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RESUMEN

El cultivo de las cruciferas en nuestro pais se esta convirtiendo en uno
de los mas importantes, debido a que requiere de una gran mano de obra para
su cultivo y a la gran captacién de recursos econémicos que se obtiene.

Uno de los problemas que se presentan en este cultivo es el ataque de la
palomilla de diamante Plutella xylostella (L.), que es uno de los insectos
fitofagos y contaminantes de mayor importancia durante la etapa de
produccion de las cruciferas,

El control de la palomilla se basa en insecticidas organosintéticos y
productos a base de Bacillus thuringiensis, sin embargo, se ha registrado
desde 1990 que los insectos tienen la capacidad de desarrollar resistencia a las
toxinas de B. thuringiensis bajo condiciones de campo.

La realizacion del presente trabajo llevé a la comprobacién de que se
puede dar la resistencia en campo a B. thuringiensis (HD-1 kurstaki) si éste se
expresa en un solo producto comercial, ademas, de que se deterrninaron los
niveles de susceptibilidad de Plutella xylostella a B. thuringiensis (HD-1
kurstaki) de lo cual se puede concluir que por los fendmenos que se presentan,
como la mala aplicacién del insecticida, el viento y el horario en que se aplica,
no ha logrado alcanzar una resistencia en grado de alerta.
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Se comprobd que la adquisicién de la resistencia del complejo espora-
cristal en el insecto es debido a un gene parcialmente recesivo.

Con lo anterior se sugiere que se conforme una estrategia de monitoreo
de 1a resistencia y que sea aplicado para asi estar enterados de los cambios que
se presenten en la susceptibilidad del insecto y que el uso de productos
derivados a base de B. thuringiensis sea restringido a una generacion por

cultivo.
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L. INTRODUCCION

El cultivo de las cruciferas es considerado como uno de los sistema-
producto de mayor importancia socioeconomica en nuestro Pais, ya que la
cosecha va destinada principalmente al mercado de exportacion y representa
una significativa fuente de divisas y un gran incentivo econdmico para los
productores. Estos cultivos son de importancia social por la gran cantidad de
mano de obra que generan en forma directa para las labores de la siembra, €

indirectamente por el personal que se ocupa durante el proceso, empaque y

trasporte; tan solo en nuestro pais se producen 119, 924 toneladas. La zona de

maés alta produccidn se encuentra en la region del Bajio donde mas de 20,000
hectareas de brocoli son sembradas anualmente (INEGI, 1991).

Sin embargo, el cultivo presenta dafio por el ataque de diversos
organismos, en particular, la palomilla dorso de diamante Plutella xylostella
(L) (Px), que también se le conoce como oruga verde del repolio, polilla de la
col, palomilla del repollo, palomilla del raps, etc., y que representa una de las
plagas mas nocivas para Iaé cruciferas. En general, muestra preferencia por los

cultivos de la col, brécoli, coliflor y col de Bruselas.




En México est4 considerada como una de las plagas mas importantes,
no tanto por los dafios indirectos que ocasiona sino por su demostrada’
habilidad para desarrollar poblaciones con resistencia a muchos insecticidas
(Talekar, 1986; Tabashnik et al., 1991; Shelton et al., 1993a,b). El fenomeno
del desarrollo de poblacidnes resistentes a los insecticidas ha causado
crecientes problemas para la produccion durante los ultimos 25 afios.

Esta plaga fue registrada por primera vez en México en 1960 atacando
cultivos de repollo en el Valle del Yaqui, Sonora (Carrillo ef al., 1966). Antes
de 1988, ¢l control de la palomilla dorso de diamante dependia principalmente
del uso de insecticidas organo-sintéticos. Sin embargo, debido a los
declinantes niveles de efectividad de los insecticidas convencionales, los
insecticidas a base de Bacillus thuringiensis subespecie kurstaki han sido
usados por los agricultores en el Bajio desde 1989. Varios productos de
Bacillus thuringiensis (Bt) que contienen una o mas formas de la delta
endotoxina (Hofte y Whitely, 1989) son ahora ampliamente usados y existe la
preocupacion de que la resistencia a una o mas de las delta endotoxinas pueda
ocurrir en P. xylostella en México, como se ha presentado en otros paises

(Shelton et al., 1993a; Tabashnik, 1994; Pérez y Shelton, 1997).




En México, el riesgo de desarrollar resistencia a Bacillus thuringiensis
en Plutella xylostella fue reportado y discutido por Ibarra (1993). Estos
estudios sugieren la existencia de genes para resistencia a Bt en poblaciones
de campo. Las consecuencias de la resistencia a Bt podﬁan ser graves y la
necesidad de disefiar e implementar tacticas y estrategias para retrasar su
desarrollo es extremadamente urgente (Diaz, 1999).

Los objetivos que se pretenden cubrir en esta investigacidén son: 1)
determinar los niveles de susceptibilidad de Px, a Bacillus thuringiensis
subespecie kurstaki procedeﬁtes de cultivares de cruciferas en el Bajio; 2)
verificar la dominancia del gene o los genes involucrados en la resistencia, e
inferir sobre el nimero de genes respon.sables de la misma.

Asi surgen las siguientes hipdtesis: 1) cepas de Plutella xylostella (L) de
diferente origen geografico muestran diferencia en susceptibilidad a la
endotoxina de Bacillus thuringiensis porque existe variacion fundamental en
el régimen histérico de seleccion. 2) la herencia de la resistencia a B.
thuringiensis subesp. kurstaki en poblaciones de P. xylostella (L), es

incompletamente recesiva e inestable y monogénico.




I11. REVISION DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas Generales de Plutella xylostella (L)

La palomilla dorso de diamante es originaria de la zona del
Mediterraneo, centro de origen de las mas importantes especies de plantas de
la familia de las cruciferas. Esta plaga esta presente en todas las partes del
mundo donde se cultivan cruciferas y se estima que es una especie

cosmopolita.

2.2 Descripcion morfolégica y habitos

La palomulla dorso de diamante es un insecto holometibolo, es decir,
que pasa por los estados biologicos de huevecillo, larva, pupa y adulto. Los
huevos son en forma de escama, color amarillo y miden aproximadamente 0.5
mm, estos son depositados principalmente en ¢l envés de las hojas en forma
individual o formando pequefios grupos de 2 o 3 huevecillos. Su periodo de
incubacion es de 3 a 9 dias, dependiendo de la temperatura. Después de
eclosionar, la larva del primer instar presenta un color amarillo blanquecino,
con la capsula cefalica obscura; se alimenta del envés de las hojas formando

pequefios agujeros (Metcalf, 1966).




Las larvas maduras de cuarto instar miden menos de un centimetro dé
longitud y pueden ser de color verde palido, amarillo claro o castafio oscuro
con las manchas oculares negras. El 1ltimo par de falsas patas se encuentra
ampliamente separado formando una “ V * invertida. Al molestarlas se
retuercen rapidamente, dejandose caer para quedar suspendidas de un hilo
sedoso (Metcalf, 1966).

La pupa mide de 0.5 a 0.6 cm de longitud y presenta un color amarillo
claro, amarillo verdoso o verde claro con bandas longitudinales de color café
oscuro. Generalmente se encuentra adherida a la parte inferior de 1a hoja. La
pequefia palomilla emerge en el termino de una semana o dos pero
inmediatamente inicia otra generacion (Metcalf, 1966).

