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Resumen

Después de 20 afios de la introduccion de algodon genéticamente modificado (GM)
(Gossypium hirsutum L.) en México, se han detectado proteinas recombinantes en cinco de
las ocho metapoblaciones silvestres del pais. Por esta razon es necesario determinar el posible
efecto de la introgresion de plantas domesticadas con proteinas recombinantes que presentan
propiedades insecticidas sobre organismos no blanco en ambientes silvestres. Los objetivos
de esta investigacion fueron comparar la estructura de la comunidad de artropodos en algodon
silvestre con y sin el transgen Cryl Ab / Ac (utilizandola como marcador de introgresion), al
igual que el rol funcional de los artropodos asociados. Se realizaron muestreos en tres
metapoblaciones de algoddn con técnicas activas y pasivas en parcelas de 14 m? de algodén
silvestre con y sin transgen, también se tomaron muestras de parcelas del mismo tamafio con
plantas de la vegetacion circundante en ausencia de algodon (vecindarios). Cuando la
proteina recombinante estuvo presente en algoddn, la riqueza y abundancia de artropodos
disminuyd. En el analisis por grupos funcionales, la riqueza, abundancia y diversidad de
herbivoros y depredadores en algodon con transgenes también se redujo. Los resultados
sugieren que la introgresion entre plantas GM domesticadas y sus parientes silvestres,
contribuye a la modificacion de la comunidad de artrépodos. Esto podria deberse a los efectos
en los grupos de artropodos de una manera diferencial, por un lado relacionado con los
cambios en los recursos ofrecidos por las plantas y afectaciones en la red trofica,
posiblemente causadas por las modificaciones genéticas y fenotipicas esperadas y no
esperadas del proceso de domesticacion y la expresidn de proteinas recombinantes.



Abstract

After 20 years of the introduction of genetically modified (GM) cotton (Gossypium hirsutum
L.) in Mexico, recombinant proteins have been detected in 50% of wild populations around
the country. It is necessary to determine the possible effect of introgression of domesticated
plants with recombinant proteins and insecticidal properties over the non-target
arthropofauna in non-agricultural environments. The aim of this investigation is to compare
the arthropod community structure in wild cotton plants with and without the Cryl Ab/Ac
protein (used as a marker of introgression), like so the functional rol of the associated
arthropods, like so the functional rol of the associated arthropods (). Samplings were made
in three metapopulations of cotton with active and passive techniques in plots of 14 m? of
wild cotton with and without recombinant protein, surrounding plots of the same size with
absent cotton plants (neighbour) were also sampled. When the recombinant protein is present
in cotton, richness and abundance of non-target arthropods decrease. Richness, abundance
and diversity of herbivores and predatores in cotton with transgenes are reduced. Our results
suggest that introgression between domesticated GM plants and their wild relatives,
contributes to the modification of the community of arthropods. This could be owed to the
effects in the groups of arthropods in a differencial way, changes in the resources offered by
the plants and affectations to the food web, possibly caused by the proccess of domestication

and the presence of recombinant proteins.



Introduccion
Los artropodos contribuyen en el mantenimiento de los ecosistemas al participar en maltiples

procesos de intercambio de materia, energia e informacion (Begon et al., 2009), asimismo,
proveen servicios culturales y de recreacion para la humanidad (Prather et al., 2013;
Samways, 2007). Debido a la cantidad y variedad de funciones ecoldgicas que desemperfian
los artropodos, ademas de su tamafio pequefio, un ciclo de vida corto y alta tasa de adaptacion,
son candidatos idoneos para el monitoreo del estado de conservacion del habitat o sus plantas
hospederas (Schoonhoven et al., 2005). Por ello, la evaluacion de los factores que dan
estructura a sus comunidades ha cobrado importancia en el contexto de la biodiversidad y
conservacion (Nair, 2007). Los estudios de comunidades y poblaciones de artropodos son
cada vez mas frecuentes en la evaluacion de riesgos durante la implementacion de nuevas
tecnologias biotecnoldgicas, debido a su capacidad de respuesta ante pequefios cambios en

su ambiente.

La ingenieria genética es el conjunto de técnicas utilizadas con el fin de modificar
alguna o algunas caracteristicas del codigo genético (Zaid et al., 1999). Estos cambios pueden
consistir en retirar, modificar, agregar genes o secuencias que modifiquen el DNA de un
organismo. Al realizar dichos cambios la ingenieria genética consigue alterar el tipo o
cantidad de proteinas producidas por un organismo, de tal modo que es posible que éste
elabore sustancias nuevas o bien desempefie funciones distintas (Stewart, 2012). Cuando los
organismos han adquirido una combinacién o modificacion genética novedosa por técnicas
de la ingenieria genética, entonces se le considera un organismo genéticamente modificado

(OGM) y a cada proceso de transformacion genética se le denomina evento (Peacock, 2010).

El uso de OGM en la agricultura a mediana y gran escala ha sido incentivado
principalmente por el sector industrial desde 1992 a la actualidad, para el supuesto aumento
en la produccidn de los cultivos, la reduccion en la aplicacion de pesticidas y fertilizantes, la
resistencia a insectos plaga y al mismo tiempo asegura la inocuidad para los organismos no
blanco de la tecnologia (en el caso de proteinas recombinantes insecticidas). Sin embargo,
desde la implementacion de OGM en la agricultura han existido discusiones respecto al uso
de las proteinas recombinantes, puesto que hay investigaciones que concluyen inocuidad,

dafios menores 0 marginalmente significativos a la artropofauna. Cabe resaltar que los datos



presentados por la propia industria biotecnoldgica, la academia y gobierno, tienen a menudo
conclusiones contrapuestas. Sin embargo, hay estudios que se han enfocado explicitamente
a resolver dichas controversias mediante la replicacion de protocolos y experimentos, tanto

de los estudios que mencionan inocuidad como los que la rechazan (Hilbeck et al., 2012).

En 2009 Schmidt et al. (2009) publicaron un estudio que detectd efectos letales en
coccinélidos (Adalia bipunctata) a consecuencia de la ingesta de proteinas CrylAb y
Cry13Bb. Derivado de esta publicacion el cultivo de maiz Mon 810 fue prohibido en
Alemania y desencadend comentarios y estudios que cuestionaban la base cientifica de la
prohibicion. El estudio realizado por Hilbeck et al. (2012) investigo las razones subyacentes
de los diferentes resultados; encontrd que los estudios publicados en la revista Transgenics
Research que reportaban inocuidad emplearon pruebas de significancia inadecuadas, lo que
llevaba a obtener resultados no significativos. Ademas, Hilbeck et al. (2012) empled
protocolos intermedios entre ambos estudios y sus resultados corroboran efectos adversos en
larvas del escarabajo A. bipunctata. Por otro lado, existen numerosos trabajos que han
evaluado los posibles efectos de modificaciones genéticas de plantas cultivadas sobre los
artropodos no blanco (Tabla 1). En ellos se reportan efectos no esperados sobre los artropodos
NB, que van desde modificaciones en las tasas de desarrollo y mortalidad, hasta cambios en

las interacciones troficas (Tabla 1).

Un ejemplo de estas politicas es el algodon americano (Gossypium hirsutum), cuya
principal modificacidn genética consiste en la incorporacién del gen Cryl Ab/Ac proveniente
de Bacillus thuringiensis, el cual tiene funciones insecticidas; sin embargo, es importante
mencionar que se han reportado 66 eventos de transformacion a nivel mundial, de los cuales
33 tienen presencia en México. El objetivo de la insercion para expresion de la proteina
recombinante Cryl Ab/Ac fue el control bioldgico de las larvas del gusano soldado
Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae) y el gusano cogollero Helicoverpa armiguera
(Wu et al., 2009). Este hecho sugiere que los parientes de estas especies de insectos podrian
ser mas vulnerables a las modificaciones genéticas a consecuencias de su relacion

filogenética.

