. al. 2015). El
uso comercial de estos cultivos se debe dar en el escenario de una regulacion basada en
evidencias cientificas cuya evaluacion de riesgo permita inferir infierensobre los potenciales
efectos adversos a la salud humana, a la biodiversidad y a la fitosanidad misma.

Hay sociedades o sectores de la sociedad que motivados por cuestiones emocionales sostienen
que la sola presencia de los transgenes en el cultivo les roba lo natural y por ende su utilidad.
Este es un camino subjetivo que menosprecia al andlisis de riesgo como herramienta
fundamental para decidir o no la pertinencia de utilizar esta tecnologia y por ende constituye en
si un enorme riesgo al eliminar a priori una herramienta que podria jugar un papel importante en

la seguridad alimentaria en el escenario de cambio climatico.

Rentabilidad al productor. La aceptacion de los cultivos Bt por parte de los productores esta
estrechamente relacionada con su rentabilidad. Esa rentabilidad depende del trinomio calidad
genética del recipiente (cultivo), eficacia del transgene y nivel de la necesidad fitosanitaria que
satisface. Existe mayor riesgo de resistencia cuando el cultivo Bt reduce sustancialmente el
costo de la control de plagas, lo que conlleva a una mayor aceptacion en el mercado,

imponiendo asi mayor presion de seleccion sobre areas geograficas extensas.
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Nivel de organizacion social. El nivel de organizacion social influye en la eficacia de los
refugios. Antes de la siembra del cultivo Bt, los agricultores deben firmar un acuerdo con la
empresa respectiva. En este acuerdo, los agricultores adquieren la responsabilidad de
implementar apropiadamente el refugio. Si la organizacion social es fuerte, es facil convencerlos
de la importancia de refugio como una estrategia de manejo de la resistencia. Las empresas
deben considerar que los agricultores no son expertos en manejo de la resistencia y que no estan
dispuestos a perder el tiempo en algo que es demasiado complicado.

Tratar con pocos agricultores a gran escala es mas facil de tratar con muchos de ellos con pocas
superficies. Los grandes agricultores son, en general, mas sensibles a las nuevas tecnologias y

propensos a utilizarla una vez que se demuestre su rentabilidad.

Nivel de complejidad de los programas de manejo de resistencia. Los programas de manejo de
resistencia deben, en principio, ser eficaces para mitigar la velocidad a que se incrementa la
frecuencia de individuos resistentes. Considerando que, en la mayoria de los casos el productor
es un ente importante en el éxito del manejo de la resistencia, a mayor complejidad de las

estrategias y tacticas, menor sera su posibilidad de adopcion y por ende de aplicacion.
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III. LINEA BASE DE SUSCEPTIBILIDAD A LA PROTEINA VIP3AA20 DE
BACILLUS THURINGIENSIS BERLINER EN POBLACIONES MEXICANAS
DE SPODOPTERA FRUGIPERDA J. E. SMITH (LEPIDOPTERA:

NOCTUIDAE).

RESUMEN

Los requisitos reglamentarios mexicanos establecen que antes del uso comercial de los cultivos
modificados genéticamente en la proteccion de las plantas, la linea base de susceptibilidad de la
plaga objetivo a controlar debe ser conocida. Se determiné la linea base de susceptibilidad a la
proteina Vip3Aa20 de Bacillus thuringiensis (Bt) en larvas de neonatas de Spodoptera
frugiperda J. E. Smith procedentes de los estados mexicanos de Sinaloa, Tamaulipas y
Chihuahua. Se utilizé el bioensayo completo de capa. A los siete dias de exposicion a dicha
proteina de Bt, los valores de CLs oscilaron de 7,9 (0,01-21,5) a 543,6 (351,9-937,9) ng cm'z,
mientras que los valores de CLg estaban entre 90,9 (71,1-131,4) y 2403 (1765-3520) ng cm™.
La mayor variacion en la mortalidad en la CLso fue de 4,91x y en la CLoy de 6,14x. Para la
mayoria de las poblaciones, el peso corporal de las larvas se inhibié en mas del 95% con
tratamientos a concentraciones de 1120 ng cm™ de la proteina Vip3Aa20. Estos valores de
respuesta representan la variacion geografica natural de la susceptibilidad y constituyen una
linea de base para comparar con los obtenidos tras la comercializacion del maiz Bt que expresa

la proteina Vip3Aa20 en México.
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INTRODUCCION

