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Spodoptera frugiperda: respuesta de distintas poblaciones a la toxina CrylAb

Foodoptera frugiperda: response of different populations to the Cry1Ab toxin
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RODOLFOMEJA CRUZ3y JULIAN L. DIAZ SANCHEZ*

Resumen: Spodoptera frugiperda esla plagainsectil que ocasionalas mayores pérdidas a la produccién de maiz en el
trépicoy neo-trdpico. Su control en Colombia, ocupacercadel 10% delos costos de produccién. Plantastransgénicas con
la toxina Cry1Ab son propuestas para mermar las pérdidas y evitar € empleo de insecticidas. Para poder mangjar la
posibleresistenciaalatoxinay poder monitorear este fenémeno inherente al insecto, se deben realizar estudiosrelaciona-
dos con la determinacion de la linea base de susceptibilidad y con el comportamiento de las larvas frente a las plantas
transformadas. Esta investigacion tuvo como objetivo el establecimiento de la linea base, para diferentes poblaciones,
alimentando larvas neonatas con dieta meridica con la toxina incorporada en dosis seriadas, para luego monitorear la
susceptibilidad delaslarvasa CrylAb atravésdel tiempo. Igualmente, se determiné el efecto del consumo detejido del
hibrido transgénico sobre laslarvas. Lalineabase cal culada, paralazonadel Tolima correspondi6 a5,64ppmy, aquella
para una poblacion de la zona cafetera de Cundinamarca a 8,35ppm. A través del tiempo la poblacién del Tolima
disminuyo su susceptibilidad, lade Cundinamarca, no sujetaapresion de seleccion, no varid mayormente. Un 96,66% de
mortalidad sufrieron larvas neonatas alimentadas con tejido fresco, foll gje verde del maiz transgénico, mientrasen aquellas
alimentadas con follaje amarillo el porcentaje de mortalidad correspondié a 76,59%. Se concluye que el cogollero del maiz
muestra unatendencia marcada de adquirir toleranciaa Cry1Ab en corto tiempo.

Palabras clave: Cogollero del maiz. Lineabase de susceptibilidad. MONB810. Clorofila. Monitoreo de resistencia.

Abstract: Spodoptera frugiperda is the insect pest that causes the highest losses to corn production in the Tropics and
Neotropics. Its control in Colombia accounts for at least 10% of production costs. Transgenic plants with the Cry1lAb
toxin are proposed to decrease losses and avoid the use of insecticides. |n order to manage possibleresistanceto thetoxin
and to monitor the phenomenon inherent in this insect, studies should be conducted on its baseline susceptibility and on
larval behavior on transformed plants. The objective of thisresearch wasto establish thebaselinefor different populations,
feeding neonate larvae with ameridic diet with aserial dosage of incorporated toxin to monitor the susceptibility of larvae
to Cry1Ab through time. In addition, the effect of the consumption of tissue from the transgenic hybrid by larvae was
determined. The baseline calculated for the zone of Tolima corresponded to 5.64ppm, while that of the coffee growing
zone of Cundinamarca was 8.35ppm. Through time the Tolima population decreased its susceptibility, while that of
Cundinamarca, not subjected to selection pressure did not vary considerably. Neonate larvae suffered 96.66% mortality
when fed fresh tissue, green foliage of the transgenic hybrid, while those fed with yellow foliage showed a mortality of
76.59%. It was concluded that the fall armyworm shows amarked tendency to acquiretoleranceto Cry1Ab within ashort

time.

Key words: Fall armyworm. Baseline susceptibility. MON810. Chlorophyll. Resistance monitoring.

Introduccion

El cogollero del maiz, Soodopterafrugiperda (J. E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), insecto nativo del tropicoy subtré-
pico americano es considerado una de las plagas insectiles
omnivoras de mayor importanciaecondmicaen € sur de Esta-
dos Unidos, Centro y Sur América, destacandose entre sus
huéspedesel maiz (Mitchell, 1979, citado por Maoet al. (2001);
Westbrook y Sparks 1986; Posada 1989; Virlaet al. 1999; Waquil
et al. 2002). Laslarvas, se dimentan de las hojas nuevas del
maiz y pueden causar pérdidas hastapor 400 millonesde dola
resend Brasil, por giemplo (Cruzet al ., citados por Vilarinho et
al. 2006).

Por laresistenciainnataalos pesticidasy ladisposicion en
la planta de esta plaga, el control con productos quimicos se

dificulta, como lo mencionaAvilaet al. (1997) parael Brasil,
donde es considerada la principal plaga del maiz, causando
pérdidas hasta del 100% en la produccion. Polanczyk et al.
(2004), mencionan esta misma dificultad de control paralos
Estados Unidos, México, Cubay Colombiaentre otros paises.
Su importancia econdmicay ambiental radicaen las pérdidas
gue ocasionaalos cultivos, los costos de control y lacontami-
nacion producida por |os agroquimicos empleados.