La comercializacion extensiva del algodén GM tuvo su origen en Estados Unidos y
Australia (Purcell et al., 2010). El 43% (15 millones de ha) de la produccion mundial de



algodon tiene modificaciones a consecuencia del proceso de ingenieria genética, cuyos
principales productores son India y Estados Unidos; sin embargo, otros paises que han
incorporado la siembra de algodon GM en su territorio son China, Paquistan, Brasil,
Argentina, Colombia, Australia, Costa Rica y Mexico. La produccion con fines de
comercializacion de algodon GM comenzo en 1996, liberando estos cultivos en ambientes
abiertos (Sanchis y Bourguet, 2008). En el mundo se han realizado 49 eventos de liberacion
de algodon GM en 22 paises, cuyo principal objetivo fue la resistencia a plagas de insectos y
hongos, la tolerancia a herbicidas, la adaptacion a condiciones climaticas locales, la
modificacion del contenido de aceites, almidones y acidos grasos, asi como la optimizacion
del tamafio y longitud de las fibras del algodon (CERA, 2011).

Cabe resaltar que, la mayoria de las evaluaciones de riesgo ecoldgico con respecto a
OGM se realizan fuera del area de distribucion natural de la especie blanco por lo que es
necesario concentrar los esfuerzos de investigacion dentro de los centros de origen y
diversidad. Las evaluaciones de riesgo ecolégico sobre artrépodos a consecuencia de la
liberacion de OGM al ambiente se han concentrado en estudios de laboratorio, en
invernaderos o plantaciones experimentales donde las condiciones ambientales y ecoldgicas
estan bajo control (Meissle y Romeis, 2017; Torres y Ruberson, 2008; Zhang, Wan, Ldvei,
y Liu, 2006). Una de las principales preocupaciones de la liberacion de los OGM en el
ambiente son las consecuencias ecoldgicas no esperadas sobre las comunidades de
organismos no blanco (ONB) entre ellas, los artropodos (Pons et al., 2005; Sundaramurthy,
2010). El concepto de ONB puede incluir un amplio nimero de especies que pueden
potencialmente interactuar con proteinas recombinantes al alimentarse de tejido vegetal,
consumir herbivoros primarios o por via ambiental, es decir, persistencia de proteinas
recombinantes en el suelo, posterior al desprendimiento del tejido foliar (Andow y Hilbeck,
2004). Es necesario mencionar que el término de ONB es de caracter dinamico y que es

dependiente del evento de transformacion a evaluar.

Por otro lado, el rol funcional de los artrépodos en los ecosistemas (herbivoros,
predadores, descomponedores, polinizadores) contribuyen a mantener la estabilidad de los
mismos y a determinar su capacidad de resiliencia y de restauracion (Nair, 2007) (Tabla 2),

no obstante, a menudo en las evaluaciones de riesgo ecoldgico de los OGM son poco



relevantes para este tipo de estudios. Los predadores pueden regular y reprimir las
poblaciones de organismos considerados plaga en los principales cultivos, al tratarse sus
“enemigos naturales”. También pueden alterar las funciones ecosistémicas via cascadas
troficas, mediante procesos ecoldgicos top-down (Price et al.,, 2011). Los artropodos
predadores pueden interactuar con plantas transgénicas mediante un amplio rango de rutas
tréficas, puesto que a menudo son organismos omnivoros (Andow y Hilbeck, 2004). Ademas,
tienen un papel intrinseco en el mantenimiento de la biodiversidad natural y en los

agroecosistemas (Prather et al., 2013).

Con respecto al algodon Bt, los predadores son poco considerados en evaluaciones
riesgo sobre los organismo no blanco (ONB), sin embargo, actualmente se han identificado
a las arafias patas de peine (Theridiidae), larvas de dipteros de las familias Syrphidae y
Dolichopodidae, Mantis religiosa (Mantidae), libélulas (Odonata) y grillos depredadores
(como Oecanthus sp.) como grupos de predadores asociados algodon que deberian ser
considerados para construir analisis integrales en las evaluaciones de riesgo de algodon Bt
(de Faria et al., 2006).

Por otro lado, los herbivoros tienen un papel importante en el mantenimiento de la
diversidad vegetal, intervienen en la floracion y fructificacion de sus plantas hospederas y
fomentan la creacidén de nueva biomasa vegetal mediante la alimentacion (Prather et al.,
2013) (Tabla 2). Cuando los herbivoros se alimentan de tejido vegetal con transgenes
acumulan las proteinas recombinantes en su propio tejido, como lo demostré el estudio
realizado por Zhang et al., (2006) donde se detectd proteinas Cry en Aphis gossypii un
herbivoro estricto de algodon. Hubo una tendencia de malformaciones adultas cuando el
depredador fue alimentado con presas asociadas a plantas de algodon transgénico (Zhang
2006).

Por lo anterior, los estudios de riesgo ecolégico deben considerar una interaccion real
entre plantas y artropodos, ya que es indiscutible la relacion ecologica-evolutiva entre ellos
(Tabashnik et al., 2013). Por un lado, las plantas determinan la abundancia de las poblaciones
de artropodos residentes, asi como el numero y variabilidad de funciones ecoldgicas que

desempefian; y, por otro lado, los artrépodos representan una presion de seleccion para las



plantas a traves de la herbivoria, polinizacién o mutualismo, de manera que ambas partes

moldean mutuamente su historia ecoldgica y evolutiva (Schoonhoven et al., 2005).

El algodon americano es un complejo de especie silvestre-domesticado que se
distribuye en México. De manera que en el pais se encuentran organismos silvestres, cultivos
de plantas domesticadas, plantas escapadas ademéas de pocas variedades nativas (Wegier,
2013). Desde el 2011 se detectd flujo génico antiguo (detectado por microsatélites de
cloroplasto) y reciente (empleando transgenes como marcador) a larga distancia entre
algodon transgénico y sus parientes silvestres, asimismo se logré delimitar ocho
metapoblaciones de algodon silvestre en México con base en sus caracteristicas genéticas,
ecoldgicas y geogréficas (Wegier et al., 2011).

A consecuencia de este flujo antiguo y reciente dentro del complejo de Gossypium,
desde el 2011 existe evidencia de transgenes en la mitad de las metapoblaciones silvestres de
algodon. La presencia de proteinas recombinantes en plantas silvestres de algodén pudo
favorecerse por la propia dinamica agricola. Cuando se desprende la fibra de la semilla, ésta
se transporta del norte al centro y sur del pais para usarse como alimento de ganado.
Actualmente la regulacion de granos en México no considera la viabilidad de la semilla
durante este proceso, por lo tanto, la dispersion accidental y posterior establecimiento de
semillas en sitios fuera de la distribucion natural es un fenémeno frecuente.

Tabla 1. Importancia ecosistémica de los grupos funcionales de artropodos. Modificado de
De Faria et al., (2006).

