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Susceptibilidad de cuatro néctuidos plaga (L epidoptera) al gene CrylAc
del Bacillus thuringiensis incor porado al algodonero

Susceptibility of four noctuid pests (Lepidoptera) to the Cry1Ac gene of Bacillus thuringiensis incorporated into cotton

INGEBORG ZENNER DE POLANIA?, J. ALONSO A].VAREZ RODRIQUEZZ, HELBERADRIAN AREVALO
MALDONADO?, RODOLFO MEJA CRUZ*, MARTIN A. BAYONA RS

Resumen: Las plantas transgénicas con genes de Bacillusthuringiensis (Bt) que codifican paralaproduccion de toxinas,
eficaces contra algunas plagas, son consideradas Utiles dentro del manejo de insectos. Sin embargo, estas variedades no
controlan satisfactoriamente a todos los noctuidos plagas y, ademas, inducen a su resistencia. Se evaluaron diversas
poblaciones de variantes |ocal es de Heliothis virescens, Helicover pa zea, Spodoptera frugiperday S sunia para conocer
su susceptibilidad alatoxina Cry1Ac delavariedad Bollgard® sembradaen Colombia. El Cry1Ac, se obtuvo de un gene
de Bt clonado en Escherichia coli y de MV P® (protoxina encapsulada en Pseudomonas). Se expusieron larvas neonatas
a dosis seriadas incorporadas a dieta meridica y, también, alimentadas con tejido fresco de algoddn transgénico. Se
determind el peso de larvas y pupas sobrevivientes y la emergencia de los adultos. Los resultados, se sometieron a
ANAVA vy las concentracionesletales (CL ) se obtuvieron mediante andlisis Probit. Se encontré una aceptabl e susceptibi-
lidad de H. virescens, CL., de 3,52 y 3,81 ng/mL, en los periodos 2005A y 2006A respectivamente, y un 100% de
mortalidad a alimentar las neonatas con hojas terminales. La CL o, para H. zea vari6 entre 3,42y 6,12 ug/mL; amedida
que aumentabaladosisdelatoxinadisminuiael pesoy seobtuvo un alto porcentaje de pupas deformes. Para Spodoptera
spp., las CL oscilaban entre 192 y 1.178 ug/mL mostrando su resistencia a la toxina. Se concluye que actualmente el
algodon transgenlco proporciona un control satisfactorio de los Heliothine pero no del complejo Spodoptera.

Palabras clave: Organismo genéticamente transformado. Toxina Bt. Belloteros. Spodoptera spp. Comportamiento.

Abstract: Transgenic plants possessing genes of the bacteriaBacillusthuringiensis (Bt) which codify for toxin production
effective against some pests, are considered useful within the management of insects. However, these commercial cultivars
do not control satisfactorily all noctuids, and besides, at a distance, induce resistance. Diverse populations of native
Heliothis virescens, Helicoverpa zea, Spodoptera frugiperda and S sunia strains were evaluated to determine the
susceptibility to the toxin Cry1Ac of the cultivar Bollgard®, planted in Colombia. Cry1Ac was obtained from a Bt gene
cloned in Escherichia coli and from MVP® (protoxin encapsulated in Pseudomonas). Neonate larvae were exposed to
seriated dose of the toxin, incorporated within meridic diet and also fed with fresh transgenic cotton tissue. Weight and
adult emergency of the survivors were determined. Results were submitted to an Anova and LC was obtained by Probit
analysis. An acceptable susceptibility of H. virescens, LC,,of 3.52 and 3.81 ng/mL, 2005A y 2006A, respectively, and a
100% mortality when feeding neonates with terminal leaves was found. LC,, for H. zea varied from 3.42t0 6.12 ug/mL;
as the toxin dose increased, the pupal weight decreased and a high percentage of deformed pupae were observed. For
Spodoptera spp., LC, oscilated between 192y 1.178 g/mL, showing its resistance to the toxin. It was concluded that,

at the moment, the transgenlc cotton provides satisfactory control of the Heliothine, but no of the Spodoptera complex.

Key words: Genetically transformed organisms. Bt toxin. Bollworms. Spodoptera spp. Behaviour.

Introduccién

Desde que € hombre se volvid sedentario y se dedico a la
agricultura intensiva en forma de monocultivos en extensas
areas, le hatocado luchar contralas plagas, con énfasisen los
insectosherbivoros. Al encontrar agin método de control sem-
pre pensd haber ganado la batalla, lo cual fue especialmente
cierto con el advenimiento del control quimico. La destruc-
cién delafaunabenéficay el surgimiento de resistenciaalos
insecticidas, logro hacer recapacitar y formular nuevos con-
ceptos que finalmente se concentraron en un manejo integra-
do de las plagas. Este manejo tampoco ha sido aceptado por
muchos agricultores por requerir atencion especia alosculti-
VoS, monitoreo y amenudo es considerado demasi ado costoso

y dispendioso. Dentro de los programas de MIP, e dltimo
“meétodo de control” incorporado ha sido €l uso de cultivares
“insecticidas’ transgénicos que contienen proteinas Cry dela
bacteria del suelo Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 (Bt),
las cuales protegen las plantas contra la alimentacion de lar-
vas de algunas plagas del orden L epidoptera (Gustafson et al.
2006; Carriere et al. 2001).

Lasplantastransgénicas, entre ellas el algodonero (Gossy-
pium hirsutum L., 1793) que poseen genes Bt que codifican
parala produccion de toxinas Cry, eficaces contraagunas pla-
gas, son por lo tanto consi deradas Utiles como herramientas den-
tro del MIP. Pueden evitar aplicaciones de insecticidas quimi-
cos contra algunos ndctuidos, los cuales deterioran €l ambien-
te, pero no controlan acaros, ni afidos o moscas blancas. El
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control de las plagas objetivo con | as variedades transgénicas
y laconsecuente ausenciadel control quimico pueden resultar
en el aumento de pobl aciones de estas plagas secundarias. Asi,
secambiael panorama, se presentan problemas nuevosy difi-
ciles; ante todo existe luego laposibilidad de que losinsectos
chupadores adquieran mayor importanciay su manejo aumen-
te el costo de produccion, yaincrementado por € valor de la
semilladel cultivar transgénico (ICAC 2005).