En Colombia, no existen estadisticasreferentes apérdidas
confiables causadas por € insecto, pero en maiz tecnificado,
se considera que un 5,6% a un 10% de los costos de produc-
cién corresponden al control quimico delaplaga(URPA, cita-
do por GarciaRoaet al. 1999). Parael Brasil, sereportan pérdi-
dasdel 17 a 38,7% delaproduccion del maiz, dependiendo del
estado fenoldgico de la planta atacada y de la variedad sem-
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brada (Carvalho 1970y Williamset al. 1990, citados por Waquil
et al. 2004). En Colombiaéd areatecnificada, cultivadacon maiz
amarillo, & cua incluye aproximadamente 50.000 halocalizadas
ena zonacafetera, ocupd 174.599 hade acuerdo con FENAL CE
(2008) parael 2007. Enlazonacafeteralasiembraintercal ada,
se recomienda en lotes recién sembrados de café o una vez
soqueado €l cafetal (Vanegasy Polania2002). Delasuperficie
total mencionada, por o menos, un 50% podria ser potencial-
mente cultivada con el hibrido de maiz transgénico en los de-
partamentos de Cdrdoba, Tolimay Meta.

L assiembras de plantas transgéni cas que expresan toxinas
del Bacillus thuringiensis (Bt) han despertado mucho interés
y controversia entre los cientificos, los agricultores, los
ambientalistas, los ingenieros agrénomos, asistentes técnicos
y el piblico en general. A estos organismos genéticamente
modificados se les introdujo mediante metodol ogias de inge-
nieriagenéticaADN foréneo dediferenteindole. Lasplantasa
las cuales se haintroducido por giemplo e gene Cry1Abdel B.
thuringiensis var. kurstaki, el cual expresa cristales proteicos
d-endotoxinas, poseen efectividad insecticidacontralarvasde
algunas especies del Orden Lepidoptera (Waquil et al. 2002;
Tabashnik et al. 2003). El hibrido de maiz transgénico, resisten-
teainsectos plagas, mas cominmente cultivado en lasAmeéri-
cas expresa precisamente estos cristales proteicos CrylAb
(evento MONB810) (Koziel et al. 1993, citados por Abel y
Adamczyk 2004). Latoxinaque expresadl transgen se produce
en tejidos de laplantatransformada en concentraciones varia-
bles, 1o cual puede alterar el nivel de control de algunasdelas
especies plagas | epidopteros de este cultivo (Abel y Adamczyk
2004) y por lo tanto alalargaocasionar el fendmeno deresis-
tencia, debido ala supervivencia de individuos heterocigotos
y homocigotos resistentes en tejidos con bajas concentracio-
nes delatoxina.

Parael manejo delaresistencia, serecomienda, lasiembra
de refugios con maiz convencional, cercanos a los cultivos
transgénicos (EPA 1998), con el fin de producir suficientes
adultos susceptibles, los cuales puedan evitar, por competen-
cia, lacopulaentreindividuos resistentes. El éxito de estaes-
trategiaradicaen laexpresion delatoxinaen unaatadosisy
efectiva en todos los tejidos afectados por la plaga, para que
los individuos heterocigotos de la poblacion no alcancen el
estado adulto (Abel y Adamczyk 2004). Estas concentraciones
fueron determinadas por los mismos autores, encontrandose
diferencias significativasentre porcionesverdes, amarillo-ver-
desy blanco-amarillos, tomadas de la hoja niimero nueve del
hibrido de maiz transgénico. Concluyeron que plantas mono-
cotiledéneas y dicotileddneas no expresan completamente a
Cry1A entejidos con bajo contenido de clorofila. Por lo tanto,
se puede asumir que €l cogollo, bajo en clorofila, del hibrido
del maiz transgénico, donde se desarrollalalarvade S. frugi-
perda, por lo menos del tercer instar en adelante, no contiene
lasuficiente concentracion del Cry1Ab paraejercer un control
satisfactorio, lo cual implicariaunadosis subletal paralaslar-
vas sobrevivientesy acelerarialaadquisicion deresistenciaa
laproteinatdxica.

L os estudios realizados en Colombia sobreresistenciay a
nivel mundial conindividuosdel cogollero del maiz proceden-
tes del neotropico a productos utilizados en su control son
escasos. Las primeras evaluaciones, se realizaron en €l pais
con poblaciones de S. frugiperda procedentes de diversas
zonas maiceras de |os departamentos del Tolimay del César,
detectandose resistencia en algunas poblaciones alos insecti-
cidasmetomil, clorpirifos, cipermetrinay unamenor suscepti-

bilidad de unapoblacién del Tolima, en comparacion con otras,
donde no se habia aplicado el entomopatdgeno, a una formu-
lacién comercial del Bt, lo cual, los autores recomendaron to-
mar como una advertencia de laposibilidad de adquirir resis-
tencia del insecto ala bacteria (Zenner de Polaniay Borrero
Fonseca1994). Lapresi6n de seleccion gjercidadurante cuatro
generaciones en el laboratorio, sobre una poblacion de S.
frugiperda procedente de Anolaima (Cundinamarca) con una
formulacion comercia de Bt (mezclade cinco toxinas, inclu-
yendo Cry1Acy Cry1Ab), mostré unincremento de 4,6 veces
enlaCLg,(Borreroy Zenner de Polania1998). Posteriormente,
Zenner de Polaniaet al. (2005) demostraron laineficienciadela
toxina Cry1Ac sobre poblaciones del cogollero, procedentes
del algodonero y de maiz, obteniendo una CL, similar ala
registrada para el insecto con el producto comercial abase de
Bt (Zenner et al. 2006; Zenner de Polaniaet al.2008).