La superficie total de cultivo agricola de México fue de 15.720.035 ha en 2014. De éstos,
8.013.819 se dedicaron exclusivamente al maiz: cereales, forraje, maiz, palomitas de maiz, etc.
(SIAP, 2014). El gusano cogollero Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae)
se considera la plaga principal del maiz causando, en casos extremos, una pérdida del
rendimiento del 100%. Esta especie de insectos es polifaga y se ha documentado su capacidad
para alimentarse de 98 especies de plantas (Pogue, 2002). En México, para el combate de esta
plaga se tienen registrados 38 ingredientes activos de insecticidas convencionales y seis
formulaciones comerciales basadas en Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) (DEAQ, 2014). Esta
plaga de insectos es un problema cada vez mayor para los agricultores mexicanos que, con
frecuencia, aplican hasta seis veces por temporada. Ante este escenario, el uso de otras
tecnologias eficaces, tales como cultivos que expresan proteinas entomocidas de Bt, estan
siendo demandados por productores mexicanos de gran escala.

El uso de maiz Bt estd aumentando en todo el mundo (Tabashnik, 1994; James, 2006) para
controlar varias plagas de insectos que han sido dificiles de manejar con insecticidas
convencionales (Villalobos, 2008). Como una estrategia de control eficaz para el gusano
cogollero, se estd desplegando el uso de hibridos de maiz Bt que expresan una o mas proteinas
Bt.

Desde el punto de vista agricola, una de las principales preocupaciones sobre el uso de los
cultivos Bt es el riesgo de desarrollo de resistencia por las plagas objetivo (Tabashnik et al.,
2010). Para mitigar este problema, es necesario implementar un programa de manejo de la

resistencia a los insectos (PMR). Un componente importante del PMR es la identificacion inicial
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de la variacion natural de la respuesta de plaga objetivo a la proteina Bt expresada por el cultivo
modificado genéticamente antes de que el cultivo Bt se utilice comercialmente (FAO, 1984). El
objetivo de este estudio fue determinar la respuesta basal de susceptibilidad de las larvas
neonatales de S. frugiperda a la proteina Vip3Aa20 Bt en poblaciones de diferentes regiones de

México con potencial para cultivar maiz Bt en el futuro: Sinaloa, Tamaulipas y Chihuahua.

MATERIALES Y METODOS

Poblaciones. Las larvas desarrolladas (> tercer estadio) de S. frugiperda se recolectaron en el
campo en diferentes lugares de los estados de Sinaloa, Chihuahua y Tamaulipas (Cuadro 1,
Figuras 1, 2 y 3) durante 2015 y 2016. Las recolecciones de campo se llevaron a cabo En 27

lugares (nueve por estado), mas la poblacion susceptible de laboratorio.
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Figura 1. Localidades del estado de Chihuahua donde se recolectaron en el campo poblaciones

de Spodoptera frugiperda J. E. Smith.
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Figura 2. Localidades del estado de Sinaloa donde se recolectaron en el campo poblaciones de

Spodoptera frugiperda J. E. Smith.
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Figura 1. Localidades del estado de Tamaulipas donde se recolectaronb en el campo

poblaciones de Spodoptera frugiperda J. E. Smith.

Las larvas de S. frugiperda se recolectaron en el campo de cultivos convencionales de maiz. De
cada localidad, se realizaron dos recolecciones de campo, con una distancia minima de 15 km
entre ellas. Una vez en el laboratorio, las larvas se colocaron en cuarentena para eliminar
aquellas que estaban enfermas o parasitadas. Posteriormente, cada larva se transfirio
individualmente a recipiente que contenia cuatro mL de dieta meridiana recién preparada (Fall
armyworm diet, Southland Products, Inc., Lake Village, AR) para permitirles crecer y alcanzar

el estado de pupa. Las pupas se colocaron dentro de bolsas de papel estraza de tamafio 8 y los
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adultos que emergieron se alimentaron con agua destilada con 5% de azucar. De 250 a 350
larvas desarrolladas (> tercer estadio) de cada recolecta en campo, en promedio, el 95% alcanzé
la edad adulta. Las hembras ovipositaron en la cara interna de la bolsa, los huevos se recogieron
y se colocaron en un recipiente para obtener larvas neonatas de F; para realizar bioensayos.
Como referencia de susceptibilidad se utilizd una poblacion de S. frugiperda susceptible a
insecticidas, misma que ha permanecido en laboratorio libre de presion de seleccion durante 100
generaciones (S-LAB). Esta poblacion susceptible se renueva, cada ano, mediante la adicion de
individuos recolectados en el campo de Montecillo, Estado de México; una region donde no se
usan insecticidas contra ella u otras especies de insectos. Estas poblaciones se criaron a 27 + 1 ©

C con un fotoperiodo de 14:10 D: N y humedad relativa (RH) de 70-80%.

