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Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018
1 -Titulo del proyecto - ) N ___ Presupuestosolicitado
h Evaluacion de variedades de algodon GM para la determinacion de resistencia y/o|$20,000.00 ;,
H tolerancia del gusano cogollero a las toxinas Cry del Bt y estudio de la diversidad | !|
| faunistica en artropodos no blanco. |

N S e ——

2 - Introduccion
| Es evidente que cuando se emplea constantemente un insecticida en la lucha contra una _F_JE_agaiés{ factible _q_ue.
Insectos susceptibles desarrollen resistencia. situacion que los cultivos Bt cumplen perfectamente, Cuya expresion de !‘
“ la toxina Cry es constante, e;hmmando no solo la posibilidad de seguir utilizando estas proteinas como medida de |
| control de plagas, sino también 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 |
| En un agroecosistema se presenta toda una red trofica que incluye a artropodos pertenecientes o no a los érdenes ‘
| bajo control y que estan en contacto con los cultivos Bt La siembra generalizada de estos cultivos y el aumento en su
l‘ aplicacion expone a los organismos no blanco a las toxinas utiles para controlar plagas (Harwood et a/ 2005 Marvier |
et al 2007) y aun cuando los efectos documentados en el caso del maiz Bt en campo son practicamente inexistentes. ‘
} es posible que variedades transgénicas presenten un riesgo para la comunidad de artropodos, alterando de esa |
'manera la biodiversidad (Dively y Rose 2002, Dutton et al . 2003, Qbrist 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 pudiendo |
quedar expuestos a la accion toxica, a pesar de que la proteina expresada posee una alta especificidad respecto a |
insectos blanco, debido a las condiciones necesarias para solubilizar. activar y unir las proteinas y que se desconoce
la presencia del receptor a la toxina Bt en aparatos digestivos no blanco (Groot y Dicke, 2002, Bruck et al., 2006) Se
i ha manejado la hipotesis de una posible reduccion de la biodiversidad por el impacto de la tecnologia Bt scbre los |
!orgamsmos no blanco, una de las preocupaciones de los investigadores desde la creacion de los transgénicos y su
‘. liberacion como cultivos comerciales, a corto y largo plazo (O'Callaghan et al , 2005)

Opjetivos
‘General

Determinar si existe algun grado de resistencia del gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) a las toxinas Cry del Bt,
en diferentes variedades de algodon GM, asi como la influencia y/o interaccion de dichas toxinas a la diversidad de |
artrépodos no blanco, en el estado de Coahuila, Region de la Laguna |

| Especificos

|+ Detectar si existe resistencia y/o tolerancia de S frugiperda cuando esta plaga se encuentra en interaccion con las

| toxinas Cry en diferentes variedades de algodon Bt .

- Detectar si existe resistencia y/o tolerancia de S frugiperda cuando esta plaga se encuentra en contacto directo |
con productos comerciales y/o experimentales de Bacillus thuringiensis

« Analizar la influencia e Interaccion que existe entre el cultivo del algodon Bt y la diversidad faunistica de artropodos |

Liirloub_l_a_nc_p a dicha tecnologia, la region productora de La Laguna, Coahuila. B = PR

Hipotesis I = e = -
}‘ Existe influencia de las toxinas Cry del algodon Bt sobre el gusano cogollero en la adquisicion de algun grado de
‘ resistencia y/o tolerancia y sobre en la diversidad de artropodos no blanco que interaccionan en el cultivo, en la region
| productora de la Laguna