Los adultos miden 10 mm de longitud y 12 a 15 mm de
envergadura alar; el cuerpo es esbelto, grisaceo o café. El macho al tener las
alas plegadas presenta tres manchas café claro en forma de diamante sobre el
dorso, las alas posteriores son café claro y tienen flecos con largos pelos. Las
hembras viven aproximadamente tres meses; depositan en promedio alrededor
de 150 huevos (Metcalf, 1966).

En condiciones favo.rables en el campo, los hueyos se desarrollan de 3 a

10 dias, las larvas de 10 a 12 dias y las pupas entre 7 y 14. El promedio de




tiempo generacional es de 30 dias desde huevo a adulto y generalmente
presenta de tres a seis generaciones por afio (Metcalf, 1966).

Las larvas son las causantes del dafio economico en los cultivos.
Cuando éstas eclosionan, penefran las hojas ocasionando pequefias galerias.
Posteriormente salen y se alimentan del follaje dejando pequefios orificios,
ademds, perforan el corazén y otras partes comercializables de la planta, las

que pueden quedar llenas de galerias, excrementos y telillas (Metcalf, 1966).

Clasificacion taxondmica

Reino: Animal

Phylum: Arthrépoda
Clase: Insecta

Orden; Lepidoptera
Suborden: Frenatae
Superfamilia:  Yponomeutdidea
Familia: Yponomeutidae
Género: Plutella

Especie: xvlostella (Linneo)




2.3 Control de 1a Palomilla Dorso de Diamante

Existen varias tacticas de manejo de la palomilla dorso de diamante,
entre las que se incluyen: control bioldgico, control quimico, control legal
(uso de vedas) y practicas culturales, de las cuales, las mis importantes

parecen ser las dos primeras.

2.4 Control quimico

La estrategia para el manejo de la palomilla dorso de diamante y otras
plagas de las cruciferas, se basa en el uso casi exclusivo de insecticidas y se
caracteriza por un elevado niimero de aplicaciones. La exigencia del mercado
norteamericano de brécoli sin presencia de plagas, dafios de _los mismos y con
una calidad cosmética, ha conducido al empléé de grandes cantidades de
plaguicidas para asegurar estos indices de calidad. Los insecticidas quimicos
ciertamente han contribuido a reducir los dafios por contaminacion
momentaneamente, pero han generado otros serios problemas.

El uso intensivo de los insecticidas promueve el desarrollo de
resistencia en las plagas, elimina a sus enemigos naturales, favorece el
surgimiento de plagas secundarias, posibilita la presencia de residuos en el

producto comestible y representa un riesgo para los operativos de la




tecnologia de produccion de cultivo, ademas de que ocasiona aumentos en los
costos de produccién.
La resistencia de las plagas a insecticidas conlleva al aumento continuo

en la cantidad de ingrediente activo de varios productos necesarios para el

control del insecto.

2.5 Control Biologico

Es uno de los principales componentes del Manejo Integrado de Plagas
y es definido como la suma de acciones emprendidas para favorecer la accién
de parésitos, depredadores y patdgenos en el control de un insecto-plaga, e
incluye toda una estrategia del manejo racional de insecticidas, donde los
productos bioldgicos son una parte importémte. El combate biolégico puede
ser realizado en forma natural y/o inducido y consiste en el manejo de las
poblaciones de 1a plaga utilizando a sus enemigos naturales.

Dentro de los patogenos de insectos més utilizados en la entomologia
economica, la bacteria formadora de esporas Bacillus thuringiensis es el
agente de control mas comin. Esta bacteria se encuentra en ei 95% de los
insecticidas microbianos producidos a nivel mundial y su aplicacién en
cultivos agricolas ha presentado un crecimiento exponencial en los ultimos

afios (Ibarra, 1993).




2.6 Caracteristicas generales del Bacillus thuringiensis.

De los cinco grupos de entomopatogenos mas conocidos vy
desarrollados, las bacterias son las mas importantes, y dentro de éstas, Bt tiene
un lugar preponderante. A pesar de que existen otras especies
entomopatégenas importantes dentro del mismo género (B. popilliae, B.
sphaericus, B. larvae), Bt es la bacteria entomopatégena mas conocida, més
estudiada y la mas extensamente utilizada como agente de control microbiano.
Mas del 90% del mercado de bioinsecticidas es cubierto con productos a base
de ésta bacteria, de ahi su importancia. Aun asi, los productos a base de Bt no
- llegan a constituir ni el 2% del mercado de insecticidas; sin embargo, se
estima que ésta proporcion podria incrementarse a 5-10% en los préximos tres
afios (Glare y O’Callaghan, 2000 citados por IBarra (2000)).

Al igual que el resto de las especies del geénero Bacillus, Bt es una
bacteria aerdbica, gram positiva, mévil y posee una endospora como
estructura de resistencia. Las células vegetativas tienen forma de bastén de 2 a
5 x 1 um, y presentan flagelos peritricos. Se dividen por fisién binaria y
frecuentemente se les encuentra creciendo en cadené. Es un microorganismo
ubicuo del suelo, del cual se aisla con bastante frecuencia y presenta una

distribucién cosmopolita (Andrews et al., 1987).' Su nicho especifico no ha




podido ser determinado con exactitud, se le asocia con ambientes edaficos. Su
capacidad patogénica es ocasional en condiciones naturales ya que no se
presenta como un factor bidtico determinante en la fluctuacidén natural de las
poblaciones de los insectos susceptibles. Tampoco se le considera un factor
causante de epizootias naturales, ain después de una aspersion en el campo.
Es por esta razon que su relacién coevolutiva con los insectos susceptibles,
como existe en muchos otros agentes de control bioldgico, sea controversial.

La caracteristica principal de Bt es que, simultdneo a la formacién de la
espora, produce un cuerpo de naturaleza proteica denominado crisfal O cuerpo
parasporal.

La gran mayoria de los productos contienen como ingrediente activo al

‘complejo espora-cristal, que constituye el producto final del proceso de
fermentacion de €sta bacteria.

El descubrimiento de Bt se remonta a 1901, cuando el japonés Ishiwata
la aislé de una larva enferma del gusano de la seda. Sus pruebas preliminares
demostraron su alta capacidad insecticida por lo que Ia llamé “sotto bacillus”
(“sotto” significa muerte stbita, én japonés). También destacé la presencia de
un cuerpo romboidal al lado de la espora. Sin embargo, no fue sino hasta
1915, en Alemania, cuando Ernst Berliner aislé ésta misma bacteria a partir de

larvas de la palomilla de los graneros Ephestia kiihniella y la describid
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apropiadamente, denominéndola Bacillus thuringiensis, en honor a la
provincia alemana (Thiiringen o Turingia) de donde se colectaron dichas
larvas.

A pesar de que se hicieron algunos ensayos de campo y de que en 1938
se produjo en Francia un insecticida llamado “Sporeine” a base de ésta
bacteria, no se llevaron a cabo otros estudios basicos mas que los realizados
por los investigadores japoneses relacionados con su descubrimiento y los de
Otto Mates en Alemania (Andrews ef al., 1987 y Rowe y Margaritis, 1987).
En 1951, Edward Steinhaus la rescaté de su coleccién de bacterias para
realizar pruebas de campo sorprendentemente exitosas.