-67 -



Cuadro 1. Poblaciones mexicanas del gusano cogollero, Spodoptera frugiperda utilizadas para

determinar la linea base de susceptibilidad a la proteina Vip3Aa20 de Bacillus

thuringiensis Berliner.

Codigo de Latitud
Poblacion Lugar de recolecta Fecha Longitud
Sinaloa
SIN-NAV1 Navolato Febrero 11, N 24°39°45.6”
2015 W 107° 30’ 56.8”°
SIN-DOR Culiacan, E1 Dorado Febrero 11, N 24°19°5.6”
2015 W 107°12°12.0”
SIN-GUA Guamuchil Febrero 25, N 25°14°20.7”
2015 W 108°6’ 5.6
SIN-BEJ Villa Benito Juarez Febrero 25, N 25°28° 18.01”
(Tamazula) 2015 W 108°11°5.55”
SIN-CEL1 Cruz de Elota Febrero 25, N 24°7°27.0”
2015 W 107°4°9.3”
SIN COR Culiacan, Costa Rica Marzo 9, 2015 N 24°35° 56.0”’
W 107°27° 9.8
SIN-NAV2 Navolato Marzo 9, 2015 N 24°39°45.6”
W 107° 30’ 56.8”°
SIN-ANG Angostura. Guamuchil Marzo 11, 2015 N 25°14°20.7”
W 108°6’ 5.6
SIN-CEL2 Cruz de Elota Marzo 11, 2015 N 24°7°27.0”
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Tamaulipas

TAM-RIOI

TAM-DIOI1

TAM-VAHI

TAM-RIO2

TAM-RIO3

TAM-VAH2

TAM-VAH3

TAM-DIO2

Rio Bravo Abril 30, 2015
Diaz Ordaz Mayo 11, 2015
Ej. Molina Enriquez, Mayo 20, 2015

Valle Hermoso

Rio Bravo Mayo 2, 2015

Rio Bravo Agosto 1, 2015

Valle Hermoso Septiembre 10,
2015

Valle Hermoso Abril 13-16,
2016

Camargo Diaz Ordaz Abril 13-16,
2016

W 107°4°9.3”

N 25°5071.06"

W 98°00"28.75"

N 26°11°27.44"

W 98°34720.13”

N 25°51722.76"

W O97°48"57.15"

N 25°58702.34"

W 98°00"35.79"

N 25°57758.28"

W98°00"51.57"

N 25°46°26.85"

W 97°45"14.33"

N 25°40°07.8"

W 97°54"37.3"

N26°1730.2"

W98°4970.3"
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TAM-DIO3 CD. Gustavo Diaz Ordaz Abril 18-20, N26°13728.45"
2016 W 98°43759.16"
Chihuahua
CHI-STC Santa Elena, Camargo Agosto 17,2015 N 27°39°
07.40"
W 105°14" 44"
CHI-LRC Los Reyes, Camargo Agosto 17,2015 N 27°43710.2"
W 105°10°
30.17
CHI-NCG1 El Capulin Nuevo Casas Agosto 17, 2015 N 30°45°59.0”
Grandes W 107°58 18"
CHI-NCG2 Ejido Hidalgo, Nuevo Agosto 17,2015 N 30°35743”
Casas Grandes W 107°54" 21"
CHI-NTIJ1 Jacobo Jiménez Agosto 17, 2015 N 27°04" 517
W 104°55°11.9”
CHI-NTIJ2 Nuevo Tampico Agosto 17, 2015 N 27°20°10.6"
Jiménez W 104°53'11.9”
CHI-PAS La Pasadita, Ascension, Agosto 19, 2015 N 31°04" 30"
W 107°59" 54"
CHI-NL Ejido Nuevo Lajitas, Agosto 20, 2015 N 30°037453"
Flores Magon, Mpio. W 106° 54’
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Buenaventura, 1497
CHI-VEVH Col. Valle la Esperanza, Agosto 20, 2015 N 29°57° 21"

Villa Ahumada, W 106° 10" 37"

Proteina. La proteina Vip3Aa20 fue proporcionada por Syngenta México S.A. de C.V., con una

pureza de 86,5% y se almacend a -20°C.

