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LINEAS BASE DE SUSCEPTIBILIDAD DE Spodoptera frugiperda J. E. SMITH A
PROTEINAS NATIVAS Y MODIFICADAS DE Bacillus thuringiensis BERLINER.
Anayely Rosales Juarez, M. en C.

Colegio de Posgraduados, 2018
RESUMEN

Se determind, en condiciones de laboratorio, la susceptibilidad a proteinas insecticidas de
Bacillus thuringiensis Berliner en larvas de Spodoptera frugiperda J. E. Smith en dos
poblaciones de campo (Laguna y Valle del Fuerte) y una poblacién Susceptible que se utilizo
como referencia. Se realizaron bioensayos de capa en larvas neonatas (<12 h) con proteinas
nativas: CrylAb, CrylC-1, CrylC-2, CrylFa, Cry9Aa y Vip3Aa, y proteinas modificadas:
CrylAb ER, CrylAb N514A, CrylAb N514A-S587A, CrylAb N514F, CrylAb N514F-S587A,
CrylAbMod-1, CrylAbMod-2, CrylAb S587A, CrylAb T585A, CrylAb Wt, CrylC L507A,
CrylC N510A, CrylC Q508A, CrylC V505A, CrylC V509A, CrylFa DK, CrylFa ER vy
CrylFa N507A, bajo condiciones controladas: temperatura de 25 + 2 °C, humedad relativa de 75
+ 5 % y un fotoperiodo de 13: 11 h luz: oscuridad. A los siete dias de exposicion a las proteinas,
se evaluaron las variables: porcentaje de mortalidad, porcentaje de inhibicion de peso y
desarrollo de larvas al tercero y cuarto instares. Los valores méas bajos de la CLso y CLgs, fueron
con las proteinas Vip3Aa, CrylFay CrylFa N507A, los cuales fueron 6.0 a 16.2, y 121.3 a 646.5
ng cm, respectivamente. Los valores mas altos de CLso se registraron con la proteina CrylC
(Cry1C-1y CryC-2) en ambas muestras, los cuales fluctuaron entre 65y 77 ng-cm2y Clgs > 35
000 ng-cm™ Mientras que con la proteina Cry9Aa evaluada con la poblacion Valle del Fuerte,
provocd niveles bajos de toxicidad donde a la concentracion de 5000 ng-cm la mortalidad fue
solo del 12.5%. Las larvas expuestas a las diferentes concentraciones de las proteinas nativas y
modificadas inhibieron de desarrollo de las larvas considerablemente. Con Cryl1C y debido a que
la toxicidad fue baja, para que en promedio de 2.7 y 4.7 larvas llegaran al tercer instar la
concentracion fue de 1000 ng-cm, valor elevado comparado con el resto de las proteinas. Con
la proteina Vip3Aa se registraron los valores mas bajos, ya que, con una concentracion de 5
ng-cm Gnicamente se desarrollan un maximo 3.3% larvas en promedio. Valle del Fuerte fue la

poblacion mas sensible, con valores de CEsg y CEgo mas bajos a las proteinas CrylFay Vip3Aa.

Palabras clave: Lepidoptera, gusano cogollero, bioensayo.
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SUSCEPTIBILITY BASELINES OF Spodoptera frugiperda J. E. SMITH TO NATIVE
AND MODIFIED PROTEINS OF Bacillus thuringiensis BERLINER.

Anayely Rosales Juarez, M. en C.
Colegio de Posgraduados, 2018

ABSTRACT

The susceptibility to the insecticidal proteins of Bacillus thuringiensis Berliner in Spodoptera
frugiperda J. E. Smith larvae was determined, under laboratory conditions, in two field-collected
populations (Laguna and Valle del Fuerte) and one Susceptible population that was used as a
reference. Layer bioassays were performed on neonatal larvae (<12 h) with native proteins:
CrylAb, CrylC-1, CrylC-2, CrylFa, Cry9Aa and Vip3Aa, and modified proteins: CrylAb ER,
CrylAb N514A, CrylAb N514A-S587A, CrylAb N514F , CrylAb N514F-S587A,
CrylAbMod-1, CrylAbMod-2, CrylAb S587A, CrylAb T585A, CrylAb Wt, CrylC L507A,
CrylC N510A, CrylC Q508A, CrylC V505A, CrylC V509A, CrylFa DK, CrylFa ER and
CrylFa N507A, under controlled conditions: temperature of 25 £ 2 ° C, relative humidity of 75
5% and a photoperiod of 13: 11 h light: dark. After seven days of protein exposure, these
variables were evaluated: percentage of mortality, percentage of weight inhibition and
development of larvae at the third and fourth instars. The lowest values of the LCso and CLugs,
were observed with the proteins Vip3Aa, CrylFa and CrylFa N507A, which were 6.0 to 16.2,
and 121.3 to 646.5 ng cm, respectively. The highest values of LCso were registered with the
protein CrylC (CrylC-1 and CryC-2) in both samples, which fluctuated between 65 and 77
ng-cm? and CL95> 35 000 ng-cm2. While with the evaluated Cry9Aa protein from Valle del
Fuerte population, the lowest levels of toxicity was observed since at the concentration of 5000
ng-cm the mortality was only 12.5%. Larvae exposed to different concentrations of native and
modified proteins inhibited larval development considerably. With CrylC and because the
toxicity was low, on average 2.7 and 4.7 larvae reached the third instar at the concentration 1000
ng-cm2, this is a high concentration value compared with the one observed in the rest of the
evaluated proteins. With the Vip3Aa protein, the lowest values were recorded, since a
concentration of 5 ng - cm, on average only 3.3% larvae develop. Valle del Fuerte was the most
sensitive population, with lower CEso and CEgo values for the CrylFa and Vip3Aa proteins.

Key words: Lepidoptera, Fall armyworm, bioassay.
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INTRODUCCION GENERAL

Los insectos plaga ocasionan severas pérdidas econdémicas en la agricultura a nivel mundial
(Isman, 2006), y una de las especies mas importantes es el gusano cogollero, Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), misma que se origind en las regiones
tropicales y actualmente se distribuye desde Estados Unidos de Norteamérica hasta Argentina
(Rodriguez y Marin, 2008). Actualmente es un plaga invasiva en el occidente y cerntro del
continente Africano (Germain et al.,, 2018). Se trata de una especie polifaga que se ha
documentado infestando a méas de 186 especies de plantas en Centro y Norte América (Casmuz
et al., 2010). Entre los cultivos mas importantes que ataca son: maiz (Zea mayz L.), algodonero
(Gossypium hirsutum L.), soya (Glycine max L.) y varias especies de pastos (Murua et al., 2008).
Su ataque se puede traducir en pérdidas en el rendimiento que van de 30% en el rendimiento
(Garcia-Gutiérrez et al., 2012) hasta mayores del 73 % (Hkuska y Gould, 1997; Germain et al.,
2018). El combate de ésta plaga se ha enfocado principalmente al uso de insecticidas érgano
sintéticos, lo que ha conllevado a una serie de efectos adversos como resistencia dafios a la salud
humana y al ambiente El uso indiscriminado de insecticidas también ha ocasionado que una
plaga secundaria que se convierta en una plaga primaria (Al-Sarar et al. 2006; Pietrantonio et al.,
2007). Ante este escenario se han estado buscando alternativas eficaces mas amigables al
ambiente y a la salud humana como son las proteinas de la bacteria B. thuringiensis Berliner
(BY).

B. thuringiensis (Bt) (Berliner, 1915), es la bacteria entomopatdgena con la accion insecticida
mas conocida, estudiada y utilizada en el campo del control microbiano de plagas. Més del 90%
del mercado de bioinsecticidas incluye productos a base de esta especie (Glare y O’Callaghan,
2000; Rosas, 2009). Sus proteinas entomopatdgenas son biodegradables y altamente especificas
(Soberoén, 2007: Rosas, 2008). Bt es un bacilo gram-positivo que produce d-endotoxinas en
inclusiones de cristal durante su fase de esporulacion. A estas proteinas con accién insecticida se
les conoce como Cry (por su formacion en cristales), o Cyt (por su accion accion citolitica)
(Bravo et al., 2007). Una vez que esta proteina se ingiere y se disuelve en el mesenteron, su
dominio toxico se libera, se une a receptores especificos que se localizan en los microvilli de las
células epiteliales y ocasiona la muerte (Zhang et al., 2008), por la ruptura de las células y

destruccion del intestino (Yu, 2008). Los insecticidas a base de proteinas de Bt que mas se



emplean en la agricultura se derivan de un cepa silvestre de B. thuringiensis var. kurstaki (Btk)
que expresa las proteinas CrylA y Cry2A eficiente contra lepidopteros (Roh et al., 2007), o de B.
thuringiensis var. aizawai HD137 que expresa las proteinas.: CrylA, CrylB, CrylC y CrylD
(Soberon et al., 2009).

Con el uso de la ingenieria genética, los genes que codifican las proteinas Cry también se
insertan en las plantas para que dichas proteinas se expresen y confieran autoproteccién contra
plagas insectiles susceptibles, como ocurre con la familia CrylA (CrylAb y CrylAc) en cultivos
como Maiz y algodonero (Soberdén et al., 2007).

En la actualidad, debido a la elevada presion de seleccidén que ejercen las plantas Bt contra los
insectos blanco, el riesgo de desarrollo de resistencia es elevado. En México Aguilar-Medel et al
(2017), realizaron un programa de monitoreo de resistencia en distintas areas geogréficas de
Helicoverpa zea a las d-endotoxinas de CrylAc y Cry2Ab desde el afio 1998 hasta el 2015,
donde determinaron que durante ese tiempo no ha habido cambios sustanciales en la
susceptibilidad a dichas proteinas, lo que refleja un manejo exitoso de la resistencia. Da Silva et
al. (2016) evaluaron la susceptibilidad de diferentes poblaciones de S. frugiperda a la proteina
CrylF de B. thuringiensis, y observaron diferencias de 2 y 6x en respuesta entre las poblaciones
susceptibles y las poblaciones de campo mas tolerantes para el afio 2012 y 2013,
respectivamente. El riesgo de desarrollo de resistencia conlleva a una constante busqueda de
proteinas nativas de Bt o mejorar genéticamente las existentes para tener opciones viables a una
agricultura con cultivos Bt eficaces. Por tanto, el objetivo de esta investigacion, fue determinar
las lineas base de susceptibilidad de poblaciones mexicanas de S. frugiperda J. E. Smith a
proteinas insecticidas de B. thuringiensis Berniler, tanto nativas como modificadas

genéticamente.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los insectos plaga en México, y en todo el mundo, son el principal problema que el ser humano
sigue enfrentando en la agricultura, debido a que tienen una gran adaptabilidad a muchas
condiciones ambientales. ElI combate quimico contra estos insectos resulta cada vez mas
complicado; ademas, la resistencia a los insecticidas convencionales, afecta a una gran cantidad
de cultivos, y se distribuye en poblaciones de insectos plaga de todo el mundo.

Debido a estos fendmenos, es necesaria la implementacién de alternativas viables para su
control, y una de ellas es la utilizacién de bioinsecticidas como agentes de control bioldgico de
las plagas. Bacillus thuringiensis es la bacteria entomopatégena méas importante y la mas
comercial en todo el mundo. Los bioinsecticidas a base de Bt se utilizan en el combate de plagas
tanto agricolas como forestales. Se ha documentado que el uso de estos productos a base de Bt
han logrado controlar diversas plagas de importancia econémica como, gusano cogollero S.
frugiperda, un insecto altamente polifago que causa dafios a cultivos como: maiz, algodonero,
frutales, ornamentales, entre otras.

La ingenieria genética, han desarrollado plantas transgénicas (plantas Bt) portadoras de proteinas
de B. thuringiensis. Sin embargo, también existen productos comerciales (bioinsecticidas) que

pueden ser aplicados de manera directa a las plantas.

OBJETIVOS
Obijetivo general.
Determinar las lineas base de susceptibilidad de poblaciones mexicanas de S. frugiperda J. E.
Smith a proteinas insecticidas de B. thuringiensis Berliner tanto nativas como modificadas

genéticamente.

Obijetivo especifico.
Determinar la susceptibilidad a B. thuringiensis de dos poblaciones de campo de S. frugiperda:
Laguna (Comarca Lagunera, Torredn, Coahuila) y Sinaloa (Valle del Fuerte) y una poblacién
Susceptible a insecticidas, tanto a proteinas nativas: CrylAb, CrylFa, CrylC, Cry9Aay Vip3Aa,
como modificadas: CrylAb ER, CrylAb N514A, CrylAb N514A-S587A, CrylAb N514F,
CrylAb N514F-S587A, CrylAbModl, CrylAbMod2, CrylAb S587A, CrylAb T585A y



CrylAb Wt, CrylC L507A, CrylC N510A, CrylC Q508A, CrylC V505A, CrylC V509A,
CrylFa DK, CrylFa ER y CrylFa N507A.

