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RESUMEN

La mayoria de genes transferidos a plantas transgénicas han sido derivados de la bacteria
Bacillus thuringiensis (Bt), la cual confiere a las plantas la capacidad de producir cristales
proteinicos de caracteristicas insecticidas. Para poder introducir esta tecnologia en
centroamérica es necesario evaluar el efecto de las toxinas Bt en las principales plagas de
cultivos de alta importancia econdémica en la region. En el presente trabajo se evalu6 el
efecto de las siguientes toxinas Bt: Cry [A(b), Cry IA(c), Cry IC, Cry IF, Cry IIA y tres
combinaciones de toxinas (Cry IA(c)-IC, Cry IA(c)-IF y Cry IC-IF) en el gusano
cogollero, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith). Los objetivos de este fueron identificar
las toxinas o combinaciones que causan mayor mortalidad en S. frugiperda y comparar la
concentracion y el tiempo letal medio de estas (CLsyg y TLsp), determinar el efecto de las
toxinas y combinaciones en el crecimiento de las larvas y evaluar la sobrevivencia y el
efecto en el crecimiento bajo una exposicion de cinco dias. Se realizaron tres bioensayos.
En el primero se evaluaron ocho concentraciones de 0.00128 a 100 pg/ml. En el segundo
siete concentraciones de 2 a 128 pg/ml. En el tercero so6lo la concentracion de 20pg/ml.
La toxina Cry IF causé mayor mortalidad y disminucion en crecimiento que Cry IC, Cry
IA(c)-IF y Cry IC-IF, que también produjeron efectos significativos en la mortalidad y el
crecimiento de larvas. Sin embargo, no hubo diferencia entre las CLsy de estas cuatro.
Las toxinas Cry IA(b), Cry IA(c), Cry IIA y la combinacién Cry IA(c)-IC produjeron
niveles de mortalidad muy bajos. La tasa de mortalidad de Cry IF fue afectada al reducir
el tiempo de exposicion a cinco dias y Cry IA(c)-IF fue la que menos se vio afectada. El
efecto en crecimiento fue similar al exponer cinco o quince dias, con excepcion de la
toxina Cry IA(c).
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I. INTRODUCCION

El maiz es uno de los cultivos de mayor importancia para la region centroamericana ya
que es un producto basico dentro del habito alimenticio de la poblaciéon. El control de
plagas en este cultivo es fundamental, debido a que algunas de estas pueden provocar
dafios muy severos en las distintas etapas fenologicas de este cultivo.

La principal plaga del maiz en centroamérica es el gusano cogollero, Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith). Este es un insecto lepidoptero que en su estado larval corta los
tallos de plantulas a nivel del suelo, destruye los cogollos de plantas jovenes y retrasa el
crecimiento en plantas mayores (King y Saunders, 1984). Un estudio reciente en
Nicaragua sefala que cuando el 55 a 100% de las plantas estan infestadas, las pérdidas
pueden oscilar entre un 15 a un 73% (Hruska y Gould, 1997). La alta magnitud que
alcanzan dichas pérdidas ha originado una constante bisqueda de diversas tacticas de
controles culturales, bioldgicas y quimicas que contribuyan a disminuir o detener su
grave ataque.

La ingenieria genética ha desarrollado en los ultimos afios una de las alternativas mas
promisorias e innovadoras del siglo al producir cultivos agricolas con genes que
presentan resistencia o toxicidad contra insectos. En la actualidad, esta tecnologia ha sido
implementada exitosamente en Estados Unidos y Canada en los cultivos de algodon,
maiz, tomate y papa (Ely, 1993), donde la mayoria de los transgenes han sido derivados
de la bacteria Bacillus thuringiensis (Berliner) (Bf). Dichos cultivos, denominados
cultivos Bt, expresan en sus tejidos los genes de la bacteria para producir cristales
proteinicos de caracteristicas insecticidas (Hruska, 1997).

Segun Toenniessen (1997), estos cultivos transgénicos representan una gran esperanza
para los paises en desarrollo, ya que pueden contribuir en la disminucién de los peligros a
la salud y los dafios al medio ambiente (ocasionados por el uso excesivo de plaguicidas) y
al aumento de produccién y rendimientos en muchos de los pequefios productores que no
estan empleando controles de plagas efectivos.

Bacillus thuringiensis es una bacteria gram positiva que se encuentra en el suelo bajo
condiciones naturales con una persistencia y reproduccion muy bajas, lo cual influye en
su capacidad de afectar organismos susceptibles en el ambiente (Weinzerl y Henn, 1997).
Firmin et al. (1994) confirman la baja adaptabilidad de esta bacteria en el ambiente en
formulaciones de Bt, al encontrar que la luz ultravioleta combinada con la precipitacion
puede afectar su persistencia, siendo mas estable bajo la obscuridad.



X1V

Actualmente se han identificado muchas cepas de Bt como por ejemplo berliner 1715,
kurstaki HD-1, aizawai 7.29, morrisoni PG14, tenebrionis, san diego, thomsoni e
israelensis. Estas cepas difieren en su composicion (genes) y espectro de accion de los
cristales proteinicos que poseen.

Las toxinas que produce Bt varian mayormente en su estructura, en cuanto a rangos de
similaridad en la secuencia de aminoacidos. Por esta razon se dividen en cinco tipos de
acuerdo al modo de accion y especificidad sobre las plagas:

B Delta-endotoxinas ().

B Beta-exotoxinas (p).

B Alpha-exotoxinas (o).

B Toxina antibiotica bacteriana
B Toxina de factor raton.

El interés sobre esta bacteria se ha dado principalmente, por su capacidad de producir las
d-endotoxinas y se ha incrementado en los tltimos afios, pues se han descubierto nuevas
actividades toéxicas contra muy diversos grupos de organismos (Cuadro 1). Las
d-endotoxinas estan codificadas por distintas clases de genes, cuya especificidad varia
para determinados tipos de plagas (Quintero, 1995) y puede llegar a variar incluso entre
especies de un mismo género (Lereclus et al., 1993) (Anexo 1).

Cuadro 1. Cristales de proteinas insecticidas (CPI) y su especificidad de accion.

CPI Especificidad
Cry 1 Lepidopteros
Cry II Dipteros y lepiddpteros
Cry I Coledpteros
Cry IV Dipteros
CryV Nematodos
Cry VI Nematodos

Fuente: Quintero, 1995.

Las toxinas se insertan en la membrana del intestino medio donde causan una ruptura de
los gradientes eléctricos de potasio y un aumento del pH de la hemolinfa. La mortalidad
resulta del desequilibrio del contenido basico hipotonico del intestino medio y la
hemolinfa (Castillo et al., 1995). Los sintomas que se observan en los insectos son: cese
de la ingesta, paralisis del intestino y tracto alimenticio, vomito, diarrea, paralisis total y
finalmente la muerte que ocurre en una a siete horas en hospederos muy susceptibles y de
dos a siete dias en los menos susceptibles. Algunas veces la muerte resulta de septicemia
después de la germinacion de esporas vivas en el intestino.
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Los productos derivados de Bt se han utilizado casi por tres décadas en la agricultura
como insecticidas microbiales, siendo aceptados como productos biodegradables y de uso
seguro para los humanos. Sin embargo, se han presentado ciertas limitantes sobre esta
forma de proteccion de cultivos que permiten considerar el potencial de las plantas para
expresar o-endotoxinas a partir de la introduccion de genes de Bt (Ely, 1993). Uno de
estos aspectos es la proteccion del cultivo durante todo el ciclo, aun cuando son plagas
que se encuentran dentro de la planta (barrenadores especificamente) y ademas no
necesitan de condiciones ambientales especificas.

En su mayoria, los cultivos Bt han sido desarrollados para plagas que son claves en otras
regiones y no se han evaluado aquellas que son de alta importancia econémica en
centroamérica. Por esta razon es necesario investigar cuales de estas toxinas producidas
por la bacteria afectan este complejo de plagas, donde una de las principales es el gusano
cogollero. Esta investigacion permitiria a los genetistas, estudiar la posibilidad de
introducir genes que codifican para la produccion de las toxinas en plantas de maiz u
otros cultivos ya adaptados a nuestras condiciones.