Durante la década de los 50’s, investigadores canadienses lograron
correlacionar la presencia del cristal o cuerpo parosporal con la toxicidad, e
iniciaron su caracterizacion morfolégica y bioquimica. Su desarrollo
biotecnoldgico fue tan acelerado que en 1960 ya estaba en el mercado
estadounidense un bioinsecticida a base de esta bacteria para el control de
algunos lepiddpteros.

Durante las décadas de los 60’s y 70’s, la produccion de Bt tuvo
algunos altibajos, iniciandose un repunte a principios de los 80’s y un auge en
la segunda mitad de ésta misma década, hecho que aiin no culmina y que ha

sido impulsado por el descubrimiento de dos nuevos patotipos: uno en 1976,
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activo contra mosquitos, y otro en 1982, activo contra coledpteros. Hasta la
fecha se conocen mas de 100 productos comerciales, y existen planes, por
parte de diversas compafiias, para expandir el mercado.

Adicionalmente, los estudios basicos sobre la genética de ésta bacteria
han permitido la utilizacion de los genes que codifican las toxinas, en la
transformacion de plantas resistentes a insectos susceptibles.

En México, Bt se ha aplicado contra pocas especies de insectos plaga,
comparado con los insecticidas convencionales, quiza debido a su estrecho
rango de actividad, corta persistencia en campo, y probablemente su costo. Sin
embargo, existen plagas agricolas que en algunos cultives y zonas han
recibido aplicaciopes considerables de este bioinsecticida, tales como: la
palomilla dorso de diamante Plutella xylostella (L.} y el gusano falso medidor
Trichoplusia ni (H.) sobre cruciferas, en el Bajio; los gusanos alfiler Keiferia
Iycopersicella W., del fruto Helicoverpa zea B. y soldado Spodoptera exigua
(H.), sobre soya en Sonora. Bt también se ha utilizado para el control de
insectos de impdrtancia médica como mosquitos de los géneros Culex y
Aedes, en Nuevo Ledn y en algunos centros turisticos . A nivel experimental,
se ha usado para controlar plagas del género Diafraea sobre maiz en el estado
de México. Estas aplicaciones, excepto las de maiz, han empezado a ejercer

una presion de seleccion suficientemente grande como para que se esperen
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cambios importantes en la frecuencia de genes de resistencia en campo que

pudieran conllevar, en el mediano plazo, al desarrollo de resistencia a éste

importante insecticida biologico (Georghioun, 1972 y 1990; Vazquez-Garcia,
1983).

En la region del Bajio, México, Bt se ha usado de manera extensiva
desde 1989 debido a las exigencias de calidad del mercado internacional y ala
problematica que enfrentan los productores para controlar la palomilla dorso
de diamante con insecticidas organosintéticos (Laborde, 1992).

Considerando lo anterior y la importancia que tienen las toxinas de Bt
para la produccidn agricola en México, el disefio e implementacién de
estrategias que permitan su uso sustentable representa un reto para los
investigadores de instituciones de investigacion y universidades, gobierno,
industria de agroquimicos y productores. Por lo tanto, y dado el creciente
potencial que existe por utilizar Bt en nuestro pais, es impostergable iniciar un
analisis de las posibles estrategias de uso de éste producto en el control de
plagas. Asimismo; es imperativo planear posiblés estrategias que reduzcan la
présién de seleccion que actualmente se hace, para manejar los casos con el
mas alto riesgo de resistencia probados y documentados, como en el Bajio con

la palomilla dorso de diamante.
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2.7 Patotipos.

Como se menciond anteriormente, los cristales estan constituidos de
proteinas denominadas Cry (protoxinas), las cuales al ser activadas (8-
endotoxina) actian como venenos estomacales contra una gran variedad de
insectos, principalmente dentro de los grupos de lepidopteros, dipteros y
coledpteros. Las proteinas Cry tienen masas moleculares que van de 70 hasta
140 kDa y estan presentes en diferentes subespecies de Bt, sin importar su
distribucion geografica. La gran mayoria de los serotipos, variedades y cepas
conocidas presentan un cristal bipiramidal, con cierta variaciéon de tamafio y
forma. Este cristal normalmente presenta toxicidad a una gran diversidad de
larvas de lepidépteros, incluyendo a un numero significativo de plagas
agricolas. Este es el llamado patotipo I (Federici, 1993); el cuerpo parasporal,
sin émbargo, varia en su forma al variar el patotipo. Es decir, que las cepas
que presentan alta toxicidad hacia mosquitos y jejenes, muestran un cristal
irregular en su forma, aunque tiende a la esferic;idad.

Un aspecto distintivo de este tipo de cristal es la complejidad de su
ultraestructura, ya que se encuentra formado por 3 o 4 inclusiones diferentes,
correspondientes a las distintas proteinas que lo componen. Este es ¢l llamado

patotipo II, qﬁe fue aislado por primera vez en 1976 en Israel (Federici et al.,
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1990). El ultimo patotipo (patotipo III) fue descubierto en 1982 en Alemania,
y su rango de actividad se restringe a algunas especies de coledpteros,
principalmente crisomélidos. En este patotipo, el cristal muestra una forma
cuadrada y aplanada, similar a la de un cojinete delgado. No presenta
inclusiones internas y la proteina que lo conforma es de aproximadamente la
mitad del peso molecular de los otros dos patotipos (Krieg et al., 1983).

La diferencia en toxicidad depende del tipo de delta endotoxina. Es
preciso aclarar que, aunque normalmente se hace referencia a “la 6-endotoxina
de Bt”, en realidad se conocen hasta esta fecha un total de 178 diferentes &-
~ endotoxinas, las cuales recientemente se han clasificado como proteinas Cry
de la 1 a la 28, éstas, a su vez, se dividen en subgrupos que también pueden
subdividirse (Hofte y Whiteley, 1989; Crickmore ef al., 1998).

Cada grupo presenta no sélo una estrecha homologia a nivel de la
secuencia de sus aminoacidos (y consecuentemente, de las bases nitrogenadas
de sus genes denominados Cry), sino de su especificidad que normalmente
también es compartida con los Cry del misino grupo.

Algunas cepas de Bt pueden producir varias proteinas Cry, relacionadas
0 no, lo que puede ampliar el rango o el nivel de actividad de éstas éepas. De
la misma forma, una especie insectil puede ser susceptible a varias proteinas

Cry (principalmente dentro de los lepiddpteros), pero normalmente muestra
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diferentes grados de susceptibilidad a cada una de ellas (Hofte y Whiteley,
1989).

Cabe hacer mencion que algunas compafiias han mostrado cepas con actividad
hacia otros tipos de insectos. (hormigas, afidos, etc.) y no insectos (nematodos,
~ Acaros, platelmitos, etc.), las cuales,‘ ciéberian considerarse como nuevos
patotipos, pero desafortunadamente no han demostrado su verdadera

efectividad con datos contundentes.