HIPOTESIS

Las poblaciones de campo: Laguna y Valle del Fuerte, ademas de la poblacion Susceptible de de
gusano cogollero son susceptibles a las proteinas de B. thuringiensis tanto nativas: CrylAb,
CrylFa, CrylC, Cry9Aa y Vip3Aa, como modificadas: CrylAb ER, CrylAb N514A, CrylAb
N514A-S587A, CrylAb N514F, CrylAb N514F-S587A, CrylAbMod1l, CrylAbMod2, CrylAb
S587A, CrylAb T585A y CrylAb Wt, CrylC L507A, CrylC N510A, CrylC Q508A, CrylC
V505A, CrylC V509A, CrylFa DK, CrylFa ER y CrylFa N507A.
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REVISION DE LITERATURA

Generalidades de gusano cogollero Spodoptera frugiperda J. E. Smith.
Origen y distribucion.

El origen de S. frugiperda se ubica en los tropicos del Continente Americano (Luginbill, 1928;
Borbolla, 1981). En dichos lugares se documenta que esta especie no presenta diapausa (Murua
et al., 2006; Farias et al., 2008). En el hemisferio occidental se le ha encontrado desde el sureste
de Canada hasta Chile y Argentina. Es una especie de distribucion tropical pero se ha extendido
a zonas templadas (Lépez-Edwards et al., 1999). Tood y Poole (1980), documentan la presencia
de esta especie en lIsrael. Actualmente se encuentra invadiendo gran parte del continente
Africano (Germain et al., 2018).

En México, el gusano cogollero esta ampliamente distribuido en todas las zonas agricolas, y es
un plaga relevante en Baja California Norte, Baja California Sur, Nuevo Leon, Nayarit, Sinaloa,
Sonora, Jalisco, Colima, Chihuahua, Veracruz, Morelos, Oaxaca, Chiapas y Campeche
(Andrews, 1988; Lopez et al., 2002). Actualmente se le ha observado ocasionando dafios de
consideracion en lugares superiores a los 2000 msnm como Puebla, Tlaxcala, Hidalgo,

Guanajuato, Querétaro y el Estado de México (Hernandez-Mendoza et al., 2008)

Hospederos

Gusano cogollero es una especie polifaga, se alimenta de mas de 23 familias y 80 especies de
plantas tanto cultivadas como silvestres (Pashey, 1988; Andrews, 1988). Las gramineas como el
maiz se consideran hospederos primarios de S. frugiperda (Raulston et al., 1986). Otros cultivos
de importancia econdmica que también afecta esta plaga son: frijol (Phaseolus vulgaris L.),
tomate (Lycopersicum esculentum L.), cacahuate (Arachis hypogaea L.), soya (Glycine max L.),
cebolla (Allium cepa L.), alfalfa (Medicago sativa L.), col (Brassica oleracea L.), eucalipto
(Eucalyptus camaldulensis Dehn), gladiolo (Gladioulus spp. Miller), pepino (Cumunis sativus
L.), tabaco (Nicotiana tabacum L.) y algodonero (Gossypium hirsutum L.) (Metcalf y Flint,
1965).



Daios
El gusano cogollero se alimenta de las hojas tiernas de las plantas del maiz. Posteriormente se

introduce en el cogollo y si no se controla, puede causar severos dafios al cultivo, con pérdidas
de 20 a 100% (Del Rincon et al., 2006). Hernandez (1989), sostiene que las pérdidas del area
foliar causadas por el ataque del gusano cogollero en cultivos de maiz, afecta significativamente

la actividad fotosintética de la planta. Combate.

Cultural.
Se basa en labores al suelo como barbecho profundo y rastreo para destruir las pupas que ahi se
encuentran. También el ajuste en las fechas de siembra y uso de cultivos trampa reducen

significativamente la densidad de individuos del gusano cogollero (CESAVEG, 2008).

Quimico.
Es el método de control mas empleado por los productores y se sustenta principalmente en el uso
de insecticidas organofosforados y piretroides (Cook et al., 2004). Sin embargo, a través del
tiempo, esta especie ha desarrollado resistencia a varios de ellos, limitando la eficacia de esta
estrategia (Georghiou y Lagunes-Tejeda, 1991; Al-Sarar et al., 2006; Pietrantonio et al., 2007).
En México, para el combate de esta especie de usa una amplia variedad de insecticidas

organofosforados, carbamatos y piretroides (Cortez et al., 2002).

Bioldgico y microbioldgico.
Ante los problemas que ocasionan los insecticidas convencionales, se han usado otras
alternativas para el control de gusano cogollero, como los enemigos naturales (Fernandez y
Clavijo, 1985). Los entomopatogenos tienen un alto potencial en el control de estas plagas.
Actualmente existen diferentes especies de microorganismos entomopatdgenos que son eficaces
contra S. frugiperda. Una amplia variedad de hongos, virus, protozoarios, nematodos y bacterias
se han utilizado en campo contra esta especie de plaga (Lezema-Gutierrez et al., 1996; Molina-
Ochoa, 1999). Existen mas de 100 especies de bacterias entomopatdgenas promisorias o de
probada eficacia contra el gusano cogollero (Gladston, 2003). Dentro de las bacterias
entomopatogenas, la mas utilizada es Bacillus thuringiensis Berliner (Gill et al., 1992), debido a

que tiene un amplio espectro de hospederos y aceptable eficacia bioldgica (Vergara, 2004).



Bacillus thuringiensis Berliner.

B. thuringiensis Berliner, es la bacteria entomopatdégena mas conocida, estudiada y utilizada
como agente de control microbiano. Méas del 90% del mercado de bioinsecticidas incluye
productos a base de esta especie (Glare y O’Callaghan, 2000). Existen en el mundo alrededor de
60,000 aislamientos de B. thuringiensis, pertenecientes a colecciones publicas y privadas, lo que
revela el interés que existe en el uso de esta bacteria como agente de biocontrol (Boucias y
Pendland, 1998).

Modo de accion.
Los cristales para esporales de B. thuringiensis, para que actden deben ingerirse y solubilizarse
en el intestino medio. Posteriormente, las proteasas liberan el dominio entomotdxico, mismo que
se une a receptores especificos que se localizan en el microvilli de las células epiteliales, lo que
desencadena la muerte de la larva (Bravo et al., 2004). B. thuringiensis var. kurstaki HD-1 se
caracteriza por la presencia de genes cry antilepidopteros como: crylAa, crylAb, crylAc,

cry2Aa, cry2Ab y crylla, y por ello es la bacteria mas estudiada (Sauka, 2007).

Proteinas Cry de Bt toxicas para lepidopteros.
Existen 376 genes cry distintos que se clasifican sobre la base de su similitud de secuencias en
54 grupos, que a su vez estan divididos en diferentes clases y subclases (Crickmore et al., 2016).
Los genes cry poseen una secuencia codificante entre 1900 (cry2Ab) y 3600 pares de bases
(crylAa, crylAb, crylAc, etc.) (Crickmore y Ellar, 1992). Las proteinas codificadas por los
genes cry presentan una identidad en la secuencia de aminoacidos que puede variar desde >90 %

hasta <20 %, y el intervalo de masas moleculares oscila entre 50 y 140 kDa.

Proteinas Vip
El gen vip3A (a) de B. thuringiensis proviene de la cepa AB88 y codifica una proteina de 88.5
kDa (Estruch et al., 1996). No contiene el tipico N-terminal de secuencia de sefiales y no se
procesa durante la secrecion. En el intestino medio de las larvas, esta proteina la procesan
proteasas en varios sitios, dejando un 33 kDa activo que se fragmenta (aminoacidos 200-455). La
proteina Vip3A se une al epitelio del intestino medio de larvas susceptibles, causando la muerte

celular en un proceso gque se asemeja apoptosis (Yu, 1997). La produccion de Vip3A, mediante
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la germinacion de esporas, es un factor importante en la combinacion de la toxicidad de esporas

y toxinas Cry inactivas contra varias especies de insectos (Donovan et al., 2001).
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CAPITULO I. LINEAS BASE DE SUSCEPTIBILIDAD DE Spodoptera frugiperda J. E.
SMITH A PROTEINAS NATIVAS Y MODIFICADAS DE Bacillus thuringiensis
BERLINER.

11 RESUMEN
Se determinaron las lineas base de susceptibilidad de poblaciones mexicanas de Spodoptera
frugiperda J. E. Smith a proteinas insecticidas de Bacillus thuringiensis Berliner, en dos
poblaciones de campo procedentes de Torreon, Coahuila (Laguna) y Sinaloa (Valle del Fuerte), y
una poblacién Susceptible. Se hicieron bioensayos de capa en larvas neonatas (<12 h) con
proteinas nativas: CrylAb, CrylC-1, CrylC-2, CrylFa, Cry9Aa y Vip3Aa, y proteinas
modificadas: CrylAb ER, CrylAb N514A, CrylAb N514A-S587A, CrylAb N514F, CrylAb
N514F-S587A, CrylAbMod-1, CrylAbMod-2, CrylAb S587A, CrylAb T585A, CrylAb Wi,
CrylC L507A, CrylC N510A, CrylC Q508A, CrylC V505A, CrylC V509A, CrylFa DK,
CrylFa ER y CrylFa N507A bajo condiciones controladas: temperatura de 25 + 2 °C, humedad
relativa de 75 £ 5 % y fotoperiodo de 13: 11 h luz: oscuridad. A los siete dias de exposicion a las
proteinas, se evaluaron las variables: porcentaje de mortalidad, porcentaje de inhibicion de peso
y desarrollo de larvas al tercer y cuarto instares. Los valores mas bajos de la CLso y CLags, Se
observaron con las proteinas Vip3Aa, CrylFa y CrylFa N507A, los cuales fueron 6.0 a 16.2, y
121.3 a 646.5 ng-cm?, respectivamente. Los resultados mostraron que, los valores de la CLso Yy
CLgs de las proteinas evaluadas en las dos poblaciones registraron diferencias estadisticas. Los
valores mas altos de CLso se registraron con la proteina CrylC-1 que oscilaron entre 65 y 77
ng-cm? y Clgs > 35 000 ng-cm™. La proporcion de resistencia (RRso y RRgs) fue < 5x. La
relacion de resistencia (RRso y RRgs) fue menor de 5x, y su mayor valor se observo con la
proteina Vip3Aa - Laguna. La concentracién que inhibi6 el 50 % el peso (CEsp) vario entre 0.33
ng-cm2 con CrylFa (Valle del Fuerte) a 4.07 ng-cm™ con Cry1C (Susceptible). La CEgo estuvo
entre 2.76 - 394.6 ng-cm™. La proteina Cry9Aa presentd su menor efecto en la poblacion Valle

del Fuerte, dado que 5000 ng-cm causd 12.5% de mortalidad.
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1.2. ABSTRACT

The susceptibility baselines of Mexican populations of Spodoptera frugiperda J. E. Smith to the
insecticidal proteins of Bacillus thuringiensis Berliner, in two field-collected populations from
Torreon, Coahuila (Laguna) and Sinaloa (Valle del Fuerte) and one Susceptible population that
was used as a reference. Layer bioassays were made in neonatal larvae (<12 h) with native
proteins: CrylAb, CrylC-1, CrylC-2, CrylFa, Cry9Aa and Vip3Aa, and modified proteins:
CrylAb ER, CrylAb N514A, CrylAb N514A-S587A, CrylAb N514F , CrylAb N514F-S587A,
CrylAbMod-1, CrylAbMod-2, CrylAb S587A, CrylAb T585A, CrylAb Wt, CrylC L507A,
CrylC N510A, CrylC Q508A, CrylC V505A, CrylC V509A, CrylFa DK, CrylFa ER and
CrylFa N507A under controlled conditions: temperature of 25 + 2 ° C, relative humidity of 75 £
5% and photoperiod of 13: 11 h light: dark. After seven days of protein exposure, this variables
were evaluated: percentage of mortality, percentage of weight inhibition and development of
larvae at third and fourth instars. The lowest values of the LCso and CLgs, were observed with the
proteins Vip3Aa, CrylFa and CrylFa N507A, which were 6.0 to 16.2, and 121.3 to 646.5 ng-cm’
2, respectively. The results showed that, the values of the LCso and CLgs of the proteins evaluated
in the two populations registered statistical differences. The highest values of LCso were
registered with the Cry1C-1 protein that ranged between 65 and 77 ng cm? and CL95> 35 000
ng cm™2. The resistance ratio (RRso and RRgs) was <5x. The resistance ratio (RRso and RRgs) was
less than 5x, and its highest value was observed with the Vip3Aa protein - Laguna. The
concentration that inhibited 50% weight (ECso) varied between 0.33 ng-cm with Cry1Fa (Valle
del Fuerte) at 4.07 ng / cm™ with CrylC (Susceptible). The CEgo was between 2.76 - 394.6
ng-cm. The Cry9Aa protein had its lowest effect in the Valle del Fuerte population, given that
5000 ng-cm caused 12.5% mortality.