Grupo Funcional Principales grupos de Importancia para los servicios
artrépodos ecosistémicos
Herbivoros Acari, Homoptera, Control de plagas secundarias,
Thysanoptera, Coleoptera, especies de valor carismatico
Lepidoptera
Predadores Thysanoptera, Heteroptera, Control bioldgico natural de
Neuroptera, Coleoptera, artropodos plaga
Diptera
Parasitoides Diptera, Hymenoptera Control biologico natural de
artropodos plaga
Descomponedores Nematoda, Collembola, Fertilidad del suelo, movimiento
Isopoda de flujo de materia y energia en el

ecosistema




Tabla 2. Efectos negativos no esperados de modificaciones genéticas en plantas hospederas sobre los artrépodos no blanco.

Identificacion taxondémica In situ / Modificacion genética Parametro evaluado Efec,to sobre los Referencia
ex situ artrépodos
Hymenoptera
Braconidae
Cardiochiles nigriceps In situ Cry 1Ab Tasa de parasitismo Supervivencia 1
In situ Hospedero alimentado con CrylAb  Tasa de parasitismo Depredacion 2
Cotesia marginiventris Ex situ Alimentacion con Bt-k Tasa de emergencia Desarrollo 2
In situ Espray con Bt-k Tasa de parasitismo Supervivencia 4
In situ Espray con Bt-k Tasa de emergencia Supervivencia 4
C. melanoscela EX situ Alimentacién con Bt-k Tasa de parasitismo Desarrollo 5
EX situ Alimentacion con Bt-k Tasa de emergencia Desarrollo 5
C. plutellae EXx situ Hospederos alimentados con CrylAc Tasa de emergencia Depredacion 7
Diaeretiella rapae EXx situ Afidos alimentados con Cry1Ac Tasa de parasitismo Depredacion &
Macrocentrus grandii In situ CrylAb (Maiz) Tasa de parasitismo Desarrollo 9
Microplitis croceipes In situ Hospederos alimentados con Bt-k Desarrollo Desarrollo 10
Eulophidae
Neocr_]rysoc_harls EX situ Hojas tratadas con Bt-k Mortalidad Mortalidad 11
punctiventris
Diglyphus intermedius Ex situ Hojas tratadas con Bt-k Mortalidad Mortalidad 11
Ichneumonidae
Campoletis sonorensis In situ Hospedero alimentado con CrylAb  Tasa de parasitismo Depredacioén 1
Campoletis sonorensis EXx situ Hospedero alimentado con CrylAb  Tasa de parasitismo Depredacioén 12
Diadegma insulare In situ Hojas tratadas con Bt-a Tasa de parasitismo Supervivencia 13
Eriborus terebrans In situ Cryl1Ab (Maiz) Tasa de parasitismo Supervivencia 9
Pteromalidae
Nasonia vitripennis EX situ Alimentacién con CrylA Mortalidad Depredacion 14
Ex situ Alimentacién con Cry2A Mortalidad Depredacion 15
Diptera 1
Tachinidae
Myipharus doryphorae EX situ Hospederos alimentados con Bt-t Larvaposicion Depredacion 17

Coleoptera



Identificacion taxondémica In situ / Modificacion genética Parametro evaluado Efec,to sobre los Referencia
ex situ artrépodos
Carabidae In situ Sprays de Bt-k Densidad Supervivencia 18
Carabidae In situ Cry 1Ab (Maiz) Densidad Supervivencia 19
Lebia grandis In situ Cry3A (papa) Densidad Supervivencia 20
Coccinellidae
Coleomegilla maculata In situ Polen tratado con Bt-sde Tasa de predacion Depredacion 21
Ex situ Polen tratado con CrylAb Desarrollo Desarrollo 22
Ex situ Presas alimentadas con Cry3A Tasa de predacion Depredacion 23
Ex situ Presas alimentadas con Cry3A Desarrollo Desarrollo 23
Coccinella In situ Hojas tratadas con Bt-t Mortalidad Mortalidad 24
septempunctata
Hippodamia convergens  Ex situ Alimentacion con CrylA Mortalidad Mortalidad 14
Ex situ Alimentacion con Cry2A Mortalidad Mortalidad 15
EX situ Afidos alimentados con Cry3A Fitness Depredacion 25
Hemiptera
Anthocoridae
Orius majusculus EX situ Presas alimentadas con CrylA Desarrollo y mortalidad Depredacion 22
Orius insidiosus Ex situ Polen tratado con CrylAb Desarrollo Desarrollo 23
Berytidae
Jalysus wickhami In situ Presas alimentadas con CrylAb Tasa de predacion Depredacion 1
Pentatomidae
Perillus bioculatus Presas alimentadas con Cry1Ab Tasa de predacién Depredacion 27
Neuroptera
Chrysopidae
Chrysoperla carnea EXx situ Alimentacion con CrylAc Mortalidad Mortalidad 14
EX situ Alimentacién con Cry2A Mortalidad Mortalidad 15
EX situ Polen tratado con CrylAb Desarrollo Desarrollo 23
EX situ Alimentacion con CrylAb Mortalidad Mortalidad 28
EX situ Alimentacion con CrylAb Desarrollo Desarrollo 28
Chrysoperla carnea Ex situ Presas alimentadas con CrylAb Mortalidad Mortalidad 29
EX situ Presas alimentadas con CrylAb Desarrollo Desarrollo 29
EX situ Presas alimentadas con Cry Mortalidad Mortalidad 30
Ex situ Presas alimentadas con Cry Desarrollo Desarrollo 30
Ex situ S. littoralisalimentada con CrylAb ~ Mortalidad Mortalidad 31
EX situ S. littoralisalimentada con CrylAb  Desarrollo Desarrollo 31



Identificacion taxondémica In situ / Modificacion genética Parametro evaluado Efec,to sobre los Referencia
ex situ artrépodos
Ex situ T. uricae alimentada con CrylAb Mortalidad Mortalidad 31
EX situ T. uricae alimentada con CrylAb Desarrollo Desarrollo 31
Ex situ Presas alimentadas con CrylAb Preferencia de presas Depredacion 32
EX situ Afidos alimentados con Cry1Ab Preferencia de presas Depredacion 32
Odonata
Libellulidae
Erthemis simplicicollis Ex situ Hospederos alimentados con Bt-i Desarrollo Desarrollo 33
EX situ Hospederos alimentados con Bt-i Tasa de predacion Depredacién 33
Plecoptera
Perilidae
Acroneuria lycorias EX situ Hospederos muertos con Bt-i Tasa de predacion Depredacion 34
Megaloptera
Corydalidae
Nigronia serriocornis EX situ Hospederos muertos con Bt-i Tasa de predacion Depredacién 34
Acari
Phytoseiidae
Metaseiulus occidentalis  EXx situ Sprays de Bt-t Mortalidad Mortalidad 35

(Lenteren van, 1991);2- (Lenteren van, et al., 1995) 3- (Obrycki et al, 1983);4- (Fuentes-Contreras y Niemeyer, 1998); 5-(Campos et al.,
1990);6-(Lewis y Takasu, 1990);7-(Farrar et al., 1994); 8- (Barbosa et al., 1986); 9-(Thorpe y Barbosa, 1986);10-(Thurston y Fox, 1972);
11-(Van Emden, 1986);12-(Herzog y Funderburk, 1985);13-(Schuster y Calderon, 1986); 14-(Stapel et al., 1997);15-(Schuster y Starks,
1975) ;17-(Lingren et al., 1978);18-(Elheneidy et al., 1988); 19-(Campbell y Duffey, 1979); 20-(Rabb y Bradley, 1968); 21-(Orr y
Boethel, 1986); 22- (Elsey y Chaplin, 1978); 23-(Treacy et al.,1987); 24-(Farrar et al., 1992); 25-(Farrar et al., 1994); 27-(Barbour et al.,
1993); 28- (Adjei-Maafo, 1980); 29- (Rice y Wilde, 1989);30-(Kaneda, 1986); 31-(Traugott y Stamp, 1997),32-(Lenteren van, 1991);33-
(Bozer et al., 1996);34-(Strohmeyer et al., 1998); 35- (Paradise y Stamp, 1990).