Nyouki et al. (1996) estudiaron el efecto de interacciones de esporas y d-endotoxinas en
S. frugiperda y Pseudoplusia includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae), utilizando
cuatro productos de Bt subespecie kurstaki: Dipel 2X™ (Cry 1A(a), CryA(b), Cry IA(c) y
Cry IIA), MVP™ MYX™ (ambos basados en Cry IA(b) y Cry IA(c)) y MYD™ que es
una formulacion de esporas sin 0-endotoxinas. Las concentraciones utilizadas variaron
con los productos: Dipel (835 a 7,500 pg/g de dieta), MVP™ (21 a 125,000 ug/g de
dieta), MYX™ (105 a 100,000 pg/g de dieta) y MYD™ (100 a 10,000 pg/g de dieta). En
la segunda fase de este estudio solamente se evalu6 una concentracion de MYD™. Las
concentraciones de MYX™ y MVP™ fueron dos veces mas altas que las del ensayo
preliminar.

Gardner (1988) encontr6 un efecto de sinergismo entre Bt y sus [-exotoxinas causando
mortalidad en larvas de tercero y cuarto estadio de S. frugiperda, utilizando como fuente
el Dipel WP (16,000 Ul/mg).

Olivares (1997) realizé un estudio muy similar en Diatraea saccharalis (Fabricius)
(Lepidoptera: Pyralidae), evaluando las toxinas Cry IA(b), Cry IA(c), Cry IC, Cry IF y
Dipel® 4L con nueve concentraciones en un rango de 20 a 0.000256 pg/ml de dieta. Se
calcul6 la CLs de las toxinas y se encontré que Cry IA(c) y Cry IA(b) causaron mayor
mortalidad en las concentraciones de 20 y 4 pg/ml. Ademas, las cuatro toxinas causaron
una disminucion en el desarrollo de las larvas en estas dos concentraciones mas altas.

Por otro lado, se han realizado estudios en otros lepidopteros, investigando la
susceptibilidad de insectos como Heliothis virescens (F.) y Helicoverpa zea (Boddie) a
productos comerciales como Dipel y a la toxina IA(c) (Stone y Sims, 1993). También se
han evaluado interacciones de Bt con productos fagoestimulantes en otros insectos plagas
como: H. zea, Lymantria dispar (L.), Ostrinia nubilalis (Hibner) y Plutella xylostella
(L.) (Farrar, 1995).
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Una de las principales razones que impulsan la realizacion de estudios constantemente
con Bt es que algunos insectos han desarrollado resistencia a las toxinas que produce
dicha bacteria. Los insectos presentan muchas estrategias de adaptacion. Pueden adaptar
su proceso digestivo a nuevas plantas, desarrollar nuevos habitos alimenticios o
preferencias de palatabilidad, colonizar areas con nuevas especies de plantas de las cuales
pueden alimentarse o desarrollar mecanismos de desintoxicaciéon para neutralizar las
toxinas de las plantas (Harborne, 1988).

Gould (1997) sefiala que en la actualidad los estudios genéticos mds completos de
resistencia han sido conducidos usando la palomilla de los granos (Plodia interpunctella
(Hubner) (Lepidoptera: Pyralidae)), la palomilla dorso de diamante (P. xylostella) y el
bellotero del tabaco (H. virescens) por el alto nivel de resistencia que han alcanzado. Sin
embargo, alrededor de diez especies mas han demostrado su capacidad de desarrollar
resistencia bajo condiciones experimentales de laboratorio.

El presente estudio forma parte de un proceso de adaptacion de la tecnologia de plantas
transgénicas en centroamérica. La finalidad de todo este proceso es ofrecer a los
agricultores una nueva alternativa que bajo un “programa de manejo adecuado”, pueda
contribuir en el aumento de sus rendimientos y que brinde una mayor seguridad a la salud
humana al disminuir las aplicaciones de plaguicidas en el ambiente. Dicho proceso va a
requerir mucho tiempo en llevarse a cabo y se va a necesitar la colaboracion de muchas
instituciones de investigacion, sector privado, educacionales e incluso gubernamentales
para el desarrollo de plantas o cultivos transgénicos adaptados a la region.

En este trabajo se evaluaron cinco diferentes toxinas Bt sobre el gusano cogollero del
maiz, estas fueron: Cry IA(b), Cry IA(c), Cry IC, Cry IF, Cry IIA y tres combinaciones
de estas (Cry IA(c)-IC, Cry IA(c)-IF y Cry IC-IF). Los objetivos fueron: en primer lugar
identificar las toxinas individuales o combinaciones de mayor letalidad para S. frugiperda
y comparar la concentracion letal media (CLsg) y el tiempo letal medio (TLs) de estas.
En segundo lugar determinar el efecto de las toxinas y combinaciones en el crecimiento o
desarrollo de las larvas. Finalmente, se pretendid evaluar la capacidad de recuperacion o
sobrevivencia de larvas después de haber sido sometidas por un periodo de cinco dias a
las toxinas y combinaciones, asi como el efecto en el crecimiento.
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II. MATERIALES Y METODOS

El experimento se realizd en el Centro para el Control Bioldgico en Centro América
(CCBCA) del Departamento de Proteccion Vegetal de Zamorano (Escuela Agricola
Panamericana). Los ensayos se ubicaron en un cuarto con dimensiones de 2.5 x 2.5 x 2.7
m de altura. Se utiliz6 un higrémetro para medir la temperatura y la humedad relativa que
en promedio fueron de 27°C 'y 88%, respectivamente. El fotoperiodo bajo el cual se llevo
a cabo fue de 12:12 horas (luminosidad:obscuridad).

Las larvas utilizadas en el experimento se obtuvieron del CCBCA, donde se maneja una
cria de una raza nativa de Zamorano. En esta cria, las larvas se colocan en una dicta
artificial (Green ef al., 1976). Cuando empupan se clasifican por tamafio y se distribuyen
en jaulas para que al eclosionar los adultos puedan reproducirse y ovipositar.

2.1 PREPARACION DE LA DIETA

Para todos los bioensayos se utilizé la dieta creada por Green et al. (1976), la cual es
especifica para larvas de lepidopteros. Para preparar la dieta se dejaban en remojo por
un dia 250 g de soya y 200 g de arroz (en grano) en 3400 ml de agua. Posteriormente se
llevaba a ebullicion, donde se agregaban 80 g de agar. Se mezclaban bien y se
adicionaban 200 g de levadura, 200 g de proteina de soya y 140 g de caseina. Una vez
que estos ingredientes estaban mezclados se apagaba la estufa y se agregaban los ultimos
ingredientes en este orden: 20 g de vitaminas, 18 g de 4cido ascorbico, 9 g de acido
sorbico, 15 g de metil parabenceno, 250 mg de tetraciclina, 18 ml de formalina (al 40%)
y 3 g de benlate.

Esta mezcla se pasaba a una licuadora de capacidad de 5 | donde se tenia por 3 minutos
hasta lograr una mezcla homogénea. El siguiente paso era la adicion de la toxina que fue
la variante en la realizacion de los bioensayos.
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2.2 BIOENSAYOS

Las toxinas Bt utilizadas en las pruebas fueron proporcionadas por el Dr. Fred Gould del
Departamento de Entomologia de la Universidad Estatal de Carolina del Norte, Raleigh.
Dichas toxinas tenian las siguientes concentraciones: Cry [A(b) 15 g/l, Cry IA(c) 12.5 g/l,
Cry IC 7.7 mg/g, Cry IF 15.0 g/l y Cry IIA 263.2 mg/ml.

Para la realizacion de los bioensayos se recolectaron masas de huevos de la cria del
CCBCA vy se repartieron en vasitos plasticos de 1 onza (Bio Serv'), donde permanecieron
hasta eclosionar. En este momento, sin haber sido sometidas a ningin tipo de
alimentacion previa, cada pequeia larva fue transferida individualmente a un vasito con
la dieta mas su tratamiento respectivo (toxinas individuales o combinaciones de estas a
una concentracion determinada).

Cada concentracion se conformd por una cajilla plastica con capacidad para treinta
vasitos de 1 onza. En cada vasito se coloco una larva, obteniendo entonces treinta larvas
de primer estadio por réplica.

Para todas las pruebas, se realizaron tres repeticiones y para detectar diferencias en las
replicas entre tratamientos por efecto de manejo o de la preparacion de dieta, se utilizé un
control que fue la toxina Cry IA(c).

En los bioensayos, las concentraciones mas altas se obtuvieron utilizando la férmula:
Co+Vy=Cs « Vy, donde: C, es la concentracion inicial de la toxina, ¥, el volumen o
cantidad de toxina a adicionar para obtener una cantidad de dieta (/) con una
concentracion determinada (Cy).

En cada vasito se colocod aproximadamente 6.7 ml de dieta artificial con su respectivo
tratamiento. Una vez que la dieta tomaba una consistencia solida se colocaba una larva
por cada ;/asito con un pincel desinfectado con alcohol al 95% y se cerraba bien con tapas
de carton”.

