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Manejo de la resistencia asociada al cultivo de organismos genéticamente
modificados en México: el caso del algodon

La Comision Intersecretarial de Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados (CIBIOGEM), en coordinacion
con el Consejo Consultivo Cientifico, convoca a instituciones de investigacion, personas fisicas y morales a presentar su
mejor propuesta para contribuir a llevar a cabo actividades relativas al Manejo de la resistencia asociada al cultivo de
organismos genéticamente modificados en México, de acuerdo a los requisitos de esta Convocatoria.

DEMANDA ESPECIFICA:

Manejo de la resistencia en insectos a las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis asociada
al cultivo de organismos genéticamente modificados en México

Antecedentes

Los altos costos de produccion asociados con el control de plagas en el sector algodonero ha propiciado la reduccion a
nivel nacional de la superficie sembrada con este cultivo. Los insectos plaga como Pectinophora gossypiella,
Helicoverpa zea, Heliothis virescens y Spodoptera exigua son las principales plagas del algodén que afecta su
produccion y que causa cuantiosas pérdidas afio con afio, al utilizar en su combate un gran volumen de insecticidas.
Ante esta situacion, el uso de variedades transgénicas de algodonero Bollgard® y Bollgard II® con genes cry
provenientes de la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) pretende controlar efectivamente a estos insectos plaga y al
mismo tiempo reducir el uso de insecticidas, sin causar dafios colaterales al medio ambiente por agroquimicos. Los
genes cry presentes en estas variedades transgénicas de algodonero son especificos para estos insectos plaga.
Bollgard® es una variedad de algodonero patentada por la compafiia Monsanto que produce la toxina Cry1Ac. Esta
tecnologia hace a la planta resistente contra el ataque del complejo bellotero Helicoverpa zea (Boddie) y Heliothis
virescens (F.) asi como el gusano rosado Pectinophora gossypiella (Saunders), reduciendo significativamente el
numero de aplicaciones de insecticidas para el control de estas plagas. Bollgard II® también producida por Monsanto
expresa ademas de proteina Cry1Ac a la proteina Cry2Ab la cual podria ampliar su espectro de accién y evitar el
problema de resistencia.

Las toxinas Cry1Ac y Cry2Ab de Bt afectan el sistema digestivo de las larvas dafiando las células epiteliales del
intestino larvario, por lo que éstas detienen su alimentacion y mueren a los pocos dias después de haberlas ingerido.
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Aun cuando Bollgard® estd posicionado en el mercado especificamente al control del complejo bellotero y gusano
rosado, se ha observado que ejerce supresion sobre otros lepidopteros tales como el gusano perforador de la hoja
Bucculatrix thurberiella (Busck), falsos medidores Trichoplusia ni (Hibner) y Pseudoplusia includens (Walker), el gusano
peludo Estrigmene acrea (Drury). Sin embargo, estas variedades transgenicas no tienen ningun efecto sobre otras
plagas como: coledpteros como picudo, o contra trips, o la mosquita blanca, chinches y afidos, ni contra la fauna
benéfica. Las variedades de algodonero Bollgard® ofrecen las mismas caracteristicas agrondmicas y calidad de fibra
que sus progenitores recurrentes. Nada cambia en términos de fertilidad, practicas de cultivo, irrigacion, etc.

La resistencia de los insectos a las endotoxinas Cry1Ac y Cry2Ab de Bacillus thuringensis que produce el material
transgénico Bollgard y Bollgard 1I®, se puede presentar en los campos que contienen estos cultivos transgénicos por lo
que es necesario monitorear el desarrollo de resistencia que podrian fin a esta tecnologia. Las plagas estan sometidas
a presion de seleccion constante por la expresion de la toxina Bt durante todo el ciclo de estas variedades. Para reducir
el riesgo de desarrollo de resistencia, se requiere que el productor de algodédn transgénico establezca una zona de
refugio de algodén convencional aledafio al cultivo transgénico, en la proporcién 96% transgénico y 4% convencional
(sin aplicacién de insecticida quimico en el cultivo convencional) u 80% transgénico y 20% convencional (cuando se
aplica insecticida quimico en el cultivo convencional).

Cuando los cultivos transgénicos resistentes a insectos son cultivados extensamente, la presién de seleccion es
impuesta por aquellos hospedantes en su poblacion, y ésta es capaz de responder con genotipos que tienen resistencia
a las proteinas insecticidas presentes en el cultivo vegetal. Con el paso del tiempo los genotipos resistentes se podrian
incrementar sustituyendo los genotipos susceptibles.

Objetivo General.

Incrementar el conocimiento sobre la resistencia en plagas de insectos a toxinas Cry presentes en los cultivos
transgénicos de algoddn de nuestro pais.

Objetivos particulares.

Analizar la susceptibilidad de insectos presentes en zona algodonera hacia toxinas nativas Cry1Ac y Cry2Ab asi como a
otras toxinas Cry diferentes o con variantes de las toxinas Cry1Ac y Cry2Ab.