Objetivo general

Comparar la estructura de la comunidad de artropodos asociados plantas de algodon silvestre

con y sin presencia de transgenes, en el centro de origen y diversidad genética.

Obijetivos particulares

Detectar a nivel molecular la presencia de transgenes en tejido foliar de algodon

silvestre en tres metapoblaciones de algodén

o Caracterizar sitios de colecta con base en sus caracteristicas ambientales

e Comparar la riqueza, abundancia, diversidad y composicién de la comunidad de
artropodos de la vegetacion del vecindario entre metapoblaciones de algodon
silvestre.

e Comparar la estructura de la comunidad de artropodos entre vecindarios Yy
metapoblaciones de algodon silvestre con y sin transgenes.

e Comparar la estructura de la comunidad de artrépodos por grupos funcionales entre

metapoblaciones de algoddn con y sin presencia de transgenes.

Hipotesis

La hipdtesis referente a la estructura de la comunidad de artrépodos es la siguiente:

Ho = La presencia de la proteina recombinante insecticida en algodon silvestre no afecta a el

ensamblaje de la comunidad de artrépodos no blanco.

Ha = La presencia de proteinas recombinantes insecticidas en algodon silvestre puede
modificar el ensamblaje de la comunidad de artropodos asociados al afectar de forma
negativa a los artropodos no blanco. Por lo tanto, la comunidad de artropodos presentes en

algodon con y sin transgenes tendran estructura distinta.
La hipotesis que permite contrastar a los grupos funcionales es la siguiente:

Ho = La proteina recombinante insecticida en algodon silvestre no afecta la abundancia y

variedad de grupos funcionales de la comunidad de artrépodos asociada.



Ha = Si la proteina recombinante altera el nimero y variedad de herbivoros entonces, la
abundancia y variedad de los grupos funcionales en niveles troficos superiores se afectara al
mismo tiempo. Por lo tanto, plantas de algoddn con y sin transgenes, tendran artropodos con

estructura funcional distinta.

Método

Colecta de tejido foliar
Se colecto tejido foliar de algododn silvestre a lo largo de tres metapoblaciones de México:

Pacifico Sur (PS- del 20 al 23 agosto de 2017), Pacifico Centro (PC- de 24 a 27 de agosto
2017) y Peninsula de Yucatan (PY- de 08 a 11 de septiembre de 2018) (Figura 1). El tejido
se colectd de las ramas distales de cada planta, posteriormente con ayuda de pinzas de
jardinero se cortaron tres hojas jovenes completamente desarrolladas. El tejido foliar se
preservo en bolsas de papel y se deshidrat6 con silica gel para su posterior analisis en el

laboratorio.

Deteccion de transgenes en el laboratorio
La extraccion de DNA foliar de algoddn silvestre de todos los individuos colectados en las 3

metapoblaciones (n = 270) se llevo a cabo siguiendo el método CTAB (Wu et al., 2011) con
la finalidad de detectar la presencia de transgenes (Cryly Cry2). Posteriormente, el DNA se
corrio en geles de agarosa al 1% mediante electroforesis, y por ultimo se realizaron
reacciones de PCR punto final con el fin de detectar o descartar la expresion de transgenes.
En resumen, se detectaron muestras positivas para Cryly Cry2 en dos sitios de colecta en la
peninsula de Yucatan (Tabla 2). En la metapoblacidn Pacifico Sur se detecto la permanencia
de transgenes (Cryl y Cry2) desde su primer registro en 2011. Mientras que en Pacifico
Centro no se encontr evidencia de presencia de transgenes. De tal forma que se identificd
una metapoblacidn silvestre con transgenes (YP), una sin transgenes (CP) y otra que dentro
de la misma metapoblacién se detectaron sitios con y sin transgenes (SP) (Figura 1 y Tabla
3).
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Figura 1. Metapoblaciones de algodon silvestres en México. Pacifico Centro (azul), Peninsula de Yucatan
(rojo) y Pacifico Sur (SP-verde). Las hojas de algoddn representan los sitios de muestro de artropodos con
base en los resultados de PCR punto final para la deteccion de transgenes (Tabla 3).

Tabla 3. Sitios de muestreo por metapoblacion y resultado de PCR punto final

Metapoblacion Categoria  Sitio de muestreo Presencia de transgen (PCR)

YP Introgresion A Positivo
Introgresion B Positivo
SP Introgresion A Positivo
Silvestre B Negativo
CP Silvestre A Negativo
Silvestre B Negativo

Caracterizacion de los sitios de colecta por las condiciones ambientales

Para comparar las caracteristicas ambientales de cada sitio de colecta, éstos fueron
caracterizados usando las 19 capas de World Clim mediante el programa MaxEnt con 500
repeticiones. Se encontré que las variables con mayor contribucion en todos los sitios de
colecta fueron: 1) la precipitacion del trimestre mas humedo; 2) la temperatura estacional; 3)
la temperatura minima del mes mas frio; 4) la temperatura media del trimestre més caliente;

y 5) la precipitacién del trimestre mas seco.

Colecta de artropofauna
En funcion de la presencia o ausencia de transgenes (Tabla 3) se definieron dos sitios de

colecta dentro de cada metapoblacién (SP, CP y YP). En cada sitio se delimitaron tres



parcelas de 14 m?, dos con plantas de algoddn silvestre (A y B) y una con vegetacion del

vecindario circundante (C; vegetacion de la region sin algodon).

Para estandarizar la colecta de artropodos en todas las metapoblaciones se muestreo 30 dias
después de comenzar la temporada de lluvia en cada sitio, debido a que el pico de la
diversidad de artropodos en selvas bajas caducifolias se alcanza un mes del inicio de la
temporada de lluvia. Con el fin de incluir en la colecta la mayor cantidad y variedad de
artropodos se realizaron muestreos mediante técnicas activas (red de golpeo, red para
mariposas y colecta manual con pinazas entomoldgicas) y pasivas (trampas Van-Rydon,
pitfall y jabonosas) (Tabla 4). Los muestreos activos se realizaron dos veces al dia (11 y 15
h) por 30 minutos efectivos durante dos dias consecutivos, mientras que, para las colectas
pasivas se colocaron ocho trampas pitfall distribuidas en dos transectos y tres trampas
jabonosas en la mitad de esta por parcela. Todas las trampas guardaron méaximo 40 cm
distancia a las plantas de algoddn. Las trampas se colocaron a las 11 am y se levantaron 48 h
después (Figura 2).

Los lepiddpteros colectados se preservaron en sobres de papel glassine mientras que
el resto de los ejemplares se preservaron en alcohol al 70% para su posterior andlisis en el
laboratorio. Dadas las altas temperaturas de los sitios de colecta, las muestras se mantuvieron
en hielo para evitar la degradacion del DNA y preservar los caracteres preponderantes para
la identificacién. Finalmente, los individuos capturados fueron identificados al nivel
taxondmico mas fino posible siguiendo la clasificacion de Borror et al., (2006). Luego se les
asignd una morfoespecie y un grupo funcional (herbivoros, predadores, polinivoros y

parasitoides) con base en la literatura.



Tabla 4. Técnicas de colecta de artropodos empleadas en cada parcela.