Se midié la mortalidad de larvas a los 5, 10 y 15 dias después de haberlas
transferido. En esta ultima fecha, se pesaron las larvas sobrevivientes en grupos de
cinco a diez, en una balanza de 1 mg de presicion para determinar algun efecto de
las toxinas en su desarrollo.

2.2.1 Bioensayo 1: Evaluacion de cinco toxinas y tres combinaciones en la
mortalidad y crecimiento de larvas de S. frugiperda.

Se dividio6 el bioensayo en dos fases, evaluando un total de ocho tratamientos (Cuadro 2).
En la primera fase se evaluaron cinco toxinas individualmente y en la segunda fase, para
identificar si existia sinergismo entre toxinas se realizaron tres combinaciones, utilizando
aquellas que tuvieron un buen efecto en la mortalidad o el crecimiento de las larvas en la
primera etapa del ensayo. Los niveles de tratamiento fueron ocho concentraciones” mas el
testigo.

' Bio Serv, P.0.BOX 450. Frenchtown, N.J. 08825. Phone 908-996-2155. FAX 908-996-4123

? Tapaderas de carton para copas plasticas #410 de 1 onza.

3 En el caso de las combinaciones de toxinas, las concentraciones se obtuvieron utilizando el 50% de cada
toxina para poder llegar a las cantidades listadas en cada nivel.
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Cuadro 2. Toxinas, combinaciones y concentraciones utilizadas en el bioensayo 1.

Tratamientos Concentraciones (ug/ml)
Fase 1: Toxinas individuales 100
Cry IA(b) 20
Cry IA(c) 4.0
Cry IC 0.8
Cry IF 0.16
Cry ITIA 0.032
Fase 2: Combinaciones de toxinas 0.0064
Cry IA(c)-Cry IC 0.00128
Cry IA(c) — Cry IF 0 (Testigo)
Cry IC—Cry IF

Una vez que la dieta estaba preparada, se adicioné la toxina con una micropipeta de
10 a 100 ul, agregando segiin la concentracion de la toxina, una cantidad especifica
para obtener la concentracion de 20 ng/ml en cierta cantidad de dieta. Esto se hacia
en una licuadora con capacidad para 1.25 1 por 2 minutos.

De la dilucion obtenida, 200 ml eran colocados en los 30 vasitos del nivel de 20 pug/ml.
Otros 200 ml se distribuian en el nivel de 20 pg/ml del bioensayo 3 y los 50 ml restantes
se mezclaban con 200 ml de dieta sin toxina para obtener la concentracion menor de 4
pg/ml. De esta forma, diluyendo 50 ml de la concentracion obtenida en 200 ml de dieta
sin toxina, se realizaban una serie de diluciones posteriores que permitian obtener las
concentraciones menores a partir de las mayores, guardando siempre la relacion de 1 a 5.
El ultimo paso era la adicion de toxina para obtener la concentracion de 100 pg/ml. De
esta forma se ahorraba toxina ya que se necesitaba una menor cantidad de toxina para el
nivel de 20 pg/ml que se usé en dos bioensayos (1 y 3).

2.2.2 Bioensayo 2: Concentraciones intermedias

En dos de las combinaciones de toxinas en el bioenesayo 1, se presentd una alta
mortalidad en los niveles mayores. A pesar de esto, la gama de concentraciones utilizadas
no fue adecuada para estimar la concentracion letal media (CLsp) por medio de un
analisis Probit. Por esta razén y con el objeto de validar los resultados del bioensayo 1, se
llevdo a cabo un nuevo ensayo con concentraciones intermedias no soélo para las dos
combinaciones sino también para las dos toxinas individuales més efectivas (Cuadro 3), y
asi determinar si las CLsg de estas era diferente. Se utilizaron siete concentraciones mas
el testigo.



XX

Cuadro 3. Toxinas, combinaciones y concentraciones utilizadas en el bioensayo 2.

Tratamientos Concentraciones (ug/ml)
Toxinas individuales 128
Cry IC 64
Cry IF 32
Combinaciones de toxinas 16
Cry IA(c) - Cry IF 8
Cry IC—-Cry IF 4
2
0 (Testigo)

La preparacion de la dieta con toxina fue similar al bioensayo 1. La relacion de las
diluciones en este caso fue de 1 a 2, osea que de la dilucion de 128 pg/ml se colocaban
200 ml en los treinta vasitos de dicho nivel y los otros 200 ml se mezclaban con 200 ml
de dieta sin toxina para obtener la concentracion menor y asi sucesivamente hasta llegar
al nivel de 2 pg/ml.

La mortalidad de larvas se midid siempre a los 5, 10 y 15 dias, pero ademas, se hicieron
mediciones a los 3,7,9, 11 13 y 15 dias para poder estimar el TLsy con mayor presicion.

2.2.3 Bioensayo 3: Efecto de una exposicion de cinco dias a las toxinas y
combinaciones en la mortalidad y crecimiento de larvas de S.
frugiperda.

Simultidneamente con el bioensayo 1, se realizé otra prueba para determinar si una
larva podria recuperarse y sobrevivir después de haber sido sometida por cinco dias
a las toxinas. Se aplicaron los mismos ocho tratamientos (cinco toxinas individuales
y tres combinaciones), pero en este solo se utilizo la concentracion de 20 pg/ml mas
el testigo. CoOmo se menciono en el bioensayo 1, 200 ml de la dilucion inicial fueron
utilizados para el nivel de 20 pug/ml del bioensayo 3.

Se midio la sobrevivencia de larvas a los 5 dias, fecha en la cual eran transferidas a una
dieta normal sin toxina para evaluar posteriormente la mortalidad a los 10 y a los 15 dias.
Al dia 15 siempre se pesaron las larvas sobrevivientes.
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2.3 ANALISIS DE RESULTADOS

Todos las pruebas estadisticas aplicadas en los resultados obtenidos (Anexo 2-8), se
realizaron en el “Sistema de Analisis Estadistico” (SAS Institute, 1989). En los
bioensayos, no fue necesario hacer un ajuste en base a la toxina Cry IA(c) que se utilizod
como control o estandar ya que los porcentajes de mortalidad y disminucion en peso
fueron estadisticamente similares entre las réplicas (Anexo 9). Las larvas que
desaparecieron en los ensayos, no fueron tomadas en cuenta en el total de larvas
expuestas en cada nivel.

En el bioensayo 1 se analizaron Ginicamente los porcentajes de mortalidad de las tres
concentraciones mas altas (100, 20 y 4 ug/ml) para la comparacion entre toxinas. Esto se
debio a que algunas toxinas presentaron inconsistencia en los resultados de las
concentraciones menores a 4 pg/ml. Para determinar el efecto de las toxinas y
concentraciones en la mortalidad de S. frugiperda, se realiz6 un andlisis de varianza
bifactorial (ANDEVA) y un analisis de contrastes. Ademas, se hizo una prueba de
separacion de medias por diferencia minima significativa con la prueba Student Newman
Keuls (SNK).

El analisis de contrastes se realizé para determinar en primer lugar, si es mejor utilizar las
toxinas individuales o en combinaciones para matar las larvas de cogollero. En segundo
lugar, identificar cual de las dos toxinas individuales mas efectivas fue mejor (Cry IF y
Cry IC). Se hizo otro contraste dentro de las combinaciones, comparando las que tenian
la toxina Cry IF contra las que no la tenian para identificar si esta toxina es quien
determina la mayor toxicidad. En el ultimo contraste se compararon las dos
combinaciones con Cry IF para identificar cual toxina (Cry [A(c) y Cry IC), presenta mas
sinergismo con Cry IF.

En cuanto al analisis del crecimiento de las larvas se hizo un ANDEVA bifactorial, un
analisis de contrastes y una separacion de medias con la prueba SNK (para toxinas y
concentraciones). Debido a que las concentraciones del bioensayo 1, no fueron adecuadas
para estimar la concentracion letal media (CLsg) de las combinaciones Cry [A(c)-IF y Cry
IC-IF, se realizo el bioensayo 2 para determinar la CLs, con el programa Probit de la
Agencia de Proteccion al Medio Ambiente (EPA, version 1.5). Para determinar
diferencias entre las CLs se realiz6 un ANDEVA. Ademas, se estimo el tiempo letal
(TLso y TLgo) ubicando los puntos correspondientes en el grafico de mortalidad en el
tiempo.