3 -Revision de Literatura
ﬁmpactos sobre los organismos GM
Conservando la poblacion de plagas a niveles sumamente bajos, los cultivos de Bt pueden hambrear a los enemigos
| naturales en la medida que estos insectos benéficos necesitan una cantidad pequefa de presa para sobrevivir en el
agroecosistema. Los insectos parasitos serian los mayormente afectados porque ellos son mas ‘dependnentes de |
| hospederos vivos para su desarrollo y supervivencia, mientras que algunos predadores podrian teoricamente |
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[alrmentarse de presas muertas o agonizantes Los enemigos naturales también podrian afectarse directamente a |
traves de las interacciones a niveles intertroficos (Altier 1998) Evidencias en estudios realizados en Escocia sugieren |
H que los afidos son capaces de secuestrar la toxina del cultivo Bt y transferirla a sus predadores (coccinélidos), a su vez
| afectando la reproduccion y la longevidad de los coccinélidos benéficos (Birch ef al 1997) El secuestro de sustancias |
| quimicas secundarias de las plantas por herbivoros. quienes luego afectan el comportamiento de parasitos no es rara |
‘ (Campbell y Duffey, 1979). La posibilidad de que las toxinas de Bt que se muevan a través de las cadenas alimenticias |
presentan serias implicaciones para el control biolégico natural en agroecosistemas Las toxinas de Bt pueden |
“ incorporarse al suelo a traves del material vegetal que se descompone, pudiendo persistir durante 2-3 meses, |
resistiendose a la degradacion ligandose a las particulas de arcilla mientras mantienen |a actividad de la toxina (Palm |
|‘ et al, 1996) Tales toxinas de Bt gue terminan en el suelo y el agua proveniente de los desechos de cultivos
transgenicos pueden tener impactos negativos en los organismos del suelo y en los invertebrados acuaticos asi como ”
“ en el proceso de reciclaje de nutrientes (James. 1997) Todos estos aspectos merecen una investigacion mas seria f
Un efecto medioambiental mayor, como resultado del uso masivo de la toxina de Bt en algodon u otro cultivo
|ocupando una inmensa superficie del paisaje agricola. es que agricultores vecinos con cultivos diferentes al algodon, “
“ pero que comparten complejos similares de plagas, puede terminar con poblaciones de insectos resistentes |
colonizando sus campos, (Altieri, 1998) Es posible que plagas de Lepidoptera que desarrollan resistencia al Bt en‘
‘a}godc'm, se mueven a los campos adyacentes donde los agricultores usan Bt como un insecticida microbiano. dejando
!‘asi a los agricultores indefensos contra tales plagas. en la medida que ellos pierden su herramienta de control |
' biologico (Gould, 1994) !\
|| La amplia adopcion del algodon Bt lleva implicta una fuerte presion de seleccion y la posibilidad de seleccionar |
| Individuos resistentes a las toxinas Bt, toda vez que la mencionada tecnologia actua en forma preventiva desde li
|emergencia a madurez del cultivo. Tabashnik ef al, 2013 citan 24 casos de plagas resistentes a los OGM Bt en 8
|especies de insectos Las causales de resistencia fueron atribuida a 1 - no utilizacion del refugio o a su erréneo |
manejo, 2 - desconocimiento de la frecuencia y tipo de heredabilidad de los genes de resistencia, 3 - no expresion de‘
H!a alta dosis, 4 - deficiente monitoreo de la susceptibilidad a la toxina Bt

4 - Procedimiento Experimental o - - - -
| Se establecera un experimento de bloques completamente al azar con cuatro repeticicnes de con ocho tra_témlentos:
| (variedades de algodon GM resistente a lepidopteros) y dos testigos (una variedad convencional y otra solo con |
}to\erancna a glifosato) en parcelas de 8 0 m de largo con seis surcos, se consideraran los cuatro surcos centrales
como unidad experimental

| El manejo del cultivo se realizara conforme al paguete tecnologico de la region. debido a que es un cultivo controlado
La toma de datos en la unidad experimental se realizara cada semana por medio de monitoreos en los que se
 verificara la presencia de larvas de S frugiperda. o algun otro lepidoptero plaga, se realizara el conteo y se anotara e\‘
| instar en que observo el iIndividuo, a que especie corresponde si esta es diferente al gusano cogollero; por otro lado se |
| tomaran las recolectas de las larvas vivas, las cuales se purificaran en camara de crianza para analizar parametros de |
| parasitoide. muerte por entomopatogencs y adaptacion a condiciones de crianza artificial, para su posterior uso en el |
| cumplimiento del segundo objetivo especifico. el cual se deseribe a continuacion