2.8 Serotipos.

En la actualidad existe una gran cantidad de cepas de Bt, aisladas de
muy diversas partes del mundo. Con el objeto de diferenciar los diversos
aislamientos, se ha tratado de establecer los parametros que ayudarian a
discriminar una cepa de otra. Uno de estos pardmefros consiste en la
serotipificacién. Esta técnica se basa en la reaccién cruzada de las proteinas
flagelares de Bt contra los anticuerpos producidos a partir de las cepas tipo
(De Barjac y Bonnefoi, 1962).

Hasta la fecha se conocen 70 grupos; sin embargo, debido a que
algunos presentan subgrupos ( ejemplo H-3a3b3c; H-6a6c, etc.), el nimero de

serovariedades es mayor (83). A su vez, a cada serotipo corresponde un
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nombre de tal forma que los diferentes subgrupos de Bt se reconocen maés
ampliamente por su tercer apelativo.

Asi, el serotipo H-323b3c corresponde a la serovariedad kurstaki, el
serotipo H-14 corresponde a la serovariedad israelensis, y asi sucesivamente.

Desafortunadamente, en los ultimos afios ésta técnica ha sido
cuestionada debido a su ineficiencia, por un lado, para diferenciar cepas con
caracteristicas diametralmente opuestas (diferente patotipo, diferente tipo de
cristal, diferente patréh de plasmidos, etc.), y por otro, para incorporar en un
solo serotipo a cepas de reconocida similitud. Por esta razon, en los dltimos -
afios se¢ ha tratado de desarrollar herramientas moleculares que permitan no
solo la discriminacién entre cepas, sino el establecimiento de la relacion

evolutiva entre ellas.

2.9 Modo de Accién.

Bt necesita ser ingerido por el insecto para que lleve a cabo su efecto
téxico. Esta bacteria no tiene la capacidad de invadir a su hospedero; al
ingerirse el complejo espora-cristal, los cﬁstales se disuelven en el mesenterén
debido a su contenido altamente alcalino. Una vez disueltos, las proteinas del
cristal (protoxinas) sufren protéolisis por las proteasas digestivas del insecto;

sin embargo, su degradacion no es completa, quedando intacta una proteina de

17




aproximadamente 65 kD. Esta es la toxina activa llamada &endotoxina, la
~cual adquiere una conformaciéon tridimensional que le confiere gran
especificidad para acoplarse a un componente glicoproteico de 1a membrana
de las células epiteliales, cominmente llamado “receptor” (Gill et al., 1992).
Recientemente se ha logrado dilucidar la naturaleza del receptor para la
proteina Cryl A(c) en el gusano de cuerno del tabaco Manduca sexta, el cual
es una glicoproteina de 120 kD que presenta una gran similitud con la enzima
aminopeptidasa N (Powell et al., 1995). Esta unién desequilibra la estructura
de la membrana y “abre” un pofo por el cual penetran cationes
(principalmente K+) seguidos de agua. El exceso de agua en el citoplasma de
las células epiteliales provocan una distensién excesiva de los organelos

membranosos, y de la propia célula en su totalidad hasta que ésta estalla

(proceso denominado lisis osméticocoloidal). Unas pocas células dafiadas

podrian ser reemplazadas rapidamente por otras nuevas, sin que ocurran
consecuencias fatales; sin embargo, cantidades suficientes de &endotoxina
normalmente destruyen amplias areas del epitelio, las cuales se manifiestan en
huecos por donde pasa el contenido aitamente alcalino del mesenterdn hacia la
hemolinfa (que presenta un pH casi neutro), y la hemblinfa hacia el lumen del
mesenteron. Estos dos fendmenos traen consigo consecuencias dafiinas para el

insecto. Por un lado, al aumentar el pH de la hemolinfa, la conduccién
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nerviosa cesa y la larva se paraliza. Por otro lado, la larva deja de comer lo
cual conduce a la muerte por inanicion en 4 o 5 dias; por otro lado, al
disminuir el pH del contenido estomacal, crea un ambiente favorable para la
germinacién de las esporas ingeridas junto con los cristales, iniciando la
proliferacion de las bacterias en el individuo paralizado, pudiendo sobrevenir
la muerte por septicemia, o por la combinacion con el efecto toxico (Gill ez
al., 1992).

A pesar de que las larvas muertas contienen gran cantidad de esporas y
cristales debido a que proliferan en los cadéveres, éstas normalmente no
representan focos de infeccion para otros individuos. Ademas, en el cadaver se

presentan mayormente otras bacterias saprofitas, las cuales compiten con Bt.

2.10 Desarrollo de resistencia.

A partir de_ 1953, 1a palomitla dorso de diamante fue el primer insecto-
plaga de cultivos agricolas en el mundo que desarrollo resistencia hacia el
DDT. La mayoria de los insecticidas organosintéticos son neurotéxicos con
actividad por contacto, un modo de accion muy diferente a la actividad
intestinal de las delta endotoxinas de Bt, que requieren ser ingeridas y
activadas. Por lo tanto, tedricamente, el mecanismo de resistencia a Bt podria

ocurrir en cualquiera de los siguientes eventos: ingestion, disolucion del cristal
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o inclusiones, activacion de las protoxinas, el paso de la toxina a través de la
membrana peritrofica, enlace de la toxina al epitelio del intestino medio, o en
el rol de la toxina en la formacion del poro en la membrana del intestino
medio. Ademas, el comportamiento de los insectos puede jugar un papel
importante en el desarrollo de résistencia de algunas especies (Stone et al.,
1991). Van Rie et al. (1990) y Ferre et al. (1991) describieron el mecanismo
de resistencia en Plodia interpunctella y Plu;ella xylostella respectivamente,
coincidiendo en sefialar que el mecanismo es bioquimico, esto es, que ocurre
un cambio en la membrana intestinal la cual disminuye la concentracién de
receptores, o la afinidad de enlace de las toxinas en el intestino de los insectos.
En el control bioldgico existe un topico, el cual es uno de los mas
controvertidos sobre el uso de plantas transgénicas que comstituye la
posibilidad de que las plagas desarrollen resistencia hacia las -endotoxinas.
En otras palabras, una de las ventajas de los bioinsecticidas a base de Bt
es precisamente la lentitua 0- incapacidad de las plagas susceptibles a
desa;rrollar dicha resistcnqia; sin embargo, ahora se cree que esto se debe
principalmente al hecho de que estos productos se degradan rdpidamente en el
medio, eliminandose la presioén continua de seleccion, que es un factor clave

para el desarrollo de resistencia hacia otro tipo de insecticidas.
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El primer caso probado de resistencia a Bt fue el reportado en la
palomilla de los graneros, Plodia interpunctella (McGaughey, 1985). Se cree
que esto fue motivado por las condiciones cerradas del granero, las cuales
permiten mantener activo al producto por un periodo mas largo y de esta
forma, efectuar una presion de seleccion mas duradera. Es también importante
aclarar que los voliimenes usados de estos productos, comparativamente con
los de los insecticidas sintéticos, son muy reducidos; sin embargo, su uso se ha
incrementado grandemente en los ultimos 20 afios, y €s en este periodo en que

han aparecido reportes de resistencia en el campo sobre otras plagas.

