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RESUMEN!

A partir de la introduccion de proteinas Cry en el ambiente, y en especifico, en las plantas silvestres de
la metapoblacion Pacifico Sur de algodon, Gossypium hirsutum L., se decidi6 plantear este trabajo
donde se pretende plantear y llevar a cabo una propuesta para el analisis de los posibles efectos que
pudiera tener la introduccion de proteinas Cry en el ambiente, utilizando las propiedades emergentes de

las comunidades.

En este sentido, el presente trabajo es un analisis de los posibles efectos indirectos que se
pudieran presentar la presencia de proteinas Cry en las comunidades de lepiddpteros aledanas a las
plantas de G. hirsutum a corto plazo a causa de su introduccion en el ambiente. Asimismo, con esta
metodologia se pretende estudiar a los lepidopteros que se encuentran asociados a las plantas de
algodon silvestre en su metapoblacion Pacifico Sur. Para esto se compararon dos comunidades de
lepidopteros circundantes a las plantas silvestres de G. hirsutum en dos localidades cercanas al Istmo de
Tehuantepec, en Oaxaca; una con presencia de proteinas Cry y otra sin presencia de las mismas.
Posteriormente se realizaron cuatro colectas de lepidopteros durante el afio y se analizaron las
diferencias entre las localidades con una Aova de medidas repetidas para la riqueza y la abundancia; el
indice de Shannon y una prueba de ¢ para la diversidad; el inverso del indice de Shannon para la
equidad; una prueba de Chi’ para la composicion y el indice de Jaccard para la diversidad beta. Ademas
del estudio entre tratamientos (con y sin proteinas recombinantes), se presenta como es que estos

parametros variaron a lo largo del afio.

La diversidad y la equidad de especies se vieron negativamente afectadas; mientras que los
parametros de riqueza, abundancia y composicion de especies no mostraron diferencias significativas

entre tratamientos.

! Las figuras y cuadros presentados en este trabajo son de elaboracién propia, a menos que se indique lo contrario.



I. INTRODUCCION

En este capitulo se revisardn los conceptos relacionados con el contexto de los transgénicos, la
problematica que se estd dando a partir de la introduccion de éstos al medio, el concepto de
bioseguridad, los organismos genéticamente modificados y el algodon, y después se presentara una
revision de los conceptos generales sobre ecologia y diversidad. Posteriormente se describen las
caracteristicas de los lepidopteros en México y su interaccion con las plantas de algodon. Al final de
este capitulo se pretende sentar las bases para poder desarrollar una metodologia que permita responder
como es que las plantas genéticamente modificadas de esta especie pueden tener un impacto sobre la

comunidad.

1.1 Contexto de los transgénicos

1.1.1. En el mundo

Actualmente, la ingenieria genética es una rama de la biologia que est4 teniendo muchos alcances. Esta
ciencia comenz6 con el desarrollo de bacterias capaces de producir insulina. Hoy en dia los organismos
transgénicos se utilizan para producir vacunas, insecticidas, herbicidas, medicinas, biodiesel, etc.
(Hilbeck et al. 2011; Wegier, 2013). El maiz y el algodon Bt comenzaron a producirse a finales de la
década de los ochenta aunque las primeras liberaciones de éstos cultivos se dieron hasta 1996 (Sanchis

y Bourguet, 2008).

Desde las primeras comercializaciones en el afio de 1996 y hasta el afio 2013, se han sembrado mas
de 175 millones de hectareas con cultivos genéticamente modificados (GM) en aproximadamente 27
paises del mundo (James, 2013). Tan s6lo en los ultimos afos, el 4rea sembrada con transgénicos ha
sustituido a los cultivos convencionales de Argentina, Brasil, China, Estados Unidos y Canadé (James,
2011). A nivel mundial los cultivos genéticamente modificados (GM) que se siembran en mayor

cantidad son el maiz, el algodon y la canola (James, 2013).

Los principales paises de siembra de cultivos transgénicos son Estados Unidos (70.1 millones de
ha), Brasil (40.3 millones de ha), Argentina (24.4 millones de ha), India (11 millones de ha) y Canada
(10.8 millones de ha). México se encuentra en el 17° lugar en el mundo con 0.1 millones de hectareas

sembradas. Los principales cultivos GM que se siembran en México son algodon y soya (James, 2013).



En vista del potencial y de las aplicaciones de la biotecnologia moderna, en la Cumbre de Rio de
1992, se establecid el Protocolo de Cartagena. En el documento de la Cumbre de Rio, en el articulo 15,
se dice que todas las actividades que se realicen posteriores a esta reunion deberdn de cumplir con
ciertos principios, entre los cudles se encuentra el principio precautorio. Este ultimo dice que de no
saber cudles son las consecuencias, cualquier practica debe de ser implementada con la maxima

precaucion (Secretaria del Convenio sobre la Diversidad Biologica, 2000).