Bioensayos ejecutados en el Brasil, empleando dietas
meridicas con aplicacién sobre la superficie de dosis seriadas
delatoxinaCry1Ac mostraron un aumento en latoleranciade
la poblacion del cogollero después de seleccion durante cua
tro generaciones (Vilellaet al. 2002). Williamset al. (1997) y
Williamset al. (1997) estos Ultimosinvestigadores citados por
Vilellaet al. (2002), encontraron niveles significantes de con-
trol del S frugiperda con hibridos de maiz que expresan la
toxina Cry1Ab, pero observaron también supervivencias de
algunaslarvas. Otro estudio, realizado por Waquil et al. (2004),
empleando €l método de exposicion de larvas del cogollero a
dietaartificial con superficietratadacon latoxina, mostro que
al transferir alos supervivientes a dieta no tratada a los diez
diasdd inicio del ensayo, €l 62,8% de €ellas recuperé su desa-
rrolloy logré su biomasanormal. Losinvestigadores infieren
implicaciones relevantes para €l desarrollo de resistencia a
CrylAb del S frugiperda. Investigaciones € ecutadas por
Fernandes et al. (2003) realizando evaluaciones en dos esta-
ciones experimentales de Monsanto en el Brasil, concluyeron
queel maiz hibrido MON 810 (Yieldgard®) fuee€ficienteen e
control del cogollerodel maiz, mientrasqueAbe y Pollan (2004),
evaluando laresistencia de campo de este hibrido Bt de maiz
en Stoneville (EEUU), conceptlan que provee unaresistencia
intermediaal cogollero en comparacién con variedadestradi-
cionales.

En Colombia, & Instituto Colombiano Agropecuario auto-
rizé laimportaciony siembradel hibrido de maiz contecnolo-
giaYieldgard® (MON810) mediantelaresolucién No. 00465 de
Febrero 26 del afio 2007, lacua mencionaquee maiz“ contiene
el gen Cry 1A (b) quecodificaparalaproteinainsecticida, cryl
A (b) proveniente de la bacteria Bacillus thuringiensis subsp.
kurstaki”. Lamismaresol ucion aseveraque laautorizacion de
las siembras del cultivar transgénico se basa en los estudios
de bioseguridad que determinaron que no “hubo efecto nega-
tivo de la tecnologia Yieldgard® (Mon 810) sobre el agro-
ecosistemadonde sedesarrollaron losestudios’ (ICA 2007a).
Sin embargo, no indicala existencia de estudios relacionados
conlalineabase de susceptibilidad del S. frugiperda alatoxi-
nadel Bt, indispensable parael monitoreo delaresistenciadel
insecto a Cry, ni mencionaotros experimentos publicados que
muestran larespuestadelaplagaadiversostejidosdel hibrido
transformado.

Antes de proponer y de permitir el uso de cualquier nueva
herramienta de control, normalmente traida de paisestecnol 6-
gicamentey cientificamente méas avanzados en estos contex-
tos que los nuestros, se requieren pruebas que demuestren
sus bondades y los beneficios paralaagriculturadel pais. La
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literatura reporta estudios basicos relacionados con S.
frugiperday el hibrido transgénico Yieldgard® realizadosbajo
condiciones de otros sistemas agropecuarios en otros paises,
principalmente Estados Unidos, Brasil y Argentina (Waguil et
al. 2002, 2004, Chilcutt et al. 2007; Virlaet al. 2008). Por esta
razén y, para disponer de resultados con poblaciones colom-
bianas, se evaluaron algunos aspectos basicos relacionados
con la determinacién de la linea base de susceptibilidad del
cogollero alatoxinaCry1Ab, lavariacion delaconcentracion
letal mediaatravés del tiempo'y €l efecto sobre laslarvas de
tejidos con contenidos variados de clorofila. En este estudio,
se incluyd una poblacién de la zona marginal cafetera de
Anolaima (Cundinamarca), tendiendo en cuentalafactibilidad
de la migracién de los adultos del cogollero de esta zona a
departamentos como el Tolima. Lacapacidad de migrar largas
distancias y vencer obstaculos naturales de S. frugiperda fue
comprobada, en otros paises por diversos autores utilizando
una serie de métodos, tales como la evaluacion de la suscepti-
bilidad ainsecticidas (Pitre 1988) y aun virusdelapolihedrosis
nuclear (Fuxa 1987), la captura en trampas cebadas con
feromonasy lainfluenciadelavelocidady direccién del viento
(Westbrook y Sparks 1986; Malo et al. 2001; Rojaset al. 2004)
y, recientemente, el empleo de haplotipos del insecto para
monitorear su migracion (Nagoshi et al. 2008).