Bioensayos de capa. A cada pozo de una bandeja de bioensayo (BIO-BA-128W, CD
International Inc, Pitman, NJ) se virtieron dos mL de dieta meridica (fall armyworm diet,
Southland Products, Inc., Lake Village, AR). Dos horas mas tarde, cada pozo recibi6é 30 puL de
la proteina Vip3Aa20 a la concentracion requerida. Las diluciones se llevaron a cabo usando
agua destilada que contenia TritonX-100 al 0,1% para obtener una distribucién uniforme de la
proteina sobre la superficie de la dieta. Se usaron las siguientes concentraciones de la proteina
Vip3Aa20: 0 (control), 20, 36, 64, 112, 360, 640, 1120, 2000 y 3000 ng cm™. Después de que
las concentraciones se hubieran aplicado, durante un periodo de treinta segundos, la bandeja de
bioensayo se agitd horizontalmente para ayudar a la proteina a cubrir la superficie de la dieta;
Después se dejo secar durante dos horas a temperatura ambiente (Siegfried, 2000).
Posteriormente, se coloco una larva de recién nacida (0-24 h de edad y sin exposicion a la dieta
meridiana) por pozo (Ali y Luttrell, 2007) y se selld con plastico autoadhesivo (pressure
sensitive adhesive bioassay tray lid BACV16 Australian Entomological Supplies® Coorabell,
NSW, Australia). Luego, las bandejas se colocaron en una cdmara bioclimaticaa 28 + 1 C ° con
una humedad relativa de 60 = 10% y un fotoperiodo de 14:10 horas (luz: oscuridad). Después de

siete dias de exposicion a la proteina, se evalud el porcentaje de mortalidad y el porcentaje de
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inhibicion del peso en comparacion con el control no tratado. En total, se realizaron cinco
repeticiones en diferentes dias, y cada replicacion incluyo un testigo sin tratar. Cada repeticion
consistid en 16 larvas tratadas, y cada una incluy6 un testigo (16 larvas) al que solo se le
aplicaron 30 pL del diluyente. Aquellas larvas que no respondieron al estimulo de un pincel se
consideraron muertas. Para cada repeticion, se prepararon tanto la dieta meridica como las

concentraciones de proteina.

Andlisis estadistico. Para estimar la LCs, la LCyy y sus respectivos limites confidenciales, se
utilizo el analisis Probit mediante el paquete estadistico SAS (PROC PROBIT, SAS Institute,
2000, Cary, NC). Para lograr normalidad en los datos, el porcentaje de reduccion de peso se
transformo a la funcion arcoseno de la raiz cuadrada de la respuesta/100 y se realizé un analisis
de varianza utilizando el paquete estadistico SAS y la prueba Tukey de comparacion multiple
(Tukey, a = 0.05) para estimar la significacion estadistica de los tratamientos (SAS Institute,

2000, Cary, NC).
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RESULTADOS Y DISCUSION

La CLso oscilo entre 7,9 (SIN-DORI1) y 494,3 (CHI-STC) ng cm™. Los valores de CLoo
oscilaron entre 90,9 (TAM-RIO2) y 2403 (CHI-NCG1) ng cm?, que corresponden a una
variacion maxima de 4,91 (a CLsg) 6,14x (a CLg) en respuesta (Tabla 2). Sin embargo, de las
poblaciones evaluadas, s6lo cinco mostraron valores de CLg mayores de 1.000 ng cm™: TAM-
RIO3 (1282), CHI-NCGT (2403), CHI-STC (2196), CHI -LRC (1439) NTJ2 (1424) (Tabla 2).
La reduccion del peso corporal alcanzoé el 95% o mas a las concentraciones de 1120 ng cm™ de
proteina Vip3Aa20. Excepto SIN-NAV2 (92,5 +£4.,4), SIN-CEL2 (94,6 + 4,9), SIN-DOR2 (91,2
+ 1,2) (Tabla 3); TAM — VAH3 (93,3) (Tabla 4) y CHI-STC (92,8 + 2,2). En las poblaciones del
estado de Sinaloa, la mayor reduccion de peso (90%) se obtuvo a 640 ng cm” (Tabla 3) y las
dosis por encima de 2000 ng cm™condujeron a una inhibicién del peso corporal del 99% (Tabla
3).).