Para el bioensayo 3 se realizo un ANDEVA y una prueba de separacion de medias con
SNK, para determinar los efectos de una exposicion de cinco dias a las toxinas y
combinaciones en la mortalidad y crecimiento de cogollero. Ademas, se hizo un analisis
de contrastes pero para comparar el efecto de una exposicion de cinco dias con el efecto
de una exposicion de quince dias.
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ITII. RESULTADOS

Las larvas al ser colocadas en la dieta con toxina mostraron una reaccion de repulsion en
las toxinas mas efectivas y en las concentraciones mas altas (Cry IC, Cry IF y las dos
combinaciones con Cry IF). En algunos casos se observé un efecto “antialimentario”,
donde las larvas se ubicaron en la parte alta de los vasitos plasticos o en las tapaderas de
carton y no sobre la dieta con toxina.

Muchas larvas si consumieron la dieta con las toxinas, ocasionandoles un efecto letal,
pero mas a mediano y largo plazo. Sin embargo, en algunas larvas que si se alimentaron
de la dieta con toxina y no murieron, hubo una disminucién en el desarrollo debido al
bajo consumo de alimento. Estas observaciones coinciden con los efectos de las toxinas
Bt en larvas de lepidopteros, sefialados por Quintero (1995).

En las toxinas que fueron poco efectivas (Cry IA(b), Cry IIA y Cry [A(c) en las
concentraciones bajas) las larvas se alimentaron logrando un buen desarrollo.

3.1 BIOENSAYO 1: EVALUACION DE CINCO TOXINAS Y TRES
COMBINACIONES EN LA MORTALIDAD Y EL CRECIMIENTO DE
LARVAS DE S. frugiperda

3.1.1 Efecto de cinco toxinas y tres combinaciones en la mortalidad de S. frugiperda

En la primera fase (evaluacion de las cinco toxinas individuales), las toxinas Cry IF y
Cry IC produjeron los porcentajes de mortalidad mas altos (Cuadro 4).

En base a estos resultados, se realizaron tres combinaciones de toxinas en la segunda
fase, las cuales fueron: Cry IC-IF, Cry IA(c)-IC y Cry IA(c)-IF. Las combinaciones de
Cry IC-IF y Cry IA(c)-IF, demostraron un efecto de sinergismo al producir en las dos
concentraciones mas altas, una mayor mortalidad en las larvas de cogollero que la
combinacion de Cry [A(c)-IC.
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Cuadro 4. Mortalidad (%) por concentracion de las toxinas Cry 1A(b) (a), Cry 1A(c) (b),
Cry IC (c), Cry IF (d), Cry IIA (e) y las combinaciones Cry IA(c)-IC (f), Cry IA(c)-IF (g)
y Cry IC-IF (h) a los 15 dias de exposicion.

Concentracion | Mortalidad | |Concentracion|Mortalidad|| Concentracion |Mortalidad
(ug/ml) (%) (ug/ml) (%) (ug/ml) (%)
0.00128 10.1*a 100 23.5*a 20 81.0*a

20 8.0a 20 16.0a 100 78.0 a
100 7.9 a 0.8 5.7 a 4 41.2 bc
0.8 6.9 a 0.16 45a 0.8 20.0 ¢
0.16 6.9 a 4 4.0a 0.0064 133 ¢
4 5.6a 0.032 39a 0.00128 89 ¢
0.032 I.1a 0.0064 39a 0.16 8.1 ¢
0.0064 I.1a 0 (Testigo) 29a 0 (Testigo) 6.7 ¢
0 (Testigo) I.1a 0.00128 1.2a 0.032 56 ¢

(a) Cry IA(b) (b) Cry IA(¢) (¢) Cry IC

Concentracion | Mortalidad | |Concentracion|Mortalidad|| Concentracion |Mortalidad
(ug/ml) (%) (ug/ml) (%) (ug/ml) (%)

20 99.6*a 0.16 11.5%a 100 45.0*%a
100 93.0a 100 8.9 a 20 24.0 ab
4 590 b 4 7.8 a 0.032 102 b
0.8 29.0 ¢ 0.032 46 a 4 10.0 b
0.16 15.7 ¢ 0.8 45 a 0.16 90 b
0.00128 6.7 ¢ 0 (Testigo) 45 a 0.8 6.7 b
0.0064 45 ¢ 20 35 a 0.00128 56 b
0 (Testigo) 24 ¢ 0.0064 34 a 0.0064 45 b
0.032 22 ¢ 0.00128 23 a 0 (Testigo) 22 b

(d) Cry IF (e) Cry lIA (f) Cry IA(¢)-IC
Concentracion | Mortalidad Concentracion |Mortalidad
(ug/ml) (%) (ug/ml) (%)
100 95.0*a 100 94.0*a
20 76.0 a 20 56.0 b
4 23.0 b 4 18.0 ¢
0.8 18.0 b 0.8 10.0 ¢
0.032 11.1 b 0.16 46 ¢
0.00128 103 b 0 (Testigo) 35 ¢
0.0064 45 b 0.0064 34 ¢
0.16 10.0 b 0.00128 34 ¢
0 (Testigo) 1.2 b 0.032 22 ¢

(g) Cry IA(¢c)-IF

(h) Cry IC-IF
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* Medias seguidas por la misma letra, dentro de la misma columna, no son significativas a un nivel de
probabilidad del 5% segun la prueba SNK.

Se detectaron diferencias altamente significativas (P < 0.0001), al comparar los

porcentajes de mortalidad causados por las cinco toxinas individuales y las tres

combinaciones, en las tres concentraciones mayores (100, 20 y 4 pg/ml) (Cuadro 5). En

este analisis, el modelo utilizado fue capaz de explicar el 90% de la variabilidad entre los

resultados (R* = 0.902197).

Cuadro 5. Analisis de varianza del promedio de tres concentraciones (100, 20 y 4 pg/ml)
de las toxinas y combinaciones, en la mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda.

Fuente de variacion Grados de Sumade Cuadrado ValorF Pr>0.05
libertad cuadrados medio

Toxina 8 12.013 1.5016 48.88 0.0001

Réplica 2 0.0731 0.0731 2.38 0.1280

Concentracion 2 2.6190 1.3095 42.63 0.0001

Toxina*Concentracion 16 1.9174 0.1198 3.90 0.0001

Error 61 1.8739 0.0307

Contrastes

0.4389 0.4389 14.29 0.0004
1.2189 1.2189 39.68 0.0001
Comb’s con IF vs sin IF 0.1609 0.1609 5.24 0.0256
IA(c)-IF vs IC-IF 49088 4.9088 159.79 0.0001

Comb’s vs Ind’s(")
Dentro de Ind’s, IF vs IC

[ G G Vg WY

~ Comb’s = Combinaciones de toxinas Ind’s = Toxinas individuales

Los niveles de mortalidad mas altos se obtuvieron con la toxina Cry IF (Cuadro 6), la
cual sobrepaso la mortalidad causada por el testigo en un 87%. Los porcentajes de
mortalidad originados por las combinaciones Cry [A(c)-IF y Cry IC-IF y la toxina Cry
IC, fueron estadisticamente similares entre si, pero significativamente diferentes al efecto
de los tratamientos Cry [A(c)-IC, Cry IA(c), Cry IA(b) y Cry I1A, de los cuales solamente
la combinacion difiri6 del testigo.

Cuadro 6. Mortalidad promedio (%) de tres concentraciones (100, 20 y 4 pg/ml) de las
toxinas y combinaciones en larvas de S. frugiperda.

Tratamiento Mortalidad (%)
Cry IF 90.01*a
Cry IA(c)-IF 72.18 b
Cry IC 68.06 b
Cry IC-IF 60.46 b
Cry IA(c)-IC 2254 ¢
Cry IA(c) 1248 cd
Cry IA(b) 5.14 d
Cry [IA 4.14 d
Testigo 2.84 d
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*Promedios seguidos con la misma letra dentro de la misma columna no son significativos a un nivel de
probabilidad del 5% segun la prueba SNK.

Existen diferencias significativas entre usar las toxinas individuales o combinadas. La
toxina Cry IF es quien determina la toxicidad en las combinaciones ya que hay una
diferencia significativa entre usar combinaciones con esta toxina y sin ella. Por otro lado,
las toxinas Cry [A(c) y Cry IC utilizadas en combinaciones, también tienen un efecto
sobre la mortalidad de larvas siempre y cuando estén combinadas con Cry IF.

El patron de mortalidad en todas las toxinas disminuy6 gradualmente a partir de la
concentracion de 100 pg/ml hasta el nivel de 4 pg/ml. En algunas toxinas como Cry
IA(c), Cry IA(b), Cry ITA y la combinacion Cry IA(c)-IC, debajo de 4 ug/ml, se observo
inconsistencia en los resultados al obtenerse una menor mortalidad de larvas en niveles
mas altos comparada con los mas bajos.

