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Resumen

Después de dos décadas utilizando cultivos transgénicos se ha documentado que existe
flujo de genes e hibridacién entre organismos genéticamente modificados (OGMs) y sus
parientes silvestres. Los organismos genéticamente modificados que viven libremente en
condiciones naturales en los ecosistemas representan un fendmeno nunca observado, y
gue resulta indispensable comenzar a explorar y analizar los posibles efectos eco-
evolutivos que pueden presentar. En este trabajo evaluamos los cambios genéticos,
fisiologicos y ecoldgicos que presenta dentro de su centro de origen el algoddn silvestre
(Gossypium hirsutum). Con un disefio experimental bajo condiciones naturales evaluamos
a tres grupos de plantas silvestres de algoddon con genotipos distintos, dos grupos
expresan los transgenes cry y cp4-epsps y el tercero plantas silvestres sin transgenes, asi
como la su interaccién mutualista de defensa con las hormigas. Se registré que la
expresion de los genotipos silvestres con el transgén cry vy silvestres con el transgén cp4-
epsps en condiciones naturales modifican su produccién de néctar extrafloral y, como
consecuencia, las asociaciones mutualistas de defensa con diferentes especies de
hormigas, favoreciendo la dominancia de la especie generalista Camponotus planatus en
plantas con cry y la presencia de especies exdticas e invasoras Monomorium ebeninum y
Paratrechina longicornis en plantas cp4-epsps y silvestres. El dafio foliar por herbivoria fue
también contrastante entre las plantas transgénicas. Nuestros resultados muestran
cambios por la presencia de nuevos genes a diferentes escalas (i.e. genética, individual y
comunitaria). Con lo anterior abrimos multiples posibilidades de estudio, que nos
permitirdn comprender e integrar la informacién dispersa sobre el comportamiento y los
mecanismos que promueven la sobrevivencia de los hibridos transgénicos de algoddn en
las poblaciones silvestres. Este conocimiento, ademds, permitiria implementar
metodologias adecuadas para la evaluar los dafios ambientales ocasionados por la
presencia de transgenes y poder contribuir en el disefio de la conservacién in-situ del

conjunto genético primario de esta especie.
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Abstract

After two decades using transgenic crops it has been found that gene flow and
hybridization between genetically modified organisms and their wild relatives occurs.
Genetically modified organisms that currently live freely under natural conditions in
natural ecosystems represent something that has never been observed before, and it is
imperative to start exploring them by using integrative methodologies. Here, we carried
out a bi-factorial experiment based on tri-trophic interactions (cotton plants-herbivores-
ants), allowed us a better understanding of the genetical, physiological and ecological
changes in wild plants of Gossypium hirsutum with cry and cp4-epsps transgenes in the
cotton center of origin. We found that the expression of both Wild with cry and Wild with
cp4-epsps genes present in wild cotton under natural conditions altered extrafloral nectar
production, and as a consequence the defensive association with different ant species,
favoring the dominance of the generalist species Camponotus planatus in cry plants and
the presence of exotic and invasive ants Monomorium ebeninum and Paratrechina
longicornis in cp4-epsps and wild plants. The levels of herbivore damage were also
contrasting between transgenic plants. Our results show changes at different scales (i.e.
genetic, individual and at a community level) under a natural ecological system due to the
presence of new genes, which opens up infinite possibilities of study to generate new
questions, integrating dispersed information. It can also facilitate the implementation of
appropriate methodologies for risk assessment caused by the presence of transgenes and

contribute to the in-situ conservation of the primary genetic pool of the species.
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Introduccion

Una de las mayores preocupaciones desde la implementacion de cultivos transgénicos fue
la posibilidad de que existiera flujo génico entre los cultivos genéticamente modificados
(GM) y sus parientes silvestres (Ellstrand, Prentice, y Hancock, 1999). A la fecha se tiene
registro de este hecho, casos concretos son: el arroz (Oryza sativa), el girasol (Helianthus
annuus) y el algoddén (Gossypium hirsutum), asi como con variedades nativas de papaya
(Carica papaya) (Brocke, 2012; Manshardt, Bishaw, Pitz, y Stewart, 2016; Snow et al.,
2003; Wegier et al., 2011; X. Yang et al., 2017). Adn con estos registros, se tiene poca
evidencia de las consecuencias eco-evolutivas de la introgresiéon de nuevos rasgos dada
por la expresién de los transgenes en las poblaciones naturales (Ellstrand, 2018). Aun sin
tener informacién certera sobre el riesgo ambiental que puede generar la liberacién de
estos organismos, las innovaciones e investigaciones agrobiotecnologias presentan un
réapido avance con el Unico objetivo de aplicar la informacién generada en la mejora de los
paquetes tecnoldgicos (Elmore et al., 2001; Halpin, 2005; Zhao et al., 2003), sin considerar

los efectos que el fendmeno de introgresion puedan tener en variedades silvestres.

Los paquetes tecnoldgicos para cultivos anuales se han desarrollado bajo los
siguientes objetivos: 1) incrementar el rendimiento de los cultivos; 2) reducir el uso de
insecticidas, herbicidas y fertilizantes; 3) generar resistencia a insectos plaga (cultivos Bt,
principalmente) y 4) generar tolerancia a herbicidas. En particular, los genes que se han
insertado para generar resistencia a plagas (i.e. larvas de lepidéptero), son los cry, los
cuales provienen de la bacteria del suelo grampositiva Bacillus thuringiensis que codifican
la toxina Cry. El mecanismo de accidn de esta toxina es producir cristales 6-endotoxinas en
el intestino de los insectos blanco (e.g. larvas de lepidépteros) causando una paralisis
total que finaliza con la muerte del insecto (Wu et al., 2009). Por otro lado, el gen que
confiere resistencia al herbicida mayormente utilizado a nivel mundial, el glifosato, es el
cp4-epsps aislado de la bacteria del suelo Agrobacterium sp. cepa CP4, que codifica la
enzima EPSPS (3-enolpyruvylshikimate 5-fosfato sintasa). Las plantas tolerantes a glifosato

proseen copias adicionales de la enzima EPSPS similares a las que produce la planta de
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forma enddgena, esta sobreexpresion confiere tolerancia a las dosis de glifosato
recomendadas por la agroindustria. Cabe mencionar que la enzima EPSPS participa
activamente de forma enddgena en la sintesis de aminodcidos esenciales para el
crecimiento, reproducciéon y defensa de la planta (triptéfano, fenilalanina y tirosina)
mediante la ruta de shikimato, por lo que hace tolerante a las plantas y no afecta los
procesos la sintesis natural de estas moléculas (Costa, et al.,, 2007, Maeda y Dudareva,

2012).

Desde antes de las primeras liberaciones de los cultivos modificados
genéticamente ha existido un gran debate con respecto a los transgénicos entre
disciplinas como el manejo integrado de plagas (MIP), el fitomejoramiento y la genética de
la conservacién, respecto a los posibles efectos en insectos y plantas no blanco, asi como
en rasgos morfoldgicos y fisioldgicos que no son objetivo de estas tecnologias. Resultado
de estos debates, existen una gran variedad de investigaciones con conclusiones
contrapuestas e individuales (Elmore et al., 2001; Halpin, 2005; Kolseth et al., 2015; Zhao
et al., 2003).

Para la tecnologia Bt se han registrado efectos negativos directos sobre la
adecuacion o rendimiento de insectos del tercer nivel trofico. En insectos, depredadores y
parasitoides, se ha documentado un incremento en los estadios larvales y en la tasa de
mortalidad de su progenie, asi como consecuencias en las interacciones ecoldgicas que
mantienen al presentar un decremento en la tasa de parasitismo y la presencia de la
toxina después de ser alimentados con herbivoros que consumieron plantas GM (Hilbeck,

2001; Liuet al., 2005; Schmidt et al.2009; Zhang et al., 2011).