1.3. INTRODUCCION
El Gusano cogollero S. frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), es una plaga nativa de
las regiones tropicales de Ameérica y se distribuye desde Estados Unidos de Norteamérica hasta
Argentina (Rodriguez y Marin, 2008), en regiones donde las temperaturas invernales son
templadas y las plantas hospederas estan disponibles (Nagoshi et al., 2012). Actualmente es un

plaga invasiva en el centro y occidente de Africa (Germain et al., 2018). Es una especie polifaga,
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la cual se documenta infestando a mas de 186 especies de plantas (Casmuz et al., 2010). En
México se considera una plaga primaria y de importancia econdmica (Sena et al, 2003) y entre
los cultivos que ataca estan: el maiz (Zea mays L.), algodonero (Gossypium hirsutum L.), sorgo
(Sorghum wvulgare L.), soya (Glycine max L.), cacahuate (Arachis hypogaea L), arroz (Oryza
sativa L.), forrajes y pastos (Nagoshi y Meagher, 2004; Murua et al., 2008); en ocasiones puede
causar pérdidas del 30% en el rendimiento (Garcia-Gutiérrez et al., 2012). La aplicacion de
insecticidas convencionales es el método de control mas usado, y ahora es resistente a la mayoria
de los grupos de plaguicidas convencionales (Georghiou y Mellon 1983; Yu et al. 2003; Ahmad
y Arif 2010). La bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) (Berliner, 1915) es un organismo
entomopatdgeno con accion insecticida (Bravo et al., 2007) y mas del 90% del mercado de
bioinsecticidas incluye productos a base de Bt (Glare y O’Callaghan, 2000; Rosas, 2009). Esta
bacteria es una alternativa para el manejo y control de algunas plagas de insectos, ya que son
especificos, no afecta a los insectos benéficos (Herrero et al., 2016) ni dafian al medio ambiente.
B. thuringiensis se considera un patogeno toxico porque produce d-endotoxinas en inclusiones de
cristal durante su fase de esporulacion; estos cristales estan formados por proteinas con accion
insecticida, y se conocen como Cry (por su formacién en cristales), Cyt (con accién citolitica)
(Bravo y Soberon, 2007) y Vip (proteinas insecticidas vegetativas) que controlan plagas de los
ordenes Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Hemiptera, Blattaria y Lepidoptera (incluida S.
frugiperda) (van Frankenhuyzen, 2009). Después de la ingesta, estas proteinas se activan por
enzimas digestivas y se unen a receptores especificos dentro de las células epiteliales del
intestino medio formando poros en las membranas, provocando septicemia y muerte del insecto
(Zhang et al., 2008; Yu, 2008; Adang et al., 2014).

Los bioinsecticidas a base de proteinas Bt mas empleados en los cultivos estan compuestos de
derivados de cepas silvestres de B. thuringiensis var. kurstaki (Btk) que expresan las proteinas
CrylA y Cry2A eficiente contra lepiddopteros (Roh et al., 2007), lo mismo que la cepa B.
thuringiensis var. aizawai HD137 que expresa las toxinas: CrylA, CrylB, CrylC y CrylD
(Soberon et al., 2009).

Ademas, con el uso de la ingenieria genética, las toxinas Cry también se emplean en productos
biotecnol6gicos como las plantas genéticamente modificadas que expresan uno 0 mas genes de

proteinas Cry. Los genes mas empleados son aquellos que codifican para las proteinas crylAb, y
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crylAc en cultivos como maiz y algodonero (Soberodn et al., 2007; ISAAA, 2018), vip3 (Doss et
al., 2002; ), crylAb en sorgo y maiz (Van Rensburg, 2011), crylAc y crylFa en soya (CTNBiIo,
2010; EPA, 2014; NCBI, 2018), crylAb y crylAc en arroz (ISAAA, 2018) convirtiéndolas en
plantas Bt que producen su propio insecticida. Sin embargo, especies de plagas que atacan a los
cultivos y las plantas Bt estan amenazados por la evolucion de la resistencia (Storer et al., 2010;
Dhurua y Gujar, 2011; Gassmann et al., 2011; Zhang et al., 2011). La posibilidad de desarrollo
de la resistencia de gusano cogollero es alta, de ahi la necesidad de crear programas de manejo
de la resistencia. Shelton y Zhao (2009), consideran necesario establecer programas anuales de
monitoreo para distintas especies. En México, Aguilar-Medel et al (2017), realizaron estudios de
monitoreo de resistencia en Helicoverpa zea de distintas areas geograficas de a las d-endotoxinas
de CrylAc y Cry2Ab desde el afio 1998 hasta el 2015, determinando que las larvas expuestas a
dichas proteinas no llegan al tercer instar y la reduccion de peso es significativa respecto al
testigo, concluyendo que la susceptibilidad de H. zea no ha cambiado. Por estos motivos, el
objetivo de este estudio fue determinar lineas base de susceptibilidad de S. frugiperda de dos
colonias de campo: Laguna (Comarca Lagunera, Torredn, Coahuila) y Sinaloa (Valle del Fuerte,
Sinaloa) y una Susceptible (Tenancingo, Estado de México) a proteinas nativas de B.

thuringiensis

14. MATERIALES Y METODOS

1.4.1. Lugar de estudio.
El estudio se realiz6 en el laboratorio de entomologia del Centro Universitario Tenancingo de la

Universidad Auténoma del Estado de México (UAEMex). Tenancingo, Estado de México,
México
1.4.2. Poblaciones.

Se utilizaron dos poblaciones de campo de S. frugiperda provenientes de: Laguna (Comarca
Lagunera, Coahuila-Durango), latitud 25. 686306, 25.447972 y longitud: 103. 001175, 103.
755778, en cultivo de maiz; Valle del Fuerte (Sinaloa), latitud: 25. 94698, 25. 94344, 25.72748,
25.92154, 27. 27999y longitud: 109.1757, 109. 18003, 109. 28304, 108. 99563, 109. 28986,
109.93504, en cultivo de maiz y sorgo. Para cada poblacion se hizo una recolecta de por lo

menos 300 larvas de diferentes instares. Las larvas se enviaron al laboratorio de Entomologia del
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Centro Universitario Tenancingo donde se criaron hasta obtener larvas neonatas en la F1, las
cuales se usaron para hacer los bioensayos. Como referencia se us6 una colonia Susceptible que

se ha mantenido por mas de tres afios en condiciones de laboratorio.

1.4.3. Criade S. frugiperda.
La cria de gusano cogollero se realizd con insectos en estado larvario de las dos poblaciones de

campo (Laguna y Valle del Fuerte) y la colonia Susceptible. Las colonias se mantuvieron en una
camara de cria en condiciones controladas: temperatura de 25 + 2 °C, humedad relativa de 75 £ 5
% y un fotoperiodo de 13: 11 h luz: oscuridad. Las larvas se alimentaron con una dieta meridica
(Fall Armyworm, Southland Products, Inc.) hasta obtener las pupas, éstas se colocaron en jaulas
entomoldgicas (25 x 25 x 30 cm) donde permanecieron hasta la emergencia de los adultos,
mismos que se alimentaron con agua azucarada al 10% (agua destilada y miel maple Karo®).
Posteriormente las hembras ovipositaron por siete dias sobre tela “Tul”, esta tela se cambid cada
24 h durante el periodo de oviposicion. Se obtuvieron larvas neonatas (larvas <12 h de edad) con

las cuales se realizaron los bioensayos.

1.4.4. Proteinas.
Las proteinas de B. thuringiensis las proporcioné el Instituto de Biotecnologia (IBT-UNAM) de

la Universidad Nacional Auténoma de México (Cuadro 1). La presentacion de las proteinas fue
en estado liquido, y se mantuvieron durante los ensayos a temperatura de 0 + 2 °C. Para obtener
las concentraciones requeridas, las proteinas de Bt se diluyeron en un solvente al 1% (agua
destilada + agar Banto™) y previo a su utilizacion, la solucion se agité durante 30 segundos

mediante el uso de un agitador Vortex (Vortex T-Genie2, Scientific industries).

Cuadro 1. Proteinas nativas y modificadas de B. thuringiensis.

Nativas Modificadas Concentracion (mg-mL™?)
1 CrylAb 1.63
2 CrylAb ER 0.25
3 CrylAb N514A 1.87
4 CrylAb N514A-S587A 1.3
5 CrylAb N514F 2.15
6 CrylAb N514F-S587A 1.04
7 CrylAb Mod1 1.76
8 CrylAb Mod2 0.93
9 CrylAb S587A 1.82
10 CrylAb T585A 1.68
11 CrylAb Wt 2.53
12 CrylC-1 2.72
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13 CrylC-2 1.75

14 CrylC L507A 1.85
15 CrylC N510A 2.26
16 CrylC Q508A 2.78
17 CrylC V505A 3.09
18 CrylC V509A 1.83
19 CrylFa 0.807
20 CrylFa DK 2
21 CrylFa ER 0.25
22 CrylFa N507A 14
23 Cry9Aa 0.2
24 Vip3Aa 0.27

1.4.5. Bioensayos.
Para los bioensayos se colocd un mililitro de dieta meridica en cada cavidad de la charola para

bioensayos (Bio-Assay Tray Bio-BA-128: C-D Internacional, Inc) con presentacion de 128
cavidades. Cuando la dieta solidificé (15 min) se depositaran 200 puL de la proteina respectiva
con un dosificador multiple Eppendor a una concentracion deseada. A las 24 h se colocd una
larva neonata (< 12 h). Las unidades experimentales se cubrieron con un pléstico transparente
autoadherible (PULL N’ PEEL Tab Bio-Cv-16; C-D International, Inc.) que tiene micro
perforaciones que permiten el intercambio de oxigeno y se mantuvieron en una camara
bioclimética a temperatura de 25+2°C, humedad relativa de 75+ 5% y un fotoperiodo de 13:11 h
luz: oscuridad. A los siete dias de exposicion a las proteinas se evaluaron los siguientes
parametros: porcentaje de mortalidad, porcentaje de larvas en tercer y cuarto instar, y porcentaje

de reduccion de peso respecto al testigo.

Inicialmente se evaluaron una serie de concentraciones logaritmicamente espaciadas para
determinar la ventana bioldgica; es decir donde se encontraba tuvo el cero y el 100% de la
respuesta. Posteriormente se concentraciones intermedias y se realizaron cuatro repeticiones en
dias diferentes. El tamafio de muestra para cada proteina fue de 32 larvas/dosis/repeticion. En
cada repeticion se incluyo un testigo al cual unicamente se le aplicaron 200 uL. de agua-agar al
1% (Bacto Nutrient Agar; Difco Laboratories, Detroit, MI). La mortalidad en los tratamientos
respecto al testigo se ajustdé mediante la férmula de Abbott (Abbott, 1925). El nivel maximo de
mortalidad aceptable para el testigo fue 10%. El criterio usado para determinar la mortalidad fue
si la larva no presentaba movimiento fisico al ser tocada con una agua entomoldgica y aquellas

que estuvieran vivas con apariencias de una larva neonata o larvas de primer instar.
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1.4.6. Disefio experimental y Andlisis estadistico

Se utilizd un disefio experimental de bloques completos al azar. Donde cada bloque fue una
repeticion realizada en dia diferente. El porcentaje de mortalidad y la inhibicion de peso se
sometieron a un andlisis Probit, mediante el procedimiento Proc Probit en el paquete estadistico
SAS 9.4 (SAS University Edition, 2012-2016), la respuesta de las poblaciones no fue
significativamente diferente cuando sus correspondientes limites de confianza al 95% se
traslaparon. Para el desarrollo de larvas se realiz6 un ANOVA (Proc ANOVA, SAS University
Edition, 2012-2016) y una comparacion de medias con Tukey, a= 0.05.