El nimero de larvas muertas aumentd a medida que se extendi6 el periodo de exposicion.
A los cinco dias, se observo cuales toxinas y combinaciones fueron mas toxicas con
respecto a los tratamientos menos efectivos (Figura 1). En este periodo, las toxinas Cry
IA(c), Cry IA(b) y Cry IIA no provocaron mas de un 10% de mortalidad. Sin embargo la
toxina Cry IC provoco6 una mortalidad de 11-56% en los tres niveles mas altos, al igual
que Cry IF que caus6 una mortalidad de 25-65% en dichos niveles. La combinacion mas
efectiva fue Cry IC-IF que obtuvo una mortalidad de 72% en el nivel de 100 pg/ml,
seguida de Cry IA(c)-IF que causé un 70% en la misma concentracion. La combinacion
que menor efecto tuvo fue Cry IA(c)-IC que en la concentracién més alta, produjo
solamente un 32% de mortalidad.

Produccion de grano de fréjol terciopelo

Rastrero

Sistema de cultivo

Tutoreado

T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500

Produccion (Kg/Ha)

Figura 1. Efecto de las concentraciones de toxinas y combinaciones en la mortalidad de
Spodoptera frugiperda a los 5 dias de exposicion.
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Al décimo dia se obtuvieron los mayores incrementos en mortalidad de larvas, con
excepcion de las toxinas Cry [A(b) y Cry IIA que no sobrepasaron ni el 10% (Figura 2).
La toxina Cry IF alcanzé un 92 y 89% de larvas muertas en las concentraciones de 20 y
100 pg/ml, respectivamente. Cry IC aument6 su efecto hasta un 75% y la combinacién
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Cosechas.

Cry IA(c)-IC también incremento, pero en una menor proporcion que las otras dos
combinaciones (18% con respecto al dia cinco, en el nivel mas alto). Las combinaciones
Cry IC-IF y Cry IA(c)-IF, produjeron una mortalidad de larvas de 91 y 95%,
respectivamente, pese a poseer solamente la mitad de la concentracion de cada toxina.
Figura 2. Efecto de las concentraciones de toxinas y combinacione en la mortalidad de
Spodoptera frugiperda a los 10 dias de exposicion.

Al dia 15 el porcentaje de mortalidad siguié incrementando pero en una proporcion
mucho menor con respecto al décimo dia de exposicion. La toxina Cry IF alcanzé un
99% de mortalidad, seguido por las combinaciones Cry [A(c)-IF y Cry IC-IF con 95 y
94%, respectivamente (Figura 3).



XXVil

100
80
<
- 60
1]
=2
£ 40
o
=
20
0
0 0.00128 0.0064 0.032 0.16 0.8 4 20 100
Concentracion (ug/ml)
—o—[Ac —8—IAb —&—IC —¥—IF —e—IIA ——IAc-IC IAc-IF —=— IC-IF

Figura 3. Efecto de las concentraciones de toxinas y combinaciones en la mortalidad de
S. frugiperda a los 15 dias de exposicion.

El efecto letal en las combinaciones Cry IA(c)-IF y Cry IC-IF, se presentd solamente en

las concentraciones mas altas, a diferencia de las toxinas Cry IF y Cry IC cuyo patron de
mortalidad disminuy6 gradualmente hacia las concentraciones mas bajas. En general las

concentraciones que difirieron significativamente (P < 0.05), de las demads fueron las de

100 pg/ml en los tratamientos Cry IF, Cry IA(c)-IF , Cry IC-IF y el nivel de 20 ng/ml de
la toxina Cry IF.

3.1.2 Efecto de cinco toxinas y tres combinaciones en el crecimiento de S. frugiperda
En el experimento se encontraron diferencias altamente significativas en el desarrollo de
las larvas entre las toxinas y combinaciones (Cuadro 7). El modelo utilizado fue capaz de
explicar un 85% de la variabilidad expresada en los resultados (R* = 0.845318).

Cuadro 7. Analisis de varianza del peso promedio (g) de larvas de S. frugiperda a los 15
dias de exposicion a las toxinas Bt y sus combinaciones.

Fuente de variacion Grados de Sumade Cuadrado Valor F Pr>F
libertad cuadrados medio

Toxina 8 1.6806 0.2101 42.59 0.0001

Concentracion 7 1.7432 0.2490 50.49 0.0001

Toxina*Concentracion 55 0.7711 0.0140 2.84 0.0001

Error 161 0.7941 0.0049

Contrastes

IF vs IC 1 0.0204 0.0204 4.14 0.0435

IA(c)-IF vs IC-IF 1 0.0052 0.0052 1.06 0.3047

La toxina que se diferenci6 de las demads, causando la mayor disminucion en el desarrollo
fue Cry IF. Esta logro reducir el peso de las larvas en un 71%, comparado con el peso de
larvas que crecieron en dieta normal sin toxina o testigo (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Peso (g) de larvas de S. frugiperda a los 15 dias de exposicion a
las toxinas Bt y sus combinaciones.

Toxina Peso (g)
Testigo 0.3620 *a
Cry IIA 0.3496 a
Cry IA(b) 0.3285 a
Cry IA(c) 0.2415 b
Cry [A(c)-IC 0.2397 b
Cry IC 0.1975 bc
Cry IA(c)-IF 0.1746 c
Cry IC-IF 0.1710 ¢
Cry IF 0.1057 d
*Promedios seguidos con la misma letra no son significativos a un nivel de

probabilidad

del 5% segtin la prueba SNK
La reduccién del crecimiento ocasionada por las dos combinaciones con Cry IF (52%)
fue significativamente diferente al testigo y los demas tratamientos, con excepcion de Cry
IC. Sin embargo, la disminucién del desarrollo causada por Cry IC (45%), Cry IA(c)
(33%) y la combinacién de ambas (24%), no fue significativamente diferente entre si,
pero si lo fue con respecto al testigo. Los efectos de las toxinas Cry IA(b) y Cry IIA en el
peso de las larvas, fueron los unicos que no fueron significativamente diferentes del
testigo.
La relacion entre concentraciones de toxinas o sus combinaciones y el peso de larvas de
S. frugiperda fue inversamente proporcional (Figura 4). Con excepcion de las toxinas Cry
ITA y Cry IA(b), todos los tratamientos mantuvieron un patron de disminucion en peso a
partir del testigo, hasta la concentracién mas alta (100 pg/ml).

0.500

0 0.00128 0.0064 0.032 0.16 0.8 4 20 100

Concentracion (ug/ml)

‘—Q—IAC —a— |Ab —4—IC —%—IF —6—IIA ——IAc-IC ——IAc-IF —&—IC-IF ‘

Figura 4. Efecto de las concentraciones de toxinas y combinaciones en el peso de larvas
de Spodoptera frugiperda a los 15 dias de exposicion

En el andlisis por concentraciones, no se encontraron diferencias significativas entre los
pesos de los testigos en todos los tratamientos y repeticiones. Ademas, todas las toxinas
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con excepcion de Cry IIA, en el nivel de 100 pg/ml causaron una disminucion
significativa del crecimiento de las larvas (Cuadro 9).

Cuadro 9. Peso (g) promedio de larvas de S. frugiperda a los 15 dias de exposicion, por
cada concentracion de las toxinas Cry [A(b) (a), Cry IA(c) (b), Cry IC (c), Cry IF (d), Cry
ITA (e) y las combinaciones Cry [A(c)-IC (f), Cry IA(c)-IF (g) y Cry IC-IF.

Concentracion Peso Concentracion Peso Concentracion Peso
(ug/ml) (g (ug/ml) (g) (pg/ml) (g
100 0.0773 *a 100 0.0395 *a 100 0.0157 *a
20 0.2233 ab 20 0.0558 a 20 0.0173 a
4 0.2730 ab 4 0.1463 ab 4 0.0480 a
0 (Testigo) 0.3763 b 0.8 0.2548 b 0.8 0.1190 ab
0.8 0.3897 b 0.16 0.3387 b 0.16 0.2960 bce
0.00128 0.3947 b 0.032 03555 b 0.032 0.3560 ¢
0.0064 0.4070 b 0 (Testigo) 0.3680 b 0.00128 0.3630 ¢
0.032 04197 b 0.00128 03690 b 0.0064 0.3650 ¢
0.16 0.4437 b 0.0064 03720 b 0 (Testigo) 0.3713 c
(a) Cry IA(b) (b) Cry IA(c) (¢) Cry IC
15 Concentracion Peso Concentracion Peso Concentracion Peso
(ug/ml) (2) (ug/ml) (g (ug/ml) (g
100 0.0000 *a 100 0.2690 *a 100 0.0443 *a
20 0.0000 a 0.032 0.3300 a 20 0.1090 ab
4 0.0127 a 0.8 0.3323 a 4 0.1953 abc
0.8 0.0253 a 0 (Testigo) 0.3427 a 0.8 0.3023 bc
0.16 0.0730 a 0.00128 0.3563 a 0.16 0.2867 bc
0.032 0.1367 ab 0.0064 0.3647 a 0.032 0.2877 bc
0.0064 0.2057 ab 20 0.3720 a 0.00128 0.3297 ¢
0.00128 0.2830 b 0.16 0.3783 a 0 (Testigo) 03500 ¢
0 (Testigo) 0.3443 b 4 0.3943 a 0.0064 0.3627 ¢
(d) Cry IF (e) Cry ITA (f) Cry IA(c)-IC
16 Concentracion Peso Concentracion Peso
(pg/ml) (2) (ug/ml) (g)
100 0.0010 *a 100 0.0085 *a
20 0.0075 ab 20 0.0113 a
4 0.0370 ab 4 0.0370 a
0.8 0.1187 ab 0.8 0.1363 ab
0.16 0.1947 abc 0.16 0.2483 bc
0.032 0.2417 ©bc 0.032 0.2960 bc
0.00128 0.3090 bce 0.0064 0.3073 bc
0.0064 0.3157 bce 0.00128 0.2687 bc
0 (Testigo) 0.3517 c 0 (Testigo) 0.3857 c