Por otro lado, en plantas de arroz y soya tolerantes a glifosato (con el transgén
cpd-epsps) expuestas a dosis recomendadas del herbicida, se documentd un incremento
significativo en su crecimiento, fecundidad, tasa fotosintética y produccién de semillas
(Erb, 2018; Strapasson, Pinto-Zevallos, y Zarbin, 2016). Y cuando se compard maiz
tolerante a glifosato con su linea isogénica se registré un incremento en la produccion de

compuestos organicos volatiles (VOC) (defensa inducida), asi como un cambio de la
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identidad de los mismos, lo que genera cambios en la atraccién y abundancia de enemigos
naturales de los herbivoros y polinizadores en las plantas GM (Holopainen y Gershenzon,
2010; Strapasson et al., 2016). De la misma forma, al evaluar el rendimiento entre soya
GM vy su linea isogénica en ausencia de glifosato, se encontré que los GM tuvieron una
mayor produccién (Owen et al., 2010). La modificacién en la fecundidad en plantas con
cp4-epsps, no sélo ha sido demostrada en especies domesticadas, estos mismos efectos se
documentaron en la planta modelo Arabidopsis, al comparar la variedad transformada con

este gen vy el control (Fang et al., 2018)

De la misma forma que se han reportado estos cambios en cultivos, Snow y
colaboradores (2003) registraron resultados similares en hibridos transgénicos de girasol
(H. annuus L.) Bt creciendo en poblaciones silvestres en Arizona (EUA), estos
incrementaron su produccion de semillas en un 55% al reducir el dafio por lepiddpteros en
comparacion con los girasoles silvestres sin transgenes. Ademads, observaron bajo
condiciones de invernadero el mismo fendmeno, donde las plantas transgénicas

produjeron por planta 14% mas semillas que las plantas control.

Los resultados presentados anteriormente evidencian modificaciones fenotipicas
inesperadas por la presencia de transgenes en poblaciones naturales, mostrando cambios
gue estan intimamente ligados con la adecuacién de las plantas (Hernandez-Teran et al.,
2019a), a su fisiologia y con sus interacciones bidticas e inclusive en procesos evolutivos
(Filipecki y Malepszy, 2006). Con excepcion del trabajo de Snow et al. (2003), los demas
estudios se han realizado bajo condiciones controladas (i.e. laboratorio, invernadero o en
plantaciones experimentales) siempre con objetivos dirigidos a documentar la funcion del
gen respecto al rendimiento de la planta, sin contemplar factores con los que la planta
interactua en sistemas abiertos, es decir, las interacciones bidticas y abidticas (Chen et
al.,2017; Fang et al., 2018; Veldzquez-Lopez et al., 2018). Ignorar los factores de control
ambiental y ecoldgico impiden poder extrapolar los resultados de dichos estudios a lo que
potencialmente podria ocurrir bajo condiciones naturales (Ellstrand, 2018; Hernandez-

Teran et al., 2019b; Snow et al., 2003).
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Por lo tanto, para generar informacion certera sobre las consecuencias eco-
evolutivas de la presencia de transgenes en poblaciones silvestres se requiere el uso de
metodologias experimentales dentro de un contexto ecolégico complejo, que integren
mas alld de aspectos genéticos (i.e. monitoreo y funcién del gen insertado por ingenieria
genética), aspectos ecoldgicos, evolutivos y ambientales, ademds de focalizar los estudios
en los centros de origen y diversidad de estas especies, puesto que los hibridos
transgénicos ya estdn establecidos y bajo seleccién, como es el caso del algoddn en
Meéxico, el arroz en China y el girasol en Estados Unidos (Snow et al., 2003; A. Wegier et

al., 2011; B. Zhang et al., 2011).

Una aproximacion ideal para el estudio de los efectos de los transgenes bajo
condiciones naturales y que proponemos son las interacciones bidticas, puesto que han
sido reconocidas como motores en la evolucién de las especies, asi como de la estructura

y funcion del ecosistema (de Vries et al., 2012; Heijden et al., 2008).

Un sistema tritrofico integra a las plantas, insectos herbivoros y sus depredadores,
y nos permite evaluar aspectos de su fisiologia, ecologia y de comportamiento, ya que se
rigen por la interaccion entre los diferentes niveles troficos (Poppy, 1997). Un tipo en
especifico de un sistema tritrofico, son las defensas indirectas, en las cuales las plantas
interactuan con el tercer nivel tréfico, enemigos naturales de los herbivoros, para obtener
proteccién ante el segundo nivel, los herbivoros y patégenos (Heil, 2007; Kessler y Heil
2011). El mecanismo por el cual las plantas obtienen esta proteccion es mediante la
atraccioén de los enemigos naturales por recompensas, es decir, ofreciendo informacién al
tercer nivel sobre la ubicacidn de sus presas por la emisién de compuestos orgdnicos
volatiles (VOCs), o bien, ofreciendo compuestos nutritivos, como el néctar extrafloral
(NEF) o cuerpos alimenticios (cuerpo beltianos), los cuales se inducen en respuesta al

dafio por herbivoros (Kessler y Heil, 2011).

La mirmecofilia es la relacion mutualista obligada o facultativa que tienen las
plantas con las hormigas, en la cual las hormigas son atraidas por las recompensas

alimenticias o refugio (domacios) que brinda la planta generando un importante
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mecanismo indirecto de defensa a la misma (Diaz-Castelazo, et al., 2004; Oliveira, et al.,
1999). Las investigaciones que se han realizado respecto a esta interaccidon son las que
estan mediadas por el NEF como recompensa y que se caracterizan por ser en su mayoria
facultativas. Ademas de ser registrada en especies filogenéticamente separadas (Heil et
al., 2004), se ha demostrado que la atraccidn y la presencia de hormigas en especies como
el frijol lima (Hernandez-Cumplido et al., 2010 y 2016), el agoddn Gossypium thurberi
(Rudgers, Strauss, y Wendel, 2004), Macaranga bancana (Heil et al., 2001) y algunas de
los géneros Tachigali (Fonseca, 1994) y Leonardoxa (Gaume et al., 1997) genera un
decremento en el dafio por herbivoros, lo que se refleja en un incremento en la
produccidon de frutos y semillas. Asi mismo, para las hormigas el consumo de NEF

incrementa la densidad y salud de sus colonias (Heil y McKey, 2003).

Con base en lo anterior y conociendo que existe gran incertidumbre sobre el
comportamiento de los organismos silvestres introgresados y que sobreviven en
condiciones naturales bajo un conjunto de desafios ecoldgicos complejos, el algoddn
mesoamericano Gossypium hirsutum L. es un excelente modelo de estudio en el cual se
puede implementar una metodologia integradora y experimental con base en la
asociacion de hormigas y algodén mediante el NEF. Partiendo de que México es el centro
de origen, diversidad y domesticacion de esta especie y sabiendo que en el pais se
encuentra el complejo silvestre-domesticado de la especie (Wegier, 2013). Ademas,
Wegier y colaboradores (2011) mostraron introgresion de plantas silvestres con sus pares
transgénicos en cuatro de las ocho metapoblaciones descritas en el pais. Las
metapoblaciones fueron definidas por la estructura genética, geografica y ecoldgica

encontrada en la investigacion realizada entre 2004 y 2008.