La CLgo en la poblacién de TAM-RIO3 fue 1282 ng cm™, y una inhibicion del peso corporal
alcanz6 98,5% a la concentracion de 2000 ng cm™, esta poblacién mostrd el mayor valor de
LCyo (Tabla 2). Las poblaciones del estado de Tamaulipas mostraron un peso de inhibicion
corporal superior al 94% de 640 ng cm™ (Tabla 4).

La poblacion CHI-NCG1 de Chihuahua mostré el valor mas alto de LCqy de todas las
poblaciones evaluadas (2403 ng cm™) con limites fiduciales entre 1765 y 3520 ng cm™ (Tabla
2). En este estado, la poblacién CHI-NTJ2 mostrd, a la dosis de 640 ng cm™, un porcentaje de

inhibicion del cuerpo de 87,9% + 1,8 (Tabla 5). (Vip30Aa20)

En comparacion con otros estudios en todo el mundo, las poblaciones mexicanas son mas

sensibles a la proteina Vip30Aa20 de Bt. En estudios realizados en Brasil por Bernardi et al.
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(2014), 16 poblaciones locales de gusano de la cafiada registraron valores de LCsy que variaron
de 92,38 a 611 ng cm™a la proteina Vip30Aa20 (variacion de 6,6 veces).

En otros estudios con algoddn que expresan esta proteina, se encontrd que era mas eficaz contra
el gusano cogollero que CrylAb (Adamczyk, 2008). Bergamasco (2013) menciond que para
retrasar el inicio de la resistencia a Bt es importante utilizar proteinas que no compiten por el
mismo receptor y, preferentemente, que muestran efectos sinérgicos. Estos datos de referencia
para la proteina Vip3Aa20 serdn una fuente valiosa para el establecimiento de programas de
monitoreo de la respuesta del gusano cogollero una vez que el maiz Bt se cultive

comercialmente en México.
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expuestas durante siete dias a la proteina Vip3Aa20 de Bacillus thuringiensis Berliner.

Cuadro 2. Concentracion-mortalidad (ng cm?) de larvas neonatales de Spodoptera frugiperda J. E. Smith de los estados mexicanos de Sinaloa, Chihuahua y Tamaulipas,

CLs* CLyy’
Poblacion n gl b (+ SE) 95% CI) (95% CLI) P>y RRs"  RRy

Sinaloa

S-LAB 560 2.17 (+0.15) 100.6 390.8 0.17 1.0 1.0
(87.9-115.0) (319.3-502.7)

SIN-DOR 480 1.08 (£0.28) 79 122.2 0.03 0.08 0.31
(0.01-21.5) (63.2-1243)

SIN COR 480 1.69 (+0.18) 269 154.0 0.19 0.26 0.39
(20.2-33.5) (120.8-215.7)

SIN-NAV1 320 2.61 (£0.31) 29.8 92.4 0.5 0.29 0.23
(25.0-34.4) (75.5-124.5)

SIN-BEJ 480 2.14 (+0.38) 35.9 142.8 0.007 0.35 0.36
(184-53.3) (89.8-419.2)

SIN-CELI 640 1.78 (0.40) 423 220.4 <0.0001 0.42 0.56
(152-73.8) (118.1-1106)

SIN-GUA 400 3.04 (£0.72) 42.6 112.4 <0.0001 0.42 0.28
(16.4-80.8) (64.7-1977)

SIN-ANG 640 1.71 (0.2) 60.1 336.1 <0.0001 0.59 0.86
(34.5-91.3) (198.7-921.5)
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SIN-CEL2

SIN-NAV2

560

640

5

6

2.16 (£0.20)

1.84 (£0.24)

1213
(94.8-156.4)
1437

(97.5-213.0)

4752
(331.9-821.7)
709.2

(423.2-1752)

0.08

0.0006

1.20

1.42

1.21

1.81
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Cuadro 2. Continua...