1.1.2. Algodon genéticamente modificado.

El algodon genéticamente modificado (GM) se empezd a comercializar en 1996 en Estados Unidos y
en Australia. Entre los caracteres mas comunes que se le proporciona a estas plantas se encuentran las
proteinas Cry para el control de plagas y la tolerancia a herbicidas (Purcell et al. 2010). Algunas
variedades del algodon GM expresan las dos proteinas juntas. Por expresar mas de un gen en una

liberacion, este transgénico se considera de segunda generacion (Purcell et al. 2010).

El algodén GM que expresa proteinas Cry de Bacillus thuringiensis, es el tercer cultivo mas
sembrado dentro de los cultivos GM que proporcionan resistencia a insectos. Hasta el afio 2012 se
sembraron 17.9 millones de hectareas. Los paises que han sembrado algodon Bt son India, China,
Paquistan, Myanmar, Burkina Faso, Brasil, Estados Unidos, Argentina, Australia, Colombia, Costa
Rica y México (James, 2011). El algodon GM que expresa genes insecticidas (B?) y genes tolerantes a
herbicidas (CP4-epsps) ocupa 4.9 millones de hectareas de manera global. Este se ha sembrado en

Estados Unidos, Argentina, Brasil, México, Colombia y Sudafrica (James, 2011).

Para el control de plagas, en los ultimos afos se ha hecho uso de la biotecnologia; como la
siembra de OGM, algodon Bacillus thuringiensis Berliner (B?); y de métodos para tratar a las plagas de
manera integral IPM (Integral Pest Management) (Luo et al. 2014). En un principio, las proteinas Cry
comenzaron a insertarse y expresarse en el algodon Bt para el control del gusano de la polilla
Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae) (Wu et al. 2009). Con anterioridad, esta plaga se ha
intentado controlar con pesticidas que han implicado el desarrollo de resistencia de insectos plagas y un
alto grado de deterioro ecologico. Otra plaga del algodon que en los ultimos afios ha tomado mucha

relevancia es Helicoverpa armiguera (Parimi et al. 2010).

Entre las proteinas que se han utilizado para controlar las plagas del algodon se encuentran las



endoproteinas Cry 1Ab, Cry 1Ac, Cry 2Ab y Cry 1F y la proteina vegetativa Vip3. En algunos casos se
ha utilizado la combinacion de dos de estas proteinas (Cry y Vip) para que el pesticida sea mas efectivo

(Purcell et al. 2010; CERA, 2012).

En los siguientes afos se piensa implementar la siembra del algodon GM con caracteres nuevos
como la resistencia a la sequia y resistencia a otro tipo de plagas como las chinches del género Lygus
(Myridae) que actualmente provoca que se caigan los botones florales, disminuye la calidad de la fibra
y afecta la viabilidad de las semillas (Purcell et al. 2010). Entre los algodones con tolerancia a
herbicidas, existen los tolerantes a glifosato, glufosinato, bromoxilina e inmidazolinona (Wilkins et al.

2000).

A continuacion el Cuadro 1.1 muestra los 21 eventos de liberacion de algodon GM en el mundo.
Los primeros 17 corresponden con las liberaciones hechas en México. Las principales caracteristicas

conferidas a las plantas son la resistencia a insectos y la tolerancia a herbicidas.

Cuadro 1.1. Eventos de liberacion de algodon genéticamente modificado en el mundo.

Evento Compaiiia Genes insertos Caracteristica Conferida Liberacién en México

Gen cryldc’. Gen nptll que le
Y P Resistencia a Heliothis
confiere resistencia a
MONS531/757/10/76 Monsanto Company o virescens, Pectinophora 1997
kanamicina y gen aad como
gossypiella y Helicoverpa zea.
agente de seleccion.

Resistencia a Heliothis
Genes crylAcy cry24b2. Genes
5 virescens, Pectinophora
MON15985 Monsanto Company add, nptll y uidA” como 2003
gossypiella, Helicoverpa zea 'y
marcadores de seleccion.
Spodoptera exigua.

Resistencia a Heliothis

Gen crylF. Gen PAT como virescens, Spodoptera exigua,
281-24-236 DOW AgroSciences LLC . 2004
marcador de seleccion. Pseudoplusia includes y

Helicoverpa zea.

