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Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018

1 -Titulo del proyecto Presupuesto solicitado

‘ =R e i
| Monitoreo de la resistencia de insectos a las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis en ' $ 75.000 00 |

Cultivos genéticamente modificados y evaluacion de su efecto sobre poblaciones de | |
| artropodos no blanco en Mexico

2 - introduccion
'Los cultivos genéticamente modificados (GM) para resistencia a insectos esta mediado por la proteina cristal (Cry) !
” producida por Bacillus thuringiensis (Berliner) (Bt), denominada d-endotoxina, de tal modo que hojas, tallos y polen |
" expresen esta proteina con actividad insecticida selectivamente, ante el ataque de insectos plaga de |mportanC|a|
|economica. principalmente del orden Lepidoptera y Coleoptera (Silva 2005a 2005b) '
| Mexico, en superficie con cultivos agrobiotecnologicos se encuentra en la posicion 16 con dos cultives genéticamente i‘
” modificados. introducidos en fase comercial soya y algodon tolerante a herbicida y algodon resistente a insectos con i‘
aproximadamente 0 2 millones de hectareas (James. 2014) El cultivo de algodon GM. se siembra principalmente en |
| los estados de Baja California. Chihuahua, Coahuila Durango. Sinaloa. Sonora y Tamaulipas (SAGARPA-SIAP. “
‘1 2016). En el caso de maiz para los afios de 2009-2013 se realizaron los primeros ensayos en campo. los cualesﬁ
‘ demostraron la eficacia de la biotecnologia para el control de plagas. con resultados coherentes con la experiencia |
H Internacional (James 2010; Pifia y Solleiro, 2013). U
| Las d-endotoxinas Cry de los cultivos Bt actuan en las plagas objetivo mediante la union a sitios especificos y |
|| alterando las membranas del intestino medio del insecto. sin embargo, la evolucién de resistencia a estas toxinas por ||
las plagas podria interrumpir dichos beneficios y plantea una amenaza constante para su uso sostenible en la|
| agricultura (Gahan et al  2007) U
Es evidente que cuando se emplea constantemente un insecticida en la lucha contra una plaga, es factible que
|\ Insectos susceptibles desarrollen resistencia, situacion que los cultivos Bt cumplen perfectamente, cuya expresion de ”
la toxina Cry es constante, eliminando no solo la posibilidad de seguir utilizando estas proteinas como medida de
” control de plagas, sino tambien predisponiendo a las plagas al uso de productos a base de B thuringiensis. Ademas, !‘
| la entrada de nuevos cultivos GM, que comparten plagas blanco de Bt (caso algodon y maiz), podria traer consigo
‘\ falta de eficacia del nuevo cultivo, mucho antes de su establecimiento (Harwood et al 2005 Marvier et al. 2007). “

Objetivos

Monitorear y detectar niveles de resistencia en especies de campo sujetas a presion de seleccion a las toxinas Cry de |
;l Bacillus thunngiensis de cultivos genéticamente modificados y generar informacion sobre la proporcion de resistencia ‘|
i‘ en zonas agricolas con cultivos Bt del estado de Coahuila ‘}
Monitorear el fluo de poblaciones de insectos blanco de los cultivos genéticamente modificados a cultivos j
| convencionales hospederos y detectar niveles de resistencia |

Hipotesis - - o o ) SCYNC SyCema N
La presion de seleccion de los cultivos geneticamente modificados a plagas manifestara resistencia a la toxina Cry de
| Bacillus thuringiensis