Poblacion

Tamaulipas

S-LAB

TAM-RIO2

TAM-DIO1

TAM.VAHI

TAM-RIO1

TAM-VAH2

TAM-RIO3

TAM-VAH3

TAM-DIO2

560

400

560

560

480

720

720

720

640

gl

b (+ SE)

217 (+0.1)

1.67 (+0.24)

1.86 (+0.23)

140 (£0.12)

227 (£0.18)

191+0.17

173 (£0.10)

1.94 (+0.17)

1.36 (£0.10)

LCs"

(95% CI)

100.6
(87.9-115.0)
15.6
(9.5-21.1)
51.7
(34.4-70.9)
63.5
(51.0-76.9)
743
(64.9-84.9)
146.3
(112.2-190.0)
2349
(202.5-273)
119.9
(93.6 - 152.3)

108.1

LCy’

(95% CLI)

390.8
(319.3-502.7)
90.9
(71.1-131.4)
2524
(168.5-497.9)
518.1
(380.3-787.6)
272.0
(220.4-357.7)
682.8
(477.3-1137)
1282
(1011-1714)
548.15
(395.1 — 864.3)

932.86

0.17

0.92

0.01

0.51

0.11

0.02

0.17

0.04

0.68

d
RR;

1.0

0.15

0.51

0.63

0.73

1.45

233

1.19

1.07

e
RRy,

1.0

023

0.64

1.32

0.69

1.74

3.28

1.40

238
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TAM-DIO3

800

8

142 0.17)

(89.2 - 129.7)
84.0

(52.5-1232)

(684.6 - 1394)
666.46

(4074 - 1440)

0.0002

0.83

1.70
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Cuadro 2. Continua...

CLs" CLyy’
Poblacién gl b (+ SE) (95% CI) (95% CLI) Py RRs" RRyf
Chihuahua
S-LAB 560 217 (£0.15) 100.6 390.8 0.17 1.0 1.0
(87.9-115.0) (319.3-502.7)
CHI-NL 800 1.01 (£0.19) 20.2 369.9 <0.0001 0.20 0.94
(4.0 -42.5) (1919 - 1298)
CHI-NTIJI1 560 1.80 (£ 0.17) 264 135.6 0.19 0.26 0.34
(20.3-32.5) (109.5-179.7)
720 129 (£ 0.10) 35.8 351.6 0.15 0.35 0.89
CHI-PAS (26.6-45.6) (269.9-492.6)
CHI-VEVH 560 1.62 (+0.22) 58.3 360.0 0.02 0.57 0.92
(36.3-83.5) (221.5-871.2)
CHI-NTIJ2 800 1.13 (£ 0.08) 105.1 1424 0.16 1.04 3.64
(83.6-129.3) (1038-2119)
CHI-NCG2 720 2.00 (£ 0.16) 187.7 815.6 0.07 1.86 2.08
(148.9-236.8) (591.2-1267)
CHI-STC 640 1.97 (£0.27) 4943 2196 0.0001 491 5.61
(329.7-735.3) (1333-5309)
CHI-LRC 640 235 0.27) 4113 1439 0.067 4.08 3.68
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(305.9-546.3) (1003 - 2528)
CHI-NCGI1 800 8 124 (0.08) 225.5 2403 0.73 224

(187.3-270.9) (1765 — 3520)

6.14

*CLsp: concentracion de proteina Bt necesaria para matar el 50% de larvas a los 7 dias.

b CLy: concentracion de proteina Bt necesaria para matar el 90% de las larvas a los 7 dias.

¢P>0.05 en la prueba de bondad de ajuste

Respuesta relativa al 50% de mortalidad = (CLs, de la poblacion indicada / CLs, de la poblacion S LAB)

Respuesta relativa al 90% de mortalidad = (LCy de la poblacion indicada / LCy de la poblacion S LAB)
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Cuadro 3. Porcentaje de inhibicion del peso corporal con respecto al testigo sin tratar en larvas de neonatas de Spodoptera frugiperda JE Smith del estado mexicano de Sinaloa,

México, expuesto durante siete dias a diferentes concentraciones (ng cm™) de la proteina Vip3Aa20 de un Bacillus thuringiensis Berliner.