Asi mismo, el algoddn Gossypium hirsutum presenta nectarios extraflorales en la
vena media de las hojas y en las bracteas (Bentley, 1977; Wackers y Bonifay, 2004). La
secrecidon de néctar foliar se produce principalmente después del dafio por herbivoros,
por lo que se considera una defensa inducida y se asocia como recompensa para hormigas
y en menor proporcidn para avispas parasitoides que brindan proteccidn contra

herbivoros (Cuautle y Rico-Gray, 2003; Oliveira et al., 1999). Ademas se ha observado que
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no se requiere de un elicitor especifico en la induccidn de esta respuesta, es decir que el
dafio mecdnico y la aplicacidon exégena de fitohormonas como el 4cido jasmdnico (AJ) y
jasmonato de metilo (JaMe) también inducen esta recompensa (Wackers y Wunderlin,

1999; Williams et al., 2017)

El propdsito de este estudio es contribuir en el entendimiento de los mecanismos
que estan permitiendo el establecimiento de los transgenes crylAc, cry2Ab y cp4-epsps en
la metapoblacidn silvestres de Gossypium hirsutum L. de la Peninsula de Yucatan, ademas
de comprender las consecuencias ecolégicas de la expresiéon de estos transgenes en
ausencia de plagas y glifosato como agentes de seleccidn. Esta informacion podria resultar
util para la conservacion in-situ del pool genético primario de la especie y para futuros
procesos de domesticacion. Para esto, centramos la investigacion en un sistema tritrofico
(algoddn-herbivoros-hormigas). Se evalué la interaccién de plantas de algoddn con vy sin
transgenes con hormigas mediada por NEF creciendo naturalmente en la Reserva de la
Biosfera de Ria Lagartos, Yucatan, con los siguientes objetivos particulares: 1) cuantificar
la respuesta de la aplicacion exdgena de jasmonato de metilo en la produccion de néctar
extrafloral, 2) evaluar el dafio por herbivoros y 3) caracterizar a la comunidad de hormigas

asociadas en términos de riqueza, abundancia y composicion.
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Método

Sistema de estudio

Gossypium hirsutum L. es la especie de algoddn con centro de origen, diversidad genética
y domesticacién en Mesoamérica. Con bases genéticas, moleculares y ecolégicas, se han
caracterizado ocho metapoblaciones de plantas silvestres distribuidas en dunas costeras y
selvas bajas del Pacifico, Golfo de México, Mar de Cortés y en la Peninsula de Yucatan con
bases genéticas, moleculares y ecolédgicas (Wegier et al., 2011). También, se ha descrito en
México el complejo silvestre-domesticado para la especie, el cual incluye poblaciones
silvestres, variedades nativas, variedades cultivadas mejoradas y variedades
genéticamente modificadas (GM), ademas de plantas escapadas de cultivo (ferales o
también llamadas cimarronas) o usadas como ornamentales (Mendoza et al., 2016; Ulloa
et al., 2005). Las variedades GM estdn sembradas desde 1996 en el norte del pais con tres
modificaciones o caracteristicas principales: 1) resistencia al ataque de larvas de
lepiddpteros o insectos plaga (cryl1Ab/Ac, cry2Ac, Cry1F y vip3A); 2) tolerancia a herbicidas
(cp4 epsps (aroA:CP4), 2mepsps pat/bar, aad-12, dmo) y 3) resistencia a antibidticos(ntpl/,
aad-12, aad, aph4 (hpt)) (Coronado Blanco y Zaldivar Riverén, 2014; ISAAA, 2017; Traxler y
Godoy-Avila, 2004).

Con el objetivo de conservar la diversidad genética de las metapoblaciones
silvestres de Gossypium hirsutum en México, como una medida de bioseguridad para
impedir el flujo génico entre poblaciones silvestres y plantas domesticadas, la siembra de
variedades GM se restringio al norte del pais, donde no se conocian poblaciones cercanas.
Sin embargo, entre 2004 y 2008 se detectd introgresién con individuos GM en la mitad de
las metapoblaciones silvestres (Pacifico Norte, Pacifico Sur, Golfo Norte y Golfo Sur)

(Wegier et al., 2011) (Fig. 1).
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Figura 1. Metapoblaciones de algoddn silvestre. La doble hélice de color negro en Pacifico Norte (gris), Golfo
norte (rosa); Golfo sur (anaranjado fuerte) y Pacifico sur (morado) representa la presencia de transgenes con
resistencia a insectos (cry) y tolerancia a glifosato (cp4-epsps) registrados en 2011 y el primer reporte para
Peninsula de Yucatan (anaranjado).

Sitio de estudio

Reserva Nacional de la Biosfera Ria Lagartos

Ria Lagartos se localiza en el estado de Yucatan al nordeste de la Peninsula, al norte limita
con el Golfo de México, al sur con los municipios de Tizimin, Rio Lagartos y San Felipe y al
este con el estado de Quintana Roo (20°27'0"N,90°13'12”"W). La zona protegida
comprende una superficie de 60, 348 ha (Andrews et al., 1998). La reserva presenta dos
tipos de climas, el mas seco de los aridos (BSo(h’)w(x’)iw”’) con temperatura media anual
mayor de 22°C en la regién de Rio Lagartos y el mas seco de los calidos hiumedos
(Ax’(wo)iw’’) con lluvias durante todo el afio y con temperatura media anual mayor a 22 °C

en la regién El Cuyo. Se caracteriza por poseer una alta diversidad de ambientes como

19



manglar, selva media subperennifolia, selva baja caducifolia, vegetacion de dunas

costeras, perenes y sabana representada por pastizal y carrizal (INE, 1999; Fraga, 2006).

Disefio experimental

Monitoreo de transgenes

En marzo de 2018 se recolectd tejido foliar de 69 plantas (seis hojas por planta) en la
Reserva Nacional de la Biosfera de Ria Lagartos (RL). La eleccién del sitio se hizo con base
en la presencia de introgresidon de genes con resistencia a larvas de lepiddpteros (crylAcy
cry2Ab) y con resistencia al herbicida glifosato (cp4-epsps), por la gran abundancia de
plantas (> 10 plantas en 3m?) y finalmente por tratarse de una zona protegida, lo cual
garantizaba encontrar con vida a las plantas en las diferentes etapas del estudio

(monitoreo y experimentacion).

Todas las plantas fueron marcadas con una ficha de referencia y georreferenciadas
con la finalidad de reconocerlas en la etapa de experimentacion. El tejido foliar
recolectado se conservd de forma individual en bolsas de papel estraza identificadas con
el nimero de identidad de la planta y estas fueron almacenadas en bolsas Ziploc® con
silica gel para desecar y conservar las muestras (Fig. 2A). La extraccion de ADN vy la
deteccion de transgenes por PCR punto final se realizd6 en el Laboratorio Nacional de
Biodiversidad (LaNaBio) del departamento de Botanica del Instituto de Biologia, UNAM
(Fig. 2B). La extraccion de ADN gendmico se realizd siguiendo el protocolo CTAB
modificado de Doyle y Doyle (1987). Posterior a la extraccion, se cuantifico la calidad y la
concentracion de ADN en un Quibit® 3.0 Flourometer (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, Estados Unidos). Para amplificar los genes crylAc, cry2Ab y cp4-epsps se
usaron los siguientes cebadores crylAc (F:5 GACCGCTTACAAGGAGGGATACG3/,
R:5’ACGGAGGCATAGTCAGCAGGACC 3’) obteniendo un amplicén de 228 pb (Randhawa y
Chhabra, 2013); cry2Ab (F:5"CAGCGGCGCCAACCTCTACGST,
R:5"TGAACGGCGATGCACCAATGTC3’) con amplicén de 260 pb (Randhawa et al., 2010), y
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cp4-epsps  (F:5'GCATGCTTCACGGTGCAA3’, R:5'TGAAGGACCGGTGGGAGAT3’) con
amplicon de 108 pb (Barbau-Piednoir et al., 2012) (Eurofins Scientific®, Bruselas, Bélgica).
La amplificacion por PCR se llevé a cabo en un termociclador Applied Biosystem™ 2720
(Thermo Fisher Scientific®, Massachusetts, Estados Unidos) para 207 muestras (69 por
transgén). Cada reaccion fue compuesta por: Buffer 5x, 25 mM de MgCl;, 100 mM de
dNTPs, 10 uM de cebador (F y R), una unidad de tag polimerasa (GoTag® Flexi de
Promega) y 5 pL de ADN gendmico a una concentracion de 70 ng/uL. El volumen final de
cada reaccién fue de 25 L. Las condiciones de reaccién para los tres transgenes fueron las
siguientes: 95 °C por 8 minutos (desnaturalizacién inicial), 30 ciclos a 95 °C de 20 segundos
(desnaturalizacion), 60 °C por un minuto (alineamiento), 72 °C por un minuto (extensién) y
una extension final de 72 °C por 8 minutos. Como control positivo se utilizd ADN de una
planta silvestre que presenta los tres transgenes de interés. Finalmente, los productos de
PCR amplificados se observaron en geles de agarosa al 2% con buffer TBE 1x y tefiidos con
GelRed® (Biotium, Frmont California) en una cdmara de electroforesis Easy Cast™ Bl
(ThermoFisher Scientific®, Massachusetts, Estados Unidos). La visualizacion de los
amplicones se realizé en un fotodocumentador MultiDoc-IT™ (UVP, California, Estados