(g) Cry IA(c)-IF (h) Cry IC-IF
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* Medias seguidas por la misma letra, dentro de la misma columna, no son significativas a un nivel de
probabilidad del 5% segun la prueba SNK.
3.2 BIOENSAYO 2: CONCENTRACIONES INTERMEDIAS

3.2.1 Concentracion letal media (CLs)

La toxina Cry IF fue la que obtuvo la menor concentracion letal media, seguida por las
dos combinaciones y la toxina Cry IC (Cuadro 10). No se detectaron diferencias
estadisticamente significativas entre las CLsq de las toxinas Cry IF, Cry IC y las dos
combinaciones Cry [A(c)-IF y Cry IC-IF (Anexo 10). El modelo fue capaz de explicar
aproximadamente el 80% de la variabilidad entre los datos (R? = 0.798266).

Cuadro 10. CLs, de dos toxinas Bty dos combinaciones en
larvas de S. frugiperda.

Toxina CLs (ug/ml de dieta)
Cry IC 11.555
Cry IC-IF 8.234
Cry IA(c)-IF 6.143
Cry IF 3.249

3.2.2 Tiempo letal (TL50 y TL90)

Las toxinas Cry IF y Cry IC-IF, son capaces de producir la muerte del 50% de las larvas
mas rapido que Cry IC y Cry IA(c)-IF (Cuadro 11). Sin embargo, el efecto letal de Cry IF
puede adelantarse al de Cry IC-IF en las concentraciones de 32 y 16 pg/ml. La toxina Cry
IC en una concentracion de 16 pg/ml necesita un periodo de exposicion mayor de quince
dias para matar el 50% de las larvas.

Cuadro 11. Tiempo (dias) necesario para matar el 50 % de la poblacion de S. frugiperda
bajo cuatro diferentes concentraciones de dos toxinas Bt y dos combinaciones.

Toxina Concentraciones
128 (ng/ml) 64 (1g/ml) 32(pg/ml) 16 (ng/ml)
Cry IC 4.1 dias 5.0 dias 6.7 dias > 15 dias
Cry IF 3.5 dias 4.6 dias 5.6 dias 5.8 dias
Cry IC-IF 3.7 dias 4.4 dias 6.6 dias 7.8 dias
Cry IA(c)-IF 4.2 dias 5.2 dias 6.7 dias 9.3 dias

La combinacién Cry IC-IF en una concentracion de 128 pg/ml es capaz de matar el 90%
de las larvas en tan s6lo cinco dias de exposicion, incluso mas rapido que Cry IF (Cuadro
12). No obstante, Cry IF es la tinica toxina cuyo efecto letal en el 90% de la poblacion se
encuentra en un periodo de seis a nueve dias (entre la concentracion mayor y la menor),
ya que todas las toxinas a la concentracion de 16 pg/ml necesitan mas de quince dias para
matar el 90% de las larvas.
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Cuadro 12. Tiempo necesario para matar el 90 % de la poblacion de S. frugiperda bajo
cuatro diferentes concentraciones de dos toxinas Bt y dos de sus combinaciones.

Toxina Concentraciones
128 (ng/ml) 64 (1g/ml) 32 (ug/ml) 16 (ug/ml)
Cry IC 6.8 dias 7.8 dias > 15 dias > 15 dias
Cry IF 6.1 dias 6.4 dias 7.6 dias 9.2 dias
Cry IC-IF 5.0 dias 6.8 dias 11.7 dias > 15 dias
Cry IA(c)-IF 5.8 dias 6.9 dias 10.7 dias > 15 dias

3.3 BIOENSAYO 3: EFECTO DE UNA EXPOSICION DE CINCO DIAS A LAS
TOXINAS Y COMBINACIONES

3.3.1 Efecto de una exposicion de cinco dias a las toxinas y combinaciones en la
mortalidad de larvas de S. frugiperda.

La tnica toxina donde se detectaron diferencias entre el periodo de exposicion de cinco y
quince dias fue Cry IF, la cual puede aumentar la tasa de mortalidad en 40% al prolongar
el periodo de exposicion (Cuadro 13). Las demds toxinas y combinaciones, producen
efectos similares al exponerse cinco o quince dias.

Cuadro 13. Mortalidad (%) provocada por la concentracion de 20 pg/ml de de las
toxinas y combinaciones bajo dos periodos de exposicion.

Tratamiento Corta exposicion (5 dias) | Exposicion continua (15 dias)
Cry IA(c)-IF 75.67 a 83.61 a
Cry IF 59.12 *a 99.67 b
Cry IC 3452 a 80.70 a
Cry IC-IF 2426 a 56.44 a
Cry IA(c)-IC 1431 a 2190 a
Cry IA(c) 1093 a 2206 a
Cry IA(b) 379 a 520 a
Cry ITIA 148 a 1.14 a

* Medias seguidas por la misma letra dentro de la misma fila no son significativas a un nivel de
probabilidad del 5% segun la prueba SNK.

La combinacion de Cry IA(c)-IF fue el tratamiento que obtuvo la menor reduccion

del porcentaje de mortalidad con respecto a la exposicion continua durante quince

dias, lo cual indica que las larvas no tienen capacidad de recuperarse.

3.4.2 Efecto de una exposicion de cinco dias a las toxinas y combinaciones en el
crecimiento de larvas de S. frugiperda

La unica toxina que present6 una diferencia significativa entre ambos periodos de
exposicion fue Cry IA(c). Las demds toxinas y combinaciones pueden tener un efecto
similar bajo ambos periodos de exposicion.
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Cuadro 14. Peso (g) promedio de larvas de S. frugiperda bajo dos periodos de
exposicion a la concentracion de 20 pg/ml de las toxinas Bt y sus combinaciones.

Tratamiento Corta exposicion (5 dias) | Exposicion continua (15 dias)
Cry IF 0.037 * a 0.000 a
Cry IA(c)-IF 0.133 a 0.005 a
Cry IC 0.129 a 0.017 a
Cry IC-IF 0.133 a 0.011 a
Cry IA(c)-IC 0.279 a 0.109 a
Cry IA(c) 0.277 a 0.027 b
Cry IA(b) 0.324 a 0.223 a
Cry I[TIA 0422 a 0.372 a

* Medias seguidas por la misma letra dentro de la misma fila no son significativas a un nivel de
probabilidad del 5%, segun la prueba SNK.
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IV. DISCUSION

Varios investigadores han estudiado en otras especies de Spodoptera spp. el efecto de las
toxinas evaluadas en el presente estudio. Visser et al. (1990) encontraron una alta
susceptibilidad en larvas de Spodoptera exigua (Hiibner) a las toxinas Cry IC y Cry IF;
que fueron dos de las toxinas que causaron mayor mortalidad en S. frugiperda. No
encontraron ningun efecto de la toxina Cry IA(c), pero si una baja actividad de Cry IA(b),
lo cual no se dio en en S. frugiperda. Estos resultados son muy importantes, pero muchas
veces las condiciones de laboratorio no asemejan bien las del campo, por lo cual seria
mejor evaluar estas toxinas en larvas recolectadas directamente del campo y de diferentes
estadios para determinar si se da el mismo efecto que en el laboratorio. Esto contribuiria a
tomar una decision sobre recomendar la introduccion de los genes de esta toxina en
variedades de maiz adaptadas a la region.