Recientemente, la palomilla dorso de diamante fue la primera especie en

manifestar resistencia de campo hacia el insecticida microbiano Bt (Tabashnik
et al, 1990). Ha sido el caso mas documentado sobre el desarrollo de
resistencia a Bt en diversas partes del mundo (Tabashnik et al., 1991). A pesar
de que existen otros casos, €ste es el unico que se ha desarrollado bajo
condiciones de campo, debido a un uso inmoderado de bioinsecticidas a base
de Bt. Los otros casos (mosquitos, catarinita de la papa, otros lepidopteros,
etc.), se han desarrollado bajo condiciones de laboratorio y/o con niveles de
resistencia poco significativos. El desarrollo de resistencia hacia Bt es
rapidamente reversible a los niveles originales de susceptibilidad, cuando se

elimina la presion de seleccion de la toxina (Vazquez-Garcia, 1983)
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Tomando en cuenta éétas evidencias, las plantas transgénicas
presentarian una situacién éptima de seleccion continua, ya que la toxina se
expresaria siempre que el fitéfago se alimentara de 1a planta. A pesar de éstas
evidencias, seria precoz y falto de seriedad prever el fracaso de esta estrategia.
Su potencialidad continda siendo de las mas altas dentro de las alternativas

que el manejo integrado de plagas ofrece.

2.11 Produccion de Bacillus thuringiensis

Es dificil abordar el tema sobre la produccién industrial de Bt, dado la
limitada cantidad de literatura disponible. Del total de articulos publicados
sobre ésta bacteria, menos del 2% cubren aspectos relacionados a su
produccion, y de éstos, la gran mayoria son de instituciones de investigacién
de paises subdesarrollados o aquellos que pertenecian al bloque soviético.
Esto implica que los avances tecnoldgicos mas importantes sobre la
produccion de Bt se realiza en las grandes compafiias productoras y en un
ambiente de secrecia muy dificil de penetrar.

La dectsidn de producir de una a varias cepas de Bt debe haberse basado
en una seleccién previa de cepas altamenie toxicas. Bt es una bacteria muy
ubicua, que se puede aislar de una gran diversidad de hébitat; sin embargo, la

posibilidad de que las cepas aisladas posean una alta capacidad insecticida es
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muy baja. De ahi que cualquier programa de produccién de Bt debe iniciarse
con la seleccion de la o 1as cepas mas apropiadas para su uso.

La produccion para la comercializacion de Bt, hasta el afio de 1970, se
basaba principalmenté en la utilizacion del serovar thuringiensis; sin embargo,
con ¢l descubrimiento de la cepa HD-1 (serovar kurstaki), la cual es 16 veces
mas efectiva contra Heliothis virescens, muchas de las compaiiias productoras
decidieron utilizar a €sta ﬁltimé como el ingrediente activo de sus productos
(Andrews et al., 1987; Rowe y Margaritis, 1987).

En la actuaiidad se ha diversificado ampliamente el numero de cepas y
serovariedades utilizadas en los productos a base de Bt, las cuales presentan
mayor toxicidad que las cepas anteriores o han diversificado su rango de
hospederos.

Los bio‘insecticidas a base de Bt se producen en gigantescos
fermentadores (biorreactores), cuyos medios artificiales se basan en el uso de
diversas materias organicas baratas (ejem. harina de soya, sangre en polvo,
harina de semillas de algodon, etc.), aunque la formulacién completa de cada
medio representa ﬁn‘ secreto de cada compaifiia. Una vez que la fermentacion
ha llegado a su fase de autélisis (cuando la pared del esporangio se degrada y
libera a la espora y al cristal, separadamente), el fermento se concentra por

centrifugacion y/o por secado atomizado. Este concentrado se homogeniza, se
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estandariza (normalmente por bioensayos, para determinar la actividad de
cada lote de fermentacién), y se formula de acuerdo a su presentacion
comercial (polvo humectable, suspension, granulos, croqueta, etc.).

Normalmente la concentracién de los productos a base de Bt varia entre

2 y 10%, dependiendo de la actividad de la cepa y de la potencia que se-

requiera del producto (Andrews et al., 1987; Rowe y Margaritis, 1987). Su
formulacion normalmente permite el uso del equipo convencional para su
aplicacion. Existen algunas reglas basicas para el uso eficiente de los
productos a base de Bt, como son su aplicacién: 1) en horarios de poca
incidencia solar (por la tarde); 2) sobre poblaciones iniciales y de los primeros
instares larvarios; y 3) ampiia y bien distribuida, va que las larvas deben
ingerir el producto.

Como se mencioné anteriormente, Bt muestra actividad contra un gran
numero de larvas de lepidopteros, contra larvas de mosquitos, jejenes y
algunas especies de coledpteros.

La especificidad que muestra contra estos insectos representa una de las
grandes ventajas de este bioinsecticida, ya que es completamente .inocuo a otro
tipo de insectos, especialmente los benéficos. De ésta forma, su eficiencia en
el manejo integral de plagas es muy alta. Asimismo, éxiste un cumulo de

evidencias que certifican su inocuidad hacia vertebrados (incluyendo al
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hombre), 1o cual hace de Bt, junto con su inocuidad al medio ambiente, una de

las alternativas ecologicas mas atractivas (Entwistle ef al., 1993). °

2.12 Bioensayo

El bioensayo se puede definir como “cualquier método que mida alguna
propiedad de un factor, en términos de respuesta biologica”. Es decir, que el
bioensayo toma a los organismos vivos como aparatos de medicion, y
establece el parametro bioldgico que utilizard (mortalidad, longevidad,
fertilidad, crecimiento, atraccidn, etc.) para relacionar el fenémeno causal con
el efecto sobre el organismo (Busvine, 1971).

En el aspecto toxicoldgico, el factor causal es siempre un agente
deletéreo y el efecto normalmente es la mortalidad o algin otro dafio
biologico.

Los bioensayos con Bacillus thuﬁngiensis pueden perseguir tres
objetivos diferentes, a saber:

a) determinacion del nivel de toxicidad de una cepa nueva o transformada,
un producto formulado, o los cristales puros de alguna proteina
especifica, sobre una poblacion de insectos.

b) determinacion de la susceptibilidad de diferentes razas o especies de

insectos a una cepa determinada de B. thuringiensis.
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¢) cuantificacidon de la actividad de los productos de fermentacion de B.

thuringiensis, como método de estandarizacion de los lotes comerciales.
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II1. MATERIALES Y METODOS

3.1 Colecta de los insectos

Se colectd palomilla dorso de diamante (Plutella xylostella L.) en
campo, particularmente en el predio de Santa Maria, localizado en el
municipio de Huanimaro Gto., localizado aproximadamente a 30 kilémetros al
sureste de la ciudad de Irapuato en el estado de Guanajuato. Tiene por
coordenadas geograficas 20° 40" 28" de latitud norte y 101° 20" 517" de
longitud oeste, con una altura sobre el nivel del mar de 1,724 metros.