10



Gen crylAc. Gen PAT como

Resistencia a Heliothis

virescens, Pectinophora

3006-210-23 DOW AgroSciences LLC . gossypiella, Helicoverpa zea, 2004
marcador de seleccion.
Spodoptera exigua 'y
Pseudoplusia includens.
Resistencia a Heliothis
virescens Spodoptera exigua,
DAS-21023-5 x DAS- Genes crylF'y crylAc. Gen PAT
DOW AgroSciences LLC . Pseudoplusia includens, 2004
24236-5 como marcador de seleccion.
Helicoverpa zea 'y
Pectinophora gossypiella.
Resistencia a Helicoverpa zea,
Heliothis virescens,
Gen vip3A(a). Gen APH4, que le Pectinophora gossypiella,
confiere resistencia a Spodoptera frugiperda,
COT102 Syngenta Seeds, Inc. o 2010
hygromicina, como marcador de Spodoptera exigua,
seleccion. Pseudoplusia includens,
Trichoplusia ni'y Bucculatrix
thurberiella.
Resistencia a Heliothis
virescens, Pectinophora
MON-00531-6 x MON- gossypiella, Helicoverpa zea y
Monsanto Company CP4-EPSPS 'y crylAc. . 2002
01445-2 Spodoptera exigua.
Tolerancia a glifosato.
Resistencia a Heliothis
DAS-21023-5 x DAS- Genes crylF crylAcy CP4- virescens, Pectinophora
24236-5 x MON- DOW AgroSciences LLC | EPSPS. Genes PAT, add y nptll | gossypiella'y Helicoverpa zea. 2005
011445-2 como marcadores de seleccion.
Tolerancia a glifosato.
Resistencia a Heliothis
DOW AgroSciences LLC | Genes cry IF, cry 14c 'y CP4- virescens, Pectinophora 2006
DAS-21023-5 x DAS- . .
y Pioneer Hi-Bred EPSPS. Gen PAT como gossypiella'y Helicoverpa zea.
24236-5 x MON88913
International Inc. marcador de seleccion.
Tolerancia a glifosato.
Resistencia a Heliothis
CP4-EPSPS, crylAc'y cry2A4b.
MON15985 x virescens, Pectinophora
Monsanto Company Genes add, nptll y uidA como 2006
MONZ88913 gossypiella, Helicoverpa zea 'y

marcadores de seleccion.

Spodoptera exigua.

11




Tolerancia a glifosato.

CP4-EPSPS, crylAc'y cry2Ab.

gossypiella, Helicoverpa zea 'y

Resistencia a Heliothis

virescens, Pectinophora

(Btk)), gen bxn para codificar

MON15985 x
Monsanto Company Genes add, nptll y uid4 como . 2006
MONO01445-2 Spodoptera exigua.
marcadores de seleccion.
Tolerancia a glifosato.
Resistencia a Heliothis
Bayer CropScience Genes crylAcy cry24b. Gen virescens, Pectinophora
LLCotton25 x . .
(Aventis bary gen PAT como marcadores | gossypiella'y Helicoverpa zea. 2008
MON15985 . .
CropScience(AgrEvo)) de seleccion.
Resistencia a glufosinato.
Gen bxn para codificar nitralasa
proveniente de Klebsiella Es tolerante a herbicidas
BXN Calgene Inc. pneumoniae.Gen nptll y gen bromoxinil, que atacan plantas 1996
terminador nopalina sintasa dicotiledoneas.
(nos).
Tolerancia al herbicida
MON1445/1698 Monsanto Company Gen CP4 epsps, add y nptIl. ) 2000
glifosato.
Bayer CropScience Gen bar (phosphinothricin N- Resistencia a herbicidas
LLCotton25 (Aventis acetyltransferase), proveniente compuestos con el amonio 2006
CropScience(AgrEvo)) de S. hygroscopicus. glufosinato.
Dos genes CP4 epsps
provenientes de la bacteria Tolerancia al herbicida
MONS88913 Monsanto Company . . ) 2006
Agrobacterium tumefaciens; glifosato.
terminador T-9 Pisum sativum.
Bayer CropScience USA Gen epsps (5-enol vyl Tolerancia al herbicida
GHB614 Y P . PP pw Y ) 2008
Lp shikimato-3-fosfato sintasa). glifosato.
Gen als, acetolactato syntasa.
DuPont Canada Resistencia y tolerancia a los
19-15A Este es un quimero de 2 genes no
Agricultural Products ) herbicidas sulfonilureas.
resistentes AHAS (S4 y Hr4)).
Gen crylAc de la cepa Bacillus Resistencia a insectos y
31807/31808 Calgene Inc. thuringiensis subsp. kurstaki tolerancia a herbicidas no
bromixinil.

12




nitralasa; y gen npt/l.