Técnicas Red de Se utiliza principalmente para capturar organismos grandes y de
activas golpeo vuelo rapido asociados a la vegetacion (Evans et al. 1983). Se
emplearon redes de tul con didmetro de 35 cm para colectar los
artropodos asociados al follaje.
Red para  Técnica dirigida principalmente a mariposas diurnas. Se
mariposas  colectaron todos los ejemplares que se posaron sobre el follaje,
flores, frutos o en vuelo dentro de las parcelas de muestreo.
Colecta  Técnicadirigida a los artrépodos de un estadio del ciclo de vida
manual particular (huevos, pupas o larvas) asociados a estructuras
especificas (e.g. tallos, hojas, flores y frutos). La colecta se
realiza con pinzas de relojero y pinceles.
Técnicas Van Técnica dirigida principalmente a mariposas polinizadoras y
pasivas  Someren — frugivoras atraidas por un cebo (mezcla fermentada de platano
Rydon macho, pifia y cerveza) (Shuey, 1997).
Pitfall Recipientes sin tapa enterrados a nivel del suelo que contienen
alcohol al 70% a un tercio de su capacidad, se empled atun y
miel como atrayentes. Esta técnica se basa en interrumpir la
locomocion de los organismos deambulatorios que al caer
dentro de la trampa no pueden escapar (Brown y Matthews,
2016).
Jabonosas  Recipientes de colores (i.e. amarillo, blanco y azul) cuyo

contenido es una solucién de agua y jabdn liquido sin olor ni
color (75/25). Técnica que se fundamenta en la respuesta al
color de artrépodos polinizadores o visitantes florales
(Heneberg y Bogusch, 2014). Cuando los insectos se posan
sobre los recipientes de colores, la solucion acuosa rompe la

tension superficial provocando el hundimiento de estos.




Analisis estadisticos
Para comparar la riqueza, abundancia y diversidad de artropodos se realizaron modelos

bayesianos de efectos mixtos lineales generalizados (Dorie, 2014). De obtener resultados
significativos se realiz6 la prueba post hoc de Tukey. La diversidad de artrépodos se estimo
mediante los numeros de Hills o diversidad verdadera (Chao et al., 2014) y para compararla
gréficamente se construyd una curva de Renyi (Tothmeérész, 1995) entre poblaciones
silvestres, introgresadas y silvestres introgresadas. Este método considera un conjunto de
indices de diversidad que le dan un peso diferencial a la riqueza y abundancia de las especies
(i.e. riqueza especifica, Shannon-Wiener, Simpson) (Southwood y Henderson, 2000).
Ademas, se realizd un analisis de coordenadas principales (PCoA) para comparar la
composicion de la comunidad de artrépodos. Posteriormente, con la funcion de Adonis se
determind si al menos uno de los grupos formados por el PCoA era distinto
significativamente a los demas. Se realizaron los mismos analisis para comprar la riqueza,
abundancia, diversidad y composicién de los grupos funcionales de los artropodos asociados
a poblaciones silvestres (CP), introgresadas (llamamos a las que tienen presencia del
transgenes -YP-) y W-I (&reas con y sin transgenes). Todos los andlisis se realizaron con los
paquetes ade4 (Dray y Dufour, 2007) , vegan (Oksanen et al., 2018), multcomp (Hothorn et
al., 2017) y Ime4 (Douglas et al., 2017) en el software de R versién 3.4.3 (R Core Team,
2017).

Es importante mencionar que con los métodos anteriormente descritos se comparo la
estructura de la comunidad de artropodos de la vegetacion de vecindario (plantas
circundantes a algodon) en las metapoblaciones SP, YP y CP. Con el fin de determinar
diferencias en riqueza, abundancia diversidad o composicion de los artrépodos del vecindario
en cada metapoblacién, a priori a los objetivos del estudio. Al no obtener diferencias
significativas asumimos que el nicho de los artropodos de algoddn es estable a pesar de la
distancia geografica entre las metapoblaciones, y, por lo tanto, la comparacion de las parcelas

con algododn silvestre es estadisticamente viable.
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Figura 2). A) Disefio experimental para la colecta de tejido foliar y de artrépodos por metapoblacion. Se

muestra el flujo de trabajo, asi como métodos para el analisis de datos

Resultados
Se colectaron 21,495 ejemplares de artropodos de los cuales 9,959 se registraron en CP, 2044

en YP y 8592 en SP. Se reconocieron 766 morfoespecies de artropodos, clasificadas en 141
familias, 30 ordenes y tres phyla de invertebrados. Los grupos funcionales mas abundantes
fueron los herbivoros, seguido de los predadores y los registrados con menor abundancia

fueron parasitoides y polinivoros, con base en la clasificacion de Borror et al., 2006.

Entre metapoblaciones se compartieron 171 morfoespecies de artropodos. Cabe
sefialar que al comprar la metapoblacion silvestre y W-1, observamos que se comparten casi

3 veces mas especies con respecto a la metapoblacion con introgresion (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama de Venn que muestran las morfoespecies compartidas entre (A)

metapoblaciones y (B) plantas de algoddn con y sin transgen.

Comparacién de la estructura de la comunidad de artropodos de las parcelas sin algodon

(vecindarios)

En primer lugar, se compard la comunidad de artropodos presente en la vegetacion del
vecindario entre metapoblaciones; se encontré que la riqueza (Figura 4), abundancia (Figura
5) y diversidad de artropodos (Figura 6 y 7) son estadisticamente similares entre si. Sin

embargo, la composicion de la comunidad de artropodos tuvo diferencias marginalmente

significativas entre metapoblaciones (p = 0.058) (Figura 8).
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Figura 4. Diversidad verdadera (A), riqueza calculada (B) y abundancia total (C) de los
vecindarios entre metapoblaciones silvestres, introgresadas y con poblaciones introgresadas
y silvestres (I-S). Letras diferentes denotan diferencias significativas con base en la prueba
post hoc de Tukey p < 0.05.
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Figura 5. Curva de diversidad de Renyi de la comunidad de artropodos del entre metapoblaciones.
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Figura 6. Composicion de la comunidad de artropodos del vecindario entre metapoblaciones. La prueba de
adonis no detecta diferencias significativas entre metapoblaciones (p = 0.058).



Comparacion de la estructura de la comunidad de artrépodos entre metapoblaciones de
algodon silvestre.

Se registr6 mayor riqueza (Figura 9 y Tabla 4) y abundancia (Figura 10 y Tabla 4) de
artrépodos en la poblacion de algodon silvestre libre de transgenes con respecto a la
poblacién con evidencias de introgresion. La diversidad de artropodos no fue distinta entre

metapoblaciones (Figura 11-12 y Tabla 4).

Por otro lado, la composicién de artropodos asociados a plantas de algodon wild,
introgresadas y W-I fue significativamente diferente (Figura 13 y Tabla 5). No se detectd
influencia del sitio de colecta en la composicion de artropodos (Figura 13 y Tabla 5). Las
curvas de rango abundancia se muestran que solo una especie representa 95% de la
abundancia de la comunidad de artrépodos con transgenes (Figura 14a). Mientras que la
artropofauna asociada a algodon silvestre es mas equitativa debido a que son cuatro especies

las que representan el 50% de la abundancia total (Figura 14c).

Tabla 5. Resultados de bglmer para comprar la diversidad, riqueza y abundancia de artrépodos entre
Metapoblaciones y area de colecta.