Van Rie et al. (1989) reportan que la toxina Cry IC tiene un efecto muy activo en larvas
de Spodoptera littoralis (Boisd.), y al igual que en S. frugiperda, las toxinas Cry IA(b) y
Cry IA(c) tampoco provocan ningun efecto en la mortalidad. Por otro lado, en una tabla
presentada por Frankenhuyzen (1993), donde hace una recopilacion de varias
investigaciones, no reporta ninguna actividad de la toxina Cry ITA en especies de
Spodoptera spp, pero si lo hace para otros lepidopteros como H. virescens, L. dispar, T.
ni y varias especies de Diptera y Coleoptera. Este factor es importante desde el punto de
vista de manejo integrado de plagas, ya que se deberian de evaluar estas toxinas en otras
plagas de importancia en el cultivo del maiz como el gusano elotero (H. zea).

La baja actividad que demostraron las toxinas Cry [A(b), Cry [A(c) y Cry [IA en S.
frugiperda demuestra por qué algunos productos de Bt como Dipel no ejercen un buen
control de esta plaga al ser aplicados en el campo. Con relacion a esto, Nyouki et al.
(1996) realizaron un estudio con el producto Dipel 2X™, formulado en base a las toxinas
Cry [A(a), Cry IA(b), Cry [A(c) y Cry IIA, donde atun con una dosis alta de 1000 pg/ml
de dieta, no pudo matar mas del 12.5% de las larvas expuestas. Si bien es cierto, en este
estudio las toxinas Cry IF, Cry IC, Cry IA(c)-IF y Cry IC-IF tuvieron efectos positivos en
S. fugiperda, falta todavia mas investigacion para poder utilizarlas con fines de control.
Al realizar estudios posteriores, se debe partir de las concentraciones que demostraron
algn efecto en este experimento e investigar si las larvas sobrevivientes después de los
quince dias son capaces de empupar y de reproducirse normalmente.

Es importante reconocer que el hecho que se pueda encontrar una toxina de base
proteinica y que se pueda poner en una planta adecuada, no significa que se ha resuelto el
problema de plagas en los cultivos (Gould, 1997). Los insectos tienen una gran capacidad
de adaptarse por lo que es necesario estudiar su capacidad de desarrollar resistencia a
estas toxinas. Esto puede contribuir al establecimiento de un programa de manejo de
resistencia que permita retardar este proceso y al mismo tiempo, buscar nuevas
alternativas de control de las poblaciones de esta plaga.
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Dentro de estas alternativas, se deberia investigar algun tipo de relacion entre Bt y otros
organismos como enemigos naturales o microorganismos como el virus de la poliedrosis
nuclear (VPN). Ademads, seria de mucha importancia determinar el efecto que podria
tener una aplicacion de un quimico suave a larvas que han sido afectadas en su desarrollo
por las toxinas Bt, pero siempre dentro del contexto de manejo integrado de plagas.

Desde el punto de vista de manejo de resistencia, un resultado muy importante en este
estudio es el sinergismo de las toxinas Cry IC y Cry [A(c) con Cry IF y mas aun, que no
existio diferencia entre las CLs de las cuatro toxinas mas efectivas (Cry IC, Cry IF, Cry
IA(c)-IF y Cry IC-IF). Esto estd muy relacionado con una estrategia fundamental en el
manejo de resistencia utilizada por la compafia Monsanto. En esta, se busca una
diversificacion de fuentes de mortalidad para que una plaga retrase su proceso de
desarrollo de resistencia y que su adaptacion sea mas despacio al tener mas de un
mecanismo letal. Sin embargo, existen evidencias de que algunas plagas han desarrollado
resistencia a toxinas Bt después de la primera seleccion por una sdla toxina, lo cual
disminuye la posibilidad de tener éxito con esta tactica.

En el caso de Bt la mortalidad no es una variable determinante, ya que el modo de accion
de las toxinas en el interior de la larva, permite que se de un proceso que avanza
lentamente hasta que esta muere. El mayor interés en este caso, se encuentra en que la
larva deja de alimentarse, lo cual se ve reflejado rapidamente en la disminucion del
desarrollo o crecimiento. Esta situacion, desde el punto de vista de un productor es muy
efectiva, ya que la larva se encuentra practicamente muerta pues ha dejado de comer y
por consecuencia también se ha detenido el dafio al cultivo y las pérdidas del productor.

Un aspecto que se debe de considerar muy bien a este punto es si las toxinas van a poder
expresarse en los tejidos de las plantas en la misma proporcion de los bioensayos.
Gelernter (1992) sefiala que cuando la proteina Bt se expresa en un organismo
recombinado, se ha demostrado un aumento de persistencia y actividad insecticida.

Ya existen variedades de maiz Bt que tienen la capacidad de expresar en sus tejidos las
toxinas Bt en un buen rango de concentraciones (Gould*, 1997, comunicacién personal).
Por ejemplo, la toxina Cry IA(b) es capaz de expresarse en diferentes partes de la planta.
En las hojas puede alcanzar niveles de 25 pg/g de materia seca en algunas variedades y
100 pg/g de materia seca en otras. Es importante reconocer que estos niveles no se
mantienen constantes durante todo el ciclo del cultivo, sino que varian de acuerdo a sus
distintas etapas y generalmente van disminuyendo, pero hasta niveles suficientemente
altos como para causar un efecto letal o en el desarrollo de la plaga.

En los bioensayos, se determind que las toxinas mas efectivas a partir del nivel de 0.8
pg/ml de dieta causaron una disminucion significativa del crecimiento de las larvas;
incluso la toxina Cry IF a un nivel de 0.0064 ug/ml de dieta, puede causar este efecto.
Estos son niveles bastante bajos de expresion, que si se lograran obtener en una planta
podria contribuir al manejo de S. frugiperda en maiz, ya que la larva dejaria de
alimentarse del cultivo y posiblemente muera posteriormente.

* Fred Gould, Phd. Entomology Department, North Carolina State University. Box 7634. Raleigh, NC
27695. Tel: (919) 515-1647, Fax: (919) 515-2824. E-mail: fred gould@ncsu.edu
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Monsanto recomienda la distribucion de semilla Bf con semilla normal en los campos,
como una forma para mantener los genes de susceptibilidad en las poblaciones de plagas
y retrasar el desarrollo de resistencia. El cuestionamiento principal a esto es que si una
larva de S. frugiperda que se aliment6 de una planta de maiz transgénica puede sobrevivir
al pasar a una planta normal. En el bioensayo de exposicion de cinco dias, se pudo
determinar que existe una disminucion en los porcentajes de mortalidad causados por las
toxinas al reducir el tiempo de exposicion. Sin embargo, el efecto en el crecimiento sigue
siendo significativo lo que indica que si una larva sobrevive, siempre va a verse afectada
en su desarrollo. Un caso muy particular fue la combinacién Cry [A(c)-IF, la cual
demostr6 que una larva de cogollero que se expone por un periodo corto de tiempo, va a
sufrir un efecto similar al que le hubiera sucedido bajo una exposicion continua. Por el
contrario, Cry IF demostré que su toxicidad aumenta significativamente, a medida que se
alarga el periodo de exposicion.

La tecnologia de plantas transgénicas es un hecho que se va acercando mas a nuestra
realidad cada dia. Actualmente, existen estudios realizados en los Estados Unidos que
demuestran la factibilidad economica del uso de cultivos Bt, ya que se incurre en un
ahorro significativo en los costos de fitoproteccion, aunque se tenga que invertir un poco
mas en la semilla. Dichos cultivos no se han introducido legalmente en Mesoamérica,
pero es muy probable que muy pronto puedan estar disponibles para la region;
haciéndose necesario entonces, que se investigue su viabilidad econdmica y que cuanto
antes se establezcan e implementen politicas reguladoras en cada pais para asegurar su
uso adecuado (Whalon y Norris, 1997).
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V. CONCLUSIONES

Existen alternativas para el control de S. frugiperda dentro de todo el complejo de toxinas
que produce B. thuringiensis. Una de estas es la toxina Cry IF, la cual produjo los niveles
mas altos de mortalidad y la mayor disminucion en el desarrollo de las larvas en todos los
bioensayos. Estos resultados, solo se pueden generalizar para este insecto y no para otras
especies.

La toxina Cry IC y las combinaciones de Cry [A(c)-IF y Cry IC-IF son menos toxicas que
Cry IF, pero también tienen un efecto significativo en la mortalidad y crecimiento de las
larvas. En las combinaciones, la toxina que determina la toxicidad es Cry IF, y dentro de
estas la mas efectiva es Cry IA(c)-IF. Para matar el 50% de una poblacion de larvas de S.
frugiperda, se puede usar cualquiera de estas toxinas o combinaciones, pero es preferible
usar Cry IF por tener una CLsy mas baja y por provocar un efecto letal mucho mas rapido
que las demas toxinas (3.5 a 5.8 dias).