3 -Revision de Literatura

| Desde hace 15 afos, la ]'hgemeria geneucé. tambien llamada te_c_r_wc_)log|a del ADN recombinante, se esta aplicando |
" para obtener plantas geneticamente modificadas (GM), resistentes a insectos y tolerantes a herbicidas existiendo un
gran potencial para introducir otras caracteristicas deseables en la planta Esta nueva tecnologia es considerada como
un instrumento alternativo para modificar y mejorar los cultivos, particularmente en el caso del algodon donde las |
i perdidas por insectos y malezas son altamente significativas El alto costo del control quimico de los insectos y las
malezas, justifica el desarrollo de plantas geneticamente modificadas, no solo para reducir el costo de produccion, sino |
| también el deterioro del medio ambiente (Silva 2005a) |
Los cultivos geneticamente modificados (GM) que producen toxina de Bacilus thuringlensis (Bt) reducen la j
| dependencia de Insecticidas quimicos convencionales, proporcionando beneficios economicos, en la salud y son una |
alternativa ecologica, en comparacion con los insecticidas quimicos, son menos perjudiciales para la vida silvestre,
cebido a su baja toxicidad en los vertebrados y organismos beneficos (Tatgashmlf et al 2002)
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Actuaimente el maiz y algodon son 1os cultivos con mayor adopcion biotecnologica, con el mayor nimero de eventos‘
GIVI con la caracteristica de resistencia a insectos aprobados para su siembra y/o experimentacion, 115 para el maiz y‘
42 para el algodon (ISAAA. 2015) En nuestro pais se ha autorizado para su siembra experimental algunos cultwos‘
| geneticamente modificados, como algodon, trigo, alfalfa, fryol y imon mexicano, asi como maiz para resistencia a
‘msectos y tolerante a herbicida, en sus fases experimental y piloto (SAGARPA-SENASICA, 2016). Con respecto al
‘maiz, su homologo transgenico para resistencia a insectos ha sido motivo de gran debate en nuestro pais, este
‘debate ha sido causal de generar moratorias o suspension que impide realizar ensayos en campo con maiz
| biotecnolégico (James, 2010, Pifia y Solleiro, 2013)

| En un agroecosistema se presenta toda una red trofica que incluye a artropodos pertenecientes o no a los ordenes |
| bajo control y que estan en contacto con los cultivos Bt. La siembra generalizada de estos cultivos y el aumento en su !
|| aplicacion expone a los organismos no blanco a las toxinas utiles para controlar plagas (Harwood et al 2005 Marvier |
et al 2007) y aun cuando los efectos documentados en el caso del maiz Bt en campo son practicamente inexistentes, |
Hes posible que variedades transgenicas presenten un riesgo para la comunidad de artropodos, alterando de esa|
manera la biodiversidad (Dively y Rose, 2002, Dutton et a/, 2003, Obnist et al . 2006) La mayoria de ellos entrarian en|
| contacto con la proteina Cry al consumir partes de la planta directa o indirectamente en las cadenas troficas pudlendo\
quedar expuestos a la accion toxica, a pesar de que la proteina expresada posee una alta especificidad respecto a
msectos blanco, debido a las condiciones necesarias para solubilizar, activar y unir las proteinas Yy que se desconoce |
Ia presencia del receptor a la toxina Bt en aparatos digestivos no blanco (Groot y Dicke, 2002, Bruck et al., 2006). "
ha manejado la hipotesis de una posible reduccion de la biodiversidad por el impacto de la tecnologia Bt sobre los
organismos no blanco, una de las preocupacicnes de los investigadores desde la creacion de los transgénicos y su |
{llberacion como cultivos comerciales, a corto y largo plazo (O'Callaghan ef a/ , 2005) '

4 - Procedimiento Experimental -

Obtencion y establecimiento de especimenes: S - St S =T l
Susceptibles a las toxinas Cry de Bt Para el desarrollo de esta investigacion es necesario contar con colonias de‘
Insectos que sean susceptibles a las toxinas Cry de Bt por lo gue se requiere recolectar especimenes vivos |
correspondientes a insectos principalmente del Orden Lepidoptera como Spodoptera frugiperda (J E  Smith),
| Helicoverpa zea (Boddie). Heliothis virescens (Fabricius). Spodoptera exigua (Hubner), Diatraea saccharalis
| (Fabricius), Eoreuma loftini (Dyar), en cultivos convencionales hospederos de estas plagas y que no sean cuitivos GM |
o que se encuentren cercanos, por lo que las recolectas se realizaran principalmente en estados del sur del pais que ‘;
no cuentan con contacte con OGMs
Los insectos colectados se identificaran en el laboratorio de taxonomia de insectos, se purificaran y se segregaran en |
laboratorio de manera constante para contar con lineas bases de susceptibiidad permanentemente, en el area de |
camaras bioclimaticas de cria de insectos en las instalaciones del Departamento de Parasitologia de la Universidad
| Auténoma Agraria Antonio Narro, Unidad Saltillo