Parametro Categoria df Mean square F P
Diversidad Metapoblacion 2,52 1018.9 0.41 0.84
Sitio 5,52 2120.61 0.57 0.63
Riqueza Metapoblacion 2,52 68.09 34.05 0.001
Sitio 5,52 1440.8 0.71 0.54
Abundancia Metapoblacién 2,52 2199.5 1099.73  0.001
Sitio 5,52 371152 0.57 0.63

Tabla 6. Resultados de la prueba de adonis para comparar los grupos formados por el PCoA.

Factor df Chi-Square F P
Metapoblacion 2,52 1.12 1.20 0.0017
Sitio de colecta 2,52 0.92 0.99 0.4832

Hospedero 1,52 0.72 1.55 0.0003
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Figura 7. Diversidad verdadera (A), riqueza calculada (B) y abundancia total (C) de
metapoblaciones silvestres, introgresadas y con poblaciones introgresadas y silvestres (I-S).
Letras diferentes denotan diferencias significativas con base en la prueba post hoc de Tukey
p < 0.005.
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Figura 8. Curva de Diversidad de Renyi de la comunidad de artrépodos entre metapoblaciones.
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Figura 9. PCoA que muestra la composicion de la comunidad de artrépodos entre metapoblaciones de algodon.
Letras diferentes denotan diferencias significativas, p < 0.005, con base en la prueba de Adonis.
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Figura 10. Curvas de rango-abundancia de artropodos residentes en metapoblaciones: introgresadas (A),
silvestres-introgresadas (B) y silvestres (C). En cada gréafica se muestran lineas punteadas que representan
50y 95% de la abundancia total de artrépodos.

Estructura de la comunidad de artropodos en plantas de algodon con y sin transgenes
Debido a que no se encontrd efecto del sitio sobre la riqueza, abundancia, diversidad y
composicion de artropodos (Tabla 4), se compararon los mismos parametros entre plantas de

algodon con y sin transgenes.



Los sitios con presencia de proteinas recombinantes presentaron menor riqueza (F =
32.58,9.1.=1,52, P <0.005) y abundancia de artrépodos (F = 145.61, g.1. =1, 52, P < 0.005)
(Figura 15a y Figura 15b). Ademas, la composicion de artrépodos fue distinta con respecto
a algodon sin transgenes (Figura 16). La curva de diversidad de Renyi muestra mayor
diversidad de artrépodos en sitios libres de transgenes en todos los pardametros del analisis
(Figura 15d), sin embargo, el bglmer no encuentra diferencias significativas entre plantas con
y sin transgenes (F = 0.031, g.l. =1, 52, P > 0.005; Figura 15c).

En las curvas de rango abundancia se muestra un mayor numero de especies con
abundancia relativa similar en la comunidad de artropodos sin transgenes lo cual es una
medida de equidad dentro de la comunidad (Figura 17a). En contraste, Unicamente una
especie ocupo el 95% de la abundancia de artropodos asociada a algodon con transgenes
(Figura 17b).
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Figura 11. Diversidad verdadera (A), riqueza calculada (B) y abundancia total (C) de
plantas con resultados positivos y negativos para la presencia de transgenes. Letras
diferentes denotan diferencias significativas con base en la prueba post hoc de Tukey p <
0.005.
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Figura 12. Curva de Diversidad de Renyi de la comunidad de artrépodos en plantas con
resultados positivos y negativos para la presencia de transgenes.

Figura 13. PCoA que muestra la composicion de la comunidad de artrépodos en algodon

con y sin transgenes. Letras diferentes denotan diferencias significativas, p < 0.005, con
base en la funcion de Adonis.
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Figura 14. Curvas de rango abundancia de artropodos residentes en a) plantas silvestres y
b) silvestres con transgenes. En cada grafica se muestran lineas punteadas que representan
el 50 y 95% de la abundancia total de artrépodos.



Disminucion de la abundancia y riqueza de artropodos no blanco

Al comparar los drdenes de artropodos mas abundantes asociados a plantas de algoddn
silvestre con y sin transgenes, en algunos grupos presentes en algodon con introgresion se
redujo la abundancia de sus poblaciones y el nimero de morfoespecies (Tabla 6).

Tabla 7. Comparacion porcentual de la riqueza y abundancia de artrépodos en algodén con transgenes con

respecto al silvestre. Se representa con ( - ) cuando los valores decrecen y con ( + ) cuando los valores
aumentan.

Orden Riqueza (%) Abundancia (%)
Coleoptera -50.00 -67.72
Lepidotera -14.00 +9.69
Diptera +15.38 +81.55
Hymenoptera +50.00 -70.10
Hemiptera -47.14 -84.28
Araneae -21.42 -46.71

En algodon con transgenes se encontré 14% menos riqueza de morfoespecies de
lepidopteros con respecto a algodon sin transgenes. Ademas, la familia con mayor
contribucion a la comunidad en plantas de algoddn silvestres (Pieridae), no se registro en las
parcelas de algoddn con transgenes. La familia Pieridae se reportada como grupo hermano
adyacente a las principales plagas de algodon (Mitter et al., 2010). Por otro lado,
practicamente todas las morfoespecies de curculionidos se registraron en plantas sin
transgenes y sélo el 0.01% de la abundancia de estos organismos se registrd plantas de
algodon con transgenes.

Grupos funcionales

Se encontré menor riqueza y abundancia de artrépodos herbivoros y predadores en plantas
con introgresion con respecto a plantas silvestres y W-I (Figura 19). La diversidad mas baja
de herbivoros y predadores se present6 en plantas con transgenes (Figura 19c¢ y 19f). Ademas,
su composicion fue distinta entre algodon wild, W-1y con evidencias de introgresion (Tabla
7 y Figura 18). En cuanto a los artropodos polinivoros residentes en plantas wild, W-I e
introgresadas, no se encontraron diferencias significativas en la riqueza, abundancia y

diversidad. Sin embargo, la composicion presentd diferencias marginales entre plantas



silvestres, W-I e introgresadas. Por ultimo, el sitio presentd efecto marginal sobre la
composicion de la comunidad de parasitoides (tabla 7).
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Figura 15. Diversidad verdadera (A), riqueza calculada (B) y abundancia total (C) de
herbivoros presentes en metapoblaciones silvestres, introgresadas y con poblaciones
introgresadas y silvestres (I-S). Letras diferentes denotan diferencias significativas con base
en la prueba post hoc de Tukey p < 0.005.
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en la prueba post hoc de Tukey p < 0.005.
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Figura 17. Composicion de artrépodos por grupos funcionales entre categorias. a)
Herbivoros y b) Predadores.

Tabla 8. Resultados de la prueba de adonis para comparar los grupos formados por el PCoA por grupos
funcionales.

Parametro Factor df ChiSquare F P
Herbivoros Tipo de planta 2,52 0.82 1.54 0.008
Sitio 5,52 0.33 124 0.27
Precipitacion 1,52 0.22 0.85 0.79
Temperatura 1,52 0.35 1.35 0.12
Predadores Tipo de planta 2,52 1.08 1.60 0.001
Sitio 5,52 0.34 1,02 0.68
Precipitacion 1,52 0.37 1.09 0.64
Temperatura 1,52 0.28 0.85 0.96
Polinivoros Tipo de planta 2,52 0.70 1.24 0.07
Sitio 5,52 0.23 0.82 0.43
Precipitacion 1,52 0.23 0.83 0.63
Temperatura 1,52 0.22 0.79 0.55
Parasitismo Tipo de planta 2,52 1.38 1.09 0.17
Sitio 5,52 0.81 1.29 0.06
Precipitacion 1,52 0.62 0.98 0.60

Temperatura 1,52 0.60 0.96 0.69




Discusion y conclusion

Con base en nuestros resultados, la presencia de proteinas recombinantes afecta la estructura
de la comunidad de artropodos al disminuir la riqueza y abundancia de los organismos no
blanco, cuando la proteina recombinante CrylAb/Ac se expresa en plantas silvestres de
algoddn. Por otro lado, en algodon con transgenes se redujo la diversidad de artropodos
herbivoros y predadores, ademas de disminuir su riqueza y abundancia, de manera que las
proteinas recombinantes afectan el nimero y variedad de funciones ecoldgicas de los
artrépodos en niveles troficos superiores. Esto sugiere que la comunidad de artrépodos
responde a las diferencias genéticas de la planta huésped.