El gene CrylAc introducido al algodonero Bollgard
(Monsanto Company, St. Louis, MO) que se siembra desde el
afo 2003 en Colombia, expresa cristal es proteicos con activi-
dad i nsecticidacontraa gunos | epidépteros, especialmentelos
belloteros. Estavariedad, de acuerdo con Jackson et al. (2003),
provee control absoluto en los estados productores de algo-
don delos Estados Unidos contraHeliothisvirescens (F., 1777),
pero muestra ocasionalmente problemas de eficacia contra
Helicoverpa zea (Boddie, 1850). Esta toxina no gerce con-
troles satisfactorios de Spodoptera frugiperda (Smith, 1797)
(Garczynski et al. 1991; Bohorova et al. 1997; Ayra-Pardo et
al.2006), noctuido comun en el algodonero en nuestro medio.

A nivel mundial, una de las preocupaciones asociadas al
algodonero Bt corresponde ala posibilidad del desarrollo de
resistencia de las poblaciones plagas objetivo, basado en se-
leccién por resistencia a CrylAc, particularmente para los
belloteros H. virescens, H. zea y Helicoverpa armigera
(Hubner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae) (Ali et al. 2006;
Jackson et al. 2007; Rausher 2001; Bird y Akhurst 2005).
Ademas, el manejo de laresistencia se ha vuelto mucho mas
complegoy costoso, debido aquelosrefugios se establecen de
manera mandatoriay existen consideraciones estratégicas de
seleccién mltiple de cultivos transgénicos através de las re-
giones agricolas (Ali et al. 2006).

Antes de la comercializacion de |os cultivos transgénicos
aparecieron las preocupaciones y los llamados de atencion
sobre laevolucion deresistenciapor parte delosinsectos pla-
gasa B. thuringiensis. En 1985, se alertd alacomunidad in-
ternacional sobre el riesgo de desarrollo de resistenciade in-
sectos a Bt (McGaughey 1985). Bajo condiciones de labora-
torio ya se seleccionaron hace algunos afos razas que pueden
cumplir su ciclo biol6gico en cultivostransgénicos (Tabashnik
et al. 2003). Al trabgjar con laraza HD-1 y una formulacion
comercial del B. thuringiensis ssp. kurstaki, Stoneet al. (1989)
demostraron el potencial del H. virescens para desarrollar re-
sistencia aladelta - endotoxina del Bt. Presion de seleccion,
gjercida durante cuatro generaciones en e laboratorio sobre
una poblacién de S. frugiperda con una formulacion comer-
cial de Bt (mezclade cinco toxinas, incluyendo Cry1Ac) mos-
tré un incremento de 4,6 veces en la CL,, (Borrero y Zenner
de Polania 1998).

Las siembras comerciales de algodon transgénico se ini-
ciaron en 1996 en Estados Unidos y Australia. Durante este
primer afio se plantaron 1.800.000 acres en Estados Unidos
(National Cotton Council 1997); James (2005) citado por
Tabashnik et al. (2006) menciona que a nivel mundial en el
afio 2005, se sembraron 26 millones de hectéareasde algodény
maiz transgénico, areaque podriapermitir laadquisicion rapi-
da de resistencia a la toxina incorporada de las plagas clave.
Latoleranciay resistenciadelasplagasa CrylAc, entreotras
causas, ocasionaron insatisfaccion en EE.UU. y Australia, lo
cual Ilevd ala construccion de una segunda generacion del
algodonero Bt, denominados algodones “gene-piramidales’:
el Bollgard |1 que contiene los genes Bt que codifican la pro-
duccion de las endotoxinas Cry1Acy Cry2Ab, efectivas con-

tralarvas de lepidopteros (Greenplate et al. 2003) y el Wide
Strike (Dow AgroSciences) que produce las endotoxinas
CrylAcy Cry 1F (Pellow et al. 2002, citado por Jackson 2007).
El CrylAcincorporado al Bollgard todavia controla satisfac-
toriamente a Heliothis spp., pero no es eficaz contra otros
lepidopteros plaga; el Cry adicional del Bollgard I es consi-
derado también eficiente contra S. frugiperda, S. exigua
(Hubner, 1808), Pseudoplusia includens (Walter, 1857) y
Trichoplusia ni (Hubner, 1803) (ICAC 2004). Deacuerdo con
Haile et al. 2004, citados por ICAC (2005), €l algodén Wide
Strike, unavariedad que también poseeincorporados dos genes,
aisladosdel Bt, el CrylAcy € Cryl1F, muestra proteccion du-
rante todo el desarrollo fenol 6gico de la planta contra un am-
plio espectro deinsectos del orden L epidoptera, entrelos cua-
lesfiguranlosbelloteros (compleo Heliothine), S frugiperda,
S. eridania (Cramer, 1782), S. exigua, Pectinophora
gossypiella (Saunders, 1843), T. ni, P. includens y Agrotis
ipsilon (Hufnagel, 1766). Las regulaciones de Monsanto
prohiben comparaciones directas, presumiblemente en condi-
ciones de campo, entre las variedades Bollgard, Bollgard 11 y
WideStrike™ (1CAC 2005); mencionaen este contexto que, €l
desempefio en € rendimiento varia dependiendo del sitio, de
lapresion y del complejo de plagas presentes, incluso, s la
variedad WideStrike™ se cultivara bgjo las mismas condi-
ciones.

Algodones transgénicos transformados para producir una
novedosa proteina del Bt, la Vip3A, ya se estén evaluando
comercialmente en EE.UU. La Vip3A es considerada Unica,
yaque muestra actividad tanto en su fase vegetativa como en
la fase de esporulacion, mientras que las actividades de las
proteinas Cryl y Cry2 se limitan a la fase de esporulacion
(Estruch et al. 1996). La proteina V1P es una exotoxina, tam-
bién derivada de labacteriaddl suelo B. thuringiensis, estruc-
tural, funcional y bioguimicamente diferente a las delta
endotoxinas. Se expresaen todaslaspartes delaplanta, inclu-
yendo loscomponentesflorales, paraproteger laplanta(ICAC
2004). Estudios recientes para evaluar la posibilidad de exis-
tenciaderesistenciacruzadaderazasres stentesde H. virescens
al CrylAcal VIP3A, mostraron laausenciade estaresistencia
cruzada. La utilizacion de lineas de algodén que producen la
proteina VIP, podria por lo tanto atrasar la evolucion de la
resistenciaa CrylAc del bellotero (Jackson et al. 2007).