| Se realizara una prueba con las larvas presuntamente resistentes a la toxinas Cry encontradas en las 10 variedades
'de algoddn Bt, las cuales seran almentadas con hojas de maiz asperjadas con productos comerciales de B8
thunngiensis. Primero se determinara una ventana biologica y posteriormente se definian las dosis para establecer los
bioensayos correspondientes a cada producto El experimento se albergara en un disefio completamente al azar con |
cuatro repeticiones por dosis determinada en la ventana bilogica para al menos tres productos comerciales y un
| testigo, la unidad experimental consistira en las dos primeras hojas verdaderas de maiz con 30 larvas del sequndo
instar, por repeticion y por dosis |
Es estos dos primeros experimentos se llevara a cabo un analisis de varianza, en el caso de que haya diferencias
significativas se realizara una prueba de medias de Tukey (p<0 05) La mortalidad se evaluara con un analisis Probit |
por medio del software SAS (PROC PROBIT) (SAS Institute, 2002) para estimar el valor de la DL50, con la correccion |
de la formula de Abbott (1925) al considerar los valores del testige Se realizara de igual forma un analisis de
‘componentes principales con la finalidad de observar la interaccion entre las variedades y lepidopteros para definir |

' niveles de resistencia

| En los incrementos de las larvas presuntamente resistentes se realizaran tablas de esperanza de vida, para ver su
adaptacion a las condiciones artificiales de crianza

I! En el caso del tercer objetivo este se realizara dentro del mismo experimento establecido en campo con las mismas |

' condiciones experimentales, sin embargo los muestreos en este caso se realizaran con la finalidad de obtener
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[ capturaran con red entomoldgica, para obtener la mayor cantidad de artropodos en todos los estratos de la planta, ‘
ademas de inspecciones visuales de especies importantes del cultivo, de igual forma se tomaran los datos de las |
| trampas que coloca SENASICA, como plan de manejo del picudo del algodonero y del complejo bellotero, solo como |
 referencia. Los muestreos y las trampas se realizaran cada semana desde el inicio de la floracion hasta el deshoje del |
cultivo.
Red Entomolégica. Este tipo de muestreo se utilizara para artropodos muy moviles y consiste en dar 10 pases dobles
de red (38 cm de diametro) Los insectos capturados se colocaran en alcohol al 70% . se etiquetaran y resguardaran.
Trampas Amarillas o pegajosas Este tipo de muestreo se utilizara para medir el numero de artropodos en el area
| cercana al tallo, hojas e inflorescencia y consistira de cinco trampas de acrilico de color amarillo de 20 x 20 cm con
‘| adhesivo (pegamento) expuesto de un solo lado en cada tratamiento. colocadas en estacas de madera (postes o]
h- tablas con punta), al nivel del follaje de la planta. ajustandola al crecimiento de la misma Las trampas se etiquetaran y
transportaran al laboratorio cubiertas con papel encerado. dentro de bolsas Las trampa seran diluidas en gasolina |
” blanca para realizar la extraccion de los insectos, el conteo y la facilidad de manejo
| Trampas Pitfall o de caida Este tipo de muestreo se utilizara para los artropodos caminadores y consiste de cinco
trampas (envase de plastico de 15 cm de diametro por 12 cm de profundidad), las cuales se colocaran en orificios en
| el suelo de manera que guede la parte superior al nivel de la superficie y en el interior se coloca una cantidad |
“aprommada de 200 a 300 cc de substancia con base etilenglicol. para capturar los artropedos caminadores Lasl
trampas al ser remplazadas, se etiquetaran y resguardaran El contenido de la trampa se colocara sobre una tela fina |
” para su tamizado y retirar el excedente de etilenglicol extraer los artropodos de gran tamano y posteriormente lavar el '|
| contenido con agua corniente para su filtrado y separacion de artropodos mas pequefios y resguardarlos en alcohol al |
i| 70% (Rose y Dively 2007) . ‘
| Todos los artropodos recolectados seran trasladados al Laboratorio de Taxonomia de Insectos. donde se contaran e ”
identificaran a nivel de familia y se clasificaran por nivel o estructura trofica, utilizando como apoyo un microscopio |
estereoscopio binocular Carl Zeiss y un Olympus SZ21 6X, y claves taxonomicas y publicaciones
| Inspecciones visuales. Este tipo de muestreo se dingira hacia especies abundantes e importantes en el cultivo Esla|
H actividad se realizara tomando al azar 10 plantas en cada punto del muestreo tipo cinco oros y examinandolas
| minuciosamente desde la base de la planta hasta la hoja mas joven o espiga Las especies observadas e identificadas ‘
| seran contabilizadas y registradas para su analisis y determinar su frecuencia y curva de fluctuacion, esto con el
!| objetivo de observar cambios en la densidad poblacional
" Con el conteo e identificacion de los tres tipos de trampeo (trampas amarillas. trampas pitfall y red entomologica) se
“, determinaran los atributos de la comunidad, numero de familias y abundancia de artropodos por familia y con ambos
| atributos se estimaran la diversidad, riqueza y uniformidad de la diversidad La diversidad se calculara con el indice de
| Shannon-Wiener N