Materialesy M é&odos

Teniendo en cuenta algunas de las zonas donde se siembra
maiz y las tendencias de migracién del insecto, se escogieron
tres &reas para obtener € material biol 6gico: unazonadel de-
partamento del Tolimaincluidaen un triangulo hipotético en-
treEl Espina (4°08 00" Ny 74°54' 00" OE), El Guamo (4°02' 05”"N
y 74°58' 25" OE) y Gualanday (4°16' 54" Ny 75°01’' 29" OE); una
solarecoleccién end rearura de Villavicencio (Departamen-
todel Meta, 4°09' 02" N y 73°39' 31" OE) y, enlazonamarginal
cafetera de Cundinamarca, region rural de Anolaima
(4°45'153'Ny 74°29' 46,7’ OE).

Parainiciar lascrias del insecto de cada procedencia, se colec-
taron, ya sea posturas o larvas en cultivos de maiz no trans-
génico, exceptuando las tomas de muestra del afio 2008, las
cuales se efectuaron en lotes del hibrido Yieldgard®, situado
entre El Espinal y El Guamo. Laraza de la zona cafeterafue
colectadaenlazonarura deAnolaimaen maiz con cinco hojas
desplegadas; se cri6 con la dieta ICRISAT, debido a que en
estadietase obtuvieron resultados favorables (Aréval o 2008),
durante cuatro generaciones, sin someterlo apresion de selec-
cién por el Cry1Ab, determinando laCL g,alatoxinaparacada
generacion. Basado en lasevaluacionesde Zenner et al. (2006),
quienesrecomiendan criar aS. frugiperda procedente del area
del Tolimadurante unageneracion en el laboratorio paraevitar
lainfluenciade un posible parasitismo por Chelonusinsularis
(Cresson, 1865) (Hymenoptera: Braconidae, Cheloninag), se
permitio su desarrollo hastala siguiente generacion, paralue-
go emplear las larvas neonatas para los diversos bioensayos.
Las crias y los bioensayos, se efectuaron en vasos plasticos
de capacidad de 40 mL con tapa inyectada, utilizando dieta
meridicaabase degarbanzo, “I CRISAT diet 3" (comunicacion
personal Dr. Sharma, |CRISAT, Instituto Internacional de In-
vestigacién en Cultivos paralas Zonas Tropical es Semiéridas
Patancheru, Andhra Pradesh, India). Todos | os biocensayos, se
Ilevaron acabo en €l laboratorio de Biotecnol ogiaAgricolade
laUniversidad de CienciasAplicadasy AmbientalesU.D.C.A,

bajo condiciones de temperatura promedio de 24,9°C y hume-
dad relativade 70%.

La respuesta dosis mortalidad, se evalud incorporando
dosissariadas, 0,001-0,01-0,1-1,0-10,0 ug/mL delatoxinaCry1Ab
aladieta. Latoxina, se obtuvo de un gene del Bt, donado por
el Bacillus Genetic Stock Center (Ohio State University, EE.
UU.), extraido delacepa ECE-54 deE. coli, mediantelameto-
dologiarecomendada por Akhurst et al. (2003). Seempled un
disefio de bloques a azar con seis repeticiones, cada una de
€llas representada por un vaso pléastico con dieta sobrelacual
se colaron cinco larvas neonatas. La mortalidad, se estimé a
lossiete diasdel inicio delapruebay los datos, se sometieron
aandlisis Probit (SAS Institute Inc.) para determinar las con-
centraciones letales.

Para determinar lainfluencia del contenido hipotético de
clorofila del tgjido de las plantas transgénicas del hibrido de
maiz, basado en laapreciacion delaintensidad del color, sobre
el desarrollo delaslarvas, se dimentaron 30 larvas neonatas,
con tejido “verde” (TV), es decir hojas, y otras 30 con tejido
“amarillo” (TA), cogolloy capachoy mazorcatierna. Lapobla
cion para esta evaluacion se obtuvo de un lote de maiz con-
vencional de El Espinal. El tejido transgénico respectivo para
laaimentacion se obtuvo de unasiembrade maiz Yieldgard®
en un invernadero bajo condiciones de bioseguridad. Durante
€l desarrollo se proporciond alas|arvas alimento fresco cada
tercer o cuarto dia. Paraevitar € canibalismo, seindividualizaron
las larvas a los siete dias de edad. Ambos grupos tuvieron
como testigo un ndmero igual de larvas alimentadas con €l
tejido respectivo procedente de maiz convencional, cultivado
bajo las mismas condiciones que € hibrido transgénico. Se
realizo un andlisis descriptivo, expresado en la duracion del
estado larval y en el peso de las pupas sobrevivientes. A los
datos, se aplicaron una prueba det y de z, respectivamente.