Esta localidad destaca por ser de clima semicilido subhimedo,
contando con una temperatura media anual de 19.6°C, el mes que registra una
méxima precipitacién pluvial es el de agosto con 614.5 milimetros, el mes mas
calido se registra en mayo con valor de 24°C, mientras que el mas frio es el de
enero con un valor de 15.2°C. Con estos datos se dan condiciones ideales para
la siembra de brécoli (Brassica oleracea var. italica), coliflor, esparragos,
fresa, ademas de otro tipo de hortalizas. Esta zona es produ;:tora de cruciferas
en ese estado, ademas, de ser -representativa del efecto del uso extensivo de Bt

en el mismo.
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Se obtuvo una poblacién de insectos de 30,000, en su estado de larva 'y
pupa. Esta cantidad fue colectada para contar con una buena divcréidad
genética de la poblacidén ya que s6lo asi se podria garantizar una mayor
probabilidad de encontrar individuos con genes mutantes, ademas de
compensar la mortalidad por el traslado, reproduccién y cria de los individuos.

Se usaron dos recipientes de vidrio, uno para la colocacion de larvas y
otro para las pupas. En el primero se coloco una hoja del cultivo (brécoli) que
se colecté del mismo. Posteriormente, con la ayuda de un pincel delgado se
procedié a retirar a los individuos encontrados en el envés de la hoja y
enseguida se depositaron dentro del envase que contenia hojas de coliflor
limpio procedente de un invernadero en perfecto aislamiento. En el segundo
recipiente se colocaron unicamente pupas sin hoja del cultivo y se taparon
para después cambiarlas a un deposito de vidrio de 12 cm de diametro por un
centimetro de alto, para introducirlo luego en una jaula de emergencia de
adultos. Las larvas se cambiaron a cajas de plastico de 18.6 cm de didmetro
por 7.9 cm de altura. A la tapa se le hizb un orificio para que tuvieran
ventilacién y se le puso un trozo de tela organza para garantizar que no se

fugaran. A éstas se les introdujo una bola de papel toalla para evitar la
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acumulacién de humedad. Fue necesario esperar unos dias para que las larvas
estuvierg.n en estado de pupa para introducirlas en la jaula.

Las pupas se colocaron en cajas de Petri, y una vez dentro de 1a jaula de
emergencia, se dej aron abiertas para que en su momento empezaran a emerger

los adultos.

3.2 Cria de los insectos

Las jaulas fueron construidas con armazones de madera, en donde cinco
de sus caras fueron forradas con tela de mosquitero y a la base del piso se le
coloco una tabla de triplay delgado. En una de sus caras se adapt0 una ventana
a la cual se le colocé una manga de tela de organza para facilitar los
movimientos de introduccion y retiro de la planta de brocoli sanas e ingreso de
alimento, ademas de colocar las nuevas pupas que se retiraban de las hojas y
plantulas.

Las jaulas midieron 45 cm de ancho, 60 cm de largo por 50 cm de alto.
Las de la ventana para la colocacion de la manga de tela, 20 cm por 18 cm y
1;1 manga de 50 cm de largo.

La reproduccién del insecto se llevo a cabo en una camara de cria que

se asigno para ésta investigacion en el Laboratorio de Entomologia.
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La camara se prepard de manera que se simulara condiciones de campo
en donde el insecto se desarrolla. La temperatura dentro de ésta se mantuvo
estable a 28°C con ayuda de un calefactor movil y- cerca de éste se colocaron
dos cubetas; una de ellas contenia agua la cual se puso en la parte alta y la que
no tenia liquido abajo, en el piso. Una franela se sumergié en la cubeta
superior y el otro extremo se acomodo de manera que quedo centrado en el
recipiente de abajo, el agua bajo por efecto de la gravedad por la franela. El
calefactor se apuntaba hacia la franela humeda y al salir el calor se lograba
una humedad constante de 50%, satisfactoria para el ambiente requerido. Se
tuvo un fotoperiodo de 13 horas luz y 11 de oscuridad.

En cada jaula se colocaron de 2 a 3 vasos con plantulas de brécoli
sembradas en un vivero libre de plagas e insecticidas. Los adultos que
emergian de la pupa inmediatamente se aparearon y empezaron a depositar
huevecillos sobre éstas. La alimentaciéon de los adultos se llevd a cabo
colocando en unos recipientes pequefios una solucién acuosa azucarada al
10%, ademas de un trozo de algodon para que la mezcla se impregnara y le
facilitara la ingestion al insecto. |

Las larvas en estado avanzado de maduracién fueron separadas para
mantenerse en observacién y cuando aparecieron las primeras pupas fueron

retiradas con el pincel y se colocaron en una caja de Petri y asi se introdujeron
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en la jaula correspondiente. Con lo anterior se logrdé en primera instancia
relajar 1a presion de seleccidon sobre la poblacion durante una generacion
después de la obtenida del campo. Una vez obtenida la poblacién F2 se
procedio a realizar el primer bioensayo para determinar la Concentracion Letal
Media (CLs) de referencia. del cristal CrylA de Bacillus thuringiensis.
Después de lo anterior se iniciaron las selecciones durante 3 generaciones, F3,
F4 y F5, consecutivas, al final de las cuales se inicio el estudio de 1a herencia.
del mecanismo de resistencia.

Para la realizacion del estudio genético fue necesario separar hembras y
machos por el color de los rombos del dorso y las alas. Los machos tienen las
alas de color negro con los tres rombos bien definidos en el dorso y con un
color blanco brillante, por el contrario, 1a hembra es parda y no presenta los
tres rombos definidos en el dorso, ademas de un color tenue. Para esto, se
colocd en un recipiente pequefio una pupa y en seguida se tapd con papel
trasparente para facilitar la maniobra. Una vez emergidos los adultos se
introdujeron por cinco minutos en un refrigerador con una temperatura de
menos 2°C. Lapso de tiempo durante el cual el insecto quedo inmdvil.
Posteriormente se observd bajo el microscopio, campo de observacién en
donde se determiné su sexo. Enseguida se colocaron dentro de pequefias jaulas

para hacer las cruzas necesarias.
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Las pequefias jaulas para éste estudio se construyeron de madera,
rectangulares forradas con tela de organza. Las medidas fueron de 30 por 30 y
40 cm de largo, en una de las cara se le adapté una manga con la finalidad de

poder ingresar a los insectos.

3.3 Obtencion del complejo espora-cristal de Bacillus thuringiensis

La cepa de B. thuringiensis (HD-1) Kurstaki se obtuvo del Laboratorio
de Bioinsecticidas del Departamento de Biotecnologia y Bioquimica del
Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico

Nacional, con sede en la ciudad de Irapuato, Guanajuato, México.

3.4 Cultivo de la cepas de Bacillus thuringiensis (HD-1 Kurstaki )

La cepa Bt se cultivo en un medio liquido, el cual se prepard con leche
peptonizada, colocando 50 mL en un matraz de 250 mL y después con unas
pinzas esterilizadas se tomé una tira de papel impregnada de la cepa (indculo)
y se introdujo en el matraz con el medio de cultivo. Una vez dentro se agitd
para que se liberaran las esporas. Enseguida se retird el papel para evitar su

desintegracion y se desecho.
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3.5 Purificacion del complejo espora-cristal

El cultivo de Bt crecié en medio con leche peptonizada y se agit6 a 340
rpm y 28°C durante 96 hrs para obtener la esporulacidon. El complejo espora-
cristal (HD-1 kurstaki) se precipité por centrifugacién a 10,000 rpm y 15°C
por 15 minttos. Por ultimo se lavo tres veces con agua destilada.