Unidos).

Hacer el monitorio de 69 plantas nos asegurd contar con las 21 plantas necesarias
para montar los experimentos, ya que para el estudio se necesitaban 14 plantas
transgénicas, siete que expresaran el gen cry y siete que expresaran el gen cp4-epsps, y el

tercer grupo fue el control, es decir plantas sin transgenes.
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PRIMERA ETAPA: Monitoreo

Monitoreo de trangenes B Deteccion de transgenes

69 plantas de algoddn
Marzo 2018

Reserva de la Biosfera de Ria Lagartos,
Yucatan, México

‘ Extraccion de ADN con método CTAB ‘
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Figura 2. Primera etapa del disefio experimental: Monitoreo. A) Monitoreo de trangenes en la Reserva de la
Biosfera de Ria Lagartos. Identificacion con etiqueta y georreferencia de 69 plantas de algodén y colecta de 6
hojas por planta. B) deteccidn de transgenes por PCR punto final y frecuencia de transgenes.
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Experimentacion

Experimento 1. Efecto de la aplicacion exdgena de jasmonato de metilo sobre la produccion
de néctar extrafloral en Gossypium hirsutum.

Para llevar a cabo la fase experimental se hicieron pruebas preliminares bajo condiciones
controladas y en ambiente seminatural, el invernadero del Jardin Botanico del Instituto de
Biologia, UNAM y en Tlayacapan, Morelos, respectivamente. Se evalué a) si la aplicacion
exégena de la fitohormona jasmonato de metilo (JaMe) induce la produccién de NEF,
dado que se ha registrado que la aplicaciéon exdgena de fitohormonas como el acido
jasmonico (AJ), el jasmonato de metilo (JaMe) o el acido salicilico (AS) es una herramienta
gue permite estudiar las defensas indirectas a nivel molecular, bioquimico y organismico
(Williams et al., 2017); y b) si esta respuesta se expresa de forma local o sistémica en la
planta, ya que de esto ultimo dependia el si se podia utilizar la misma planta para ambos
tratamientos (induccidon y control) o si tenia que ser en plantas distintas. Se registré
respuesta a la induccién de NEF en ambas condiciones (invernadero y seminatural) y que

esta respuesta es local.

Con los resultados del monitoreo de transgenes, en agosto de 2018 se realizé la
parte experimental de este estudio. Se localizaron las 21 plantas necesarias en la RL, se
dividieron en tres grupos de siete plantas en funcion del transgén expresado. El primer y
segundo grupo corresponden a las plantas transgénicas: silvestres con cry (Scry) y
silvestres con cp4-epsps (Scp4-epsps). El tercer grupo corresponde a las plantas silvestres

(S), que se usé como control.

Para evaluar la respuesta a la induccién por JaMe sobre la produccién de NEF, cada
planta se dividio en dos secciones, una destinada al tratamiento de induccién y otro
control. En cada seccién se eligieron dos ramas, lo mas separadas posibles una de otra, y
en cada rama se utilizaron las primeras cinco hojas bien desarrolladas, por lo tanto, en
cada tratamiento se evaluaron 10 hojas por planta. El tratamiento de induccién consistid
en asperjar 2 mL de solucion de JaMe al 450 mM a las 10 hojas experimentales, mientras

gue en el tratamiento control las hojas fueron asperjadas con agua destilada. Para evitar
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el robo de NEF por insectos caminadores, en cada planta se colocé una barrera de 5 cm en
la base de la planta y de cada rama de una resina organica llamada tanglefoot
(Tangletrap®, The tanglefoot Corporation, Grand Rapids, MI) (Moreira et al., 2018). El
experimento se realizd durante tres dias consecutivos (18, 19 y 20 de agosto de 2018). La
aspersion de JaMe se realizd a las 6:30 horas y la concentracion de sélidos solubles se

registrd seis horas mas tarde, hora del pico de produccion NEF.

Se recolectdé el NEF de 10 hojas (un nectario por hoja). La secrecién de néctar se
cuantificé como la cantidad de sélidos solubles utilizando una micropipeta de 3 uL, la cual
estaba graduada cada 1 plL para poder hacer la medicién de volumen de forma directa y la
concentracion del néctar se registré con un refractometro portdtil con compensacion de
temperatura (ATAGO, L. Kiibler, Karlsruhe, Alemania). El néctar fue recolectado usando 3
uL de agua destilada aplicandola directamente en los nectarios. Este procedimiento se
repitio hasta obtener <1 % de grados Brix y el valor obtenido se sumé para obtener el

valor global de NEF producido por hoja (Hernandez-Cumplido et al., 2016) (Fig. 3A).

Experimento 2: Efecto de la induccién de JaMe sobre riqueza, abundancia y composicién de
hormigas

Se realizé un experimento bi-factorial con dos tratamientos en los tres grupos de plantas
descritos anteriormente: a) induccidn de NEF (control e induccidén con JaMe) y b) atraccién
de hormigas. El disefio experimental para esta prueba fue el mismo que en el primer

experimento, con la Unica diferencia de que solo se empled una rama por tratamiento.

Las ramas empleadas para el tratamiento de induccién fueron asperjadas
diariamente por cinco dias con la finalidad de simular una induccién permanente, el
tratamiento control se asperjé con agua destilada. La induccién se realizé a las 6:30 am y
para tener un registro de la produccién de néctar foliar se cuantificé seis horas después de

la induccion.
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Para conocer la abundancia y riqueza de hormigas se realizaron dos censos por dia
(10 y 16 horas) en dos dias consecutivos, durante este tiempo se contabilizé el nimero de
hormigas que patrullaron la rama, con especial atencidn a las visitas al nectario foliar. La
eleccidon de los horarios del censo corresponde al pico de actividad de las hormigas.
Posterior al censo se recolectaron las hormigas en tubos Eppendorf de 1.5 mL con alcohol
sin desnaturalizar al 70% para su posterior identificacién taxonédmica a nivel de especie

(Fig. 3B).

Dafo por herbivoria

Para estimar el porcentaje de herbivoria, se tomaron 20 fotografias de hojas por planta, es
decir, se fotografiaron 140 hojas de cada uno de los grupos descritos anteriormente (S,
Scry y Scp4-epsps), con una camara Canon EOS Rebel T61 de 18 MP sin flash, con un
objetivo de EOS 50 mm, colocada a una distancia de 15 cm de la hoja y con un fondo
portatil blanco con escala. Esta técnica permitié hacer el andlisis sin cortar la hoja. Las
imagenes se guardaron en formato JPG. Finalmente se calcul6 el dafio por herbivoria de
cada grupo (S, Scry y Scp4-epsps) utilizando la aplicacion moévil profesional BioLeaf™

version 1.0, disponible para Android y iOS (Fig. 3C) (Machado et al., 2016).