Resultadosy Discusion

La linea base de susceptibilidad calculada para la poblacién
procedente de El Espinal, corresponde a 5,64 ug/mL de dieta
aungue como se muestraen laTablal, en el primer semestrede
evaluacion (2006B) se obtuvo unavariacién considerable en-
trelas dosis|etales de dos generaciones evaluadas. El andlisis
Probit de ambas generaciones mostré una pendiente conside-
rable, significando una buena susceptibilidad de la poblacion
alatoxina: amedidaque aumentaladosisdelaproteinaCry1Ab,
aumentalamortalidad larval. Comparando las CL 5, atravésdel
tiempo para € cogollero procedente de las tres zonas muy
cercanas entre si del departamento del Tolima, (Tabla 1), se
observa un incremento de latoleranciaalatoxina, 1o cua po-
dria estar relacionado con el aumento del &rea sembrada de
maiz con tecnologia Yieldgard® (datos de &rea de siembrano
disponibles a los investigadores). En el primer semestre del
segundo afio de evaluacidn, la primera generacion sigue sus-
ceptible, la segunda muestra un aumento en latoleranciaala
toxina, la cua sigue similar durante el segundo semestre del
mismo afio. Teniendo en mente la resistencia innata del S
frugiperdaalatoxinaCrylAc (Zenner de Polaniaet al. 2008) y,
el aumento delaresistenciaal estar expuesto a cultivares que
expresan estatoxinacomo el algodon Bollgard® | y 1, se pue-
de sospechar de la existencia de unaresistencia cruzadaalas
toxinasdel Bt por €l cogollero del maiz, lo cual, se manifestaria
en unardpidaadquisiciony aumento deresistenciatambién al
CrylAb.
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Tabla 1. Susceptibilidad de Spodoptera frugiperda procedente de El
Espina (Tolima) a la toxina Cry1Ab incorporado a dieta meridica du-
rante tres afios.

Tabla 2. Susceptibilidad de Spodoptera frugiperda procedente de
Anolaima (Cundinamarca) alatoxinade Bt Cry1lAb incorporado adieta
meridica durante cuatro generaciones.

CL,,

ug/mL
Semestre de la dieta I1C 95% Pendiente R?
2006Ba* 5,64 5,03-6,32 2,63 0,74
2006Bb 3,45 3,14-3,79 3,95 0,71
2007Aa 571 0,64-50,8 1,22 0,71
2007Ab 11,94 0,68-208,07 1,08 0,62
2007Ba 12,44 1,29-119,47 1,28 0,88
2007Bb 23,64 0,67-824,78 0,83 0,59
2008Aa 3,92 0,85-15,84 0,50 0,93
2008Ab 3,79 1,11-11,92 0,60 0,94
2008Ac 13,90 2,60-327,82 1,46 0,71
2008B 18,52 2,56-133,93 1,25 0,80

IC = Intervalo de confianza, R?= Coeficiente de determinacion, * = el tiempo
transcurrido entre las tomas de muestra, de aproximadamente un mes, se designa
conlasletrasa by c.

Parael primer semestredel tercer afio deandlisis (2008Aay
2008Ab, Tabla 1), se detecta inicialmente una concentracion
letal mediasimilar alalinea base de susceptibilidad estimada
durante el primer semestre de evaluacion (2006Bay 2006Bby);
sinembargo 2008Ac, a final del ciclo del cultivolaconcentra
cionletal vuelveasubir, demanerasimilar alo detectado en el
primer semestre del afio 2007. En este momento las plantasya
habian producido espigas y las neonatas utilizadas para €l
bioensayo, provenian de larvas recol ectadas precisamente de
espigas del hibrido transgénico y criadas hasta la siguiente
generacion sobreladietameridica. Paralaprimerageneracion
del segundo semestre del afio 2008, la CL 5, aumenta alin més,
ya a proporciones preocupantes e indicadoras de cierta tole-
ranciaalatoxina. En general lavariacién delasusceptibilidad,
se considera errética, 4,19 veces en €l 2007Bby 3,28 para €l
2008B (Tablal).

Launicamuestraanali zada procedente de maiz convencio-
nal del departamento del Meta, arroj6 una CL s, de 16,09 ug/mL
dedieta, mostrando el andlisis probit unapendientede 1,19, un
coeficientede determinacion de 0,76 y uninterval o de confian-
za, muy amplio, de1,13a228,27. Esprobable quelaconcentra
cion del CrylAb determinada en hojas de un cultivo de
Yieldgard® de Granada(Meta), 15,37 ppm (datossin publicar)
puedan controlar satisfactoriamente al S frugiperda de esta
zong, la cual se esta convirtiendo en un area muy importante
parael cultivo de este cereal.

Las larvas, antes de meterse a cogollo se alimentan del
follge, € cual contiene una concentracién promedio para €l
areade El Espinal delatoxinade 8,5 ppm (datossin publicar),
proporcionando por 1o tanto un control satisfactorio del pri-
mer instar delaplaga. Laconcentracion delatoxinaend follgje
del Yieldgard® analizado en el primer semestredel afio 2008A
en cuyas espigas se recolectaron las larvas vivas menciona-
das anteriormente del tercer instar en adelante, mostraron una
concentracion en hojas de 10,28 ppm (datos sin publicar), ade-
cuada para el control del cogollero, mientras que en las espi-
gas esta concentracion del CrylAb diminuy6 considerable-
mentey solamente fue de 1,66 ppm (datos sin publicar), dosis

CL,,
Genera- ng/mL
cion de la dieta I1C 95% Pendiente R?
| 8,35 3,68-18,97 1,45 0,85
I 19,04 2,74-131,97 0,95 0,70
11 10,15 6,80-27,11 0,60 0,60
[\ 12,42 1,71-43,14 0,70 0,58

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

demasiado baja para controlar alas larvas del tercer instar en
adelante.