Gen crylAb de B. thuringiensis
COT67B Syngenta Seeds, Inc. y el gen aph4 como marcador de Resistencia a insectos. no

seleccion.

Gen crylAc proveniente de B. . o
Resistencia a insectos
thuringiensis subsp. kurstaki
JK Agri Genetics Ltd Helicoverpa armigera,
Event- 1 HD-73; gen nptll como agente no
(India) ] ) Pectinophora gossypiella
de seleccion; y gen terminador
(gusano rosa) y Earis vittella.
nos.

Nota: La mayor parte de la informacion se obtuvo de (CERA, 2013). Gen cry IF se saca de cepas de Bacillus thuringiensis var. Aizawai.
El gen PAT se obtiene de la bacteria Streptomyces viridochromogenes. Gen vip3A4 se obtiene de cepas Bacillus thuringiensisABSS. Gen
cry24b2 se extrae de cepas de B. thuringiensis subsp. kurstaki. ' Gen crylAc de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HD-73 (B.t.k.). El

gen uiida es un marcador de seleccion colorimétrico.

1.1.3. Contexto en México.

Los cultivos genéticamente modificados (GM) comenzaron a sembrarse en México en 1988 con el
tomate Bt. Este cultivo se sembrd en el estado de Sinaloa. Posteriormente, con la publicacion de la
norma NOM-056-FITO-1995 en el Diario Oficial de la Federacion, en 1996 se comenzaron a sembrar
de manera experimental algodon y maiz GM (Serratos, 2008, SENASICA, 2013).

En esta época, la siembra de algodon GM comenzd con siembras experimentales en los estados de
Sonora, Coahuila, Sinaloa y Chihuahua. En la Fig. 1.1 se muestra que del 2009 al 2011 la siembra de

algodon GM en México aument6 de manera considerable.
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Figura 1.1. Liberacion de algodon GM en México (SENASICA, 2014). Se aprecia el incremento de la
siembra de algodon Bt en del ano 2009 al afio 2011.

Desde ese entonces, en M¢éxico, para el cultivo de algodoén se han registrado 17 eventos de
liberacion, entre los cuales seis proporcionan a las plantas resistencia a las larvas de lepidopteros (Cry),
cinco son s6lo para la tolerancia a herbicidas y otros seis estdin compuestos por los dos tipos de

resistencia (Cuadro 1.1).

1.2.  La problematica

Como vimos en el apartado anterior en las Ultimas dos décadas se ha incrementado en gran medida la
siembra de cultivos GM, de los cuales el algodon es uno de los mas importantes. Sin embargo, atin no
se han analizado a profundidad las consecuencias ecoldgicas y evolutivas que podrian conllevar su uso
y liberacion al ambiente a la par del acceso que se tiene a estas nuevas tecnologias, En consecuencia,
no se tiene un panorama claro que pueda ayudar a la toma de decisiones de gobiernos y empresas

acerca de cudles serdn las consecuencias en materia de salud, alimentacion y economia, asi como
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tampoco se conocen las medidas necesarias para monitorear y mitigar efectos adversos. De esta manera
a continuacion se sintetizan dos de los problemas mas recurrentes que se han encontrado en la literatura

en relacion con los OGM.

1.2.1 Problema 1: Efectos de proteinas Cry en Organismos no Blanco

Entre algunos de los problemas que se presentan a partir de la introduccion de los organismos
genéticamente modificados (OGM) al ambiente, se encuentran los efectos que las proteinas
recombinantes tienen sobre los organismos que no son objeto directo del efecto (organismos no
blanco), pero que de una u otra manera se encuentran presentes y tienen probabilidad de interactuar con

estas proteinas.

El deterioro ambiental y el desarrollo de resistencia a Bt por parte de las plagas son dos de los
grandes problemas relacionados con los OGM hoy en dia. Entre otras problematicas relacionadas con
estos organismos se encuentran la pérdida de diversidad de especies y la disminucion en la abundancia
relativa de cada una de ellas (Lang y Biihler, 2012). En los tltimos afios, se han realizado diversos
experimentos que prueban los efectos de la introduccion de OGM al ambiente a distintos niveles

ecoldgicos. Algunos de estos estudios son mencionados a continuacion.