25



Anélisis de datos

La concentracion de néctar foliar se analizé con Modelos Lineales Generalizados con
distribucién Binomial Negativo (BN.GLM con la libreria MASS del software R versién 3.5.0).
Se eligi6 este modelo debido a la sobre dispersién que presentan los datos, cabe
mencionar que se considerd la distribucién Poisson y modelos inflados a cero, sin
embargo al comparar el indice AIC el que mejor se ajusto a la dispersion de nuestros datos

fue binomial negativo (Lindén y Mantyniemi, 2011).

En primera instancia, el efecto del tratamiento de induccién (control vs. JaMe) y
del genotipo (S, Scry y ScP4-epsps) se consideraron como factores fijos. Después se
compard el efecto del tratamiento, del genotipo y la fecha de mediciéon y sus
interacciones. Posteriormente se evalud de forma individual el efecto del tratamiento y

fecha en los distintos grupos de plantas en funcion del volumen del néctar foliar.

La abundancia de hormigas se evalué con Modelos Lineales Generalizados (GLM)
con distribucién Quasipoisson (GLM con la libreria Ime4 del software R version 3.5.0). El
tratamiento (control vs. JaMe) y el genotipo (S, Scry y ScP4-epsps) se consideraron como
factores fijos. La rigueza y la composicién se expresaron como el total de especies vy el

conjunto de ellas por genotipo.

Finalmente, el dafio por herbivoria se evalué con GLM con distribucién
Quasipoisson (GLM con la libreria Ime4 del software R versién 3.5.0) donde el genotipo

fue considerado como factor fijo.
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SEGUNDA ETAPA: Experimentacion

Efecto de induccion H Estructura y composicién de hormigas
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Figura 3. Segunda etapa del disefio experimental: Experimentacion. A) Experimento 1: induccién de néctar extrafloral.
Horario de induccion 6:30 horas. Cuantificacion de volumen y sélidos solubles 6 horas después N= 420; n= 140. B)
Experimento 2: Efecto de induccidn sobre la riqueza, abundancia y composicién de hormigas N=294; n=98. C) Dafio por
herbivoria N=420; n=140.
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Resultados

Se registro la presencia de los tres transgenes de forma individual, asi como
plantas que presentan los dos tipos de éstos (Tabla 1). Cabe mencionar que para este
estudio incluimos en la categoria cry a las plantas que expresan los genes crylAcy cry2Ab,
puesto que tienen la misma funcidn, resistencia a lepidépteros y la diferencia en el
nombre se refiere al evento al que pertenecen. Este registro agrega la metapoblacién

Peninsula de Yucatdn a la lista de metapoblaciones con presencia de transgenes (Fig. 1).

Tabla 1. Frecuencia de transgenes en 69 plantas de algoddn silvestre de la Reserva de la
Biosfera de Ria Lagartos

Genotipos Frecuencia (%)

Silvestre sin transgenes (S) 50.72

Silvestre con cry1Ac/2Ab (Scry)

15.94
Efecto insecticida
Silvestre con cp4-epsps (Scp4-epsps)
24.63
Resistencia a Glifosato
Silvestres con apilamiento de cry y cp4-epsps 8.71

Efecto del tratamiento de induccidn con JaMe sobre la produccidn de néctar
extrafloral de algoddn silvestre con y sin transgenes

La aplicacién exdgena de JaMe incrementé significativamente la secrecion de NEF en las
plantas silvestres sin transgenes (P(x?) = 0.048 , df = 1). Mientras que los genotipos con

transgenes (Scry y Scp4-epsps) no respondieron a este estimulo (Scry: P(x?) = 0.375 df = 1;
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Scp4-epsps: P(x?) = 0.388, df = 1). Sin embargo, la produccién de NEF que presentaron fue
contrastante, entre ellos. Las plantas con gen cry produjeron un volumen mayor 20 pg pL*
en ambos tratamientos, mientras que la produccion de NEF del genotipo Scp4-epsps fue

menor a los 8 ug pL? (Fig. 4).

Al comparar la respuesta a la inducciéon del tratamiento control de las plantas cry y
el tratamiento de induccion de las plantas silvestres sin transgenes no se obtuvieron

diferencias significativas (P (x2) = 0.637, df = 1).

50 n.s

40-

n.s

S Scry Scp4-epsps

Figura 4. Efecto del tratamiento de induccién por JaMe sobre el volumen de néctar extrafloral en plantas de
algoddn silvestres y con expresion de genes cry y cp4-epsps. Las barras rojas representan el tratamiento control y
las barras azules corresponden al tratamiento de induccidn con Jasmonato de Metilo a 450 mM (JaMe) (N= 84;
n= 14 ramas por genotipo y por tratamiento). El asterisco muestra diferencias significativas entre tratamientos
con p < 0.05 acorde con la prueba posthoc Tukey-Kramer, mientras que n.s. indica que no se encontraron
diferencias.

Néctar extrafloral (ug uL?!) + EE

Efecto de la induccidn con JaMe sobre la abundancia, riqueza y composicion de
hormigas asociadas a algoddn silvestre con y sin transgenes

Se recolectaron 109 hormigas asociadas a los nectarios extraflorales de Gossypium

hirsutum distribuidas en ocho especies (Fig. 5). La mayor abundancia y riqueza se registré

29



en el genotipo silvestre (S) (42 individuos y 7 especies), por su parte en los genotipos con
transgenes, SCry y SCp4-epsps se recolectaron 33 y 34 individuos, distribuidos en cuatro y

seis especies, respectivamente (Tabla 2).

De las ocho especies identificadas cuatro presentan comportamiento de defensa:
Camponotus planatus, Camponotus rectangularis aulicus, Dorymyrmex bicolor y
Pseudomyrmex gracilis. Ademas, la comunidad asociada a los NEF del algoddn integra

hormigas vagabundas como Paratrechina longicornis y Monomorium ebeninum.

La comunidad de hormigas asociada a los NEF del algodén cambid en funcién del
genotipo de la planta. Las plantas silvestres tienen dos especies exclusivas, las plantas
resistentes a glifosato (Scp4-epsps) una especie mientras que las plantas con funcién
insecticida no presentan especies exclusivas. Los tres genotipos comparten cuatro

especies (Fig. 5; Tabla 2).

Al evaluar la atraccion de hormigas como respuesta a la induccién por la aplicacion
exogena de JaMe, se registro un incremento significativo en la abundancia de las hormigas
asociadas al genotipo Scry en el tratamiento de inducciéon (P(x?) < 0.001, g..= 1),
principalmente por la especie C. planatus. Por otro lado, los genotipos S y Scp4-epsps no
presentaron diferencias en la abundancia de hormigas atraidas en el tratamiento de

induccion (S: P(x2) = 0.4362, g.I.= 1; SCp4-epsps: P(x2) = 0.2102, g.l.= 1) (Fig. 6) .
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Tabla 2. Composicion y abundancia de la comunidad de hormigas asociada a plantas de Gossypium hirsutum cony
sin transgenes

Silvestre Silvestre con cry Silvestre con cp4-epsps
S Scry Scp4-epsps
Especie de hormiga Control JaMe Control JaMe Control JaMe
Brachymyrmex sp. 2 - - - - -
Camponotus planatus 8 14 3 20 1 5
Camponotus rectangularis aulicus 1 - 1 5 4 3
Dorymyrmex bicolor - 1 - - 1 6
Paratrechina longicornis 6 8 - 2 1 1
Pseudomyrmex gracilis 1 - 2 - 3 -
Temnothorax subditivus 1 - - - - -