La metodologia seguida en este estudio puede emplearse para el monitoreo de la
diversidad de artropodos a largo plazo en virtud de cuantificar las consecuencias de
transgenes en poblaciones silvestres dentro del centro de origen y diversidad de las plantas
hospederas. Asimismo, este trabajo contribuye a determinar la dinamica ecoldgica de la
expresion de transgenes en plantas silvestres bajo un contexto real, dentro del centro de
origen y diversidad de las plantas de algoddn. Por lo consiguiente, la presencia de proteinas
CrylAb/Ac, en plantas de algodon silvestre se une a la cadena de factores que determinan las

comunidades de artropodos.

Comunidad de artropodos en los vecindarios
Cuando se compard la comunidad de artropodos asociados al vecindario entre las

metapoblaciones PY, PS y PC, no se encuentran diferencias significativas en la riqueza
(Figura 4), abundancia (Figura 5), diversidad (Figura 6 y 7) y composicién de artropodos
(Figura 8). Lo cual sugiere que la amplitud del nicho circundante a la artropofauna se
mantiene estable a lo largo de la distribucion puntual de algodon silvestre dentro de su centro
de origen y diversidad. Cabe resaltar que las condiciones ambientales son la segunda fuerza
gue proporciona estructura a la comunidad de artrépodos asociada, s6lo después de la planta
hospedera (Schowalter, 2011). En este sentido, al no encontrar diferencias significativas entre
las comunidades de artropodos del vecindario entre metapoblaciones, la comparacion de la
artropofauna entre plantas de algoddn con y sin transgenes es factible. Por ello planteamos
que las areas con plantas de algodon en las mismas condiciones ambientales deberian

compararse de la misma manera, sin cambios significativos.



Comunidad de artrépodos entre metapoblaciones de algoddn silvestre
Por otro lado, la reduccién en la riqueza y abundancia relativa de artropodos en plantas con

transgenes, podria deberse entre varias razones mas, a causa y el efecto: la presencia del
transgén afecta el desarrollo o es letal para los organismos (Lawo et al., 2010) o bien, a que
el algoddn con transgenes cambia la composicion quimica de las hojas, particularmente la
concentracion de taninos (Ma et al., 2014), lo cual podria hacer a los tejidos vegetales menos
apetitosos para algunos artrépodos, y por lo tanto sugiere que los artrépodos son capaces de
responder a la diferencia genética, expresada en la quimica foliar de sus plantas hospederas
(Pons et al., 2005).

Otras consecuencias no esperadas en plantas de algodén GM debido a modificaciones
genéticas, son cambios fisioldgicos en la arquitectura radial de algodén transgénico con
respecto a su isolinea convencional (Vargas-Bejarano et al., 2012). Ademas de mayor
actividad deshidrogenasa en la rizosfera en algodon Bt, lo cual se relaciond con la variacion
temporal y espacial del nimero de nematodos, colémbolos y hormigas entre algodén con y
sin transgenes (Mina y Chaudhary, 2011).

Mientras que Tarkalson et al. (2008) detectan menores tasas de descomposicion a
consecuencia de las diferencias en carbono total, relacion C:N y biomasa entre maiz Bt y no
Bt. Con ello aumenta la probabilidad de interaccion con los organismos no blanco por via
ambiental o por alimentacion directa (Tarkalson et al., 2008). Asimismo, se ha detectado la
persistencia de proteinas recombinantes en el suelo hasta 2 semanas de incubacion a 25°C.
(Hung et al. 2016). Donde solo se ha degradado el 60% de las proteinas recombinantes
inoculadas; lo cual se relaciond con afectacion continda de la diversidad funcional de los
organismos asociados (Zhang et al. 2017). Sin embargo, las proteinas Cry son capaces de

persistir ya que las raices pueden mantenerse viables (Miethling-Graff et al., 2010).

En este sentido, los cambios no esperados en el fenotipo a consecuencia de
pleiotropia, epistasis o mutagénesis insercional, pueden afectar la cantidad y calidad de
recursos ofrecidos por las plantas transgenicas (hojas, tallos, néctar) (Hernandez-Teran et al.,
2017), cambios capaces de modificar los recursos disponibles para los artropodos asociados.
A su vez estos cambios no esperados que se expresan en el fenotipo en caracteres que estan

directamente relacionados con la adecuacion de las plantas (Hernandez-Teran et al., 2017).



Estructura de la comunidad de artropodos en plantas de algodon con y sin transgenes
Al comparar la estructura de la comunidad de artropodos de plantas con transgenes, el grupo

de los coledpteros tuvo 50% menos morfoespecies y fue 67% menos abundante; el orden
Hemiptera presentd 47% menor riqueza y su abundancia se redujo 46% Yy, por ultimo, se
encontr6 20% menos morfoespecies de arafias y su abundancia disminuy6 45% (Tabla 6). La
reduccién en grupos de artropodos no blanco a consecuencia modificaciones genéticas ha
sido reportada en la literatura. En el trabajo realizado por Naranjo (2005), se reporta la
reduccion de 19% de cinco especies de predadores en plantas de algodén con y sin

transgenes.

En nuestro estudio, la riqueza de dipteros aumenté 15% y se encontré 80% mas
abundancia en plantas con transgenes. Ademas, se encontr6 50% mas morfoespecies de
himendpteros sin embargo su abundancia fue 70% menor, con respecto a los encontrados en
algodon silvestre (Tabla 6). También existen investigaciones que reportan aumentos
poblacionales de insectos cuando proteinas recombinantes estan presentes en las plantas
hospederas (Wang et al., 2016), sin embargo, esto no debe ser interpretado como una
ampliacién proporcional en la complejidad o sanidad de las poblaciones vegetales residentes,
ya que en ocasiones pueden tratarse de especies oportunistas o invasoras que, al encontrar
nichos vacios se incorporan a la comunidad de artrépodos y aumentan el tamafio poblacional

por cortos periodos de tiempo al carecer de predadores naturales (Price et al., 2011).

Es importante resaltar que las morfoespecies de lepidopteros con mayor abundancia
en plantas silvestres sin trasngenes pertenecen a la familia a Pierididae; esta familia tuvo cero
registros en algoddn con transgenes. Cabe sefialar que la familia Pierididar es reportada como
grupo hermano adyacente a las principales plagas de algodén domesticado (Helicoverpa
armigera, Pectinophora gossypiella) (Mitter et al., 2017; Regier et al., 2013).

En el caso de los lepiddpteros asociados a plantas de algoddn con transgenes se redujo
el nimero de morfoespecies en 14% y aumentd la abundancia 9% (Tabla 6). Esto es
congruente con los resultados de Johnson et al. (1995), donde se reporta la reduccion de 3

especies de lepiddpteros no blanco cuando estan asociadas a arboles roseados con Bt. Por



otro lado, si aumenta la abundancia de pocas especies disminuye la diversidad global de

artrépodos.