1.5. RESULTADOS Y DISCUSION

El manejo integrado de plagas representa uno de los mayores costos en la produccién agricola.
Los insecticidas quimicos generalmente no son especificos, por lo que también afecta a los
organismos benéficos. Por ello, el uso de bioinsecticidas se ha convertido en una alternativa para
el control de plagas. Los insecticidas bioldgicos a base de toxinas de B. thuringiensis (Bt) son
biodegradables, amigables con el ambiente y especificos contra el insecto plaga (Bravo et al.,
2007 y Kumar et al., 2008). En este estudio se evaluaron tres poblaciones de S. frugiperda con
diferentes proteinas de B. thuringiensis las cuales se separaron en grupos; CrylAb, CrylC,
CrylFa, Cr9Aay Vip3Aa.
1.5.1. Mortalidad.

Proteinas CrylAb.

Los valores de CLso con la proteina nativa Cry1Ab fluctuaron entre 43.6 ng-cm (poblacion
Valle del Fuerte) a 74.1 ng-cm (Laguna). La CLgs estuvo entre 1221 ng-cm (Valle del Fuerte)
y 5310 ng-cm (Susceptible). Rios-Diez et al., (2012) documentaron valores de CLso de hasta
193.42 ng-cm en gusano cogollero, es decir hasta cinco veces mas tolerante que las poblaciones
evaluadas en este estudio. Del Toro y Bravo (2010), evaluaron la proteina CrylAb y compararon
su efecto en dos poblaciones de S. frugiperda; IBT-UNAM (Instituto de Biotecnologia) y CP
(Colegio de Posgraduados) registrando valores de CLso de hasta 837101 ng-cm y 3944ng-cm?,
respectivamente. Las proteinas CrylAb S587A y CrylAb Wt presentaron los niveles de CLso y
CLogs més bajos. La CLso oscil6 entre 22.1 (Susceptible) a 32.4 ng-cm™ (Laguna). La CLgs estuvo

entre 1457 a 2151 ng-cm para las mismas poblaciones con la proteina CrylAb S587A. Los
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valores que se obtuvieron con la proteina CrylAb Wt fluctuaron en un rango de 20.4 ng-cm™
(Susceptible) a 60.1 ng-cm™ (Valle del Fuerte). Los valores mas altos obtenidos fueron con la
proteina CrylAb ER, donde la CLso estuvo entre 63.1 ng-cm™ (Susceptible) a 132.6 ng-cm™
(Valle del Fuerte). En el caso de las proteinas CrylAbMod (Mod-1 y Mod-2), los valores de
CLso fluctuaron entre 30.2 ng-cm™ (Laguna) a 112.6 ng-cm (Valle del Fuerte), sin diferencias
estadisticas significativas entre proteinas. las poblaciones de S. frugiperda que se evaluaron
muestran tolerancia a las proteinas modificadas aqui evaluadas, pero su fortaleza consiste en
utilizarse cuando se detecte resistencia a las proteinas nativas.

Estudios con las proteinas modificadas CrylAbMod y CrylAcMod en otras especies como
Plutella xylostella y Ostrinia nubinalis se encontré que la resistencia estd relacionada con
mutaciones de cadherina. Las proteinas CrylAb y la modificada CrylAbMod se han evaluado en
especies del Orden Coleoptera (Leptinotarsa texana Schaeffer y Tribolium cateneum Herbst), sin
afectacion alguna (Del Toro y Bravo, 2010), lo que pudo deberse a que la proteina Cry1lAb no es
reconocida por las proteasas naturales de los coledpteros, que le permite ser activada y afectar
coledpteros llegando a intoxicarlos (Walters et al., 2008). Erasmus y Van den Berg (2014), en
Sudafrica evaluaron el efecto del maiz Bt que expresa la proteina CrylAb contra coledpteros y
lepidopteros, demostrando que tales proteinas no tienen efecto para el control de Heteronychus
arator Fabricio (Coleoptera: Scarabaeidae) y Somaticus angulatus Hope (Coleoptera:
Tenebrionidae), mientras que si tienen efecto sobre Helicoverpa armigera Hibner (Lepidoptera:
Noctuidae). Farias et al. (2013), evaluaron durante dos afios el maiz MON810 que expresa la
proteina CrylAb, y se compararon los resultados con aplicaciones convencionales de insecticidas
y como resultado obtuvieron que las aplicaciones convencionales no controlaron las plagas de D.
saccharalis (F) y H. zea. Esto indica que las plantas Bt y los productos portadores de estas
bacterias son una opcion al control de esta plaga. Flores et al. (2016), tambien por dos afios, en
cultivo de maiz en el estado de Sinaloa, México, evaluaron el efecto de maices modificados
genéticamente como: “AgrisureTM 3000 GT” y “Agrisure® VipteraTM 3111 portadores de las
proteinas CrylAb, mCry3A y Vip3A20 y observaron que los dafios de D. saccharalis (F) fueron
menores, en comparacion con los hibridos convencionales. Niu et al. (2013) y Yang et al. (2013)
sostienen que la combinacion de la proteina CrylAb con proteinas Vip3A, proporcionan una
mejor proteccion al cultivo de Maiz, en comparacion con la expresion individual de ellos. Sin
embargo, en este estudio las proteinas combinadas: CrylAb N514A-S587A y CrylAb N514F-
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S587A los valores de CLso y Cios oscilaron entre 14.0 ng-cm? con Cryl1Ab N514A-S587A (Valle
del Fuerte) entre 14.0 ng-cm™ a 63.5 ng-cm™ con CrylAb N514A-S587A (Laguna), resultados
que mostraron no ser mas toxicas combinadas ni mejores que la nativa Cryl1Ab (Cuadro 2).

En general la proteina CrylAb nativa requiere de cadherina para formar oligémeros,
mientras que las proteinas modificadas que carecen de una a-hélice no, estas se evaluaron en
larvas de Manduca sexta a las que le silenciaron el receptor cadherina, demostrando de esta
forma que son efectivas estas proteinas (Soberén et al., 2007). Aunque estd demostrado que las
proteinas nativas y modificadas matan por diferentes vias lo que puede ayudar a manejar la
resistencia (Tabashnik et al., 2015).

Proteinas Cry1C.

Con las proteinas CrylC (muestra 1: Cry1C-1y muestra 2: Cry1C-2), los valores de CLso y CLgs
fueron los mas altos de este estudio. Con la proteina Cry1C-1, los valores de CLso oscilaron entre
65.4 ng-cm? (Laguna) a 77.2 ng-cm? (Valle del Fuerte), y la ClLgs entre 35142 ng-cm
(Susceptible) a 40615 ng-cm™ (Laguna), respectivamente, sin diferencias estadisticas entre
poblaciones. Resultados similares obtuvieron Hernandez-Martinez et al. (2008) quienes
evaluaron 9 proteinas de Bt contra S. exigua en dos colonias de laboratorio. Los valores de CLso
de la proteina Cryl1Ca fueron de 90 ng-cm (LF 95% = 42-197) en una colonia de Francia y 333
ng-cm (LF95%= 120-1070) para la poblacién Netherlands. Avisar et al. (2009) determinaron
que las plantas que expresan la proteina CrylCa fueron tolerantes al dafio de Spodoptera
littoralis. Keller et al. (1996) consideran que se puede deber al aumento de la actividad de las
proteasas intestinales que tienen esta especie ya que degradan e inactivan a la proteina CrylC.
Bravo et al. (1998) demostraron que la cepa nativa IB126 que contienen genes de crylCy crylD
fueron toxicos para S. exigua y S. frugiperda con valores de CLso de 22 (15-30), 22 (16-31),
respectivamente. Esto pudiera ser por la combinacion de proteinas. Mientras que con la proteina
Cry1C-2 los valores de CLso fluctuaron entre 405 ng-cm™ (Susceptible) y 4959 ng-cm™
(Laguna), siendo la Susceptible significativamente diferente a las poblaciones Laguna y Valle
del Fuerte (Cuadro 2).

En el caso de las proteinas CrylC modificas: CrylC L507A, CrylC N510A, CrylC Q508A,
CrylC V505A, Cryl1C V509A no se determinaron lineas base de susceptibilidad debido a su baja
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toxicidad. En larvas de la poblacion Susceptible, la concentracion mas alta evaluada fue de 5000

ng-cm el porcentaje de mortalidad fue 57, 53, 59, 61 y 58 %, respectivamente (Cuadro 15).

Proteinas CrylFa.

Con las proteinas CrylFa, los valores de CLso oscilaron entre 7.6 ng-cm™ con las proteinas
CrylFa (Valle del Fuerte) y 60.4 ng-cm™ con CrylFa DK (Laguna). La CLgs fue menor a 3000
ng-cm2 (Cuadro 4). La eficacia de esta proteina ya ha sido documentada en otros estudios. Butin
(2008), mostr6 que hibridos de maiz transgénico que expresan las endotoxinas CrylAb
(MON810) y CrylF (TC1507) durante los afios 2006 y 2007 redujeron considerablemente los
dafios provocados por S. frugiperda y Helicoverpa zea, en Georgia, Estados Unidos de
Norteamérica. Algunas investigaciones concuerdan con nuestros resultados. Los valores de CLso
que se han obtenido a la proteina Cry1F han sido de 0.14 ng-cm (Blanco et al., 2010), 3.56
ng-cm (Farias et al., 2014), 36 ng-cm™ (Waquil et al., 2004) y de 181 a 289 ng-cm (Storer et
al., 2010). Estas diferencias pueden estar asociadas con el instar de los insectos, el método de
bioensayo, el criterio de mortalidad o la variabilidad genética de las poblaciones. Las dos
proteinas mas toxicas en este estudio para S. frugierda fueron la proteina nativa CrylFa y la
modificada CrylFa N507A, con valores de CLso menores a 16 ng-cm? y CLgs menor a 277
ng-cm, sin diferencias estadisticas (Cuadro 4).

A pesar del éxito de la ingenieria genética al generar nuevas tecnologias con el propdésito de
controlar los dafios de las plagas en los cultivos, en algunos paises documentan resistencia de las
plagas a los organismos modificados genéticamente. Tabashnik et al., (1994) reportaron casos de
resistencia cruzada de Plutella xylostella a proteinas CrylFa y CrylA. Monnerat et al. (2015)
revelaron que la resistencia del gusano cogollero fue significativa a la proteina CrylFa con
valores de ClLso de hasta 3500 ng-cm?. Existen altos niveles altos de resistencia de las
poblaciones de S. frugiperda al maiz que a la proteina CrylFa en varias regiones de Brasil
(Farias et al., 2014). Storer et al. (2010) documentaron que la resistencia de poblaciones de
gusano cogollero a maiz Bt en Puerto Rico, cuyo maiz contenia la toxina CrylFa, fue de hasta
350 veces en porcentaje de inhibicion de peso y 34 veces en mortalidad. Recientemente se
demostrd que esta poblacion resistente fue sensible a las formulaciones DiPel y XenTari Bt.
DiPel contiene las proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc y Cry2Aa y XenTari expresa CrylC y
CrylD (Jakka et al., 2014).

23



Proteina Vip.

Los valores de CLso para Valle del Fuerte, Laguna y Susceptible fueron de 6.8, 12.2 y 9.4
ng-cm, respectivamente. Mientras que la ClLgs fue de 219.6, 646.5 y 121.3 ng-cm?
respectivamente (Cuadro 5). Bergamasco et al., (2013) evaluaron las proteinas Cryllal0 y
Vip3Aa en Spodoptera spp y encontraron que la proteina Vip3Aa fue mas téxica para S.
frugiperda donde los valores de CLso y CLgo con sus correspondientes limites fiduciales fueron
de 24.6 (9.72 - 44.51) y 262.7 (153.17 - 560.3.) ng-cm, respectivamente. La internacion de
ambas proteinas arrojaron una CLsg de 5.67 (3.83 - 8.76) y CLgo de 217.12 (107.68 - 542.83)
ng-cm2. Otras investigaciones manifiestan que la toxicidad de la proteina Vip3Aa en gusano
cogollero fue alta con una CLso de 620 ng-cm (Hernandez-Martinez et al, 2013), cuyo valor es
hasta 10 veces més alto comparado con el de este estudio donde la CLso en la poblacion Valle del
Fuerte fue de 6.0 ng-cm™. Estas diferencias pueden deberse al método de bioensayo que usaron,
ya que en un pozo de 2 cm? aplicaron tnicamente 50 pL™! mientras que para este estudio se
utilizaron 200 uLt. Otra posible causa es el fotoperiodo, pues le dieron hasta 16 h luz con solo 8
de obscuridad y las larvas al tener mas luz tienden alimentarse méas. Observaciones
histopatoldgicas muestran que la ingesta de proteinas Vip3A por insectos susceptibles de S.
frugiperda causa paralisis a concentraciones de entre 4 y 40 ng-cm (Swiecicka y Mahillon,

2005), los resultados de este trabajo estan dentro de este rango.