Monomorium ebeninum - - - - 7 2




Brachymyrmex sp.
Silvestre sin transgenes D Camponotus planatus
Camponotus rectangularis aulicus
Silvestre con cry D Dorymyrmex bicolor
Paratrechina longicornis
Silvestre con cp4-epsps Pseudomyrmex gracilis

Temnothorax subditivus

Monomorium ebeninum

Figura 5. Composicién de hormigas asociadas a tres genotipos de plantas silvestres de Gossypium hirsutum. Silvestre sin transgenes (S) (recuadro y flechas verdes), Silvestre
con Cry (Scry) (recuadro y flechas azules) y Silvestre con cp4-epsps) (recuadro y flechas rojas) N= 109
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n.s

Ndmero de hormigas * EE

S Scry Scpd-epsps

Figura 6. Efecto del tratamiento de inducciéon sobre la abundancia de hormigas en plantas de algoddn silvestres y
con expresion de genes cry y cp4-epsps. Las barras rojas representan el tratamiento control y las barras azules
corresponden al tratamiento de induccidn con Jasmonato de Metilo a 450 mM (JaMe) (N= 42 ; n= 7 ramas por
genotipo y por tratamiento). Los asteriscos muestran diferencias significativas entre tratamientos con p < 0.05
acorde con la prueba posthoc de Turkey-Kramer, mientras que n.s. indica que no se encontraron diferencias
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Dafo por herbivoria en plantas silvestres con y sin transgenes

Al evaluar el dafio por herbivoros se registrdo que las plantas con resistencia a glifosato
(Scp4-epsps) presentaron el mayor valor y el dafo fue significativamente diferente a los
otros dos genotipos (S y Scry) (P(x2) <0.001, g.l. = 2) (Fig. 7). El menor dafio lo registro el

genotipo Scry, sin embargo, no fue diferente al de las plantas silvestres (S).

»
Q

N

N

Herbivoria (%) £ EE

0~

S Scry Scp4-epsps

Figura 7. Dafio por herbivoria en tres genotipos de Gossypium hirsutum silvestre. Silvestre sin transgenes (S: barra
roja), Silvestre con Cry (Scry; barra azul) y Silvestre con cp4-epsps (Scp4-epsps; barra amarilla). Las barras representan
la media * EE de los datos (N= 210, n=70). Las letras diferentes indican diferencias significativas acorde a la prueba
Post-hoc Tukey-Kramer.
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Discusion y conclusiones

La expresion de los transgenes cry y cp4-epsps modifican la produccién de néctar
extrafloral (defensa inducida) en algodén silvestre

A lo largo de su historia evolutiva las plantas han desarrollado diversas estrategias de
defensa que median y mantienen interacciones con herbivoros, patdégenos y con los
enemigos naturales de estos (Aljbory y Chen, 2018). Uno de los mecanismos que poseen
son las defensas indirectas, las cuales son respuestas ante estimulos externos,
principalmente el dafo por herbivoros, pero a diferencia las respuestas directas (e.g.
tricomas y metabolitos secundarios) que tienen un efecto directo en los herbivoros, estas
incluyen al tercer nivel tréfico (i.e. depredadores y parasitoides de los herbivoros). Para
atraer al tercer nivel tréfico, las plantas ofrecen recompensas nutritivas como el NEF y los
corpusculos de Belt, o bien envian sefiales volatiles (VOCs) que indican donde pueden
localizar a sus presas (Bronstein et al., 2006; Heil, 2007; Rudgers et al., 2004). Ademas, la
aplicacién exogena de fitohormonas como el acido jasmodnico (AJ), el jasmonato de metilo
(JaMe) o el acido salicilico (AS) son una herramienta que permite estudiar a las defensas
indirectas a nivel molecular, bioquimico y organismico, asi como comprender las
interacciones entre la respuesta de la planta (produccién de NEF y VOCs) y la respuesta de
los insectos con los que interactla (atraccién de enemigos naturales de herbivoros
(Hagenbucher et al., 2017; Wang y Wu, 2013; Williams et al., 2017). En este estudio, la
respuesta que se obtuvo al inducir NEF en los tres genotipos de las plantas silvestres fue
contrastante, al ser el genotipo silvestre el Unico sensible al tratamiento de induccion,
mientras que los genotipos silvestres con transgenes no respondieron al tratamiento (S:
P(x2) = 0.0478, g.l. = 1; Scry: P(x2) = 0.1710, g.| = 1; Scp4-epsps: P(x2) = 0.3885, g.l.=1)
(Fig. 4). Esto contrasta con lo reportado previamente en variedades cultivadas de algoddn
Bt y resistente a glifosato (cp4-epsps) asperjadas con AJ y JaMe, ya que se ha
documentado un incremento en la produccién de defensas indirectas: NEF (133%) y VOC
(171.2%) (Williams et al., 2017). Si bien en este estudio no se evaluaron explicitamente las

defensas directas, trabajos anteriores registran incremento en terpenoides como gossypol
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(160%), hemigossiolon (160%) y helicocida 1|4 (213%) (Hagenbucher et al., 2017), lo cual
nos indica que posiblemente las defensas directas también se pueden modificar por la

expresion de transgenes en condiciones naturales.

Al observar de forma independiente la capacidad de inducir néctar extrafloral en
plantas de genotipos transgénicos podemos observar respuestas diferenciales. Mientras
gue las plantas Scry presentan una produccion de NEF equivalente al estado inducido de
las plantas S, la produccidn de NEF en las plantas Scp4-epsps fue muy baja (8 ug/mL) en
ambos tratamientos (Fig. 4). Comparando con los resultados obtenidos bajo condiciones
controladas (i.e. invernaderos y campos de cultivos experimentales), se sugiere que
nuestros resultados sobre la produccion de NEF estan ligados tanto a la expresién de los
transgenes como al estrés abidtico que representa la duna costera como habitat (Williams
et al., 2017). Una posible consecuencia en la modificacién de la produccion de NEF se
observé en la composicion de la comunidad de hormigas asociadas y en la intensidad del
dafio por herbivoros. Se identificaron ocho especies de hormigas asociadas a los nectarios
extraflorales del algoddon Gossypium hirsutum silvestre, siendo el primer reporte para la
especie. Sin embargo, la composicion de estas hormigas fue diferente entre cada
genotipo. Las plantas S mantienen asociadas a siete especies, las Scp4-epsps a seis y las
plantas Scry cuatro especies (Fig. 5). Estos resultados sugieren que el cambio en la
cantidad y posiblemente en la composicién y calidad del NEF puede influir en la
comunidad de hormigas asociada al algoddn (Heil, 2011; Pacelhe, et al., 2019; Rico-Gray y

Oliveira, 2013).
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Contrario a la teoria, el efecto neutro en algodén silvestre GM no existe en la Duna
Costera de la Peninsula de Yucatan