Aparentemente, €l Unico estudio realizado paradeterminar
la linea base de susceptibilidad de cuatro poblaciones de S
frugiperdafuee realizado por Lynch et al. (2003) quienes, sin
embargo, emplearon otrametodol ogia, ladispersion de lado-
sis de la toxina sobre la dieta y no incorporada a la dieta 'y
ademés sometieron larvas de un dia de edad y no neonatas.
L os resultados mostraron una variacion en la susceptibilidad
de hasta 15,4 veces en tres afios de una de | as col onias aumen-
to significativo de la CL ¢, observada que no fue considerado
como un cambio significativo en lasusceptibilidad. Emplean-
do unametodologiasimilar alanuestra, sometiendo larvas de
tres dias de edad y no neonatas a dosis de 0,456-9,13 y 182,6
ug/mL dedieta, Ramirez-Romero et al. (2007) observaron una
reduccién significativade supervivenciaalos seisdiasdeini-
ciado el experimento conladosismayor y alos 10 diascon la
dosis intermedia igualmente, encontraron pesos larvales me-
nores con las tres dosis, pero nunca un 100% de mortalidad
larval, 1o cual sedebe probablementeal usoinicial delarvasya
desarrolladas. Extrapolando, se podria deducir un comporta-
miento similar de la poblacion del cogollero empleado en el
estudio de Ramirez-Romero et al. (2007), quienes evaluaron
una raza procedente de Le Magneraud INRA, Francia, como
de aguel observado con la raza del insecto procedente del
Tolima

Desde antes de la liberacion del hibrido de maiz evento
MONS810 en otros paises, se realizaron investigaciones para
determinar € control, mediante la plantatransgénicadel maiz
del S frugiperda. Buntin et al. (2001), encontraron en el afio
1998, en el sur de Georgia (EE. UU.), unaconsiderable reduc-
ciénenel dafo al follajey a cogollo, pero observaron ataques
de larvas en muchas mazorcas. Estas larvas, se desarrollaron
muy lentamente, causando mas dafio a las mazorcas del
Yieldgard® que a aquellas del testigo no transgénico. En €
Brasil, Vildlaet al. (2002), hallaron un aumento significanteen
latolerancia del cogollero al cabo de cuatro generaciones de
ser sometido a presion de seleccion por la toxina CrylAb.
Waquil et al. (2004), evaluando la actividad biologica del
Cry1Ab, y basado en lasupervivenciadelarvas, advirtieronla
necesidad de formular estrategias de manejo deresistenciade
la planta transgénica. Chilcutt et al. (2007), estableciendo la
variacion en densidades delapoblacion larval del cogollero en
mazorcas del hibrido transgénico, identificaron una densidad
menor en la planta transformada, que en aquellas que servian
de testigo durante una temporada de bagja infestacion de la
plaga, mientras que bajo condiciones contrarias, las densida-
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desdelaplagafueron similaresen losdos hibridos. Finalmen-
te, en otro experimento con razas procedentes del norte de la
Argentina el porcentaje de mortalidad de larvas alimentadas
con pedazos de hojas de maiz transgénico, NK 120 TDmax®,
queexpresaa Cry1Ab, solamenteacanzoun 68,8+ 6,8% (Virla
et al. 2008). Asi, que en general los resultados de las diversas
investigaciones, se pueden considerar hasta cierto punto con-
tradictorios, pero contundentes en afirmar que existe laposibi-
lidad de unarapidaadquisicion detoleranciadel S. frugiperda
alatoxinaCryl1Ab.

Otros resultados contradictorios se pueden observar en la
Tabla 2. LaCL g, (lineabase de susceptibilidad) paralapobla-
cién deAnolaimaes un 48,04% mayor, esdecir, casi untercio,
que aquella estimada para €l area maiceradel Tolima. Esto, a
pesar de que en el area de coleccion de la poblacién del
cogollero durante mas de 12 afios no se aplicd ningun produc-
to comercial abasede Bt. Lamayor CL g, Se determiné parala
segunda generacion delaboratorio y unaintermediase estimo
paralacuartageneracion evaluada. Lalineaderegresion delas
tres Ultimas generaciones muestra una pendiente poco pro-
nunciaday un coeficiente de regresién cadavez masinsignifi-
cante. La amplitud del intervalo de confianza puede indicar
una pobl acion genéticamente heterogéneao inclusive unaraza
geogréfica del insecto, generada por los cruces con la pobla-
ciénmigratoriadel Tolima, y podriaser interpretadacomo sig-
no de intercambio de genes de poblaciones, dadas las migra-
ciones que se podrian suceder entre el Tolimay lazonacafete-
rade Cundinamarcaatravésdelasriverasdelosrios (Curi que
desembocaen € rio Bogotd) que conectan €l valedel rio Mag-
dalena con el &rea de Anolaima. Estudios adicionales son im-
perativos para evaluar s realmente existe esta posibilidad de
migracion y la posterior adaptacion de S. frugiperda proce-
dente de un clima calido a uno templado o viceversa.