En general, los valores mas bajos se obtuvieron con las proteinas CrylFay Vip3Aa, cuyas CLso
estuvieron en un rango de 7.6 ng-cm (Valle del Fuerte) y 16.2 ng-cm™ (Laguna) con CrylFa, y
entre 6.0 ng-cm™ en Valle del Fuerte a 12.2 ng-cm™ para Laguna con la proteina Vip3Aa. Las
CLogs con Cryl1Fa oscilaron entre 189.7 ng-cm (Valle del Fuerte) a 277.8 ng-cm (Susceptible),
y con Vip3Aa fue de 121.3 ng-cm (Susceptible) a 646.5 ng-cm (Laguna).

Los valores de CLso de las proteinas evaluadas entre las poblaciones Valle del Fuerte, Laguna y
Susceptible, no fueron diferentes estadisticamente debido a que sus limites de confianza se
traslaparon a excepcion de la proteina CrylFa donde la poblacion Valle del Fuerte registro
valores de CLso de 7.6 (6.4 — 9.1) ng-cm™, menor al de las poblaciones Laguna y Susceptible
cuyos los valores fueron de 16.-2 (13.6 — 19.1) ng-cm? y 15.4 (1-2.5 — 18.9) ng-cm?,
respectivamente. Aunque los valores de CLgs fueron maés altos, la respuesta no fue diferente

entre las poblaciones a las mismas proteinas, con la excepcion de la proteina Vip3Aa, ya que el
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valor de la CLgs de la Laguna fue de 646.5 (335.5 — 1580) ng-cm mas alto que Valle del Fuerte
y Susceptible, de las cuales la CLgs fue de 219.6 (75.6 — 1664) y 121.3 (73.0 — 250.8) ng-cm?,
respectivamente. Las diferencias de la CLso y CLgs para Valle del Fuerte, Laguna y Susceptible
se observaron entre proteinas en cada una de las poblaciones (Cuadro 2, 3, 4 y 5), cuyos valores
de CLso para Valle del Fuerte con las proteinas nativas CrylAb, CrylC, CrylFa y Vip3Aa
fueron de 43.6, 77.2, 7.6 y 6.0 ng-cm, respectivamente. La respuesta a nivel de CLos fue de
1221, 36256, 19.7 y 219.6 ng-cm2, con diferencias estadisticas.

Para la poblacion Laguna, los valores de CLso con las proteinas CrylAb, CrylC, CrylFa y
Vip3Aa fueron de 74.1, 65.4, 16.2 y 12.2 ng-cm, respectivamente, habiendo diferencias
estadisticas entre las proteinas CrylFa, Vip3Aa contra CrylAb, CrylC. Los resultados a nivel
de CLgs estuvieron en un rango de 192.3 (137.2-300.6) ng-cm™ con CrylFa a 40615 (16161-
132272) ng-cm?, con CrylC para esta poblacion de Laguna los que muestran diferencias
estadisticas significativas entre proteinas. En la poblacidn Susceptible, los valores de CLso fueron
de 59.5, 71.4, 154 y 9.4 ng-cm? con las proteinas CrylAb, CrylC, CrylFa y Vip3Aa,
respectivamente, siendo estadisticamente diferentes, y los valores de CLgs fueron de 5310,
35142, 277.8 y 121.3 ng-cm?, respectivamente; siendo iguales Cry1Ab con Cry1C y CrylFa con
Vip3Aa, pero entre estos dos grupos hubo diferencias estadisticas (Cuadro 2, 3, 4 y 5). Ademas,
se hizo evaluacién con la proteina Cry9Aa en la poblacién Valle del Fuerte, y se observo baja
toxicidad, ya que con 5000 ng-cm se registrd 12.5 % de mortalidad (Cuadro 15). Los mismo
sucedio con las proteinas modificadas de CrylC: CrylC L507A, CrylC N510A, CrylC Q508A,
CrylC V505A, CrylC V509A ya que las proteinas registraron mortalidad inferior al 60 % con
5000 ng-cm, por ello no fue posible determinar las linea base de susceptibilidad. Debido a su
baja toxicidad de estas proteinas no se intentd realizar los bioensayos con las otras dos

poblaciones faltantes

Estos resultados indican que la proteina Vip3Aa fue la més toxica, lo contrario a las muestras
CrylC (CrylC-1 y CrylC--2), las proteinas modificadas de CrylC quienes fueron las menos
toxicas.

Las pendientes generalmente fueron bajas entre 0.67 en CrylAb ER - Valle del Fuerte a 1.31 en

CrylAb — Laguna. Los porcentajes de mortalidad registrados en cada poblacion/proteina, se
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ajustaron a una linea recta, ya que los valores de la X? fueron bajos pues fluctuaron de 0.8 con
CrylAb N514F (Laguna) a 9.93 CrylAb (Susceptible). También se estimaron las proporciones
de resistencia a nivel de la CLso (RRso) ¥ CLgs (RRgs), los cuales fueron bajos, alrededor de 5x.
La RRso vario de 0.61x con CrylAb N514F - Valle del Fuerte a 2.97x CrylAb Wt (Valle del
Fuerte) y en el caso de la RRgs, estos fueron de 0.12x CrylAbMod-2 (La Laguna) a 7.3x con la
CrylAbMod-2 (Valle del Fuerte) (Cuadro 2, 3, 4 y 5). Esto indica que las poblaciones de campo
son susceptibles a las proteinas evaluadas. Con la excepcion de la proteina CrylC-1 la RRso
vario de 12.2x y la RRgs de 195x.

1.5.2. Inhibicién de desarrollo al tercer y cuarto instar.

Proteinas CrylAb.

El desarrollo de las larvas expuestas a las proteinas de B. thuringiensis se redujo (Cuadro 6, 7, 8
y 9). En el testigo, el nimero de individuos que llegaron o rebasaron el tercer instar fue superior
a26.7 £ 0.5, incluso lleg6 a 100% (promedio 32 larvas/repeticidn), esto sucedié con las proteinas
CrylAb N514A (Valle del Fuerte), CrylAbMod-1 (Valle del Fuerte y Laguna). Para la proteina
nativa Cry1Ab, con 30 ng-cm, el nimero de larvas que llegaron al tercer instar fue 2.7 + 1.3.
Mientras que con 10 ng-cm de la proteina CrylAb T585A solamente alcanzaron el tercer instar
un promedio de 6.3 + 1.5, 55 + 0.6 y 9.7 + 0.5 larvas de las poblaciones Valle del Fuerte,
Laguna y Susceptible, respectivamente. Resultados similares ocurrieron con la proteina CrylAb
Wt, ya que con 12 ng-cm el desarrollo se inhibi6 en un promedio de 3.7, 3.0 y 4.3 larvas
respectivamente para las mismas poblaciones. Lo que indica que estas proteinas son mas toxicas
e inhiben los estados de desarrollo a concentraciones menores que la proteina nativa CrylAb.
Con las proteinas CrylAb combinadas (CrylAb N514A-S587A Y CrylAb N514F-S587A), se
redujo del desarrollo con un promedio de entre 70 y 60 ng-cm, respectivamente. Mientras que
con las muestras de las proteinas modificadas CrylAb Mod-1 con 40 ng-cm se redujo el
desarrollo al tercero y cuarto instar en un promedio de 2.5 larvas con la poblacion Valle del
Fuerte. sin embargo, con las poblaciones Laguna y Susceptible el desarrollo fue de 0. Con la
proteina CrylAbMod-2 se inhibio el desarrollo a un promedio de entre 3.7 y 6.3 larvas con una
concentracion de 30 ng-cm (Cuadro 6)
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Proteinas Cryl1C.

La proteina Cry1C-1 mostrd ser menos toxica, ya que un promedio de entre 2.7 £ 0.5
(Valle del Fuerte) y 4.7 + 3.6 (Susceptible) de larvas llegaron al tercero y cuarto instares a una
concentracion de hasta 1000 ng-cm. Con Cry1C-2, a 320 ng-cm™ se inhibié el desarrollo de las

larvas en un promedio de entre 2.5 + 0.5 (Cuadro 7).

Proteinas CrylFa.

La proteina nativa CrylFa redujo el desarrollo de larvas al tercer y cuarto instar en un promedio
de 3.2 + 0.5 (Valle del Fuerte) y 10.3 + 0.6 (Susceptible) con la concentracion de 4 ng-cm™,
Segln Farias et al (2014) en un estudio realizado en Brasil, encontrd que la concentracién que
inhibi6 50% el desarrollo de las larvas de segundo instar oscil6 entre 3.59 a 72.47 ng-cm? vy la
inhibicion de 90% de entre 200 y 2000 ng-cm™. CrylFa ER a una concentracion de 60 ng-cm™
aln hubo desarrollo de larvas al tercer instar y cuarto instares. Con 0.7 ng-cm, el desarrollo de
las larvas para las poblaciones Valle del Fuerte, Laguna y Susceptible fue de: 14, 20 y 20 larvas
en promedio con la proteina CrylFa, de 23.3, 20.6 y 19.2 con CrylFa DK, 25.7, 23.0 y 19.6 con
CrylFa ER y19.0, 16.2 y 19 con CrylFa N507A, respectivamente. En todas las proteinas se

marcaron diferencias estadisticas significativas entre las concentraciones (Cuadro 8).

Proteina Vip

La proteina Vip3Aa redujo el desarrollo de larvas casi en 50% a una concentracion de 1 ng-cm,
ya que en promedio el nimero de larvas que se desarrollaron al tercero y cuarto instares en las
poblaciones Valle del Fuerte, Laguna y Susceptible fueron: 14.2, 15.7 y 21.6, respectivamente.
La concentracion mas alta a la que hubo desarrollo del tercer instar fue con 10 ng-cm, donde
Valle del Fuerte registré un promedio de 0.7 + 0.5 larvas, la Susceptible de 1.7 + 0.5, larvas de
Laguna no mostraron desarrollo (Cuadro 9). Los valores de desarrollo se aprecian en la Figura 7

(Anexos).

1.5.3. Inhibicién de peso
Proteinas CrylAb.
Con la proteina nativa Cry1Ab, el 50% de inhibicion del crecimiento (CE50), fluctu6 entre 1.28
ng-cm? (Susceptible) a 3.16 ng-cm™ (Laguna). EI 90% de inhibicion (CEgo) varié de 27.72

27



ng-cm? (Valle del Fuerte) a 5-2.31 ng-cm (Susceptible) (Cuadro 10). Hernandez-Martinez et
al., (2009) determinaron que CrylAb, en larvas de S. exigua, a los siete dias de exposicion, el
50% de la inhibicion de peso fue de 75 (24-127), mientras que la CEso de la proteina CrylAa fue
de 57 (8-101); éstos valores fueron 10 veces mas altos que los observados en este estudio. La
CEso de las proteinas modificadas oscilo entre 0.65 ng-cm para Cry1Ab ER (Susceptible) a 3.99
ng-cm? en CrylAbMod-1 (Valle del Fuerte). La CEg fluctuaron entre 15.99 ng-cm™ CrylAb
S587A (Valle del Fuerte) a 100.5 ng-cm con CrylAbMod-2 (Susceptible) (Cuadro 10).

Proteinas Cryl1C.

Con las proteinas Cry1C-1y Cryl1C-2, los valores de CEso estuvieron entre 0.79 ng-cm (Valle
del Fuerte) y 4.07 ng-cm™ (Susceptible), y la CEgo se registré entre 116.2 ng-cm™ (Laguna) a
394. 6 ng-cm™ (Susceptible), con CrylC-2. Mientras que con CrylC-1, los valores de CEso
fueron de entre 7.07 ng-cm™ (Valle del Fuerte) y 10.8 ng-cm™ (Laguna). La CEgo llegd a 464
ng-cm (Laguna) (Cuadro 11). La CEso que obtuvieron Hernandez-Martinez et al., (2009) fue de
88 (20 - 155) con la proteina CrylCa en S. exigua.

Proteinas CrylFa.