Lograr generar una resistencia inducida en laboratorio hacia toxinas Cry1Ac o Cry2Ab en insectos colectados de la
zona algodonera, para poder conocer la velocidad con que la resistencia es adquirida por las diferentes especies de
insectos y predecir el lapso de tiempo que tardara en generarse la resistencia en forma natural en campo.

Generar planes de manejo mediante los que se pueda disminuir en campo la velocidad con que se desarrolle la
resistencia asi como la manera identificarla y prevenirla antes de que se presente en campo.

Identificar, si los resultados asi lo permiten, medidas de seguridad para actuar en caso de que se generen resistencias
en campo, dando seguridad al productor agricola y al pais. Considerar incluir elementos evaluacién y proteccién al
medio ambiente, diversidad bioldgica y sanidades.
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Meta

Generar informacion, herramientas y estrategias para contrarrestar la resistencia que seguramente se generara por el
uso continuo de OGM, para utilizarla en el momento en que la resistencia se presente en el campo y constituya un
problema real.

Justificacion

El algodonero Bollgard que expresa la d-endotoxina Cry1Ac se ha utilizado en México desde 1996 para el control del
gusano rosado, gusano tabacalero y gusano bellotero. Recientemente se ha introducido al mercado mexicano un
cultivar de algodonero que expresa dos 3-endotoxinas en la misma planta (Cry1Ac y Cry2Ab). En México, a partir de
1997 se han estado realizando bioensayos con poblaciones de campo seleccionadas con Cry1Ac, y recientemente con
Cry2Ab, para detectar cambios en la respuesta que pudieran poner en peligro la utilidad del algodonero genéticamente
modificado. Sin embargo, a la fecha se desconoce el estado actual de la susceptibilidad de plagas secundarias del
Orden Lepidoptera que estadn sujetas a presidn de seleccién, que podrian desarrollar resistencia y que podrian
convertirse en plagas primarias. Actualmente ya se han detectado signos de resistencia en otras partes del mundo
donde se cultivan OGMs por ejemplo en H. zea en USA (Tabashnik 2008), en Helicoverpa armigera en India (Gujar et
al. 2000; Tabashnik and Carriere 2010), H. puntigera (Wallengren) en Australia (Downes et al. 2009) y Busseola fusca
(Fuller) en Sudafrica (Van Rensburg 2007) por lo que es importante generar informacion sobre el potencial de
resistencia en la zona algodonera de México.

Actividades Solicitadas

ACTIVIDAD 1.

Estimacion de la frecuencia de alelos de resistencia a las &-endotoxinas Cry1Ac y Cry2Ab de Bacillus
thuringiensis y susceptibilidad a otras toxinas Cry en insectos del Orden Lepidoptera en la zona de cultivo de
algodon transgénico.

POBLACIONES:
Baja California, Chihuahua, Sonora, Tamaulipas y Coahuila. Se requiere en el desarrollo del proyecto por lo menos
efectuar el analisis estadisticamente significativo de cuatro zonas donde se ha liberado el algodén GM.

ESPECIES DE INSECTOS:

En este estudio se incluiran todo tipo de insecto del Orden Lepidoptera que pueda ser encontrado en cultivos de
algodon transgénico que expresan las Cry1Ac y/o Cry2Ab asi como en cultivos aledafios a la zona algodonera. Se
realizaran recolectas de plagas del orden Lepidoptera: Trichoplusia ni (Hlbner), Spodoptera frugiperda (Smith),
Estigmene acraea (Drury), Alabama argillacea (Hubner) y Bucculatrix thurberiella (Busk). Es posible que en las
recolectas que se hagan en cada lugar, la cantidad de especies diferentes varie. Las larvas colectadas serén llevadas al
laboratorio para cultivarlas en dieta sin toxina y asi generar una poblacién que viene de campo. Se requiere tener una
colonia susceptible que nunca haya estado en contacto con las toxinas Cry como linea control susceptible (de
preferencia una linea de laboratorio). En el caso de no contar con una linea de laboratorio se deberan recolectar
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insectos de campos de algodén que no tengan cultivos transgénicos cercanos o que estén en otras areas geograficas
completamente diferentes de las que actuaimente se cultiva el algodon transgénico.

TOXINAS: 8-endotoxinas Cry1Ac y Cry2Ab: Utilizando clones de B. thuringiensis que solo expresen una de estas
toxinas como la cepa HD73 que solo expresa Cry1Ac o la cepa acristalifera conteniendo el gene cry2Ab. Se utilizaran
también otras toxinas como la Cry1Ba, Cry1Ca, Cry1Da, Cry1Ea y Cry1Fa asi como cualquier otra toxina Cry o toxinas
Cry mutantes que se tengan disponibles.