No todoslos sistemas de producci 6n de algodon son satis-
factorios para el uso de variedades transgénicas y dadas las
presiones competitivas del sector biotecnol 6gico que desarro-
[laestos productos, es posible que en su disefio no se contem-
plen aspectos para el desarrollo de un cultivar éptimo (ICAC
2005). Larazén de las falas identificadas en algunos casos
pueden estar en la presion de seleccidn, en lavariacion en la
expresiony actividad de latoxinapor estacionalidad, en efec-
tos de sitio, en desarrollo fenoldgico, en otros estresantes
bidticosy abidticosy en efectos somaclonales (Halcomb et al.
1996).

Al formular este proyecto se desconocialiteraturacienti-
fica publicada en Colombia sobre los aspectos basicos y, a
pesar del riesgo del desarrollo de resistencia, no se divulgo
investigacion sobre la susceptibilidad, expresada en con-
centracion letal media (CLg, 0 Clg,), de S frugiperda, H.
virescens y H. zea al CrylAc incorporado a agodonero
transgénico que se estd sembrando en e pais. Tampoco, se
conocialaconcentracion delatoxinaen las partes vegetativas
y reproductivasdelaplantaatravés de su desarrollo fenol 6gico
bajo nuestras diversas condiciones climéticasy edéficas, ni se
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publicaron recomendaciones validadas acerca del mangjo de
lavariedad transgénica en cuanto arefugiosy otros aspectos
que podrian atrasar la posible adquisicion de resistencia.

Por lo tanto, se propuso estainvestigacion paraconocer la
susceptibilidad de estas plagasa Cry1Acy determinar ssimul-
taneamente la expresién de la toxina a través del desarrollo
fenol gico del algoddn transgénico, paraproponer alos culti-
vadores informacion concreta acerca del comportamiento y
manej o de estas plantas transgénicas y del manejo de una po-
sible resistencia. Conocer la linea base de susceptibilidad a
Cry1Ac es indispensable para el monitoreo de la resistencia
delosnoctuidosinvolucrados en este estudio y, posteriormen-
te poder alertar a los agricultores y tomar medidas para el
manejo de laresistencia, mientras que laexpresion y concen-
tracion del gene que codificalatoxinaatravés del desarrollo
fenol 6gico delas plantas transgéni cas puede ser critico parael
manejo de las plagas.

Materialesy M étodos

El Cry1Ac empleado en los bioensayos se obtuvo de un gene
del Bt, donado por e Bacillus Genetic Sock Center (EE.UU.),
extraido de la cepa ECE-53 de E. coli recombinante mediante
la metodologia recomendada por Akhurst et al. (2003) y de
MVP® (CrylAc encapsulado en Pseudomonas), proporcio-
nado por Dow CropSciences. Para establ ecer laconcentracion
delaproteina purificada, se utilizé €l método Bradford y para
el desarrollo de la curva patrén, se emplearon diluciones
seriadas con concentraciones entre 100-1.000 pg/mL delaso-
lucién comercial MVP, la cua tiene formulacién liquida del
20% de la toxina CrylAc. Las lecturas se hicieron en un
espectrofotémetro Spectronic 601 digital a una longitud de
onda de 565nm.

El material biolgico paralascrias serecolectd en cultivos
de algodon y maiz no transgénicos en |os departamentos del
Tolima, Casanarey Meta. Lacriade H. zea seinici6 a partir
de larvas de los dos Ultimos instares, obtenidas de mazorcas
atacadas procedentes del Pie de Monte L lanero, municipio de
Villavicencio. Se permitié su desarrollo en el laboratorio has-
ta pupa sobre pedazos de mazorca tierna, en vasos plasticos
de 40 mL con tapainyectada. Unavez obtenidas|as pupas, se
determind su sexo y se colocaron en frascosgrandesdevidrio
para esperar la emergencia de los adultos. Estos fueron ali-
mentados con miel de abejay paralaoviposicion se colocaron
tiras de papel de color azul en el borde de los frascos. Con la
descendencia parcial de diez parejas, aproximadamente 500
huevos, seinicid laF;, a partir de la cua se mantuvo la cria
masivay serealizaron los bioensayos. Unametodol ogiasimi-
lar se empled paraH. virescens inicidndose la cria partiendo
de huevos recolectados en hojas terminales en diversos sitios
del Tolimay en Villanueva (Casanare) y alimentando las lar-
vas con dietaimportada especifica para esta especie. Las lar-
vasde S frugiperday de S. sunia (Guenée, 1852) fueron cria-
das apartir de posturas con dietaimportada para luego seguir
[os mismos procedimientos.

La susceptibilidad de las larvas neonatas se evalud incor-
porando concentraciones seriadas del CrylAc a dietas
meridicas especificas (importadas de Southland Products INC.,
EE.UU.). Las dosis empleadas para H. virescensy H. zea os-
cilaron entre 0,001 y 100 pg/mL, mientras aguellas emplea-
dasparalaslarvas neonatas del cogollero del maiz variaron de
0,001 a 1000 pg/mL, y de 0,002 a 2000 pg/mL. Todos los
bioensayos se rigieron por un disefio de bloques a azar, seis

repeticiones, cada unade ellas representada por un vaso plas-
tico con dieta sobre la cual se colaron cinco larvas neonatas.
Lamortalidad se estimod alossiete diasy |os datos se sometie-
ron aandlisis Probit (SAS Institute Inc.) para determinar las
concentraciones letales. El efecto de laalimentacién con par-
tesvegetal es de plantas transgénicas sobre €l desarrollo delas
larvasdeH. virescensy S. frugiperda se evalué empleando en
vez deladietacon e Cry incorporado, tejido fresco transgénico.
En siete repeticiones, diez larvas neonatas de lamisma pobla-
cién por repeticion, se colocaron sobre hojas terminales del
algodon Bollgard; como testigo se emplearon hojas termina-
les de algoddn convencional, sembrado en un refugio. Para
algunas especies, se determind con los sobrevivientesladura-
cién del ciclo, € peso de las larvas, peso de las pupas y la
emergencia de los adultos.