Los cristales se separaron de las esporas y restos celulares a través de
centrifugacion en gradiente discontinuo de sacarosa. El gradiente que se
utilizo fue de 59, 63, 67, 71, 75 y 79 % y se necesitaron tubos de polialomero
de 32 mL (Beckman). Se resuspendié en un volumen de 50 mL de agua
destilada, luego se colocaron cuidadosamente 3 mL de la suspensién sobre la
capa superior del gradiente para evitar romper el mismo.

Las condiciones de la ultracentrifugacién fueron las siguientes: 20, 000
rpm, 1 hr, 40°C, v se realiz6 en un rotor de columpio Sorvall HD-674.

Las bandas que se obtuvieron después de la centrifugacion se colectaron
con Pipetas Pasteur en tubos por .separado. Cada capa se analizé en el
microscopio de contraste de fases, a fin de detectar la que correspondia a la de
los cri'stales. Una vez que se detectd la capa, se lavo tres veces con agua

destilada sometiéndola a una centrifuga de 15, 000 rpm a 4°C, por 15 minutos
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con la finalidad de quitarle los restos de sacarosa. La pastilla resultante, se

congeld y posteriormente se liofilizé.

3.6 Bioensayos

Una vez obtenido el complejo espora-cristal (HD-1 kurstaki) de Bacillus
thuringiensis se procedid a preparar las soluciones que se aplicaron en el
bioensayo. Este se llevo al cabo en tres repeticiones y utilizando un nimero
minimo de veinte larvas de segundo instar por dosis. Por separado se hizo una
mezcla de Tween 80 estéril con agua destilada para obtener una solucién al
0.02 %.

Posteriormente se pesaron 10 mg del complejo de Bt en polvo con una
balanza de precisién analitica modelo XT220A, de 1a marca PRECISA vy se
diluyeron en 10 mL de la mezcla de Tween al 0.02 %, obteniendo asi una
solucion madre de 1,000 ppm. Posteriormente se procedio a realizar diluciones
seriadas segiin el bioensayo. Por cada repeticién se usaron un minimo de cinco
dosis y un testigo . Las désis se aplicaron sobre 5 larvas de segundo instar por |
repeticion, por lo que en las tres repeticiones se trataron un total de 15 larvas
como minimo. Se utilizd el método de inmersién‘ de trozos de hoja de coliflor
sana y libre de contaminacion, previamente agitada con metanol o acetona

para eliminar la capa cerosa y lograr una impregnacidén adecuada. Se hizo una
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agitacion leve con Vortex para mejorar la impregnacion. A cada una de las 5
larvas se les colocéd un segmento de hoja de aproximadamente 1 cm’. Los
segmentos de hoja ya tratados con las dosificacién respectivas y secados por 1
hr se colocaron en una caja de Petri estéril por dosis con un circulo pequefio
de papel filtro whatman no. 4 humedecido con agua destilada para que ¢l trozo
de hoja mantuviera su humedad durante el tiempo requerido. Las cajas de
Petri se taparon mediante papel toalla para evitar la fuga de las larvas. Al
testigo solamente se le pusieron las larvas con su segmentos de hoja sin
aplicar ¢l Bt, pero igualmente tratada para eliminar la capa de cera. La
mortalidad se registr6 a las 48 horas después de iniciar la alimentacion de las
larvas con el trozo de hoja tratada.

Se determiné el rango de respuesta de la poblacion de F1 (hijos de la
poblacion colectada en campo) y la respectiva Concentracion Letal Media
(CLsy). Posteriormente, la colonia se dividié en dos partes. Una de ellas para
realizar selecciones y la otra sin Sclcccionarla para .guardarla como referencia
o testigo. En la colonia para selecciones (Sel) se hicieron bioensayos
solamente en la generacion F1 y F5. Lo mismo se repitié en la colonia no
seleccionada (Nsel). Todos los datos de bioensayo se sometieron al analisis
estadistico Probit para determinar la linea 1dp (logaritmo-dosis-probit) y su

ecuacion correspondiente, mediante un programa de Analisis Probit, SPSS
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para WINDOWS, Dic. 19, 1995 versidn 7.0. De acuerdo con Finney (1952) se
consideraron lineas de respuesta (1dp) significativamente diferentes cuando no

existieron translapes en los limites fiduciales del nivel medio de mortalidad

(CLSO)'

3.7 Selecciones de la Colonia Sel

Una vez obtenida la dosis letal media en F1 y dividida la colonia, se
procedié en una de ellas a la seleccion. Para seleccionar se colocaban
repetidamente en un recipiente de plastico grande, de medidas 40 x 40 y 10
cm de alto, un numero de entre ochenta y cien larvas de segundo instar en
trozos grandes de hoja de coliflor tratadas con la CL+, respectiva con Bt en un
contenedor con papel filtro del No. 5 de 110 mm de diametro al que se le
agreg6 agua destilada para que los trozos mantuvieran humedad y duraran en
buen estado las horas requeridas. Después de 48 horas de exposicion, las
larvas que sobrevivieron se separaron y se les asign6 una nueva jaula para su
multiplicacion con su rotulo SelF1, SelF2, SelF3 y SelF4. Las selecciones se
suspendieron en F5 luego de tener un incremento de la CLso minimo suficiente

para ¢l estudio genético.
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3.8 Estudio genético

Se realizd0 una cruza de (hembra) SelF5 x NSelF5 (macho) y la
descendencia F1(SelF5 x NSelF5) fue sometida a bioensayo para determinar
1a linea Ildp (log-dosis-probit) y con ella inferir sobre el grado de la
dominancia del caracter "resistencia al complejo espora-cristal de Bacillus
thuringiensis (HD-1 kurstaki)". Posteriormente se hizo la retrocruza (machos)
F1(SelF5 x NSelF5) x SelF5 (hembras) y la descendencia nuevamente
sometida a bioensayo para determinar la 1dp y con ella inferir sobre el niimero
de genes involucrados en la manifestacién de "resistencia al complejo espora-
cristal de Bacillus thuringiensis (HD-1 kurstaki)" de acuerdo al procedimiento

de Abedi y Brown (1960).
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IV. RESULTADOS

4.1 Susceptibilidad de la poblacion colectada en el campo

La poblacion NselF1 (la siguiente generacidn después de colectada) de
larvas de Plutella xylostella colectada en Huanimaro, Guanéjuato mostrd una
CLs de 0.46 ppm del complejo espora-cristal Bacillus thuringiensis subesp.
Kurstaki (HD-1) (Cuadro 1 y Figura 1). Este valor comparado con el obtenido
en la poblacion NselF5 (0.35 ppm) corresponde a un factor de resistencia (FR)
desarrollada en el campo de 1.24X, lo cual sugiere que el relajamiento de la
presion de seleccion (la ejercida por las aplicaciones historicas en el campo)
durante las 4 generaciones sin seleccionar en el laboratorio, si conduce a una
pequefia pero rapida recuperacién de la susceptibilidad original al Bt. Este
resultado coincide con lo reportado por Diaz (1999) donde sugiere utilizar una
concentracién discriminante de 0.42 ppm, va que ésta puede clasificar la
susceptibilidad de las poblaciones de campo, ademas de predecir la utilidad

potencial de las toxinas de Bt subesp. kurstaki.
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Cuadro 1. Susceptibilidad de la poblacién de Plutella xylostella de Huanimaro
Guanajuato, tratada con Bacillus thuringiensis (HD-1 kurstaki). 2002.