La alimentacion con follgje verde de larvas neonatas del
cogollero procedentes del Tolima, resultd en un 96,66% de
mortalidad al diasiete, sdlo sobrevivid unalarva, lacual alcan-

Tabla 3. Andlisis paraladuracion conjuntadel estado delarvaalimenta-
das con tejido amarillo de maiz transgénico y maiz convencional .

Convencional Transgénico
Media 21,95 26,36
Desviacion estandar 1,68 2,01
Rango 9 6
Minimo 18 23
Mé&ximo 27 29
Nivel de confianza (95%) 0,74 1,35

Pruebadet paralas dos muestras, suponiendo varianzas iguaes

z6 €l estado de pupacon un peso de202,8 mg alos 27 dias. Las
larvas del testigo, se desarrollaron normalmente, solo, se ob-
servé un 3,33% de mortalidad: Laduracion promediadel esta-
dolarval fuede 23+1 dias, con un peso promedio delas pupas
de211,26 + 18,12 mg. Arévalo (2008), aimentando larvas con
tgjido foliar verde de maiz, bajo las mismas condiciones de
laboratorio, encontrd unaduracion del estado larval muy simi-
lar (22,29 £ 2,31 dias) y un peso delaspupasde 201,26 + 28,02
mg, lo cual podriaconsiderarse equivalente, teniendo en cuen-
talagran variabilidad reportada en laliteratura para estos dos
parametrosdel cogollero. Marquez et al. (1963 y 1964), citados
por Aréva o (2008), mencionan por gjemplo unaduracién entre
20,3y 28,5dias, mientrasque Alvarez y Sanchez (1983), encon-
traron que el desarrollolarval, con alimento de hojasde sorgo,
varidentre10y 16,73 dias.

Laaltamortalidad proporcionadapor €l tejido transgénico
era de esperarse y corresponde a lo observado en el campo
paralarvas de los primeros dos instares que consumen follaje
antes de meterse al cogollo. Estudiosiniciales realizados por
Williamset al. (1997) mostraron que los hibridostransgénicos
soportaban un dafio follar significativamente menor que su
contraparte no transgénica y ademéas que larvas alimentadas
con dietas que contenian bésicamente hojas liofilizadas redu-
cian considerablemente su crecimiento. Buntin et al. (2004)
reportan que MONB810 evitd consistentemente € dafio al co-
gollo durante los afios 1999 y 2000 en Georgia inclusive en
siembrastardias de maiz en las cual es normal mente se presen-
tan lasinfestaciones econdmicas de S. frugiperda. Virlaet al.
(2008), a contrario, evaluando 18 poblaciones argentinas del
cogollero aimentadas con follgje de maiz transgénico (NK 120
TDmax®) que posee el Cry1Ab incorporado encontraron que
alas 78 horas solamente un 40% de las razas mostraron un
valor de mortalidad mayor a75%.

Se pueden considerar los resultados al emplear € tejido
amarillo (TA) en laalimentacién de las larvas. Tanto parala
duracion del estado larval como para el peso de la pupa se

Tabla 4. Comparacion estadistica entre el peso de pupas procedentes de
larvas aimentadas con tejido amarillo de maiz transgénico y maiz con-
vencional.

Convencional Transgénico
Media 235,83 210,45
Desviacion estandar 27,48 35,24
Rango 121,7 130,7
Minimo 166,1 140
Méximo 287,8 270,7
Nivel de confianza (95%) 12,19 23,68

Prueba de z para medias de las dos muestras

Variable1 Variable2
Media 21,95 26,36
Varianza 1,61 4,05
Observaciones 21 11
Estadistico t -8,02
P(T <=t) unacola 3,00E-09
Valor critico det unacola 1,70
P(T < =t) dos colas 6,00E-09
Valor critico det (dos colas) 2,04

Convencional Transgénico

Media 235,83 210,45
Varianza (conocida) 755,39 1242,17
Observaciones 22 11

z 2,09

P(Z <=2) unacola 0,02

Valor critico de z unacola 1,64

P(Z < =z) dos colas 0,04

Valor critico de z (dos colas)

2,00
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observaron diferencias significativasentre el tratamiento con-
vencional versus el transgénico (Tablas 3y 4). Al diasietedel
inicio del experimento se detectd en € testigo un 4,16% de
mortalidad de las larvas y solamente se siguio €l desarrollo a
23, delascualesunasemuri6 alos 14 diasde haberseiniciado
lainvestigacion. Lamortaidadinicial, seatribuyd a canibalis-
mo, caracteristico de laespecie. Paraevitar este fendmeno, el
cual se detecta por los excrementos negros de las larvas que
han consumido a otras, se sugiere laindividualizacion de las
larvasaméstardar al cuarto dia. Paralosindividuos alimenta-
dos con tegjido amarillo transgénico (cogollo), a dia siete se
determind un 61,70% de mortalidad. A los 14 dias se cambid el
alimento a pedazos de mazorcatierna, envueltosen el capacho
(bracteas que envuelven la mazorca); ya en este momento la
mortalidad habiaaumentado a 76,59%. L os sobrevivientes si-
guieron sudesarrollo normal. Laduracion del estado larval en
el testigofuede 21,95+ 0,74 dias(media+ D.E.), tiempo consi-
derado normal paralas condiciones del ensayo. Paralosindi-
viduos alimentados con TA transgénico, este tiempo fue
estadisticamente diferente al anterior y correspondio a26,36 +
1,35 dias, lo cua muestra la influencia de la concentracion,
aunque bajadel Cry1Ab en las estructuras de bajo contenido
declorofila