Poblacién
Concentracién S-LAB SIN-NAV1 SIN-DOR SIN-GUA SIN-BEJ SIN-CEL1 SIN COR

3000

2000 99.2+0.8 a

1120

640 93.24+3.1 ab 97.2+2.8 ab

360 89.4+5.1 abe 99.5+0.5 a 97.1£2.0 ab 97.8+22 a
200 77.6+8.2 be 94.843.8 ab 98.7+1.3 a 90.3+6.0 ab 80.4+8.6 ab
112 79.5+£6.9 be 959+2.1 ab 84.5£9.6 ab 98.0£2.0 a 93.1+1.8 ab 87.4+2.9 abc 87.5+£3.7 ab
64 70.6+2.9 cd 84.2+6.3 abc 92.8+2.8 ab 79.5+34 b 84.6+2.9 bce 77.3+5.1 be 89.2+43.0 ab
36 43.3+6.6 de 79.2+5.1 be 71.7+18 4ab 778414 b 82.7+4.0 bce 84.3+2.1 abc 82.5+2.9 ab
20 30.5+69 ¢ 68.1+173 ¢ 66.9+17.1b 64.4+16.3b 65.8+16.5¢ 64.9+16.3¢ 68.2+17.1b

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

NOTA: Los espacios en blanco indican que hubo una mortalidad del 100% en las larvas tratadas, por lo que el porcentaje en peso de inhibiciéon no se calculd



Cuadro 3. Continua...

Concentration SIN-NAV2 SIN-ANG SIN-CEL2
3000
2000 98.4+1.58ab 99.4+0.6 a
1120
640 92.5+4.4 abc 94.6+4.9 ab
360 94.0+2.9 abc 99.2+0.8 ab 96.9+1.3 ab
200 85.5+4.6 abced 94.5+2.1 ab 89.7+2.0 abe
112 892422 be 44.3447.1 be 84.4+2.6 be
64 85.1+1.8 bed 87.9+2.1 abc 72.3+4.7 cd
36 76.6+2.7 cd 72.0+£6.0 bc 74.9+4.8 cd
20 58.9+14.9d 59.1£15.7 ¢ 53.4+135d

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

NOTA: Los espacios en blanco indican que hubo una mortalidad del 100% en las larvas tratadas, por lo que el porcentaje en peso de inhibiciéon no se calculd



Cuadro 4. Porcentaje de inhibicién del peso corporal con respecto al testigo sin tratar en larvas de neonatas de Spodoptera frugiperda JE Smith, del estado

mexicano de Tamaulipas, México, expuesto durante siete dias a diferentes concentraciones (ng cm'z) de la proteina Vip3Aa20 de un Bacillus

thuringiensis Berliner.

Poblacién
Concentracién S-LAB TAM-RIO1 TAM-DIO1 TAM-VAH1 TAM-RIO2 TAM-RIO3 TAM-VAH2
3000
2000 99.2+0.8 a 98.5+1.5 ab 99.1£0.9 a
1120 99.4+0.6 ab 99.4+0.5 ab 96.6+1.6 abed 96.5+3.4 ab
640 93.2+43.1 ab 97.1£14 ab 97.7£14 abc 97.3£1.2 abc 96.6+2.8 abc
360 894+5.1abc  99.2+0.8 a 82.9+12.2 abced 89.5+2.5 cde 92.7+2.7 abed
200 77.6+8.2 be 95.0£14b 93.8+4.5 abc 82.7£10.4 abced 972+1.7a 89.2+4.9 bede 87.7+£3.2 bede
112 79.5+6.9 be 89.5+2.6 be 91.8+2.8 abcd  82.843.9 abcd 755+4.8b 84.6+3.6 de 86.7+1.9 cde
64 70.6+£2.9 cd 80.1£39 ¢ 60.6+24.8 d 75.1+10.8 cd 84.6+3.6b 74.4+7.1 ef 82.5+1.3 de
36 43.3+6.6 de 664+3.0d 84518 bed  81.1+3.1 bed 81.5+39Db 71.5+4.1 ef 67.848.1 ef
20 30.5¢69 ¢ 555+4.5d 68.9+4.1 cd 60.3+8.2 d 744£2.6 b 54.0+6.9 f 549+8.1 f

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

NOTA: Los espacios en blanco indican que hubo una mortalidad del 100% en las larvas tratadas, por lo que el porcentaje en peso de inhibiciéon no se

calculd
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Cuadro 4. Continua...