Resistentes a las toxinas Cry de Bt En el caso de los insectos resistentes a las toxinas Cry de Bt la recolecta se
‘iniciara en zonas donde se cultiva algodon GM y principalmente en donde este asociade o cercano a cultivos
hospederos de las plagas blanco del Orden Lepidoptera (S frugiperda J E Smith, H zea Boddie, H wirescens
| Fabricius. S exigua Hubner, D saccharalis, Fabricius, E foftini. Dyar), como maiz, las zonas a realizar las recolectas
seran pertenecientes al estado de Coahuila, por lo que se considerara en primer lugar la Region lagunera, en los
‘municipios de Matamoros. San Pedro Torreon Viesca y Francisco | Madero

| Se recolectara cada semana especimenes vivos en cultivos GM como en cultivos hospederos convencionales se |
!trasladaran al laboratorio para su identificacion y crianza con dieta artificial y se generara una poblacion de campo |
! (F1), para ser comparadas con una colonia susceptible de laboratorio El trabajo se realizara en los laboratorios de |
i‘ taxonomia de insectos, en el area de camaras bioclimaticas de cria de insectos y el laboratorio de toxicologia de
imsecticidas en las instalaciones del Departamento de Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria Antomol
{ Narro, Unidad Saltillo .
Condmones del area de cria y/o mantenimiento Los especimenes inmaduros se colocaran en recipientes de plast ICO|
| con dieta artificial (Southland Product Inc Lake Village, Arkansas. EE U U ) con los requernmientos nutricionales |
lespemf:cos a cada una de las especies de insectos, para obtener las fases de pupa y adultos En rec;menteg de 20 LI
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| de capacidad aproximadamente. recubierta en su parte superior de tela fina de algodon. utilizada como sustrato para |
la oviposicion de los adultos. huevecillos se recogeran e incubaran en cajas de Petri con papel filtro hasta la eclosion y !
la obtencion de larvas de primer estadio, las cuales seran utilizadas en los bioensayos para determinar los niveles de |
resistencia. Las condiciones del area de cria oscilaran en un rango de 25-30°C, 55-70% humedad relativa y
fotoperuodo de 14 h dia por 10 h de obscuridad, o las requeridas por cada especie La ahmentamon de adultos, se
| basara en una solucién azucarada con 20 g de miel, 20 g de azucar y 6 g de acido ascorbico'L ' (Burd et al, 2003
| Akhurst et al, 2003, Al et al . 2006) ‘
|Fuente de toxinas Cry de Bt Se utllizaran las 6-endotoxinas de B thuringiensis necesarias para realizar las pruebas |
| de resistencia, como la Cry1Ac, Cry2Ab. Cry1Ba. Cry1Ca, Cry1Da. Cry1Ea y Cry1Fa asi como cualquier otra IOxma‘
“ Cry o toxinas Cry mutantes que se tengan disponibles y sean requeridas |

Bioensayos para determinar niveles de resistencia ‘
H Se trabajara con dos lineas en cada especie de estudio (linea campo y una linea susceptible de laboratorio) Los
bioensayos se realizaran aproximadamente de 20-30 dias despues de la recolecta de especimenes en campo. esto
| con el objetivo de utilizar la generacion F1 de campo y no segregar la poblacion Se utilizara la toxina de interés, con
‘ una dosis diagnostica CL99=1 0 ug mL ' de dieta (Siegfried et al 2000, Blanco ef al . 2009). que representa el limite |
!para detener el desarrollo de larvas de primer estadio mas alla de la muda (concentracion inhibitoria de la muda), d05|si
| que se derivara en nueve concentraciones (B]anco et al, 2009), tanto bajas como altas, ademas de incluirse dosis |
mas altas de 3.2 pg- mL ' de dieta y 10 pg mL ' de dieta ( (Siegfried et a/ . 2000, Tabashnik et a/, 2005), esta ultfma
dosis reportada que mata a casl todas las larvas susceptibles y heterocigotos de gusano rosado, pero poco o ninguno |
| de los homocigotos resistentes (Tabashnik et al  2000) El bioensayo consiste en colocar larvas de primer estadio (Al
et al., 2006) de la primera generacion (F1=linea de campo) de 24 horas de edad sin alimentar, en recipientes de 33 mL
con 4-6 g de dieta artificial inoculada con 1 ug de toxina Cry por mL de dieta (Tabashnik et a/ , 2000, Tabashnik et al . |
1 2005) Para este estudio se someteran 25 larvas en cada concentracion ademas de un control sin toxina, replicado
tres veces en cada linea de insectos De igual manera se realizara el procedimiento anterior en la linea susceptible de |
laboratorio para posteriormente realizar la comparacion de resistencia Los datos de mortalidad de ambas lineas se |
registraran a los 7 + 1 dias de establecido el experimento (Blanco et a/ . 2009)