Para establecer la concentracion del CrylAc, setomaron,
hojas y yemas terminales, botones florales, flores sin y con
fecundacion, sépal os, capsulas, fibray semillas, deunlote sem-
brado con semilladistribuida por “ Cotton Seed Distributors’.
Las partes, se liofilizaron y pulverizaron para luego tomar
muestras homogéneas del material, llevarlo en 250 pL de buf-
fer de extraccion PBS (0,55%) y depositarlo en tubos de
microcentrifuga por 24 horas en solucién, para la determina
cién delaproteina Cry1Ac por latécnica de micro Elisa, em-
pleando €l kit “Envirologix Qualiplate para Cry1Ab/Cry1Ac”,
kit disefiado para la deteccién cuantitativa para la proteina
Cry1Ac en muestras de semillasy hojas de algodon Bollard®.
Laconcentracion, semidid utilizando un BioRad ‘ Benchmark’
lector de microplacas (BioRad Laboratories; Tokio, Japdn) a
una longitud de onda de 450 nm. La lectura en linea de
absorbancia se efectud en un lector de Elisa Ref. Anthos 2020
(version 2.0.5) en €l laboratorio de investigaciones biotecnol 6-
gicas de la Pontificia Universidad Javeriana. Todos los
bioensayos se llevaron a cabo en el laboratorio de Biotecno-
logia Agricola de la Universidad de Ciencias Aplicadas y
Ambientales U.D.C.A, bajo condiciones de temperatura
promedia de 24,9°C y humedad relativa de 70%.

Resultadosy Discusion

Concentracién toxina CrylAc en € tgjido vegetal. En la
hojas cotiledonares, tejido de ocho dias de edad, la concentra-
cién de proteina especifica Cry1Ac fue de 4,625 ppm lo cud
coincide con Bird y Akhurst (2005) quienes encontraron 5,6
ppm. Las concentraciones de alli en adelante, se muestran en
laTabla 1. En general, se observé unadisminucién delacon-
centracion amedida que aumentala edad de la planta, excep-
tuando la concentracion obtenida en laflor fecundada. Segun
Olsen et al. (2005) a medida que € cultivo se desarrolla, la
concentracion de la proteina disminuye, por ende en este pri-
mer estado fenol 6gico la plantaexpresardlamayor concentra
cién de proteina Cry1Ac. Los cambios detectados, de acuerdo
aOlsen et al. (2005), se pueden traducir en una disminucion
delaeficacia; se pueden deber acambiosen €l nivel de expre-
sion del geney/olaconstitucion fisiologicadelaplantay pue-
den ser inducidos por las condiciones ambientales.

Gusano bellotero del algodonero, Heliothisvirescens. A las
poblaciones, extremadamente altas y resistentes a todos los
insecticidas empleados en su control, del gusano bellotero, se
atribuye en parte las dos crisis algodoneras en Colombiasien-
do laplagamasimportante durante | os afios 70s hasta comien-
zos delos 90s. A todos | osinsecticidas utilizados para su con-
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Tabla 1. Concentracién méaxima de proteina téxica Cry1Ac en tejidos vegetales de Bollgard®.

Dias después de la Siembra 30

75 90 105 120

Tejido analizado

Concentracion CrylAc en ppm

Hojas terminales 4,42
Yemas terminales

Botdn floral

Flor sin fecundar

Flor fecundada

Céapsulas

Semilla

376
1,67
0,65
4,39
1,82
4,75

trol, inclusive alos piretroides, que fueron la Gltima arma es-
grimidaen formamasiva, mostré su capacidad paraevolucio-
nar a poblaciones resistentes. Luego, la plaga fue perdiendo
importancia, su aparicion se tornd esporadicay con bajas po-
blaciones, reduciéndose las aplicaciones para su control; lle-
gando incluso ano reportar su presenciaen algunas zonas del
pais durante una 0 mas temporadas. En la actualidad, las po-
blaciones en los algodones convencional es, considerados “re-
fugios’, sontan bajas o inclusive ausentes, por losmenosen el
departamento el Tolima, lo cual dificulté por unlado laobten-
cién de muestras del insecto paralos bioensayosy por €l otro,
lainterpretacion delosresultados. Durante el primer semestre
del afio 2007, |as busquedas de huevos de H. virescens en €l
areaagodoneradel municipio de El Espinal, por iemplo, fue
infructuosa, lo cua impidio larealizacion del bioensayo co-
rrespondiente.

El andlisis Probit de los porcentajes de mortalidad, a los
siete dias, de las larvas de este bellotero recol ectadas durante
€l semestre algodonero en €l Tolimadel afio 2005, revel 6 una
CL,de 3,52 pg/mL, toxina total, (IC 95% 1,29 y 5,74 ug/
mL), unapendiente delalineade regresién de 1,1655y un R?
de 0,879. La CLg, correspondi6 a 6,09 ug/mL (1C 95% entre
3,87y 8,32 pg/mL). Se observa una alta confiabilidad de es-
tosresultados. Esto, desde €l punto devistapréctico, significd
un control satisfactorio de la plaga durante este semestre. En
€l bioensayo simultaneo con material vegetal fresco, hojaster-
minales del algoddén Bollgard, en comparacion con el testigo
de algoddn convencional, se encontré que a cabo de cuatro
diasel 100% delaslarvas sometidas al algodonero transgénico
murieron sin haber mudado al segundo instar, mientrasquelas
larvas alimentadas con algoddn convencional sobrevivierony
se desarrollaron normalmente.

Los resultados del bioensayo realizado con la poblacion
obtenida de un refugio de El Espinal del primer semestre del
afo 2006, con las mismas dosis seriadas incorporadas a dieta
meridica, mostraron una CL,de 3,81 pg/mL (IC 95% entre
1,36y 6,14 1 g/mL), unapendiente de lalineade regresion de
1,16741y un R?2de 0,917. La CL 4 correspondio a 6,49 pg/mL
(IC 95% entre 4,01 y 8,51 pg/mL). Nuevamente, se observo
una alta confiabilidad de los resultados, o cual, todavia, ase-
guraun buen control delapoblacién analizada. El aumento de
laconcentracion letal entrelos dos semestresfueinsignifican-
te, lo cual se atribuye alapresencia de huéspedes alternos del
H. virescens, durante el semestre no algodonero.