Huanimaro  45.25(41.74-48.74)  69.58(62.90- 6.86+/-0.85  4.19 1.24

(Nsel F1) 80.79)

Nsel F5 34.48(29.66-38.61)  61.86(53.41- 5.04+/-085  3.55 -
79.69)

FR = Factor de resistencia
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Figura 1. Lineas de susceptibilidad de las poblaciones NselF1 y NselF5 de
Plutella xylostella a Bacillus thuringiensis (HD-1 kurstaki)
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4.2 Resistencia de la poblaci(’)n. seleccionada en el laboratorio

Las selecciones se realizaron sobre una poblacion promedio de
individuos de 3010 por generacién, a los cuales se les aplicaron dosis
crecientes de 50, 60, 70 y 75 ppm en las generaciones sucesivas. En promedio
sobrevivid un 33% de individuos en las generaciones seleccionadas (F1 —F4),
lo que promedi6 una presion de seleccidon de 69.64% (cuadro 2).
Cuadro 2. Presion de seleccion con el complejo espora-cristal de Bacillus
thuringiensis (HD-1 kurstaki) en laboratorio ejercida durante 3 generaciones -
(Poblacién Sel). 2002.

‘Generacion ~ Dosis

Huanim 5010 0 e

F1
Sel F2 60 2,042 3800 60.83
Sel F3 70 3,458 850 75.41
Sel F4 75 3,600 790 78.05
Promedio 63.75 3010 872.5 69.64

Las poblaciones SelF1 y SelF5, tuvieron valores derCLso de 46 y 84
ppm, respectivamente, lo que significa un pequefio pero constante avance en
la pérdida de susceptiblidad original con valores de FR de 1.31X y 2.45X en
relacion a la susceptibilidad de la poblacién NSelF5, debido al ejercicio
constante de una presién de seleccién promedio con el complejo espora-cristal

de Bt (HD-1 Kurstaki) de 69.64% (Cuadro 3). Este resultado es diferente al
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reportado por Diaz (1999), (Figura 2) en donde el factor de resistencia de
2.45X lo obtuvo en la seleccion de dos generaciones y Tabashnik (1992) en

donde la obtiene de igual manera en dos generaciones.

Cuadro 3. Concentracmnes letales medias y factor de resistencia de Plutella

Nsel F5  34.48 (29.66-38.61)  61.86(53.41-79.69) 5. 04+-0.85  3.55 o0
SelF1 4525 (41.74-48.74) _ 69.58(62.90-80.79) _ 6.86+/-0.85  4.19  1.24
SelF5  84.77(75.53-97.78)  120.69(102.67-196.32) 8.35+/231 041  2.45

*FR = Factor de resistencia
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Figura 2. Lineas de susceptibilidad de las poblaciones SelF1, SelF5 y NselF5

de Plutella xviostella a Bacillus thuringiensis (HD-1 kurstaki)
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4.3 Estudio Genético

Al efectuarse la cruza de las hembras seleccionadas (SelF5) con los
machos de la poblacién no seleccionada (NSelF5) y obtener la progenie F1, el
valor de CLsp se redujo a 43.49 ppm, lo cual representé un regreso casi
completo a la susceptibilidad original del macho padre (34.28), lo que
permiti6 suponer de la probable presencia de gene(s) parciaimente recesivo(s)

(Cuadro 4 y Figura 3).

Cuadro 4. Cruzas y retrocruzas de las poblaciones de Plutella xylostella

seleccionadas y no seleccionadas con Bacillus thuringiensis (HD-1 kurstaki)
2002

Poblacién CLso ppm - Cloyppm . - Pendiente +/--

- {95% LC) _ {95% LC). e SE

Nsel F5 3448 (20.66-38.61)  61.86(53.41-79.60)  5.04 +/- 0.85. 3.55. —

Sel F5 84.77(75.53-97.78) 120.69(102.67-196.32) 835+/-231 041 24

Hembra

Sel F5.
X 43.49 (35.30-54.82) 104.89(73.19-365.29) 335+/-098 148 1.2

Macho :

Nsel Fs =

Fro

Hembra

Sel Fs 77.07 (68.81-86.79) 132.09(111.66-178.17) 547+/-090 254 2.2

X . ' _

Macho F,

* Factor de resistencia
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Figura 3. Lineas de susceptibilidad de las poblaciones SelF5, NselF5 y F1 de
Plutella xylostella a Bacillus thuringiensis (HD-1 kurstaki)
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Para comprobar el anterior supuesto se realizd la retrocruza de los
machos de la F1 con las hembras SelF5. La mortalidad obtenida en el
bioensayo muestra una tendencia tal que permite distinguir dos lineas distintas
separadas por un plano (Figura 4). Lo anterior sugiere una frecuencia
genotipica de 60% de heterocigotes y 40% de homocigotes resistentes, lo que
permite suponer que la resistencia desarrollada al complejo espora-cristal de
Bacillus thuringiensis (HD-1 kurstaki), obtenida por la seleccion en el
laboratorio durante 3 generaciones, llegd hasta la obtencion de una poblacion
con resistencia homocigoética casi pura, controlada por la presencia de mas de
un gene (Abedi y Brown, 1960). El resultado de la poblacién de Huanimaro
del_ estado de Guanajuato, es coincidente con los obtenidos en otras
poblaciones de Plutella xylostella de las localidades de Salamanca y Los
Rodriguez estudiadas por Diaz (1999) en el mismo estado, pero diferente a los
obtenidos por Tabashik (1992) que afirma que 1a resistencia es completamente
recesiva. Comparado con este trabajo de investigaciéon se confirma que la

resistencia es parcialmente recesiva.
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Figura 4. Lineas de sﬁsceptibilidad de las poblaciones SelF5, NselF5, Fly
*CR1 de Plutella xylostella a Bacillus thuringiensis (HD-1 kurstaki)
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V. CONCLUSIONES

Las conclusiones de este trabajo se resumen en cuatro puntos:

1) la poblacidn colectada de Huanimaro Gto., que ha sido
histéricamente seleccionada en el campo con aplicaciones de
productos comerciales de Bt recobrd levemente susceptibilidad al
reproducirse por cinco generaciones sin seleccién en el laboratorio,
lo que indica una baja evolucién de la resistencia de Plutella
xylostella a Bt en el campo.

2) la seleccion de la poblacion de P. xylostella durante tres
generaciones a una presion aproximada de 70% de mortalidad causo
una resistencia baja pero suficiente para realizar el estudio genético.

3) la cruza de la poblacién seleccionada (SelF5) con la poblacion no

seleccionada (NselF5) dio origen a una poblacion con susceptibilidad

muy cercana a su madre no seleccionada lo que indica que la resistencia
es un caracter parcialmente recesivo.

4) la retrocruza con la madre resistente dio origen a una poblacion que

muestra una frecuencia de genotipos susceptibles del 60% lo que indica

que mas de un gene estdin determinando la resistencia.
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