Cuando hablamos de organismos no blanco, uno de los principales factores de riesgo a
considerar es la dispersion del polen de plantas transgénicas en el medio (Dively et al. 2004;
Sundaramurthy, 2010). Este polen puede tener uno o varios vectores de dispersion, dependiendo de la
planta de la que hablemos; cuando éste se deposita en las plantas aledanas al cultivo transgénico de
referencia, organismos como las larvas de las mariposas han sido afectadas por el consumo de éste. Tal
es el caso de la mariposa monarca Danaus plexippus, en donde a través de experimentos de laboratorio
se pudo observar que la sobrevivencia de las larvas que consumieron polen de maiz Bt comieron
menos, crecieron mas lentamente y tuvieron una mortalidad mayor que aquellas larvas que se
alimentaron con polen de maiz convencional (Losey et al. 1999). Posteriormente se hicieron las
estimaciones para analizar qué tan expuesta estd esta mariposa ante el polen de maiz Bt en estados
Unidos y Canada, donde se estim6 que solo el 6% de las mariposas podrian verse afectadas (Sears et al.
2001). De esta manera, se puede decir que si el polen de las especies transgénicas es consumido por
larvas de especies distintas a los organismos blanco (especies para las que estdn hechos los

transgénicos), podria presentarse un efecto adverso a distintos niveles de diversidad biologica, dificil de
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esperar, observar y medir en el campo.

En este sentido, algunos otros estudios de laboratorio han encontrado dafios significativos en las
larvas de distintos lepidopteros. Tal es el caso de un experimento realizado por Wu et al. (2009) donde
se demostro las larvas de Spodoptera exigua aumentaron de peso y tamafio al alimentarse de Cryl Ac.
En otro estudio de laboratorio realizado por Dutton et al. (2005), la mortalidad y el desarrollo de las

larvas de Spodoptera littoralis se afectaron negativamente cuando éstas consumieron maiz Bt.

1.2.2. Problema 2: Analisis de Riesgo.

El segundo problema que se debe de enfrentar ante la introduccion de OGM al ambiente, es que debido
a que los analisis de riesgo deben de analizarse caso por caso, alin no existen protocolos generales para
analizar si éstos representan riesgos para la salud o para el medio ambiente. A continuacion se detalla a

mayor profundidad este problema.

1.2.2.1. Definicion de analisis de riesgo.

El analisis de riesgo es una herramienta que se utiliza para saber cual es el impacto de alguna actividad
humana o fendémeno natural sobre el ambiente o la salud humana (Hilbeck et al. 2011). En este
contexto y de acuerdo con La Convencion de la Biodiversidad Bioldgica (Convenio sobre la Diversidad
Biologica, 2000), se puede definir al “ambiente” como la suma de sus factores bidticos y abioticos. La
Biologia de la Conservacion define que para que exista un “ambiente”, se requiere que su conservacion
dé en todos sus componentes (composicion, estructura y funcion) y a distintos niveles de diversidad

biolégica (genes, especies, poblaciones, comunidades y ecosistemas) (Bartz et al. 2009).

Hoy en dia existen muchas dificultades para establecer un protocolo para estandarizar los
métodos para evaluar el riesgo y el impacto ambiental (Environmental Risk Assesment, ERA). Esto se
debe a que no hay un significado concreto de “riesgo ambiental”, y a que no esta clarificado cudl es el
valor de la biodiversidad ni para el contexto nacional ni para el internacional (Sarewitz, 2004; Sanvido

etal 2011).

En la literatura existen diversas definiciones de impacto ambiental (Sanvido et al. 2011).

Algunos autores concuerdan que para que exista impacto en la naturaleza, se debe de generar un
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“dario” en ella (Sarewitz, 2004; Sanvido et al. 2011). De esta manera, ¢l “dario ambiental” se define
como un efecto adverso a cualquiera de los recursos bidticos y abidticos de un ecosistema antes de que
ocurriera el impacto causado por los seres humanos o por fendémenos naturales. Para que haya un
impacto ambiental y que éste tenga un efecto adverso, tiene que existir la reduccion de algin atributo
valorado para la conservacion del recurso en si (Bartz ef al. 2009). Dicho de otra manera, s6lo aquellos
efectos que tengan una disminucion sobre la valoracion de la conservacion del recurso pueden ser

considerados como dafios.

Una evaluacion de riesgo ambiental debe de cumplir con las siguientes etapas (LBOGM, 2005;

Convenio sobre la Diversidad Bioldgica, 2012):

a) Se deben de identificar las caracteristicas tanto genotipicas como fenotipicas que pudieran tener
algun efecto adverso sobre la diversidad biologica, en el medio receptor o en la salud humana

que se expresan en el organismo vivo modificado.

b) Considerando el nivel y el tipo de exposicion del probable medio receptor del organismo vivo

modificado, se debe de evaluar la probabilidad de que estos efectos ocurran.
€) Hay que realizar una evaluacion de las consecuencias de los efectos adversos.

d) Se debe de realizar la estimacion del posible riesgo global que represente el OGM, basada en la
evaluacion de la probabilidad de que los posibles riesgos y las consecuencias identificadas

ocurran.

e) Se deben de realizar recomendaciones de los posibles riesgos para analizar si estos son 0 no
aceptables o manejables. En esta etapa también se deben de determinar las estrategias para el

manejo de esos posibles riesgos.