Poblacién

Concentracién TAM-VAH3 TAM-DIO2 TAM-DIO3

3000 93.26a

2000 89.8ab 95.19a
1120 93.3ab 96.30a 97.09+1.77 a
640 96.2+0.50a 94.97+0.18 a 95.63+1.00 a
360 94.8+2.87a 93.49+0.40 a 9543+151a
200 94.1+1.75a 86.83+6.40 ab 91.00+5.31 a
112 90+2.27 ab 89.26£2.32 a 83.92+493 a
64 82.3+3.30abc 86.28+3.42 ab 86.28+1.51 a
36 74.61.06 bc 83.02+2.17 ab 76.30+£7.49 a
20 60.2+4.68 ¢ 57.76+8.87 b 67.23£597 a

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

NOTA: Los espacios en blanco indican que hubo una mortalidad del 100% en las larvas tratadas, por lo que el porcentaje en peso de inhibicion no se

calculd
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Cuadro 5. Porcentaje de inhibicién del peso corporal con respecto al testigo sin tratar en larvas de neonatas de Spodoptera frugiperda JE Smith, del estado

mexicano de Chihuahua, México, durante siete dias a diferentes concentraciones (ng cm™) de la proteina Vip3Aa20 de un Bacillus thuringiensis

Berliner.
Poblacién
Concentracién  S-LAB CHI-STC CHI-LRC CHI-NCG1 CHI-NCG2 CHI-NTJ1
3000 98.1£1.2 ab
2000 99.2+0.8 a 98.6+0.9 a 99.4+0.5 ab
1120 928422 a 96.2+2.5 ab 96.8+3.1 ab 97.9+1.4 abc
640 9324+3.1ab 87.9+3.5 ab 94.7£1.5 ab 92.9+3.6 abc 96.8+1.9 abc 97.6£2.4 ab
360 89.4+5.1 abe 81.1£5.5 ab 88.7+4.7 b 86.5+2.4 abcd 94.8+2.0 be 99.5+0.4 a
200 77.6+8.2 bc 70.9+6.6 abc 81.4+1.6 be 75.1+4.8 cde 93.1£2.3 cd 99.8+0.2 a
112 79.5+£6.9 be 20.9+34.0 bed 61.3+8.1 cd 81.8+£3.6 bede 82.6+2.7 de 77.4+£189b
64 70.6+2.9 cd 3.1+£34.1 cde 51.5+6.6 de 71.1£5.6 def 82.9+2.1 de 93.8+2.5 ab
36 43.3+6.6 de 25.149.5 cde 344+6.1 de 52.9+8.8 ef 754+23 ¢ 90.6£1.5 ab
20 30.5¢69 ¢ 15.5¢8.9 de 26.3+10.7 e 4194113 f 68.8+1.9 ¢ 80.2+55 b
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Cuadro 5. Continua. ..

Poblacién
Concentracién CHI-NTJ2 CHI-PAS CHI-NL CHI-VEVH
3000 99.0+£1.0 a
2000 97.3+2.3 ab 98.7+1.2 a 999+0.1a
1120 98.9+0.7 ab 98.8+1.0 a 99.8+0.2 a
640 87.9+1.8 abcd 95.0+£5.0 ab 99.8+0.1 a 99.3£0.6 a
360 93.0+£2.3 abc 93.7+5.4 abc 96.4+2.4 ab 91.7£5.0 ab
200 81.1£2.5 bcde 94.0+3.7 abc 96.0+1.4 abc 92.4+2.4 ab
112 69.9+£7.2 cdef 92.6+3.9 abed 95.6+1.3 abc 83.3+4.4 bc
64 30.2441.5 ef 80.8+4.9 cd 82.4+69 ¢ 84.0+6.7 be
36 60.4+8.5 def 84.9+3.3 bed 87.4+6.8 bc 74.14£5.2 cd
20 420442 f 72.6£19d 85.5+54 be 57.8+6.6 d

Dentro de la misma columna, los valores con la misma letra no son significativamente diferentes entre si (Tukey, o= 0.05)
NOTA: Los espacios en blanco indican que hubo una mortalidad del 100% en las larvas tratadas, por lo que el porcentaje en peso de inhibicidén no se

calculd
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