Resultados no muy diferentes fueron obtenidos por Rodri-
guez Chalarcaet al. (2007) al establecer lalineabase parael

bellotero paratres poblacionesdel Valledel Caucay unadela
costa norte del pais. Las muestras del insecto procedentes de
Buga, Palmiray Bugal agrande arrojaron, respectivamente, una
DL ,de3,2; 5,0y 10,0 ug/mL, mientras que aquella obtenida
para la poblacion de la costa fue de 5,0 pg/mL. Estos y los
anteriores resultados muestran la alta variabilidad de nuestras
poblaciones de la plaga. Ali et al. (2006) estudiaron en los
Estados Unidos la susceptibilidad de H. virescens de pobla-
ciones de diversaprocedencia, utilizando lamismametodol o-
gia. Para una poblacién de algodon obtuvieron una CL., de
1,20 pg/mL (IC 95%: 0,83-1,78), relativamente menor a la
obtenida en los bioensayos con la poblacion de El Espinal
durante dos semestres seguidos. Esto comprueba lo ya men-
cionado por muchos autores que la susceptibilidad de las di-
versas poblaciones geogréficas a la toxina del Bt varia enor-
mementey depende delosmésdiversosfactores, entre bidticos
y abidticos.

Las concentraciones calculadas 4,625 ppm y 4,422 ppm
delatoxinaen las hojas cotiledonares y en las hojas termina-
les respectivamente, donde €l bellotero acostumbra colocar
sushuevosy, se alimentan laslarvas neonatas, explicalamor-
talidad obtenida. Esto comprueba para el control de esta po-
blacion de H. virescens la eficacia del material transgénico,
pero también la necesidad de mangjar la posible futuraresis-
tenciaa CrylAc conlasiembrade algodédn no transgénico en
refugios de areas adecuadosy adistancias apropiadas. Sinem-
bargo, amedida que avanza el desarrollo delas plantas, como
ya se menciond, disminuye la concentracién de la toxina de
una manera marcada. Las concentraciones obtenidas (1,675
ppm en botones florales y 1,82 en cépsulas inmaduras) po-
drian todavia causar mortalidad a las larvas de primer instar,
teniendo en cuentalas concentraciones enmarcadas dentro de
losinterval os de confianza de |as concentraciones | etales en-
contradas en los dos bioensayos.

Como una ventgja de la poblacién de H. virescens en el
Tolima, paraatrasar laocurrenciaderesistenciay prolongar la
vida de la variedad transgénica, se considera la existenciade
huéspedes alternos, la escobita girasol (Lagaxea mollis) y €l
pegapega, Desmodium sp., en ausenciadel algodon. Durante
€l segundo semestre del 2005, se recolectd precisamente en
estaultimaplantaun alto nimero delarvasdetodoslosinstares
de laplaga, pararepetir los bioensayos realizados durante el
primer semestre. El 99% de las larvas resulté afectado por €l
parasitoide Cardiochilesnigriceps (Viereck, 1912) (Hymenop-
tera: Braconidae), impidiendo la realizacion de los trabgjos.
Lapresencia del parasitoide actuando sobre las larvas que se
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desarrollan en la arvense, se debe tener muy en cuenta para
futuros estudios para evaluar ademas el efecto de la toxina
sobre este insecto benéfico.

L osinsectos procedentes de Villanueva (Casanare), donde
todavia no se ha sembrado algodén Bt, utilizados en otro
bioensayo con material vegetal fresco, hojasterminalesde al-
gododn transgéni co procedentes del Tolima, dio también como
resultado unamortalidad del 100% al diasiete de haberseini-
ciado €l experimento, mientras que en el testigo no transgénico
las larvas se desarrollaron normalmente. Esto podria también
significar una alta susceptibilidad a Cry1Ac de la poblacion
de H. virescens de esaregion.

A pesar delosresultados positivos obtenidos hasta el mo-
mento con &l algodonero transgénico Bollgard, no se debe des-
continuar el monitoreo delaresistenciadeH. virescensy, ante
todoinsistir enlassiembras derefugiosy lano destruccién de
las arvenses mencionadas, escobita girasol y pega pega, sino
més bien su conservacion y hastala siembraen los bordes de
los lotes. Se debe recalcar que las poblaciones del bellotero
durante la Ultima década y especificamente los Ultimos tres
afnos, incluyendo €l primer semestre del afio 2007, fueron muy
bajas en el Tolima. La situacién podria cambiar en cualquier
momentoy, i hay explosiones demogréaficas delaplagacomo
ocurre periddicamente en esta zona algodonera, ésto podria
traer consecuencias negativas, inclusive a sembrar fuera del
Bollgard |, e Bollgard I, & WideStrike o el Vip3A, sino se
maneja adecuadamente la prevencion de laresistencia.

Gusano delamazorca, Helicoverpa zea. Antesde ser libera-
das las variedades transgénicas que poseen € gene CrylAc
Lutrell et al. (1999), durante |os afios 1992 y 1993 estudiaron
los Heliotinos de diversas regiones geogréficas, encontrando-
seunavariable susceptibilidad, lacual fue més acentuadapara
H. zeaque paraH. virescens. Aproximadamente diez afiosmés
tardeAli et al. (2006) sugirieron una CL 5, mayor en compara
cién con aquellareportada por Lutrell et al. (1999), inclusive
descubrieron, entre todas | as poblaciones eval uadas reciente-
mente, una variacion de 130-veces entre las concentraciones
letales. De acuerdo con Gore et al. (2003a), a pesar de lasus-
ceptibilidad del insecto a CrylAc, el algodon Bt (primera
generacion), no ha proporcionado controles adecuados bajo
ciertas situaciones. Jackson et al. (2004) confirman estos ha-
[lazgos mediante estudios en condi cionesde laboratorio y cam-
po. Se considera que, fuerade lamenor susceptibilidad de H.
zea a CrylAc, controles no satisfactorios de la plaga son €l
resultado de la variacion temporal y espacia en la expresion
del CrylAcentrelaspartesdelaplanta(Adamczyk et al. 2001).