| Analisis de datos

| La evaluacion de los datos de mortalidad sera usando un analisis Probit utiizando el software SAS (PROC PROBIT) |
| (SAS Institute, 2002) para estimar el valor de la CL50 y el margen de fiabilidad (limite fiducial) al 95% de significancia vy |
|las lineas de regresion de la concentracion-mortalidad (Tabashnik et al, 2005) En caso de mortalidad en el control,
iesta sera corregida mediante la formula de Abbott (1925) con una meortalidad maxima aceptada de 10% La
proporcion de resistencia se determinara dividiendo la CL50 de la linea campo, entre la CL50 de la linea susceptlbte
‘de laboratorio - 5 . . _— 'l

Cronograma de Actividades para el 2018

| Actividad por realizar E |[F | M
| Recolectas de insectos presuntamente resistentes a |
| la toxina Cry de Bt (en contacto con OGMs) , | _ _ | -
Establecimiento de crnanza y generacion de F1 | x | x| x X X X X X
presuntamente resistentes a la toxina Cry de Bt -
f3|oensayoé pa%a determinar niveles de resistencia
(20-30 dias después de recolecta en campo) |
Obtencion de resultados y analisis estadisticos de !
datos - - | | , | | ) | | |
Preparacion de un primer articulo para publicacion y x | x X X X : x x| x| x| x X X

| |

|

T

wx | P
=
—

envio a revista arbitrada |
Mantenimiento de colonias de insectos susceptibles y X | x| X | X X
| resistentes a la toxina Cry de Bt. ! ' . .

Pruebas de estandanzac:on para extraccion de ADNy | X | X | X || .

Subdireccién de Programacion y Evaluacion PYE-01



' PCR. | para determmar resistencia

| - T |

\ Extraccion de ADN y PCR B 1 1 1 o IxPxXIx[x{x|{x] [ [ |
Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018 i -

|L Actividad por realizar [E | F_I‘v’l A LM 14 ] J | A | S |0 ‘v Nﬁ! D |

I\ Compra de material e insumos de la dieta para el | ‘ ‘

mantenimiento y establecimiento de colonias de X X X @ X X X | X | X | X | X x| OX ]

Insectos susceptibles y resistentes | | - . | | '|
S e = T x‘x

Establecimiento de bioensayos

1
, |
| lientn O S

Salidas de campo para la obtencion de material U

; bloiog[co larvas susceptibles y larvas resistentes [ ] L | i ‘
|\ ompra de insumos para biologia molecular (kit de | ' ' T T 1 ‘
extraccion de ADN y PCR . iniciadores enzimas X | X X X X I X 1% | ¥ | X X | X ‘

| buffer, entre otros) |

IR = = ——— et s - S [ -5 |

Duracion total del proyecto

|Afio de Inicio [ 2018 - o | Afo estimado de conclusion | 2020

5 -Productos Esperados

"Se obtendran colonias de insectos p aga objetlvo resistente a la toxina Cry de Bt. r representatlvas de areas productoras '
\ de OGMs en el estado de Coahuila, utiles para futuros trabajos |
“ Generar informacion sobre el monitoreo y evolucion de la resistencia a OGMs, y con las herramientas suficientes para |
. la toma de decisiones y contribucion en el manejo del cultivo I
‘ Se publicaran al menos dos articulos en revistas indexadas nacionales o internacionales de acuerdo a los resultados

obtenidos
| Se graduara a dos estudiantes de licenciatura con tesis derivada de este proyecto de investigacion.
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