Para la proteina Cry1Fa, los valores de CEso oscilaron entre 0.33 ng-cm (Valle del Fuerte a 1.01
ng-cm (Susceptible), siendo éstas las concentraciones mas bajas que inhiben el crecimiento de
las larvas en un 50%. Los valores de CEgo estuvieron entre 2.76 ng-cm (Valle del Fuerte) y
27.11 ng-cm™ (Susceptible). Con la proteina CrylFa N507A, los valores de CEso y CEgo
estuvieron entre 1 y 10 ng-cm2. (Cuadro 12). Esta Gltima proteina podria ser una alternativa para
el control de S. frugiperda. Resultados similares a los obtenidos por Farias et al (2014), confirma
que la CEso para poblaciones Brasilefias de S. frugiperda con la proteina CrylFa fluctda en un
rango de 0.8 a 1.71 ng-cm. Otros resultados basados en la inhibicion del desarrollo fueron los
obtenidos por Da Silva et al, (2016) quien evaluaron el efecto de la proteina CrylFa en larvas de
S. frugiperda obteniendo valores de CEso de entre 0. 10 a 0.48 ng-cm™ en evaluacion durante el
afio 201-2 y valores de CEso entre 0.10 a 0.41 ng-cm™. Hernandez-Martinez et al. (2008)
confirman que la proteina CrylFa es efectiva en larvas de S. exigua de tres colonias de
laboratorio, determinando que la CEso fue de 18 ng-cm (a los 7 dias de exposicion). Plutella

xylostella ha sido documentada resistente a la proteinas CrylFa (Tabashnik et al., 1994). De
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acuerdo con Blanco et al., (2010), S. frugiperda es tolerante a las proteinas CrylA y CrylF, ya
que con Cry1Fa la CEso fue de hasta 11, 018 ng-cm.

Proteina Vip.

Para la proteina Vip3Aa, los valores de CEso fluctuaron entre 0.74 ng-cm (Valle del Fuerte) y
1.19 ng-cm (Laguna). La CEgo fluctud entre 5.75 ng-cm (Valle del Fuerte) y 19.3-2 ng-cm™
(Laguna) (Cuadro 13). Las diferencias estadisticas se registraron entre las poblaciones a las

mismas proteinas, con la excepcion de Vip3Aa, cuyos valores de CEso no existe diferencia.

En general, los valores més altos de la CEsg Se registraron con las proteinas CrylAb y CrylC.
Valle del Fuerte fue la poblacion mas sensible, con valores de CEso y CEg mas bajos a las
proteinas CrylFa y Vip3Aa. Los resultados de este estudio concuerdan con los obtenidos por
otros autores quienes determinaron la susceptibilidad de las proteinas Cry y Vip. Sena et al.
(2009) afirman que la toxicidad de las proteinas Vip3Aa es mayor a las Cry. Esto se podria deber
a la diversidad de receptores que se encuentran en las membranas del insecto, lo que es benéfico
para que las proteinas actlen (Malik et al. 2006). Ademas, la variabilidad observada se puede
deber a las diferencia genéticas que desarrollan los insectos a lo largo de procesos evolutivos
alopatricos (Del Toro y Bravo, 2010; Monerat et al, 2015). Es posible que esta variabilidad

mitigue el desarrollo de la resistencia (Crespo et al., 2010).
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Cuadro 2. Analisis Probit de la mortalidad de larvas de S. frugiperda expuestas a las proteinas nativas y modificadas CrylAb de B. thuringiensis.

Proteina Poblacion N P+ES CLso ClLss x-2 Gl Pr>Chisq RRso' RRes'
(95% CIl)%2 (95% CIl) 12
CrylAb= Valle del Fuerte 1152 1.13+0.07 43.6 1221 5.37 4 0.25 0.73x 0.21
(35.6-53.4)a'b? (793.5-2116)a’a?
Laguna 864 1.31+0.18 74.1 1327 7.59 3 0.05 124 0.23
(39.3-139.1)ath? (480.7-16231)a'bc?
Susceptible 1152 0.84+0.08 59.5 5310 9.93 5 0.07
(37.7-100.7)athc? (1784-31394)a'abc?
CrylAb ER Valle del Fuerte 1152 0.67+0.05 132.6 35130 3.63 5 0.6 2.10 241
(89.8-214.3)alc? (12401-144164)b*bc?
Laguna 1152 0.99+0.06 97.8 4483 7.19 4 0.12 154 0.30
(77.4-124.9)a'h? (2631-8866)a'hc?
Susceptible 864 0.69+0.05 63.1 14564 4.14 6 0.65
(45.1-90.9)a'bc? (6380-42778)a’c?
CrylAb N514A Valle del Fuerte 1024 0.92+0.06 40.5 2442 4.27 4 0.37 0.88 2.05
(31.8-52)a'h? (1373-5180)a'ab?
Laguna 1024 1.23+0.06 36.1 773.7 7.38 5 0.19 0.78 0.65
(29.7-43.5)a’a? (548.2-1174)a'a?
Susceptible 1024 1.16+0.10 45.9 1189 7.84 4 0.097
(30.5-70.7)a'bc? (544.7-4130)a'ab?
CrylAb Valle del Fuerte 1024 0.60+0.04 14.0 7166 7.11 5 0.21 0.22 0.53
N514A-S587A (9.3-20.8)a'a? (2914-23973)ah?
Laguna 1024 0.87+0.05 63.5 16867 6.80 5 0.23 1.01 1.25
(44.05-95.0)b*h? (6866-55801)a’c?
Susceptible 1024 0.78+0.05 62.6 13387 4.42 5 0.49
(45.9-87.5)b*hc? (6319-34764)a'c?
CrylAb N514F Valle del Fuerte 768 0.92+0.06 35.6 2137 8.04 4 0.08 0.61 0.63
(19.6-67.5)a'abc? (696.8-15326)a’ab?
Laguna 1024 0.94+0.06 48.2 2687 0.80 4 0.93 0.83 0.79
(37.5-62.6)a'ab? (1552-5393)a'b?
Susceptible 768 0.93+0.10 58.0 3376 9.06 4 0.059
(31.0-120.8)a'bc? (989.4-32220)a'abc?
CrylAb Valle del Fuerte 768 0.79+0.07 45.7 5211 9.2 4 0.056 117 1.49
N514F-S587A (23.8-92.0)a'abc? (1571-36389)a'h?
Laguna 1024 0.84+0.05 40.2 3628 4.8 4 0.30 1.03 1.04
(30.1-54.1)a'ab? (2056-7329)a'hc?
Susceptible 1024 0.84+0.05 38.8 3480 4.63 4 0.32
(29.0-52.2)a’h? (1962-7072)a'bc?
CrylAb Mod1 Valle del Fuerte 1024 0.76+0.07 88.3 12396 3.83 3 0.27 2.3 7.3
(58.4-152.4)a'c? (3999-65941)alc?
Laguna 1024 1.09+0.13 30.2 956.2 7.64 3 0.053 0.80 0.56
(16.3-69.2)a'ah? (275.1-13615)a’abc?
Susceptible 768 0.99+0.11 37.6 1691 9.35 4 0.052

(20.5-74.4)atab?

(548.6-12982)a%abc?
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CrylAb Mod2 Valle del Fuerte 1152 0.69+0.09 112.6 25594 4.16 3 0.24 1.2 1.60
(53.8-372.8)alc? (4183-561067)a'bc?
Laguna 864 1.12+0.11 65.5 1924 8.64 4 0.07 0.74 0.12
(38.5-113.5)a’ab? (775.1-9087)a’abc?
Susceptible 864 0.7240.10 88 15901 9.41 4 0.051
(39.2-322.3)a'bc? (2203-14705)a'bc?
CrylAb S587A Valle del Fuerte 768 0.88+0.06 27.8 1990 7.17 4 0.12 1.25 1.36
(20.5-38.1)alah? (1024-4795)a'ab?
Laguna 1024 0.90+0.06 324 2151 3.08 4 0.54 1.46 147
(24.9-42.4)a'a (1208-4483)a'h?
Susceptible 1024 0.90+0.08 221 1457 8.78 4 0.097
(12.7-39.3)alab? (515.2-8153)a’abc?
CrylAb T585A Valle del Fuerte 768 0.91+0.08 65.7 8538 4.70 4 0.31 0.74 2.80
(46.5-96.0)a'bc? (3788-25431)a'h?
Laguna 1024 0.66+0.05 41.2 12724 3.23 4 0.51 0.46 417
(29.4-58.6)a'a? (5411-39574)b'c?
Susceptible 1024 1.06+0.06 87.8 3049 6.36 4 0.17
(69.4-111.1)a'c? (1985-5158)a'b?
CrylAb Wt Valle del Fuerte 1024 0.96+0.05 60.6 3130 1.70 5 0.88 2.97 5.76
(47.8-77.1)b'bc? (1968-5506)b*ab?
Laguna 1024 0.90+0.06 34.1 2272 4.84 3 0.18 1.67 41
(25.7-47.3)atab? (1084-6265)a'ab?
Susceptible 768 1.15+0.94 20.4 542.9 5.18 3 0.15

(15.7-26.8)a'a?

(313.2-1138)a’a®

n NUmero de individuos tratados. CLs, Concentracion Letal que mata el 50%. CLgs Concentracion Letal que mata el 95%. 9 Respuesta relativa = CLso(ss) de la poblacion de campo / CLso(os) de la poblacién
susceptible. ! Valores con diferentes letras son significativamente diferentes a través del no traslape de los limites de confianza con una probabilidad del 95% esto entre poblaciones dentro de una misma proteina. 2
Valores con diferentes letras son significativamente diferentes a través del no traslape de los limites de confianza con una probabilidad del 95% esto entre proteinas evaluadas de una misma poblacion.
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Cuadro 3. Analisis Probit de la mortalidad de larvas de S. frugiperda expuestas a las proteinas nativas CrylC-1y Cry1C-2 de B. thuringiensis.

Proteina Poblacion P+ES ClLso Clss x2 Gl Pr>ChiSq  RRso! RRes'
(95% CI) (95% CI)
CrylC-le Valle del Fuerte 1152 0.52+0.04 1025 1352998 7.38 5 019 25 45
y
(630.2-1862)ab*b? (356857-8304652)a'h?
Laguna 1152 0.41+0.05 4959 45563702 231 4 0.67 122 1541
(1643- 30793)b'b? (2357789-7649259907)abh?
Susceptible 1152 0.57+0.04 405 295616 53 5 0.37
(272.6-641.4)a'p? (102049-1199322)a'h?
CrylC-2e Valle del Fuerte 1024 0.69+0.04 772 36256 167 5 0.89 1.08 1.03
y
(53.8-114.5)a'a? (15021-111444)a'a?
Laguna 1024 0.58+0.03 65.4 40615 2.93 5 0.70 0.91 115
(45.2-97.7)a'a’ (16164-132275)a'a?
Susceptible 1024 0.61+0.04 714 35142 1.10 5 0.95

(49.8-105.7)a'a’

(14531-108354)a’a?

n Ndmero de individuos tratados. CLsy Concentracion Letal que mata el 50%. CLgs Concentracion Letal que mata el 95%. 9§ Respuesta relativa = CLso(ss) de la poblacion de campo / CLso(ss) de la poblacion
susceptible. .* Valores con diferentes letras son significativamente diferentes a través del no traslape de los limites de confianza con una probabilidad del 95% esto entre poblaciones dentro de una misma proteina..2

Valores con diferentes letras son significativamente diferentes a través del no traslape de los limites de confianza con una probabilidad del 95% esto entre proteinas evaluadas de una misma poblacion. ® Proteina nativa
o silvestre.

Cuadro 4. Analisis Probit de la mortalidad de larvas de S. frugiperda expuestas a las proteinas nativas y modificadas Cryl1Fa de B. thuringiensis.

Proteina Poblacion n P+ES ClLso ClLss x2 Gl Pr>Chisq RRso' RRos'
(95% CI) (95% CI)
CrylFas Valle del Fuerte 1152 1.17+0.06 76 189.7 563 6 0.46 0.49 0.68
(6.4-9.1)a'a? (133.3-239.3)a'a’
Laguna 1152 1.53+0.12 162 192.3 6.21 3 01 1.05 0.69
(13.6-19.1)b? (137.2-300.6)a%a’
Susceptible 864 1.31+0.10 154 277.8 6.31 4 017
(12.5-18.9)b'p? (174.8-495.1)a'a
CrylFa DK Valle del Fuerte 864 0.92+0.10 47.9 2828 439 4 035 18 127
(31.9-85.5)a'h? (958-15339)a'h?
Laguna 864 0.83+0.09 31.0 2918 23 4 0.66 12 13
(21.1-53.0)a'c? (936.5-17543)a'h?
Susceptible 1152 0.85:0.09 25.8 2213 4.27 4 0.36
(17-46.7)a'bc? (713.7-12351)a'h?
CrylFa ER Valle del Fuerte 1152 1.42£0.15 35.8 507 741 3 0.059 10 0.64
(20.8-58.0)a'h? (239.9-2076)a'h?
Laguna 864 0.99+0.10 60.4 2702 0.98 3 0.80 1.68 344
(40.5-87.6)a'c? (1207-8828)a'b?
Susceptible 864 1.22+0.10 35.8 784.7 5.14 3 0.16

(28.1-46.6)alc?