Lamortalidad de la poblacion autoctona del insecto pro-
cedentedel Piedemontellanero colombiano se evalub mediante
tres bioensayos. La CL ¢, calculado alos siete dias de haberse

iniciado los bioensayos con laslarvas neonatasvarid de 3,45 a
6,12y laCLyde7,12a10,19 pg/mL (Tabla?2). Losintervalos
de confianzamuestran quela CL , corresponde aun valor cer-
cano a5 pg/mL, lo cual es considerablemente menor que la
CL,, 10,06 pg/mL, aobtenida para el promedio de todas las
muestras de poblaciones de H. zea recolectadas durante dos
afios de maiz en Estados Unidos (Ali et al. 2006). Si se com-
paran las concentraciones | etal es medias con laconcentracion
del CrylAc en el cultivar algodonero de Bollgard®, el
NuCOTN 33B de 8,56 + 0,704 (ppm + D.E) obtenidos por
Adamczyk y Gore (2004), vemos la posibilidad de que algu-
nos de los individuos de nuestra poblacion de H. zea escapen
ala accién de la toxina, si en la Orinoguia colombiana,
especificamenteen lazonaagodoneradeVillanueva, Casanare,
se sembrara €l algodon transgénico que tiene incoporado la
toxinaCry1Ac.

Analizando estos datos, Zenner de Polania et al. (2008),
conceptlan que la variacion entre las concentraciones letales
entre los tres bioensayos indica una pobl aci6n genéticamente
variabledel gusano delamazorca. El amplio rango de suscep-
tibilidad al Cry1Ac podriatener como consecuenciala super-
vivencia y rapido desarrollo de tolerancia del insecto al
Cry1Ac. Un aumento delosdos Heliotinos a poblaciones eco-
nomicamente relevantes, podria poner en peligro €l beneficio
actual del Bollgardy requerir aplicaciones deinsecticidas para
prevenir pérdidas, como o sugieren también Gore et al.
(2003b). Igualmente, Jackson et al. (2003) mencionan unare-
lativamente baja y variable susceptibilidad del bellotero a
Cry1Ac en comparacion con H. virescens, mientras que Stone
y Sims (1993) determinaron unavariacion de valores de CL
de cuatro a60 vecesmayor quelasestimadasparaH. virescens.
Varios autores evaluaron el beneficio y recomiendan para un
aumento significativo del control del gusano delamazorca, la
adicion delasegunda proteina, el Cry2Ab (Goreet al. 2003a;
Jackson et al. 2003). Vale |a pena también destacar |os resul -
tados obtenidos por Chitkowski et al. (2003) quienes determi-
naron laexistenciade poblaciones mucho masbajasdeH. zea
en Bollgard Il que en Bollgard. En nuestro caso, los valores
delas concentraciones letal es son, sin embargo, solamente un
poco mayor parael gusano delamazorcaque parael bellotero,
lo cual se podriadeber alaausenciadel algodén Bt en el drea
de procedenciadel H. zea. Sin embargo, si en el futuroladife-
rencia se acentUa, se considera que teniendo en cuentaladifi-
cultad que existe paradiferenciar anivel de campo las larvas
de las dos especies, |la mayor susceptibilidad de H. virescens
podriaservir paradistinguirlas entre si.

Laconcentracion delatoxinatuvo unamarcadainfluencia
sobre el desarrollo larval y pupal del insecto, expresadaen la
disminucion del pesoy el aumento en laduracién del estado a
medidaque aumentabaladosis. Concentraciones cercanasao

Tabla 2. Mortalidad de Helicoverpa zea en |os tres bioensayos realizados con dieta meridica con dosis, ug/mL, seriadas del Cry1Ac incorporado

(andlisis Probit). (Modificado de Zenner de Polania et al. 2008).

Bioensayo CL,, IC 95% CL,, IC 95% Pendiente R?
| 6,12 2,37-9,86 10,19 6,45-13,94 0,7364 0,88
I 3,45 1,85-5,24 7,12 5,42-8,80 0,8481 0,97
11 5,96 3,99-5,24 9,48 7,50-11,46 0,8537 0,67

IC = Intervalo de confianza, R2= Coeficiente de determinacion.
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mayores que 1,0 ppm ocasionaron altamortalidad larval y un
elevado porcentaje de pupas deformes. Sin embargo, entrelos
pesoslogrados con dosishasta0,1 g/mL y € testigo absoluto
no hubo diferencia estadisticamente significativa (Tabla 3)
(Zenner de Polaniaet al. 2008).

Al comparar €l peso promedio de las pupas del testigo de
laraza colombiana, 402,37 + 28,10 (Tabla 3), con los pesos,
451,82 + 3,17 y 418,83 + 5,27, encontrados por Giolo et al.
(2006) a utilizar dos dietas meridicas, se observa un peso
significativamente bgjo en € estudio actua y ademasunaDMS
mucho mayor. Las diferencias se podrian atribuir a deficien-
cias nutricionales en la dieta, ala variedad del gusano de la
mazorcay alas condiciones ambientales de |os |aboratorios.
Con una dieta, consistente en pedazos de mazorca tierna el
peso de las pupas aument6 a 422 g + 0,0639. Se advierte la
influenciadelacalidad del alimento, delavariabilidad genética
y de la procedencia sobre €l peso de las pupas de H. zea, lo
cual podriaimplicar unavariacion en lasupervivenciadel in-
secto en €l algodon transgéni co. Concentraci ones mayores que
0,1 ppm en € tejido vegetal, atacado por H. zea, aunque no
causariaun 100% de mortalidad, en teoria, si disminuiriacon-
siderablemente laemergenciade adultos viables. Teniendo en
cuenta la concentraci on méxima obtenida en botones florales
y cépsulas inmaduras, partes del algodonero afectadas
preferencialmente por laplaga(Tablal), laposibilidad de una
marcada supervivenciade la plaga al algodonero transgénico
que se siembraen €l pais es poco probable.

Cogollero del maiz, Spodoptera frugiperda y gusano
rasputin, S. sunia. Si con las plagas Heliatinas, se considera
€l algodonero transgénico justificado desde € punto de vista
de su costo y adopcion, con Spodoptera frugiperda se observa
todo lo contrario. Sus poblaciones se han incrementado a ni-
velesy dafios tan altos desde que seinicid lasiembrade estos
cultivares que, yaagunostécnicosy agricultores manifiestan
gue sus siembras no son competitivas.

El complejo Spodoptera es considerado en nuestro medio
un grupo de especies insectiles de mayor importancia econé-
micaen el algodonero, mientras que en Estados Unidos, don-
de se crearon y evaluaron los algodones transgénicos no tiene
importancia en este cultivo y no fue por lo tanto considerado
como plagaobjetivo. A pesar de que varios autores menciona-
ron que e CrylAc no gjerce controles satisfactorios del S
frugiperda (Garczynski et al.1991; Bohorova et al. 1997,
Ayra-Pardo et al.2006), lasindicacionesinicialesdelos pro-
ductores de semilla, si incluyeron a la plaga dentro de las
controladas por lavariedad transgénica sembradaen el pais.