Cronograma de Actividades para el 2018 . ‘ il Fle=ul
H Actividad por realizar le | ] M \ A M . J [ J lA [ S : 0 N ‘ D ‘)!
| Planeacion del establecimiento del experimento en | ¥ ' Tl F

jcampo , - | |
F Establecimiento del experimento en campo . | X | X
'~ Seguimiento al experimento en campo

Aplicacion de tratamientos | . ' X | . ‘ . » _
' Toma de muestras de las unidades experimentales y } | % | x X X x| ‘ |

X .

recolecta de insectos i - B i | i J{
Purificacion e incrementc de larvas presuntamente | | X % | x| x X X |
| resistentes a las toxinas Cry del Bt ‘ _ ‘ .

- Establecimiento de experimento de laboratorio con | |
productos comerciales de 8. thuringiensis | ‘ _ | : ‘ _ _ _ { ‘

Analisis estadistico 1 . 1 X X

estadistico _ = ] [

Revision de literatura gcénféfmaC|6n de t-e;F_S_:__“ e 9 - | i | |
Entrega y revision de borradores de tesis e L ‘ . e N
Asistencia a el congreso de entomologia y/o control ‘ | ‘ . ; X | |

X

| biologico T 1§ |
- Redaccion de articulos cientificos L
Examen profesional
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Cronograma de distribucion de Presupuesto para el 2018

| Actividad por realizar |e [F |
| Salidas de campo para planeacion. establecimiento y | | | ‘
| seguimiento del experimento en campo, aplicacion de | ' | ' |
I tratamientos. toma de muestras y recolectas de ‘| XX | %x|x | % || Xl % | x|
| iInsectos en Rancho del Rincon del Buitre. San Pedro. | | ‘ 1
| Coahuila ” L |

| . - —1 £l
| Adquisicion  de  material para desarrollo de | X :x x| x|

| experimento en campo | 7

| |
=Nto € e e pam: T R S S N S S N

| Asistencia al congreso de entomologia y/o control ;r T i 7 — 7J||‘
joobgies _______ 7 7 M) | ] | ] A )
| Impresion y empastado de tesis | [ 7_"7_7 T X Tx ﬂl‘
fli’ago de derecho de examenei_p?rqfeslohales :L - 1_ [ _T BE T T_hﬁ_g%—vxi |
_Duracion total del proyecto

- — T ——— T —— 7—“\7_ R — T
\Aodeinico 2018 " TARs eotimado e sonehuston Joog0 ]

o -Productos Esperados P
i| o Tres tesis de licenciatura - o ' T
| * tres articulos cientificos
| * Base de datos sobre la condicién de resistencia y/o tolerancia del gusano cogollero a las toxinas Cry del Bt |
" * Relacién de la condicion de diversidad faunistica de artropodos en el cultivo del algedon GM ;
| » Tres ponencias en congreso l
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