(454.7-1658)alh?
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CrylFa N507A Valle del Fuerte 768 1.28+0.09 7.84 149.8 7.3 4 0.11 0.94 0.97

(6.3-9.7)a'a? (95.5-271.4)a'ab?
Laguna 1024 1.37+0.08 8.8 140.0 6.2 4 0.18 1.06 0.91
(7.4-10.5)a'a? (96.8-222.8)a%a?
Susceptible 1024 1.30+0.08 8.3 153.2 6.0 4 0.19
(6.9-10.0)a’a? (103.5-252.0)a’a?

n NUmero de individuos tratados. CLsy, Concentracion Letal que mata el 50%. CLgs Concentracion Letal que mata el 95%. 1 Respuesta relativa = CLso(ss) de la poblacién de campo / CLso(es) de la poblacion
susceptible. .t Valores con diferentes letras son significativamente diferentes a través del no traslape de los limites de confianza con una probabilidad del 95% esto entre poblaciones a una sola proteina. .> Valores con
diferentes letras son significativamente diferentes a través del no traslape de los limites de confianza con una probabilidad del 95% esto entre proteinas evaluadas de una misma poblacién. e Proteina nativa o silvestre.

Cuadro 5. Andlisis Probit de la mortalidad de larvas de S. frugiperda expuestas a la proteina Vip3Aa de B. thuringiensis.

Proteina Poblacion n P£ES CLso CLos x2 Gl Pr>Chisq RRso'l RRos'
(95% CI) (95% CI)

Vip3Aae Valle del Fuerte 896 1.05+0.12 6.0 219.6 8.06 4 0.08 0.63 1.81
(3.9-10.3)a! (75.6-1664)b*

Laguna 896 0.95+0.07 12.2 646.5 212 4 0.71 1.28 5.32
(9.6-15.8)a! (335.5-1580)b!
Susceptible 672 1.48+0.14 9.4 121.3 4.74 3 0.19

(7.7-11.9)a! (73.0-250.8)a’

n Ndmero de individuos tratados. CL50 Concentracion Letal que mata el 50%. CLgs Concentracion Letal que mata el 95%.  Respuesta relativa = CLso(ss) de la poblacion de campo / CLso(ss) de la poblacion

susceptible .! Valores con diferentes letras son significativamente diferentes a través del no traslape de los limites de confianza con una probabilidad del 95% esto entre poblaciones a una sola protefna. . * Proteina
nativa o silvestre.

Cuadro 6. Larvas de S. frugiperda expuestas a diferentes concentraciones (ng-cm?) de proteinas CrylAb nativa y modificadas de B. thuringiensis y alcanzaron el tercero y
cuarto instar.

CrylAbe (1.63)" + EE® Cry1Ab ER (0.25)' + EE? Cry1Ab N514A (1.87)" + EE?
Conc. Valle del Laguna Susceptible Conc. Valle del Laguna Susceptible Conc. Valle del Laguna Susceptible
Fuerte Fuerte Fuerte
Testigo 315+1.0a 31.0t1.0a 29.7+21a Testigo 31.0+2.0a 31.2+10a 30.0+0.0a Testigo 32.0+0.0a 31.0+20a 3204+00a
0.6 245+37h 25.0+2.0b 252+15b 0.35 26.0+0.8ab 26.2+20b 253+06b 2 16.5+25b 19.2+3.7b 17.2+49b
1.6 17.5+2.6¢ 20.3t3.1¢c 222+17b 11 222+35b 20.7+3.1c 186+1.2¢c 7 10.2+34c 85+26¢C 9.2+05¢
4 142+17¢c 170+36 ¢ 18.2+15¢c 35 13.7+51¢c 17.0+3.6d 16.6 £1.5¢c 20 27+17d 27+26¢C 22+1.0d
11 75 +1.0d 80d+1.0 125+1.3d 11 12.7+30c¢ 80x+10e 9.3+1.2d 50 12+1.3d 0+0 0+0
30 27+13e 3.0+1.7e 82+10e 35 50+0.0d 3.0+1.7f 6.6+1.2¢e
CrylAb N514A-S587A (1.3)T + EE? CrylAb N514F (2.15)* + EE? CrylAb N514F-S587A (1_04)’r + EE?
Conc. Valle del Laguna Susceptible Conc. Valle del Laguna Susceptible Conc. Valle del Laguna Susceptible
Fuerte Fuerte Fuerte
Testigo 26.7+05a 30.6+06 a 30.7+15a Testigo 31.3+12a 31.7+05a 31.6+0.6a Testigo 305+1.0a 30.2+05a 31.2+05a
13 18.7+3.4b 253+15b 195+19b 1 226+25b 235+1.0b 16.6+1.2b 0.4 22.0+34b 247+32b 27.0+0.0b
0.4 155+5.1b 20.6+4.0bc 185+3.4b 35 16.3+4.0b 18.7+45¢c 120+2.0c 2 180+1.2¢c 16.0+0.8¢c 222+17¢c
5 7.7+22¢c 16.0+0.0¢c 8.7+19c 13 46+15¢c 47+17d 46+12d 10 12.0+1.8d 75+33d 14.0+2.2d
19 25+0.6¢cd 23+0.6d 47+1.3cd 50 30+20¢c 1.2+1.0d 20+1.0d 60 27+10e 17+£05e 32+10e
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70 12+05d 1.3+0.6d 27+1.0d 170 03+06¢C 0+0 0+0

CrylAbMod-1 (1.76)" + EE? CrylAbMod-2 (0.93)" + EE? CrylAb S587A (1.68)" + EE?
Conc. Valle del Laguna Susceptible Conc. Valle del Laguna Susceptible Conc. Valle del Laguna Susceptible
Fuerte Fuerte Fuerte
Testigo 320+00a 320+00a 306+12a Testigo 30.7+10a 313+79a 310+10a Testigo 313+12a 320+00a 31.7+05a
0.8 25.0+3.2b 247+13b 20.3+460b 0.3 265+1.0b 255+6.8ab 19.0+1.0b 0.6 240+1.0b 232+13b 21.2+36b
3 215+24b 205+24c 19.3+4.0b 0.8 23.7+17b 21.0+6.5bc 17.3+2.1bc 25 153+1.2c 140+14c 10.0+4.8¢
10 125+06¢ 9.2+1.3d 11.6+06¢ 2.8 19.0+16¢ 18.3+6.3¢ 12.0+3.0dc 10 36+1.2d 65+21d 45+1.7¢c
40 25+19d 0+0 1.0+1.0d 9 115+24d 153+6.3¢ 8.6+38d 35 1.3+06d 25+38e 0+0
130 0.7+1.0d 0+0 0+0 30 37+05e 70+75d 6.3+25d
CrylAb T585A (1.68)" + EE? CrylAb Wt (2.53)" + EE?
Conc. Valle del Laguna Susceptible Conc. Valle del Laguna Susceptible
Fuerte Fuerte
Testigo 29.3+06a 285+13a 320+00a Testigo 315+10a 320+00a 313+12a
0.8 18.0+1.0b 18.0+1.8b 21.2+3.8b 0.9 23.2+26b 17.7+89b 166+74b
31 16.6+25b 11.0+16¢C 195+45b 35 127+17c¢ 10.0 £3.6 bc 13.3+3.8 bc
10 63+15¢c 55+06d 9.7+£05¢c 12 3.7+17d 30+24c 43+21c
50 13+1.2d 20+0.0e 1.7+1.0d

Conc. Concentracion de la proteina. EE: Error Estandar de la media. ® Valores con diferentes letras dentro de cada columna son significativamente diferentes a través dela comparacion de medias con Tukey 0.05.
Concentracion original en mg -mL. . * Proteina nativa o silvestre.

Cuadro 7. Larvas de S. frugiperda expuestas a diferentes concentraciones (ng-cm2) de dos muestras de la proteina Cry1C de B. thuringiensis y alcanzaron el tercero y cuarto
instar.

CrylC-le (1.82)" + EE? CrylC-2e (2.172)" + EE?

Conc. Valle del Fuerte Laguna Susceptible Conc. Valle del Fuerte Laguna Susceptible
Testigo 32.0+0.0a 32.0+00a 30.0+0.8a Testigo 27.0+08a 30.0+2.0a 30.2+22a
1 23.2+5.7b 26.7+1.7ab 245+2.1b 0.18 245+37a 21.0+28b 25.7+4.6 ab
4 21.0+36b 235+1.7b 174+17¢c 0.8 19.2+40b 16.7+1.7¢c 23.0+£3.7b
15 18.0+28hb 13.0+7.1c 142+1.3d 35 142+05¢ 11.2+22d 135+19c
60 70+£08¢c 9.7+43¢c 11.5+1.7 de 11 9.7+05¢ 87+15d 95+1.3cd
125 55+06¢ 87+29c 92+22e 70 3.0+1.4d 25+06e 6.5+1.3d
1000 27+05¢c 0+0 47+36f 320 25+0.6d 12+05e 10+£00e

Conc. Concentracion de la proteina. EE: Error Estandar de la media. ® Valores con diferentes letras dentro de cada columna son significativamente diferentes a través dela comparacion de medias con Tukey. ¥
Concentracion original en mg -mL. Cry1C-1: muestra 1; Cry1C-2: muestra 2. . * Proteina nativa o silvestre.
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Cuadro 8. Larvas de S. frugiperda expuestas a diferentes concentraciones (ng-cm?) de proteinas CrylFa nativa y modificadas de B. thuringiensis y alcanzaron el tercero y
cuarto instar.

CrylFae (0.807 )" + EE? CrylFa DK (2.0)' + EE? CrylFaER (0.25)" + EE®
Conc. Valle del Laguna Susceptible Conc. Valle del Laguna Susceptible Conc. Valle del Fuerte Laguna Susceptible
Fuerte Fuerte
Testigo 31.5+1.0a 31.7+05a 316+06a Testigo 306+12a 31.3+06a 30.7+13a Testigo 30.7+05a 313+12a 31.3+06a
0.3 22.0+08b 245+19b 253+0.6b 0.3 23.6+3.2ab 216+21b 21.7+15b 0.7 257+19ab 23.0+36b 196+15b
0.7 140+08c 20.0+54hc 20.0+4.4c 0.7 23.3+38b 20.6+25hc 19.2+15b 2 21.2+22b 19.6+3.2b 17.0+1.0b
17 10.7+0.5d 16.2+36¢ 13.6+15d 1.7 206+55b 16.6+1.5cd 147+24c 6.5 152+56¢ 100+1.0c 116+15¢c
4 32+05e 80+4.1d 10.3+06e 4 18.0+4.4bc 13.0+20d 11.5+06cd 20 57+15d 0+0 10.0£0.0¢c
9 126+55¢c 73+15e 75+21d 60 040 0+0 26+1.2d
20 33+21d 23+06f 3.0+18e
CrylFa N507A(1.4) + EE?
Conc. Valle del Laguna Susceptible
Fuerte

Testigo 303+15a 305+13a 29.7+10a
0.7 19.0+1.0b 16.2+39b 19.0+1.2b
15 16.0+1.7b 11.2+25¢ 16.7+15b

4 63+15¢c 55+21d 55+06¢c
10 1+0.0d 35+1.3d 0+0

Conc. Concentracion de la proteina. EE: Error Estandar de la media. ® Valores con diferentes letras dentro de cada columna son significativamente diferentes a través dela comparacion de medias con Tukey 0.05. ¥
Concentracion original en mg mL. 1.° Proteina nativa o silvestre.

Cuadro 9. Larvas de S. frugiperda expuestas a diferentes concentraciones (ng-cm) de la proteina Vip3Aa de B. thuringiensis y alcanzaron el tercero y cuarto instar.
Vip3Aae (0.27)" £ EE?

Conc. Valle del Fuerte Laguna Susceptible
Testigo 282+13a 28.0+14a 310+17a
0.4 20.7+25b 215+33b 243+3.1b
1 142+17c 15.7+3.3¢c 216+21b
21 100+1.6d 8.7+13d 86+12c

5 17+£05e 1.7+05e 33+15d
10 0.7+05e 0+0 1.0+0.0d

Conc. Concentracion de la proteina. EE: Error Estandar de la media. ® Valores con diferentes letras dentro de cada columna son significativamente diferentes a través dela comparacion de medias con Tukey 0.05. f
Concentracion original en mg mL. . ® Proteina nativa o silvestre.
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Cuadro 10. Lineas base sobre inhibicion de peso en poblaciones de S. frugiperda recolectadas en el Valle del Fuerte,
Sinaloa; La Laguna, Coahuila, por efecto de exposicion a las proteinas nativas y modificadas Cry1Ab (CE, ng-cm?)

de B. thuringiensis.