Si se busca una tasa de mortalidad del 90%, se pueden utilizar las toxinas Cry IF, Cry IC,
Cry IA(c)-IF y Cry IC-IF en un rango de concentraciones de 64 a 128 ug/ml. Ahora bien,
si el nivel de expresion fuese de 16 a 32 pg/ml, la unica toxina capaz de producir este
efecto letal es Cry IF, mientras que las otras tres necesitaran mas de quince dias para
producirlo.

La toxina Cry IF en concentraciones de 0.16 a 4 pug/ml, es capaz de reducir el peso de las
larvas en un 80 y 96.5%, respectivamente, y en concentraciones mayores a 4 pg/ml
produce una mortalidad de casi un 100%. De todas las toxinas y combinaciones
evaluadas, Cry IIA es la tinica incapaz de reducir el peso de las larvas en ninguna de las
concentraciones, las demas a una concentracion de 100 pg/ml, ocasionaron reducciones
de mas de un 80%. Por otro lado, las toxinas Cry IC, Cry IC-IF y Cry IA(c)-IF en
concentraciones de 4 a 20 pg/ml, junto con Cry IA(c) a 20 pg/ml, pueden reducir el peso
mas de un 87%.

En el caso de la exposicion de cinco dias a las toxinas, solamente las larvas sometidas a la
toxina Cry IF tienen capacidad de recuperarse y reducir significativamente su tasa de
mortalidad, no obstante, en cuanto al crecimiento el efecto sigue siendo igual en todas las
toxinas.

Las toxinas Cry IF , Cry IC y las combinaciones Cry [A(c)-IF y Cry IC-IF pueden ser
consideradas con un gran potencial para introducirse en plantas transgénicas y lograr los
niveles de expresion necesarios para causar mortalidad en cogollero o una disminucion en
su desarrollo.
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VI. RECOMENDACIONES

En primer lugar se deben de hacer mas investigacion antes de utilizar las toxinas con
fines de control. Dentro de esta, se tienen estudios de resistencia y experimentacion con
larvas recolectadas directamente del campo y de diferentes estadios. Esto puede servir a
tener una vision mas clara del efecto de estas toxinas y asi recomendar la introduccion de
los genes de estas toxinas en variedades de maiz adaptadas a la region.

Es necesario establecer un programa de manejo de resistencia para el uso de estas toxinas
ya que un mal uso de estas puede permitir a los insectos desarrollar resistencia
répidamente y acabar con todos los beneficios que puede ofrecer esta tecnologia. Una
sugerencia para estudios posteriores es partir de las concentraciones que mostraron un
efecto en este experimento e investigar si las larvas después de los quince dias son
capaces de empupar y de reproducirse normalmente. Ademads, seria de mucha utilidad
monitorear con mayor presicion el momento en que las larvas dejan de consumir la dieta
y cuando mueren.

Se recomienda investigar el efecto de Bf con enemigos naturales o con microorganismos
como el virus de la poliedriosis nuclear (VPN). Se debe seguir investigando efectos de
sinergismo entre otras toxinas y desde el punto de vista de manejo integrado de plagas, se
deberian evaluar estas toxinas en otras plagas importantes de maiz como el gusano
elotero.
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Anexo 1. Tipos de genes de las d-endotoxinas, rango de accion y especificidad a hospederos

Tipo de gene Peso molecular  Rango de  Ejemplos de insectos que controlan
(kDaltons) Hospederos

cry [A(a) 132.2 L Manduca sexta, Bombyx mori, Pieris brassicae, Plutella
xylostella, Ostrinia nubilalis

cry IA(b) 131 L Pieris brassicae, Manduca sexta, Heliothis virescens
130 L/D Pieris brassicae, Aedes aegypti
cry 1A(c) 133.3 L Heliothis virescens, Manduca sexta, Trichoplusia ni,

Ostrinia nubilalis, Pieris brassicae

cry IB 138 L Pieris brassicae

cry IC 134.8 L Spodoptera littoralis, Spodoptera exigua, Mamestra
brassicae, Pieris brassicae

cry ID 132.5 L Manduca sexta, Spodoptera exigua

cry IE 130 L Manduca sexta, Spodoptera littoralis, Spodoptera exigua

cry IF 133.6 L Ostrinia nubilalis, Heliothis virescens, Spodoptera exigua

cry IIA 70.9 L/D Heliothis virescens, Lymantria dispar, Manduca sexta,
Aedes aegypti

cry [IB 70.8 L Manduca sexta, Lymantria dispar, Heliothis virescens,

Trichoplusia ni

cry IIC 69.5 L Manduca sexta, Lymantria dispar, Trichoplusia ni
cry IIIA 73.1 C Leptinotarsa decemlineata, Phaedon cochleariae
cry l1IB 74.2 C Leptinotarsa decemlineata
cry IVA 134.4 D Aedes aegypti, Anopheles stephensi, Culex pipiens
cry IVB 127.8 D Aedes aegypti, Anopheles stephensi
cry IVC 77.8 D Aedes aegypti
cry IVD 72.4 D Aedes aegypti, Culex pipiens
cry VA 81.2 L/C Diabrotica spp., Leptinotarsa decemlineata, Ostrinia
nubilalis
cry tA 27.4 NE
L = Lepidoptera C = Coleoptera D = Diptera NE = No especifico

Fuente: Lereclus et al., 1993
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Anexo 8. Registro de los pesos de larvas de S. frugiperda a los quince dias, bajo un periodo de exposicion de cinco
dias
a las toxinas Cry IA(c ), Cry IA(b), Cry IC, Cry IF, Cry lIA y combinaciones Cry IA(c )-IC, Cry IA(c)-IF y Cry IF
(Bioensayo 3).

Cry IA(c) Cry llIA
Concentracion R1 R2 R3 Concentracion R1 R2 R3
0.00128 0.333 0.357 0.307 0.00128 0.184 0.317 0.335
0.16 0.426 0.403 0.284 0.16 0.306 0.344 0.388
20 0.338 0.358 0.136 20 0.015 0.184 0.201
Cry IA(b) Cry IA(c)-IC
Conc R1 R2 R3 Concentracion R1 R2 R3
0.00128 0.378 0.422 0.327 0.00128 0.475 0.542 0.227
0.16 0.346 0.408 0.379 0.16 0.483 0.457 0.267
20 0.332 0.418 0.222 20 0.153 0.243 0.441
CryIC Cry IA(c)-IF
Conc R1 R2 R3 Concentracion R1 R2 R3
0.00128 0.452 0.387 0.323 0.00128 0.184 0.317 0.335
0.16 0.389 0.399 0.312 0.16 0.306 0.344 0.388
20 0.165 0.168 0.055 20 0.015 0.184 0.201
Cry IF Cry IC-IF
Conc R1 R2 R3 Concentracion R1 R2 R3
0.00128 0.469 0.380 0.302 0.00128 0.331 0.330 0.313
0.16 0.422 0.348 0.201 0.16 0.291 0.327 0.277
20 0.064 0.024 0.023 20 0.046 0.448 0.265
Anexo 9. Analisis de varianza de las réplicas de la toxina [A(c) (control)
Fuente de variacion Grados de Sumade Cuadrado ValorF Pr>F
libertad cuadrados medio
Toxina 1 0.0134 0.0134 1.06 0.3250
Réplica 1 0.0338 0.0338 2.68 0.1301
Toxina * Réplica 2 0.0204 0.0102 0.81 0.4703
Error 11 0.1389 0.0126

Anexo 10. Analisis de varianza de la CLsy de dos toxinas Bt y dos combinaciones en
larvas de Spodoptera frugiperda

Fuente de variacion Grados de Sumade Cuadrado ValorF Pr>F
libertad cuadrados medio

Toxina 3 17.0195 5.6732 0.53 0.6845

Réplica 2 47.3900 47.3900 4.44 0.1028

Toxina * Réplica 3 11.3044 3.7681 0.35 0.7905

Error 4 211.5612 10.6698




xliii



	PORTADA
	PAGINADE FIRMAS 
	DEDICATORIA
	AGRADECIMIENTOS
	RESUMEN
	TABLA DE CONTENIDO
	INDICE DE CUADROS
	INDICE DE FIGURAS
	INDICE DE ANEXOS
	INTRODUCCION
	MATERIALES Y METODOS 
	RESULTADOS
	DISCUSION
	CONCLUSIONES
	RECOMENDACIONES
	BIBLIOGRAFIA
	ANEXOS