Cuando se comparo el rol funcional de los artropodos en algodon con y sin transgenes
encontramos que los herbivoros y predadores, tuvieron menor la riqueza, abundancia y
diversidad en plantas con transgenes en comparacion con el algodon silvestre sin transgenes;
ademas la composicién de organismos fue significativamente distinta. Los herbivoros pueden
interactuar directamente con los transgenes al exponerse a tejidos, polen, fluidos y exudados
de las plantas GM (Andow y Hilbeck, 2004) ademas de estar en contacto con hojas dafiadas
o tejidos secundarios como el tallo o raices. Como lo report6 (Bernal et al., 2002) donde

encontraron proteinas Bt en savia del floema y en gotas de néctar (Raps et al., 2001).

Las modificaciones genéticas cambian el nimero de las interacciones bioticas que
mantienen y disminuyen las conexiones entre nodos presentes en la red trofica (Palinkas et
al., 2018), a consecuencia de las presiones que ejercen las fuerzas ascendentes en los
ecosistemas (Schowalter, 2011). Por lo tanto, la reduccion en la riqueza, abundancia y
diversidad de herbivoros y predadores en plantas con transgenes que se registrd en nuestro
estudio, puede modificar las interacciones bidticas y el rol funcional que mantienen los

artropodos.

En este sentido, en experimentos de laboratorio y campo, se ha cuantificado la
acumulacion de proteinas recombinantes en tejidos de herbivoros y predadores, de manera
que se describe el flujo del transgen entre niveles troficos. Con base en pruebas
inmunoldgicas de ELISA se detectdé que herbivoros alimentados con algoddn transgénico
contenian de 5 a 50% de las concentraciones de proteina Bt en las hojas. Del mismo modo,
los depredadores contenian de 1 a 30% de la concentracién de proteina Cry de las presas
alimentadas con plantas Bt (Meissle y Romeis, 2017). En otro estudio se detect6 la proteina
CrylAc en el cuerpo de 10 de 16 taxones de artrépodos alimentados con hojas de col Bt;
también se identifico en 5 de 9 taxas de predadores y parasitoides (Kim et al., 2018). Las
concentraciones mas altas las presentaron larvas de las familias Pieridae y Noctuidae del
orden Lepidoptera (Kim et al., 2018). Estos resultados son importantes porque en nuestra
investigacion encontramos reduccién de la riqueza esas mismas familias en algodon con

transgenes.



Con respecto a los artropodos predadores asociados a algoddn con transgenes, estos
pueden interactuar con las proteinas recombinantes insecticidas a traves de una amplia gama
de enlaces troficos, ya que a menudo son organismos omnivoros de otros artrépodos
(Whittington, 2001). El escalamiento trofico de proteinas Cry también reportado por Zhang
et al, 2004, donde encontraron proteinas Cry en el afido algodonero (Aphis gossypii) sobre
algoddn Bt. Este hecho aumenta la probabilidad de que crisopas (principales predadores en
algoddén) encuentren algunos herbivoros que ingirieron proteinas Cry provenientes de
algodon transgénico (Albuquerque et al., 2014). Una década mas tarde se observaron cambios
en la dieta de crisopas predadoras, quienes consumian presas con contenido diferencial de
azucar cuando se alimentaron con y sin tejido transgénico (Lawo et al., 2010). Ademas se
han encontrado efectos adversos sobre en las pupas de crisopas alimentadas con afidos

provenientes de algodon con transgenes (Guo et al., 2008).

La conservacion de las comunidades de predadores es de importancia ecosistémica,
ya que regulan y suprimen poblaciones de insectos plaga, ademas de tener un valor intrinseco
como parte de los elementos de originan y mantienen la biodiversidad. Al afectar el nUmero
de predadores distintos y sus abundancias relativas pueden afectar la funcion ecosistémica,
mediante procesos ecoldgicos top-down (Schoonhoven et al., 2005). Por estas razones, los
analisis de rol funcional de los artropodos deben ser considerados en las evaluaciones de
riesgos de OGM.

Si bien en la muestra de esta investigacion, los parasitoides se registran con cambios
gue no son significativos, es importante destacar que existen estudios que concluyen la
disminucion de la longevidad y la fecundidad de poblaciones de parasitoides a consecuencia
del consumo de lectinas purificadas en soluciones de azlcar provenientes de modificaciones
genéticas (Romeis et al., 2003, Bell et al. 2004), y que cuando disminuye la poblacion blanco
de un parasitoide es muy probable que simplemente se mueva a otra planta donde pueda
encontrar a su hospedero (Chown y Nicolson, 2004). Asi que para investigar los posibles
efectos reportados en la literatura sobre parasitoides, la escala y méetodos de experimento

deberian modificarse.



Consideraciones finales y recomendaciones

A mas de 20 afos de la liberacion al ambiente de algoddn genéticamente modificado
en México y a ocho afios de la publicacion del articulo de Wegier et al 2011 (donde se
describe la presencia de cuatro proteinas recombinantes en las plantas silvestres de
Gossypium hirsutum), el pais carece de protocolos, investigaciones y fondos
gubernamentales para la evaluacion de las consecuencias ambientales de la liberacion de
transgenes en esta especie y en cualquier otra. Por ello es relevante aportar la linea base que
permitira realizar comparaciones futuras y un seguimiento sistematico de los efectos aqui

registrados.

El disefio experimental aqui propuesto fue disefiado por las condiciones registradas
directamente del campo, es decir, nuestra estrategia de colecta de artropofauna se adapt6 a
las propiedades del sistema estudiado. Seguir esta estrategia nos permitio evaluar el dafio
ambiental ocasionado por la presencia de transgenes en condiciones reales y con ello tratar
de describir lo mas puntualmente la dinamica ecoldgica presente entre plantas de algodon
con y sin transgenes y sus artrépodos asociados. Con ello es importante recomendar que cada
investigacion debera ser abalada por grupos de expertos en el disefio experimental con el fin
de lograr responder preguntas considerando el entorno, especie, transgen y niveles
ecologicos. Con este disefio experimental se pudieron analizar cambios en poblaciones y

comunidades.

Cabe resaltar que la tecnologia que desarrolla la ingenieria genética y particularmente
el disefio de proteinas recombinantes con funcidn insecticida como las Cry, tienen una vision
lineal, reduccionista y unidireccional de los procesos ecosistémicos. Ya que consideran que
un sélo gen se relaciona con sélo una funcion, sin considerar efectos pleiotropicos, ignorando
procesos de epistasis entre multiples genes y sin considerar las interacciones multitroficas

que se llevan a cabo en los ecosistemas.

En este sentido nuestro estudio busca implementar la informacion base para el
monitoreo de la diversidad, detectar riesgos ante los transgénicos en vida libre. Con nuestros
resultados, se abren nuevas preguntas de investigacion sobre los efectos ecoldgicos y

evolutivos de la ingenieria genética en las comunidades de artropodos residentes. Ahora es



necesario, caracterizar los procesos que favorecen desarrollo de resistencia de ciertas
especies de lepiddpteros, asi como las relaciones filogenéticas que mantienen. Asimismo,
determinar si existe un dafio en la biologia evolutiva del desarrollo de ONB a consecuencia
de la presencia de transgenes en plantas hospedera, y si éste disminuye conforme aumentan

las distintas filogenéticas entre organismos blanco y no blanco de la tecnologia recombinante.
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