BIOENSAYO: Se utilizara la metodologia propuesta por Tabashnik ef a/ 2000 y la de Blanco et al 2009. El método
directo es el medir la susceptibilidad de los insectos colectados de campo a las toxinas Cry1Ac y Cry2Aa en pruebas de
bioensayo en condiciones de laboratorio. Se requiere colectar (de 300 a 2000) botones de algoddn asi como hojas de
esta planta de diversos campos transgénicos, asi como de campos adyacentes a los cultivos transgénicos. Las larvas
que se obtienen de estos botones u hojas se utilizan entonces para generar una poblacién que viene de campo. Estas
larvas se cultivan en dieta sin toxina. Posteriormente para determinar la susceptibilidad a las toxinas Cry se utilizan
larvas neonatas de la siguiente generacién F1 en bioensayos llevados a cabo sobre dieta artificial conteniendo
diferentes dosis de toxina Cry (minimo una baja 3.2 Ig/ml dieta y otra alta 10 Ig/ml dieta), y un control sin toxina. En el
caso que las larvas colectadas de campo sean muy pocas para que generen una linea proveniente de campo se puede
agregar algunas larvas de sus insectos susceptibles para que se crucen con los del campo y asi lograr incrementar los
numeros de larvas en la primera generacion. Posteriormente se usaran larvas neonatas de la segunda generacion para
hacer los bioensayos. Se requiere tener una colonia susceptible que nunca haya estado en contacto con las toxinas Cry
como linea control susceptible y los bioensayos se llevaran a cabo también con esta linea sensible para poder hacer la
comparacion entre las poblaciones de campo con la de laboratorio sensible.

La dieta se pone en pozos individuales y la toxina se coloca en estos pozos. Realizar el bioensayo con una larva por
pozo, con un total de 10 a 25 larvas por dosis. Se realizan por lo menos tres replicas del bioensayo completo para cada
linea de insectos. Después de 7 a 20 dias se cuantifican las larvas sobrevivientes y nimero de pupas. Los datos se
analizan calculando el porcentaje de sobrevivientes en pozos con toxina divididos entre el porcentaje de sobrevivientes
en pozos con dieta sin toxina para cada linea de insectos.

ACTIVIDAD 2.
Potencial para el desarrollo de resistencia en plagas de algodon a la toxina Cry1Ac de Bacillus thuringiensis
kurstaki Berliner

LUGAR DE ESTUDIO:
Gonzalez (Tamaulipas), Mexicali (Baja California), Sonoyta y Caborca (Sonora), La laguna. Se requiere por lo menos el
analisis de dos zonas

ESPECIES DE INSECTOS:

El presente estudio se realizara con larvas de los insectos colectadas de estas regiones. Se utilizara unicamente el
insecto plaga del algodonero que sea el mas abundante en cada regidn. Esta colecta no se restringe a cultivos
transgenicos sino mas bien se busca obtener insectos de cultivos nativos de algodon.
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TOXINA: 5-endotoxina Cry1Ac de Bacillus thuringiensis kurstaki Berliner

BIOENSAYO:

Se colectaran individuos de las poblaciones de campo y se llevaran al laboratorio donde se caracterizara su respuesta a
la 3-endotoxina Cry1Ac en la generacion F1. Posteriormente se sometera a presion de seleccion y se evaluara su
respuesta a dicha toxina. Inicialmente, en la generacidn F2, se les aplicara, la concentracion que mate al 60% de las
larvas, se recuperara la poblacion tolerante y en la generacion F4 se volvera a determinar la susceptibilidad a la toxina
Cry1Ac. En la siguiente generacion, la concentracion de toxina se incrementara para volver a matar al 60% e la
poblacién y se determinara la tasa del desarrollo de resistencia una vez recuperada la poblacién de insectos
(determinado mediante bioensayos). Este ejercicio se continlia durante varias generaciones para obtener poblaciones
altamente resistentes a las toxinas Cry. Estos datos servirdn para estimar del potencial que tiene cada poblacion para
lograr el desarrollo de resistencia. En aquellas poblaciones que logren desarrollar resistencia se determinara la
susceptibilidad a otras toxinas Cry como Cry1B, Cry1C, Cry1D, Cry1E y Cry1F asi como cualquier otra toxina Cry
silvestre 0 mutante que se tenga disponible, lo que permitira plantear estrategias de control en caso de que este
fendmeno se presente en campo

Productos Entregables Esperados:

Presentacion e informe final sobre los resultados del manejo de la resistencia en organismos genéticamente
modificados. Los cuales deberan incluir:

1. Estimacion de la frecuencia de alelos de resistencia a las 3-endotoxinas Cry1Ac y Cry2Ab de Bacillus
thuringiensis kurstaki Berliner en plagas mas abundantes presentes en cultivos transgénicos.
(Actividad 1)

2. Anilisis de susceptibilidad a otras toxinas Cry en plagas de insectos lepidopteros sujetas a presion de
seleccion por Organismos Genéticamente Modificados. Planteamiento de posibles estrategias para su
control. (Actividad 1)

3. Potencial para el desarrollo de resistencia en plagas de insectos a las Cry1Ac y Cry2Ab de Bacillus
thuringiensis kurstaki Berliner y analisis de susceptibilidad a otras toxinas Cry en las lineas
resistentes generadas. Planteamiento de posibles estrategias para su control (Actividad 2)

CALENDARIO DE ACTIVIDADES:

En funcién del desarrollo en paralelo de las actividades propuestas, se propone que el proyecto tenga una duracion
maxima de 2 afios.
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