L os resultados de los primeros tres bi oensayos realizados du-
rante el afio 2005, comprueban lo expresado por los autores
mencionados; asi mismo, Zenner de Polaniaet al. (2005) con-
cluyeron que: 1) Después de solo unageneracion de alimenta-
cion con tegjido vegetal de algodonero transgénico, € ciclo de
vidadelaplagase aarga, o cua podriadisminuir € nimero
de generaciones por afio, 2) laconcentracion delaA-endotoxina
Cry1Ac existente en cotiledones, hojas terminales y botones
florales del algodonero utilizado como alimento paralas lar-
vas, no causamortalidad algunaal insecto, pero si influye ne-
gativamente en el peso de las pupas, 3) El menor peso de las
pupas, tanto de machos como de hembras, no afectalafertili-
dad y fecundidad de la plaga.

Posteriormente, trabajando con larvas neonatas del
cogollero, procedentes de posturas recolectadas en hojas de
algoddn transgénico de El Espinal (Tolima), y alimentandolas
con hojas cotiledonales, se observo un desarrollo inicial nor-
mal durantee primer instar, € cua tuvo unaduracién promedia
de 2,5 + 0,5 dias. Se alimentaron sobre € envés de las hojas
cotiledonales, ocasionando |as ventanitas caracteristicas del
dafoinicial delaplaga. Laduracion dd | instar fue muy ho-
mogénea, la totalidad de las larvas mudaron al cabo de tres
dias. Duranteel |11 instar se comenzo acobservar un comporta-
miento anormal, aungue, exceptuando doslarvas, todaslogra-
ron entrar a cuarto instar, al cabo de cuatro dias en promedio.
Luego, sin embargo, dejaron de alimentarse, se encogian y
construian un tipo de celda, como parainiciar latransforma-
cién en pupa. Inicialmente, se pensabaen un posible efecto de
latoxinadel Bt, peroluego se constatd que estaban parasitadas
por e parasitoide huevo-larva Chelonus insularis (Cresson,
1865) (Hymenoptera: Braconidae). El porcentaje de parasitis-
mo fue del 90,47% y en el testigo (alimentado con dieta
meridica) del 100%.

Los primeros adultos del parasitoide emergieron alos 27
dias del inicio del experimento; este dato coincide con aquel
obtenido por Medinaet al. (1988), quienes encontraron que €l
ciclo del C. insularis corresponde a 29,05 dias de huevo ala
emergenciadel adulto. Un 83,60% delos parasitoides al canzd
€l estado adulto, lo cual indica que laaimentacion de laslar-
vas parasitadas de S. frugiperda con tejido fresco de algodon
transgénico, cotiledones y hojas terminales, no tuvo efecto
negativo sobre €l desarrollo normal del parasitoide, por lo
menos hasta el estado adulto.

C. insularis es uno de los parasitoides mas eficientes del
cogollero del maiz y se encuentradistribuido desde el nortede
laArgentinahastael sur de Estados Unidos (Ashley 1983; Cruz

Tabla 3. Peso promedio de las pupas sobrevivientes de Helicoverpa zea de los bioensayos | y 11 (Modificado de Zenner de Polania et al. 2008).

Estadisticos
Dosispg/mL Peso mg £ DMS Coeficiente Var t (0,05) D.S.
Testigo 402,37 + 28,107 15,75 2,08 63,37
0,001 365,24 + 35,20% 13,47 2,26 49,20
0,01 389,72 + 43,807 14,63 2,30 57,02
0,1 332,3 + 46,00* 14,95 2,44 49,69
1,0 304,10 + 67,00° 13,84 3,18 42,09

Promedios, dentro de lamismacolumna, seguidos por lamismaletrano son significativamente diferentes de acuerdo ala pruebade Tukey (a = 0,05).
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Tabla 4. Concentraciones letales, ug/mL, de Spodoptera frugiperda y S. sunia alimentados con dieta meridica con dosis seriadas de incorporadas

(Probit) (semestre 2005A).

Especie Dia CL,, IC 95% CL,, IC 95% R? Pendiente

S sunia 8 1178,2 723,0-1830,5 2635,1 1016,1-2715,5 0,99 0,0141
12 1004,4 586,8-1830,3 1200,6 880,9-2822,5 0,99 0,0168
16 608,0 360,2-2304,0 2437,2 630,3-3838,8 0,99 0,0216
20 603,6 359,5-1255,9 1306,2 633,9-2101,1 0,99 0,0216

S. frugiperda 8 932,2 576,3-2318,8 1305,4 852,9-3567,6 0,99 0,013
12 688,9 286,0-9203,9 1019,9 544,3-16154,5 0,99 0,013
16 745,3 612,1-907,4 3734,7 3067,5-4547,2 0,99 0,018
20 290,3 232,1-363,1 1213,9 0,99 0,021

IC = Intervalo de Confianza, R?= Coeficiente de determinacion.

et al. 1991; Fernandez y Clavijo 1984). La ausencia de un
efecto negativo delatoxinadel Bt incorporadaal algodonero,
del cual sealimentasu huésped el cogollero del maiz, sobreel
desarrollo del parasitoide es positivo, pero se debe primor-
dialmente ala dosis subletal del CrylAc en € follgje, lacual
no ocasionalamuerte alaplaga Si lamortalidad de la plaga
hubiese sida alta, lo mismo hubiera ocurrido con el insecto
benéfico.

La posibilidad de recolectar en el campo posturas del
cogollero parasitadas por C. insularis es relativamente alta,
antetodo durante la segundageneracion del cogollero (Zenner
de Polaniaet al. 2006). Por estarazdn no se deben emplear las
larvas procedentes de estas posturas para la realizacion de
bioensayos, sino criarlashastalaF, y asi asegurar laausencia
del parasitismo.

Las posturas del cogollero, empleadas para €l tercer ensa-
yo fueron recolectadas en un lote de algoddn transgénico en
El Espinal, criadas hasta la F,y las larvas neonatas que
emergieron empleadas directamente. Simultaneamente, serea-
liz6 la misma evaluacion para €l gusano Rasputin, S sunia,
plagaimportante en el Tolimay aveces confundido en el esta-
do larval con €l cogollero del maiz.