El peso de las pupas 24 horas después de formarse este
estado, fue para el TA convencional de 235,82 + 12,18 mg y
para las pupas procedentes de larvas alimentadas con TA
transgénico de 210,45 + 23,67 mg. La prueba de z (Tabla 4)
detectaunadiferenciasignificativaentrelos pesosy un rango
mayor y significativo, al comparar lasmedias delosresultados
delosdosgrupos. Seatribuye estadiferenciaalaexistenciade
laconcentracion del Cry1Ab en €l tgjido del maiz transgénico
que no causaun 100% de mortalidad, lacual, aunque si afectd
tanto el desarrolloinicial larval y el peso delas pupas sobrevi-
vientes, no influyo en general en el desarrollo de los sobrevi-
vientes. La concentracion de latoxina Cry1lAb en lamazorca
tierna fue de 0,82 ppm con un rango de 0,59-1,01 (datos sin
publicar), esdecir unaconcentracién subletal, lacual bajo con-
diciones de campo podriatener unainfluencia marcada sobre
laevolucion delaresistenciaal Cry1Ab del insecto.

El comportamiento observado y la supervivencia de S
frugiperdaentejido amarillo del Yieldgard®, bajo condiciones
delaboratorio explicalaexistenciaobservadaen el campo, de
larvasdelll y IV instar, alimentandose de espigas, cubiertas de
vainas amarillas. La dosis subletal en el cogollo y en otras
estructuras con bajo contenido de clorofila, puede permitir a
través del tiempo la generacién de poblaciones resistentes y
ademés resultar contradictorio paralateoriade losrefugios.

Abel y Adamczyk (2004) obtuvieron resultadossimilaresal
evd uar diferentes perfilesde color de hojasde maiz transgénico.
Determinaron, que amedidaquedisminuyeel color, deverdea
blanco amarillo, delahojanimero nueve delaplanta, disminu-
yelaconcentracion delatoxinay aumentael pesodelaslarvas
del cogollero alimentados con €l tejido respectivo. Susresulta-
dosdemostraron unadiferenciasignificativaentre las concen-
traciones halladas en €l tgjido verde, verde-amarillo y blanco
amarillo. Concluyeron estos autores que tejidos con bajo con-
tenido de clorofilano expresan compl etamente laproteinatoxi-
ca. Otros estudios, pero con el algodonero y Helicoverpa zea
(Boddie, 1850), encontraron también expresionesdiferenciales
de la 5-endotoxina en diversos tejidos y una alta correlacion
entre la supervivenciay el desarrollo del insecto, alimentado
con estas estructuras (Adamczyk et al. 2001a, 2001b). Igual-
mente, € Grupo Fitosanidad U.D.C.A (2008), determiné una

muy baja concentracion del CrylAc, 0,65 ppm, en floressin
fecundar, blanco-amarillasdel agodonero, en comparacion con
4,42ppm detectados en hojas terminal es.

Wu et al. (2008) basado en un estudio realizado durante 15
afos evaluando las fluctuaciones poblacionales de Helico-
verpa armigera (Hubner, 1808), cinco afiosantesy 11 después
delaintroduccion del algoddn transgénico en diferentes pro-
vincias de la China, postul 6 que ladisminucion en general de
lapoblacion delaplaga, sedebeal control quegjercesobreella
latoxinaincorporadaalaplanta. Sugieren, ademas estos auto-
res que la planta transgénica no solamente controla la plaga
sino que puede reducir su presencia en otros huéspedes y
disminuir lanecesidad de control quimico. Este caso hacerefe-
rencia a la existencia de una concentracion adecuada de la
toxinaen el tejido afectado, |0 cual aparentemente no ocurre ni
con €l hibrido de maiz, ni con el algodonero transgénico. Se
asume por lo tanto que através del tiempo, no disminuiriala
poblacion de S. frugiperda en el area del Tolima, a pesar de
siembras continuas del hibrido que contiene el CrylAb. La
poblacién del cogollero semantendraal alimentarselaslarvas
sobrevivientes, ante todo de |as espigas del maiz que no con-
tienen una concentracion letal. Ademas, se consideralaposi-
bilidad deresistenciacruzadaalosdiversosCrysdel Bt, Cry1Ab
y Cry1Ac en este caso, fendbmeno, cuya existencia se deberia
evaluar en nuestro medio con nuestrasrazas de S. frugiperda.
Esta tltima consideracion sugiere laurgenciade evaluaciones
similares con €l maiz transgénico que contiene el gen Cry1F,
Herculex | (TC-1507), yaaprobado parasu siembraen Colom-
bia (ICA 2007b) y con otrastoxinasincorporadas, paraincluir
en un plan de manejo de resistencia el uso alterno de maices
gue poseen otras toxinas con receptores diferentes a las toxi-
nas mencionadas.
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