Proteina Poblacion N CE50 (IC 95%)a CE90 (IC 95%)a
CrylAbe Valle del Fuerte 1152 1.82(1.36-2.27)ab 27.72(11.94-43.50)a
Laguna 864 3.16(2.55-3.76)b 41.54(23.32-59.66)a
Susceptible 1152 1.28(1.11-1.45)a 52.31(38.00-66.62)a
CrylAb ER Valle del Fuerte 1152 1.94(1.12-2.75)b 69.00(3.50-134.5)a
Laguna 1152 1.69(1.01-1.32)b 16.70(11.82-21.58)a
Susceptible 864 0.65 (0.56-0.74a) 24.42(19.97-34.8)a
CrylAb N514A Valle del Fuerte 1024 1.25(0.90-1.59)a 27.74(15.57-37.92)a
Laguna 1024 2.02(1.57-2.47)ab 26.28(16.01-36.55)a
Susceptible 1024 2.94(2.79-3.09)b 22.77(20.36-25.18)a
CrylAb N514A-S587A Valle del Fuerte 1024 0.93(0.74-1.12)a 48.9(27.6-70.35)a
Laguna 1024 2.0(1.59-2.4)b 42.6(22.28-63.05)a
Susceptible 1024 0.82(0.70-0.95)a 44.4(30.8-58.0)a
CrylAb N514F Valle del Fuerte 768 1.02(0.61-1.43)a 29.4(8.19-50.61)a
Laguna 1024 2.87(2.52-3.21)b 18.25(11.82-24.67)a
Susceptible 768 1.26(0.90-1.63)ab 23.79(10.07-35.51)a
CrylAb N514F-S587A Valle del Fuerte 768 1.41(1.30-1.52)ab 29.54(21.16-34.93)a
Laguna 1024 1.16(0.89-1.44)a 37.81(17.46-58.16)a
Susceptible 1024 3.14(2.80-3.48)b 28.74(21.35-35.60)a
CrylAb Mod-1 Valle del Fuerte 1024 3.99(2.92-5.07)a 69.45(26.30-112.6)a
Laguna 1024 4.13(3.36-4.89)a 39.04(22.41-55.67)a
Susceptible 768 3.52(2.47-4.57)a 89.51(28.1-150.9)a
CrylAb Mod-2 Valle del Fuerte 1152 2.44(1.79-3.09)b 27.68(11.21-44.15)a
Laguna 864 3.08(2.31-3.85)b 40.97(17.58-64.37)a
Susceptible 864 0.68(0.45-0.91)a 100.5(27.41-173.5)a
CrylAb S587A Valle del Fuerte 768 1.60(1.39-1.80)b 15.99(11.55-20.43)a
Laguna 1024 1.05(0.92-1.19)a 21.85(16.11-27.58)a
Susceptible 1024 1.44(1.29-1.59)b 16.61(12.79-20.44)a
CrylAb T585A Valle del Fuerte 768 1.39(0.84-1.95)a 18.32(2.25-34.39)a
Laguna 1024 1.04(0.77-1.53)a 34.84(16.92-52.76)a
Susceptible 1024 3.51(3.02-4.01)b 39.54(26.28-52.80)a
CrylAb Wt Valle del Fuerte 1024 1.08(0.96-1.20)a 12.16(9.49-14.84)a
Laguna 1024 2.72(2.29-3.14)b 23.30(15.20-31.39)a
Susceptible 768 1.52(1.06-1.98)ab 13.82(4.74-22.90)a

n NUmero de individuos tratados. CEsy: Concentracion de las proteinas (ng-cm) que inhibe el 50% del crecimiento de las larvas en un periodo de
siete dias. CEg: Concentracion de las proteinas (ng-cm) que inhibe el 90% del crecimiento de las larvas en un periodo de siete dias. ?Limites
de confianza al 95% de probabilidad. Valores con diferentes letras dentro de cada columna son significativamente diferentes a través del no

traslape de los limites de confianza. ® Proteina nativa o silvestre.
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Cuadro 11. Lineas base sobre inhibicion de peso en poblaciones de S. frugiperda recolectadas en el Valle del Fuerte,

Sinaloa; Laguna, Coahuila, por efecto de

thuringiensis.

exposicion a las proteinas nativas CrylC (CE, ng-cm?) de B.

Proteina Poblacion n CE50 (IC 95%)a CE90 (IC 95%)a

CrylC-1le Valle del Fuerte 1152 7.07(5.60-8.53)ab 221.9(118.7-325.1)a
Laguna 1152 10.82(7.77-13.86)b 464(162.3-767.4)a
Susceptible 1152 5.63(4.19-7.07)a 366.7(153.4-580.0)a

CrylC-2e Valle del Fuerte 1024 0.79(0.60-0.99)a 293.0(129.1-457.0)a
Laguna 1024 1.32(1.09-1.56)b 116.2(68.07-164.3)a
Susceptible 1024 4.07(3.41-4.72)c 394.6(240.7-548.4)a

n Ndmero de individuos tratados. CEsy: Concentracion de las proteinas (ng-cm2) que inhibe el 50% del crecimiento de las larvas en un periodo de
siete dias. CEg: Concentracion de las proteinas (ng-cm) que inhibe el 90% del crecimiento de las larvas en un periodo de siete dias. 2Limites
de confianza al 95% de probabilidad. Valores con diferentes letras dentro de cada columna son significativamente diferentes a través del no

traslape de los limites de confianza. ® Proteina nativa o silvestre.

Cuadro 12. Lineas base sobre inhibicion de peso en poblaciones de S. frugiperda recolectadas en el Valle del Fuerte,
Sinaloa; Laguna, Coahuila, por efecto de exposicion a las proteinas nativas y modificadas CrylFa (CE, ng-cm) de

B. thuringiensis.

Proteina Poblacion n CE50 (IC 95%)a CE90 (IC 95%)a
CrylFae Valle del Fuerte 1152 0.33(0.30-0.37)a 2.76(2.25-3.28)a
Laguna 1152 1.01(0.82-1.19)c 16.56(9.48-23.63)b
Susceptible 864 0.59(0.46-0.73)b 27.11(14.92-39.30)b
CrylFa DK Valle del Fuerte 864 2.95(2.13-3.76)b 42.93(15.84-70.02)a
Laguna 864 2.07(1.74-2.40)b 20.83(13.52-28.14)a
Susceptible 1152 1.07(0.92-1.23)a 18.20(12.22-24.18)a
CrylFaER Valle del Fuerte 1152 2.06(1.43-2.69)a 22.82(6.79-38.85)a
Laguna 864 1.66(1.38-1.94)a 11.55(6.96-16.1)a
Susceptible 864 1.34(1.10-1.58)a 45.08(27.85-62.31)b
CrylFa N507A Valle del Fuerte 768 0.94(0.86-1.03)a 9.62(7.77-11.48)a
Laguna 1024 0.88(0.32-1.31)a 8.50(2.11-14.89)a
Susceptible 1024 1.02(0.95-1.09)a 7.42(6.27-8.56)a

n NUmero de individuos tratados. CEsy: Concentracion de las proteinas (ng-cm) que inhibe el 50% del crecimiento de las larvas en un periodo de
siete dias. CEg: Concentracion de las proteinas (ng-cm) que inhibe el 90% del crecimiento de las larvas en un periodo de siete dias. 2Limites
de confianza al 95% de probabilidad. Valores con diferentes letras dentro de cada columna son significativamente diferentes a través del no

traslape de los limites de confianza. ® Proteina nativa o silvestre.

Cuadro 13. Lineas base sobre inhibicion de peso en poblaciones de S. frugiperda recolectadas en el Valle del Fuerte,
Sinaloa; Laguna, Coahuila, por efecto de exposicion a la proteina Vip3Aa (CE, ng-cm?) de B. thuringiensis.

Proteina Poblacién N CE50 (IC 95%)a CE90 (IC 95%)a

Vip3Aae Valle del Fuerte 896 0.74(0.60-0.88)a 5.75(3.41-8.09)a
Laguna 896 1.19(0.84-1.53)a 19.32(9.06-29.57)b
Susceptible 672 1.02(0.84-1.20)a 10.75(6.51-14.90)b

n NUmero de individuos tratados. CEsy: Concentracion de las proteinas (ng-cm) que inhibe el 50% del crecimiento de las larvas en un periodo de
siete dias. CEg: Concentracion de las proteinas (ng-cm) que inhibe el 90% del crecimiento de las larvas en un periodo de siete dias. ?Limites
de confianza al 95% de probabilidad. Valores con diferentes letras dentro de cada columna son significativamente diferentes a través del no

traslape de los limites de confianza. ® Proteina nativa o silvestre.
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Cuadro 14.Mortalidad de S. frugiperda expuesta a la proteina Cry9Aae (0.20)" de B. thuringiensis.

Concentracion

ng-cm- N No. Muertos % de Mortalidad
Testigo 64 0 0
1 64 5 7.8
10 64 5 7.8
100 64 6 9.4
1000 64 8 125
5000 64 8 1255

N tratados. ¥ Concentracion original en mg -mL™.® Proteina nativa o silvestre.

Cuadro 15. Mortalidad de S. frugiperda expuestas a las proteinas Cry1C modificadas de B. thuringiensis.

Concentracion (ng-cm?)

Proteina n  Testigo 1 10 100 1000 5000
CrylC L507A (1.85)f 64 0 4 7 23 35 57
Cryl1C N510A (2.26)f 64 0 2 5 22 43 53
Cryl1C Q508A (2.78)f 64 0 7 7 17 49 59
Cry1C V505A (3.09)f 64 0 5 8 18 45 61
Cry1C V509A (1.83)f 64 0 3 9 15 46 58

n tratados. T Concentracion original en mg -mL*
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CONCLUSIONES

Los valores més bajos de la CLso que se registraron para la familia CrylA, se observaron con la
proteina Cry1Ab S587A, los cuales fueron de 27.8, 3-2.4 y 2-2.1 ng-cm™ en Valle del Fuerte, La
Laguna y Susceptible, respectivamente. Mientras que para la familia Cry1F, los valores bajos se
presentaron con la proteina CrylFa, los cuales fueron de 7.6, 16.-2 y 15.4 ng-cm™ para las
mismas poblaciones. Las proteinas combinadas: CrylAb N514A-S587A y CrylAb N514F-
S587A, no dan mejores resultados que si se aplican por si solas. La proteina de la familia Cry1C,
registro valores de CLso superiores a 1025 ng-cm. Los valores de la CLos para las tres familias:
CrylA, CrylC y CrylF, fueron elevados y a su vez dificil de comparar por la amplitud de sus
limites de confianza, ya que los valores de la CLso y CLogs estan en funcion de la pendiente de la
recta. Los porcentajes de mortalidad registrados en cada poblacién por proteina se ajustaron a
una linea recta. Los valores de RRso y RRges estimados entre las poblaciones de campo y la
Susceptible, indican que las poblaciones de la Laguna y Valle del Fuerte no son resistentes a las
proteinas de las tres familias: CrylA, CrylC y CrylF y Vip3Aa.

ANEXOS
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Figura 1. Bioensayo linea base de S. frugiperda con la proteina CrylAb ER. Representa a una sola repeticion del
bioensayo.
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Figura 2. Bioensayo linea base de S. frugiperda con la proteina CrylAb N514A. Representa a una sola repeticion del
bioensayo.
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Figura 3. Bioensayo linea base de S. frugiperda con la proteina CrylAbMod1. Representa a una sola repet
bioensayo.

icion del

Cry1Ab Mod2

’ £
é i g\ < :
~ =
27 9 30

100 350 1000

iy

Testigo 0.25 0.8

Concentracion ng-cm?

Figura 4. Bioensayo linea base de S. frugiperda con la proteina CrylAbMod-2. Representa a una sola repeti
bioensayo.
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Figura 5. Bioensayo linea base de S. frugiperda con la proteina CrylC. Representa a una sola repeticion del
bioensayo.

Cry9Aa
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Figura 6. Bioensayo linea base de S. frugiperda con la proteina Cry9Aa. Representa a una sola repeticion del
bioensayo.
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Figura 7. Bioensayo linea base de S. frugiperda con la proteina Vip3Aa. Representa a una sola repeticion del
bioensayo.
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