El dafio ambiental puede ser definido de tres maneras diferentes; la primera involucra la
afectacion causada a un servicio ambiental; la segunda corresponde al impacto generado en los
distintos niveles de diversidad; y la tercera se refiere al efecto adverso que puede ser cuantificado y
predecible (Sanvido et al. 2011). De estas tres definiciones surgen las siguientes preguntas: ;qué es lo
que se debe de proteger? y ;qué es lo que se debe de medir para poder predecir los dafios ambientales

provocados por un organismo genéticamente modificado?
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1.2.2.2. Importancia del analisis de riesgo.

Meéxico al ser uno de los mas mega diversos del mundo y siendo centro de origen y diversidad de
muchas especies, debe de contar con mecanismos especificos de monitoreo de los efectos adversos que
representan los OGM para la salud, el medio ambiente y la diversidad biologica, previos a su liberacion
(LBOGM, 2005). A nueve afios de la publicacion de esta ley, y a 18 afios de la introduccion del algodon
Bt en el territorio nacional, aun no se cuenta con herramientas y procedimientos establecidos para llevar
a cabo el monitoreo de las adversidades de manera sistematizada (Wegier, 2013). Sin embargo, a la par
del acceso a nuevas tecnologias, aun no se cuentan con métodos especificos para su monitoreo en el
ambiente y la salud humana. En consecuencia, a la fecha no se cuenta con un panorama claro que
pueda ayudar al gobierno para la toma de decisiones sobre cudles serdn las consecuencias de la
introducciéon de OGM en materia de salud, alimentacion y economia. Por ello, se debe de monitorear

cual es la situacidon de manera previa a la liberacion de los mismos.

1.2.2.3 Riesgo de los organismos genéticamente modificados.

Identificar los riesgos que implica la introduccion de OGM al ambiente podria resultar complicado
debido a que atn no se han caracterizado todas las relaciones ecoldgicas y filogenéticas que tienen
estos organismos con otros que se encuentran dentro del ambiente donde se van a liberar. De esta

manera se han establecido las siguientes categorias de riesgo (Breckling et al. 2011):
-Flujo horizontal de genes recombinantes, entre organismos de especies diferentes.

-Flujo vertical de los genes recombinantes, entre individuos de la misma especie a través de la

descendencia.
-Evolucidn de la resistencia por parte de organismos blanco.

-Afectacion a los organismos no blanco.

1.2.2.4. Métodos para el analisis de riesgo por OGM.

En el contexto de los OGM, las evaluaciones de impacto ambiental podrian ser utiles no sélo para

medir el impacto sino también para medir los efectos acumulativos que se desencadenan a partir de la
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presencia de éstos en el campo (Garcia y Altieri, 2005).

Hay distintas propuestas para evaluar el dafio ambiental causado por OGM. En 2011 Sanvido y
colaboradores propusieron que para la definicion de dafio, es importante para analizar los datos
cientificos obtenidos durante la aplicacion de éstas o de cualquier otro método de evaluacion de efectos
adversos al medio. Por otro lado, se resalta la importancia de la estandarizacion de la metodologia para

analizar los efectos que tienen los OGM en su entorno.

Otro enfoque consiste en evaluar los efectos de las proteinas recombinantes a distintos niveles, a
través de la medicion de dafios en la transferencia horizontal (por el DNA libre), la transferencia
vertical (a los hijos), la persistencia (introgresion y transferencia del gene en la poblacion), la
hibridacion (combinacion con el material genético de otras especies), los efectos a 6rdenes superiores
de organismos (efectos en las cadenas troficas) y a través de los efectos indirectos (Breckling et al.

2011).

También se puede evaluar el dafio causado por los OGM siguiendo cuatro pasos: la
identificacion del riesgo; las pruebas de exposicion al riesgo; la caracterizacion de riqueza; y las
opciones de mitigacion (Meyer, 2011). Este procedimiento se puede realizar mediante la identificacion
y el monitoreo de las especies clave para el ecosistema en donde el OGM va a ser liberado o ha sido

introducido mediante hibridacion con otros taxa (Wegier ef al. 2011).