Algododn silvestre con cp4-epsps

En general se ha asumido que los genotipos introgresados vy silvestres deberian mostrar
fenotipos similares en ausencia de agentes de seleccion dirigidos a los transgenes
(Ellstrand et al., 1999). En este trabajo se mostrd que en ausencia del herbicida glifosato,
las plantas SCp4-epsps exhibieron una produccion muy baja de NEF en ambos
tratamientos (i.e. control e induccidon) (< 8 pg/mL), comparada con las plantas S (Fig. 4).
Esto puede sugerir que existe una modificacion a nivel fisiolégico, al generarse una
interferencia entre la ruta metabdlica de los jasmonatos (AJ) y la ruta del acido salicilico
(AS) (Figura resumen; seccion anaranjada y purpura). En otras especies, se ha comprobado
gue la sefalizacion del AS afecta negativamente la sefializacion de la ruta de los
jasmonatos (e.g. maiz (Zea mays), tomate (Solanum lycopersicum), tabaco (Nicotina
tabacum), algoddon americano (Gossypium hirsutum) y Arabidopsis thaliana) (Beckers y
Spoel, 2006; Kunkel y Brooks, 2002; Thaler et al., 2012; Thaler et al., 2002; Zhang et al.,
2011). Una de las razones por la cual sugerimos la existencia de la interferencia entre
estas rutas metabdlicas es debido a la sobreexpresion de la enzima EPSPS que puede
modificar la segunda parte de la ruta metabdlica del acido shikimico (posterior al acido
corismico) y que finaliza con la sintesis de tres aminoacidos esenciales para el desarrollo,
reproduccion y defensa, el triptéfano (Trp), la fenilalanina (Phe) y la tirosina (Tyr), este
ultimo precursor en la sintesis del acido benzoico ABe y este del AS (Figura resumen;
seccion purpura) (Dempsey et al., 2011; Verberne et al., 2000). En arroz, la ausencia de
glifosato beneficia la sobrevivencia de la especie en ambientes extremos (Fang et al.,
2018), algo similar a lo que podria verse a largo plazo en las condiciones naturales de las
dunas costeras, en donde se distribuye naturalmente el algoddn. Ademas, la evidencia en
la interferencia en las diferentes rutas metabdlicas nos sugiere que esta interferencia

(“crosstalk”) puede escalar al fenotipo de la planta.
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Los cambios en la regulacion del NEF pueden potencialmente comprometer la
atraccién de los enemigos naturales de los herbivoros, al modificar la disponibilidad y la
calidad de la recompensa. En este estudio la disponibilidad del NEF tuvo como
consecuencia una variacion en la composicién y abundancia de hormigas sobre las
plantas. Para el genotipo silvestre S, se registré una atraccion total de 34 hormigas
(1.41+0.10), las cuales se caracterizan por ser especies exdticas como Monomorium
ebeninum y la especie invasora Paratrechina longicornis lo que representa un peligro
potencial para las hormigas nativas del género Camponotus y Pseudomyrmex que pueden
llegar a ser facilmente desplazadas (Koptur et al., 2010). Ademas, la presencia de estas
especies de hormigas puede incrementar el dafio por herbivoros al no proveer defensa a
la planta (Del-Claro et al., 2016; Hernandez-Cumplido et al., 2010; Villamil et al., 2019),
como la que proporcionan las especies Camponotus planatus, Camponotus rectangulatus

y Pseudomyrmex brunneus (Tabla 2) (Diaz-Castelazo et al., 2004; Rico-Gray et al., 1989).

Por otro lado, el dafio por herbivoros que presentaron las plantas tolerantes a
glifosato (Scp4-epsps) podria sugerir que la ausencia de las hormigas estd afectando
negativamente en la defensa que puede obtener la planta, ya que, se registré el mayor
dafo respecto al que presentaron los genotipos Sy el Scry (P (x2)<0.001, g.l. = 2) (Fig. 7).
Sin embargo, como se demostrd en otro trabajo desarrollado en algoddn, estas plantas
pueden compensar la herbivoria en niveles menores al 50% de daio foliar infringido por
insectos masticadores de hojas (i.e. ortépteros y lepidépteros) sin comprometer la
reproduccion de la especie (Quijano-Medina et al., 2019). En nuestro estudio el dafio foliar
hecho por estos insectos fue en promedio menor al 10% por lo tanto no compromete su
crecimiento (4.40, £ 0.86). Aunque en este trabajo no se evalué el daiio en los meristemos
apicales, se ha demostrado que en especies con dominancia apical existe una
sobrecompensacion al daio siendo benéfica para la planta (Strauss y Agrawal, 1999). En
algodén se sabe que la dominancia apical puede influenciar la resistencia a los herbivoros,
y que los efectos de esta dominancia pueden estar interactuando con otros rasgos, por

ejemplo, los niveles de defensa (Sadras y Fitt, 1997).
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Incluso con los cambios que se presentaron en la produccién de NEF, en la
composicion de hormigas y el dafio por herbivoria, es necesario evaluar los mecanismos
gue podrian estar promoviendo la sobreexpresion de epsps en la duna costera; por
ejemplo: asociaciones micorricicas, tasa de germinacion, tasa fotosintética, atraccion de
polinizadores, experimentos de estrés abidtico y ahondar en cémo este genotipo (Scp4-
epsps) ejerce la compensacién del daiio por herbivoros, ya que, la densidad de plantas
gue registramos para este genotipo en el monitoreo de transgenes del afio 2018
representa el 33.34% de la poblacidn, lo cual sugiere que el transgén persiste (Tabla 1). Lo
anteriormente descrito ya se ha documentado en hibridos transgénicos de arroz y soya,
especies en las que en ausencia de glifosato se producen cambios en la fenologia e
incrementan su éxito reproductivo, al presentar una floracion temprana y una mayor
produccidon de frutos y semillas por planta, que germinaron en menos tiempo en
comparacion con sus parientes silvestres (PS). Esto sugiere que la sobreexpresiéon de epsps
es responsable de estos efectos sobre la adecuacién de la planta, dados los factores
bidticos y abidticos que activan la ruta del acido shikimico (Strapasson et al., 2016; Yang et

al., 2017).

Algododn silvestre con cry

Las plantas con cry mostraron la produccién de NEF como una respuesta constitutiva (P
(x2) = 0.1710, g.l.= 1). Se han descrito cuatro genes claves en esta ruta metabdlica para la
sintesis de AJ y JaMe: A0S, AOC, HPL y COII (F. Yang et al., 2015). Recientemente en maiz
Bt se ha documentado una sinergia entre las defensas directas y los genes cry debido a la
aplicacion exdgena de AJ (Figura resumen; seccién anaranjada), los autores reportan que
en la sintesis de AJ participan los genes ZmAOCy ZmHPL, entonces al comparar entre maiz
Bt y su linea isogénica, los primeros reportan un incremento de 24% en fenoles y 63% de
DIMBOA (2,4-dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona; defensa natural contra herbivoros
en maiz) (Feng et al., 2007). Por lo tanto, se sugiere que algo similar podria estar

presentando las plantas Scry, dado que los genes que activan la ruta de los jasmonatos
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son homoélogos a los reportados en maiz, GhAOS y GhCOIl, ademas del gen Ghppoll que
confiere resistencia natural a las larvas de lepidépteros como Helicoverpa armigera (Chu
et al., 2017). Por lo tanto, la posible interaccidon génica entre los genes claves en la sintesis
de AJ y JaMe con los genes cry en el algoddn podrian estar modificando la produccion de
NEF y mostrarla como constitutiva, tomando como base que la sintesis de esta

recompensa esta mediada por esta ruta metabdlica (Heil, 2011).