La respuesta dosis mortalidad calculada por Probit, atra-
vés de 20 dias del desarrollo larval de las dos especies de
Foodoptera, se consigna en la Tabla4 y, en laFigura 1, se

ilustrael porcentaje de mortalidad observado durante estelap-
s0. L os resultados muestran que el cogollero es un poco més
susceptible alatoxina Cry1Ac que el gusano Rasputin, pero,
ninguna de | as dos especies puede ser controlada con € culti-
var transgeénico. Lasusceptibilidad de ambas especies aumen-
ta lentamente a través del tiempo de exposicién, 1o cua es
confirmado por lapendiente poco pronunciadadelalineares-
puesta dosis-mortalidad.

LaFigura1 muestraun porcentaje de mortalidad algo ma-
yor delaslarvasde S frugiperda que de S. sunia através del
tiempo. A los 20 dias, cuando las larvas del testigo de ambas
especiesyaestaban llegando a VI instar, y aquellasen ladieta
con ladosisde 1,0 ppm a V instar, las que se desarrollaban
con 1.000 ppm apenas llegaban al 1l instar. La dieta con 10
ppm de latoxinatuvo un efecto algo menor sobre el cogollero
que sobre €l gusano Rasputin durante los primeros 16 diasy
solo ocasioné una mortalidad del 16,66% y 13,33% alos 20
dias, respectivamente. Esto, bajo condiciones de campo signi-
ficalaausencia de un control de las dos especies con €l algo-
doén transgéni co sembrado actualmente en el pais

EnlaTabla5 se comparan las concentraciones letal es cal-
culadasde pablacionesdel S frugiperda procedentesdel Meta
y del Tolimay de diferentes huéspedesy en diferentes semes-
tres. Analizando estos datos resalta inicialmente la similitud
delas concentraciones letales (CL) medias obtenidas paralas

Tabla 5. Respuesta dosis mortalidad para Spodoptera frugiperda en bioensayos realizados con dietameridicacon dosis, | g/mL, seriadasdel Cry1Ac

incorporado (andlisis Probit).

Procedencia CL,, I1C 95% CL,, 1C 95% Pendiente r2

y cultivo

El Espina 932,1 576,2-2318,8 1305,4 852,9-3567,6 0,013 0,99
Soca Maiz 2005A

Pto L6pez 715,3 581,1-888,4 1596,0 1296,7-1964,3 2,22 0,95
Maiz 2006A

El Espina 5,64 5,03- 6,32 17,6 15,7-19,7 2,63 0,74
(Fase Migratoria)
Pastos 2006A

El Espina 93,72 605,8-794,3 1596,0 1123,2-1472,7 2,36 0,95
Algodén 2006A

El Espina 191,97 174,0-211,6 1440,0 1305,8-1587,9 3,43 0,93
Soca Maiz 2006B

IC = Interval o de confianza, r2= Coeficiente de determinacion.
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Figura 1. Porcentaje de mortalidad de Spodoptera sunia y S. frugiperda através del tiempo de exposicion a dosis seriadas del Cry1Ac incorporado

en dietameridica

razas procedentes del Metay del Tolima, obtenidas de maizy
algodon respectivamente. Este resultado confirmapreliminar-
mente, para Colombia, 1o observado por Martinelli et al. (2006)
en el Brasil que las poblaciones de S. frugiperda que se desa-
rrollan en maiz y en el algodonero corresponden alavariante
de maiz (Pashley et al. 1985), mientras que posibles diferen-
cias genéticas entre estas poblaciones se deben més bien a
variantes que se desarrollaron en diferentes regiones geografi-
cas (Zenner de Polaniaet al. 2007). En este contexto seriade
gran interés desde el punto de vista manejo, comparar gené-
ticamente poblaciones del cogollero procedentesdelosValles
Interandinos colombianos, de la Costa Atlantica 'y de la
Orinoquiarecolectadas en | as diversas especies huéspedes de
laplaga

Ladisminucién considerable delaCL observadaenlarvas
del cogollero procedentes de soca de maiz se atribuye a la
dilucion delaresistenciaa CrylAc, debido a nimero de ge-
neraciones del insecto transcurrido en este cultivo y probable-
mente otro en la soca, lo cual podria sumar un total de cuatro
generaciones sin presion de seleccion. La poblacion se desa-
rroll6 en el semestre con veda paralasiembradel algodonero,
asi que no hubo migraciones entre cultivos de maiz y algodo-
nero transgénico, ni posibilidad de intercambio de genes que
imparten resistencia. Estaausenciade presion de seleccion en
€l segundo semestre del afio en el departamento del Tolima, se
deberia aprovechar con siembras de maiz convencional, para
lograr una mayor susceptibilidad del insecto a CrylAcy asi
lograr un mangjo mas adecuado de la plaga. Sin embargo, re-
saltala pronunciada pendiente de lalineade regresion (3,43),
la cual indica que a medida que €l insecto esté nuevamente
sujeto a presion de seleccion, latolerancia aumentard mucho
maés rgpido que en ocasiones anteriores. Desde el punto de
vista mangjo del cogollero del maiz en el agodonero trans-
génico, losdatos aqui presentados confirman |o observado por
Zenner de Polania et al. (2005) que latoxina CrylAc en las
concentraciones disponibles en laplantano jercen un control
de S frugiperda.

Recomendaciones de manej o del algodonero transgénico
Fuera de las exigencias de dejar refugios apropiados de algo-
don convencional paraquelas plagas controladas por lavarie-
dad transgénica se puedan desarrollar sin la presion de selec-
cion que, alalargaocasionael fendmeno deresistenciay hace
gue latecnologia pierda su efecto, se debe tener en cuentaen
nuestro medio: 1) enlos cultivos, huéspedes alternos, no utili-
zar productos con base en B. thuringiensis para el control de
los insectos plagas del Orden Lepidoptera, 2) permitir, en el
semestre no algodonero refugios adi cional es de sus huéspedes
alternos, a pequefia escala, para el bellotero, H. virescens. 3)
usar controles biolégicos para el manejo del complejo
Spodoptera en €l maiz, €l sorgoy € agodonero transgénicoy
convencional.
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