Para poder hacer una evaluacién de impacto ambiental causada por OGM, es necesario
clarificar las diferencias entre los efectos econdmicos y ecoldgicos, entre efectos adversos y dafios
(Bartz et al. 2009), sin perder de vista los dafios que pudieran generar en la salud. Para esto, proponen
una metodologia para identificar y diferenciar la tecnologia, los desencadenadores, los procesos y los
efectos, ya sea de un OGM o de especies exdticas. Algunos de los posibles efectos que pudieran estar
causando los OGM en el ambiente son la hibridacién con otros taxa, la acumulacion de sustancias
toxicas en la cadena alimentaria; y los cambios ambientales a nivel genético, de comunidades o de
ecosistemas. Cada uno de estos cambios corresponde respectivamente con cada una de las categorias de

diversidad en el ecosistema propuestas con anterioridad.

A los efectos primarios que tienen los OGM sobre la salud y el medio ambiente se han
considerado como directos, mientras que a los efectos indirectos se les considera como aquellos que se
dan como consecuencia de una cadena de eventos como la interaccidon con otros organismos, el flujo

génico y la dispersion de polen. De igual manera, las consecuencias de la introduccion de OGM,
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dependiendo del tiempo que le lleve expresarse podria ser de efecto inmediato o a largo plazo (Hilbeck

etal 2011).

1.4. Bioseguridad.

A partir de la generacion de estas nuevas tecnologias y de la elaboracion de los protocolos de
Cartagena, y Nagoya se establece el concepto de bioseguridad, el cual se refiere a “todas aquellas
acciones y medidas de evaluacion, monitoreo, control y prevencion que se deben asumir en la
realizacion de actividades con organismos genéticamente modificados, con el objeto de prevenir, evitar
o reducir los posibles riesgos que dichas actividades pudieran ocasionar a la salud humana o al medio
ambiente y la diversidad biologica, incluyendo los aspectos de inocuidad de dichos organismos que se

destinen para uso o consumo humano” (Protocolo de Nagoya, 2011).

En el afio 2005 en México se creo la Ley de Bioseguridad de los Organismos Genéticamente
Modificados (LBOGM, 2005), con el objetivo de regular las actividades relacionadas con OGM, de
manera que se puedan minimizar los posibles riesgos que éstos pudieran causar para la salud y el medio

ambiente (SAGARPA, 2014).

1.5. Organismos geneticamente modificados

Los OGM son identidades a las que por medio de la manipulacion genética, se les agrega secuencias de
acido nucleico con funciones especificas, que antes no podrian expresar con su secuencia inicial de
ADN (Acido desoxirribonucleico) (Secretaria del Convenio Sobre la Diversidad Biologica, 2000;

Sundaramurthy, 2010).

Estas inserciones se realizan con el objetivo de conferir a distintos organismos caracteristicas
nuevas como la tolerancia a herbicidas; la resistencia a plagas, virus u hongos; la tolerancia a
condiciones de estrés bidtico y abidtico (Vaeck et al. 1987); e incluso para la captura de carbono
(Jansson et al. 2010). En los cultivos estas técnicas se utilizaron por primera vez en 1983 (Herrera-
Estrella et al. 1983) con el objetivo principal de atacar a las plagas de distintos cultivos

(Sundaramurthy, 2010).
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Los transgénicos se pueden clasificar en 3 generaciones dependiendo de cudles son los
objetivos para los cudles estan hechos. Con los organismos de primera generacion se hace referencia a
aquellos que so6lo benefician al productor (Ej. Insecticidas y herbicidas). Los de segunda generacion
hacen referencia a los OGM que proporcionan un beneficio tanto al productor y como al consumidor
(Ej. Vacunas, alimentos con mayor valor nutricional). Los de tercera generacion son todos aquellos
productos que no son modificados para obtener un beneficio alimenticio o de la salud (Ejemplo:

biocombustibles y fibras textiles) (James, 2011; Wegier, 2013).

1.5.1. Proteinas Cry.

En el mercado existen OGM que expresan diversos tipos de proteinas recombinantes. Entre las mas
comunes se encuentran las proteinas llamadas Cry, que les proporcionan a las plantas resistencia a
distintos tipos de plagas y las proteinas CP4-EPSPS que les confiere resistencia a herbicidas como el

glifosato.

Las proteinas Cry se conocen desde principios del siglo XX, mientras que sus efectos como
insecticida desde la década de 1920. Desde la época de los setenta se han utilizado para atacar a las
plagas de diferentes cultivos (Sanchis y Bourguet, 2008; Heckel, 2012). Hoy en dia las secuencias que
codifican a estas proteinas se extraen de distintas cepas de la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) y se
insertan en el genoma de plantas de interés comercial para atacar a las plagas de estos cultivos (Hofte y
Whiteley, 1989). Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram positiva (+) que se encuentra en el suelo
asociada principalmente a los cultivos de tabaco. Esta bacteria secreta proteinas Cry cuando se

reproduce por medio de la esporulacion (Hofte y Whiteley, 1989; Sanchis y Bourguet, 2008).