Como consecuencia de la produccion constante de NEF en este genotipo, la
hormiga Camponotus planatus fue la especie dominante para ambos tratamientos
(control e induccion) lo cual representa una ventaja defensiva para la planta.
Curiosamente, aunque no hubo variacion en la cantidad de néctar entre los tratamientos,
la atraccion de hormigas fue mayor en el tratamiento de induccidon (P (x2) <0.001, g.l. = 1)
(Fig.6). La colonizacién de una sola especie de hormiga en este genotipo puede resultar en
un beneficio directo para los dos interactuantes, por un lado, reducir el dafio por
herbivoros y por otro, promover un incremento en la produccion de semillas por planta,
como se ha reportado en Turnera ulmifolia (Cuautle et al.,, 2003; Cuautle et al., 2005),
Schomburgkia tibicinis (Rico-Gray y Thien, 1989) y Opuntia stricta (Oliveira et al., 1999). A
su vez los nutrientes obtenidos de esta recompensa se pueden reflejar en un incremento
de la adecuacién de la colonia de especie de hormiga (Heil y McKey, 2003). Sin embargo,
dado el comportamiento agresivo y dominante que pueden presentar estas hormigas, a la
par de la modificacion en el patrén de secrecion de NEF se podrian generar interacciones
antagonistas con los polinizadores, lo que representaria un costo ecoldgico para la planta
(Raine et al. 2004; Villamil et al., 2019). En este trabajo, no se evaluaron a los
polinizadores, por lo tanto se necesita investigar los efectos de estas modificaciones
incluyendo las partes reproductivas de las plantas y a sus polinizadores, puesto que
conocemos que la polinizacién cruzada en algoddn silvestre y domesticado representa
>50% del seed-set de las plantas (Velazquez-Lépez et al., 2018). Finalmente, unir la
informacién resultante del estudio de los polinizadores con las modificaciones en la
interaccion con las hormigas nos aportaria informacién para comprender los mecanismos

por los que se estad dando la segregacidn y dispersidon de los genes cry en la poblacién.
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Los niveles bajos de herbivoria que presentd este genotipo los podemos ligar a la
alta abundancia de Camponotus planatus, asi como a la funcién objetivo del gen insertado
(efecto insecticida). La expresidon de los genes cry puede ser ventajosa en las plantas que
lo expresan dentro de la distribuciéon natural de la especie, al ser un rasgo nuevo en la
poblacidn y que estd intimamente ligado al principal agente de seleccién como lo es la
herbivoria. Por ejemplo, expresar este gen dentro de la distribucidn natural de los
girasoles silvestres, resultdé en un menor dano por herbivoros respecto a sus parientes
silvestres, lo que condujo en un incremento del 55% en su produccién de semillas (Snow
et al., 2003). En este trabajo no se encontraron diferencias entre el genotipo Scry y el S,
por lo que se sugiere que la expresidon de este transgén no representa adn una ventaja.
Por lo tanto, sugerimos que es indispensable caracterizar a las especies de herbivoros que
consumen la planta, ya que bajo condiciones silvestres se desconocen y dada la funcién de
la expresion de este transgén, podemos sugerir que el principal herbivoro no es del Orden
blanco de la tecnologia Bt, los lepiddopteros, y que posiblemente sean ortdpteros o

escarabajos.

Por otro lado, la presencia de este genotipo en la poblacion puede generar efectos
indirectos en los herbivoros nativos, por ejemplo, en condiciones de laboratorio y en
experimentos en campos experimentales de maiz Bt se registraron efectos negativos en la
tasa de crecimiento, desarrollo y sobrevivencia de insectos no blanco (Lang y Otto, 2010).
De igual modo, se observaron diferencias en la calidad nutritiva del tejido de estos
herbivoros, efecto que resulta en una cascada a los niveles tréficos superiores (Hilbeck,
2001; Lang y Otto, 2010; Romeis et al., 2006), incrementando la tasa de mortalidad,
modificando la longevidad o el desarrollo de los depredadores con mandibulas (e.g.
crisopas de la especie Chrysoperla carnea y escarabajos de la familia Coccinellidae),
principalmente por que ingieren el intestino de su presa siendo el drgano donde se
concentra mayormente la toxina (Romeis et al., 2006). También se ha registrado que los
parasitoides son afectados por el consumo de la toxina contenida en sus presas. Por
ejemplo, la avispa parasitoide Microplitis mediator de Helicoverpa armigera, al ser

alimentada con larvas con niveles bajos de la toxina Cry, se incrementd entre 1y 2 dias el
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tiempo de desarrollo de los huevos de su progenie y disminuyé 35% el peso las pupas,
mientras que cuando las concentraciones de la toxina son superiores a 4 pg/g su
longevidad disminuye (Liu et al., 2005; Liu et al., 2005). Por lo tanto, una pregunta de
investigacion que subyace es el como las plantas Scry en condiciones naturales afectan la

adecuacion de las poblaciones de herbivoros y depredadores nativos.

Al aprovechar una metodologia integradora para evaluar el efecto de la expresién
de los genes cry y cp4-epsps en plantas silvestres de algoddn, destacamos los siguientes
resultados: 1) cambios en el mecanismo de defensas inducidas (produccidn de néctar
extrafloral) y 2) modificaciones en las interacciones bidticas con organismos relevantes en

condiciones naturales (hormigas).

En este trabajo se analizaron los cambios en un sistema ecoldgico natural dados
por la presencia de nuevos genes en diferentes escalas (i.e. genética, individual vy
comunitaria), lo que abre multiples posibilidades a partir de la investigacién de nuevas
preguntas, pero también para integrar la informacién dispersa. Dado que varias de las
hipdétesis que se han planteado sobre la liberacion de nuevas tecnologias al medio
ambiente solo se han probado en condiciones controladas, en este trabajo se muestra que
es posible probarlas en condiciones silvestres. En especifico, este trabajo encontrd que
algunas de las preocupaciones basadas en la teoria (i.e. flujo génico, hibridacion y efectos
ecoldgicos) se confirman cuando se realizan disefios experimentales funcionales. Primero,
es posible investigar los impactos ecoldgicos y evolutivos de los nuevos genes bajo
condiciones naturales. Segundo, en este trabajo se encontraron cambios fisiolégicos y
ecolégicos generados por la expresion de transgenes en plantas de algodén silvestre en
ambientes libres de su factor de seleccidon (plagas y glifosato) dentro de su centro de
origen y diversidad. Tercero, la Peninsula de Yucatan es la quinta metapoblacion de
algoddn silvestre con introgresion (el ultimo monitoreo se realizé entre 2003 y 2008), y
hasta ahora se reportan 49.28% de 69 plantas con transgenes (Tabla 1). El incremento de
frecuencia debe ser monitoreado y explicado, porque hasta ahora se desconocen las rutas
de dispersion, pero con lo que se muestra en este trabajo, se sabe que existen

mecanismos que estan favoreciendo el establecimiento de plantas con estos nuevos
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genes, principalmente por su interaccién con las principales rutas metabdlicas

involucradas en su crecimiento, desarrollo, defensa y reproduccion de las plantas.
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Figura resumen

El diagrama ilustra como la expresion de los transgenes cry y cp4-epsps en ausencia de su factor de
seleccidn (insectos plaga y glifosato) afectan la produccién de NEF. La produccion de NEF es una
respuesta de los siguientes estimulos 1) dafio por herbivoria, 2) dafio mecdanico y 3) aplicacién
exégena de fitohormonas (AJ, JaMe y AS). Estos factores activan la via metabdlica de los
octadecanoides, y por lo tanto la produccién de NEF (rectangulo azul claro). La seccion verde es un
ejemplo de esta reaccién en plantas silvestres de algoddn (control). Después del dafio, los genes
claves (engrane amarrillo) de la via de los octadecanoides se activan y producen NEF. Otro
escenario es cuando el algoddn silvestre expresa los genes cry (seccidon anaranjada), en este caso,
los genes clave interactian de forma sinérgica con el transgén cry (engrane verde), lo que
desencadena una sobreexpresion en la produccion de NEF (fleca gruesa color azul claro) cambiado
la respuesta a constitutiva, como se registra en este trabajo (Fig. 4). Cuando las plantas expresan el
transgén cp4-epsps se inhibe la produccion de NEF (seccion purpura). Una posible explicacion es
gue hay una sobreexpresion del gen (flecha curva dorada), que aumenta la produccion de acido
salicilico, lo que crea una interferencia entre las vias metabdlicas de Shikimato y la de los
octadecanoides (linea negra). Cuando se activa la via metabdlica del Shikimato la principal defensa

inducida es la produccion de compuestos organicos volatiles (VOC) (rectangulo rosa).
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