En los tultimos 20 afios la ingenieria genética ha encontrado la forma de aislar los genes que
producen estos cristales. Estos genes se denominan Cry, mientras que a las proteinas que se expresan
teniendo como base estas secuencias genéticas se les conocen como endoproteinas. Cuando éstas
generan un dafio adverso a los organismos que las consumen, se llaman §-endotoxinas (Hofte y
Whiteley, 1989; Sanchis y Bourguet, 2008). En la literatura hay una gran variedad de genes Cry que se
clasifican en 14 grupos seglin su estructura y mecanismo de accion (Hofte y Whiteley, 1989). Dentro de
estos 14 tipos, existen 4 superfamilias que se dividen segin los organismos en los que es activa la

proteina recombinante: las proteinas que actiian en el orden Lepidoptera (mariposas) se denominan /;
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en Lepidoptera y Diptera (moscas) II; Coleoptera (escarabajos) /II; y solo Diptera IV (Hofte y
Whiteley, 1989).

Las proteinas recombinantes Cry, provenientes de la cepas de Baccilus thuringiensis subsp. kurstaki
(B.t.k.), han sido evaluadas para atacar a 55 plagas de lepidopteros que se encuentran presentes en 200
cultivos (Wilcox et al. 1986). De esta cepa se obtienen las proteinas Cryl Aa y Cryl Ac. Las proteinas
CrylAb y Cryl Ac son producidas de manera natural por la cepa B. thuringiensis subsp. thuringiensis

(Hofte y Whiteley, 1989).

En este trabajo se realizd una revision bibliografica sobre cuales son las especies blanco de las
proteinas Cry. Se encontrd que €stas son poco especificas y que tienen efecto sobre una gran gama de

especies de lepidopteros (Hofte y Whiteley, 1989; Sanchis y Bourguet, 2008; Aronson y Shai, 2001).

1.5.2. Mecanismo de accion.

Muchas de las proteinas cristalinas que se generan por B. thuringiensis, son prototoxinas. Estas ultimas
se llaman asi debido a que al estar en el intestino de las larvas de lepidopteros, dipteros y coledpteros,
se rompen en pedazos de menor tamano, generado péptidos que son capaces de actuar en mas de un
sitio activo (Hofte y Whiteley, 1989; Sanchis y Bourguet, 2008). Estos péptidos se unen con proteinas
de membrana presentes en el epitelio del intestino. Posterior a la unién con las membranas celulares,
las proteinas producen cristales, los cuales forman poros en las membranas de las células de manera

consecutiva. Cuando se rompen las células del intestino, el organismo muere (Hofte y Whiteley, 1989).
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Figura 1.2. Mecanismo de accion de las proteinas Cry. Modificado de Aronson y Shai, 2001.

Las proteinas Cryl Aa son proteinas que tienen tres dominios funcionales; los dominios II y III estan
relacionados con la unién a los receptores del epitelio intestinal de distintos organismos, mientras que
el dominio I forma poros selectivos de cationes en las membranas lipidica de los hospederos (Heckel,
2012). Cabe mencionar que una vez que se introduce la proteina recombinante en el genoma de las

planta de interés, ésta se expresa en todos los tejidos (Sanchis y Bourguet, 2008).

1.6. Gossypium hirsutum L.

El algodon, Gossypium hirsutum L., es una planta de la familia Malvaceae, tetraploide,
econdmicamente importante y que tiene su centro de origen y diversidad genética en México (Fryxell,

1992; Brubaker y Wendel, 1994, Wegier et al. 2011; Wegier, 2013).

De manera historica, la fibra del algodon se ha obtenido principalmente de 4 especies del

género Gossypium; G. hirsutum, G. barbadense, G. arboreum y G. herbaceum. G. barbadense se es
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originario de América del Sur, G. arboreum de India y G. herbaceum de Africa. Actualmente G.
hirsutum es la especie econdmicamente mas importante, ya que de ella se obtiene aproximadamente el

95% de la fibra que se utiliza en la industria para la fabricacion de distintos productos (Wegier, 2013).

Al ser una planta de interés econdémico, una gran parte los estudios de ecologia y evolucion del
algodon se han realizado utilizando plantas domesticadas (Wegier, 2013). Sin embargo, la diversidad
genética de la especie se ha encontrado en sus parientes silvestres, los cuales no han pasado por un
proceso de domesticacion (Wegier, 2013). A diferencia de las plantas cultivadas, las plantas silvestres
de algodon tienen menor proporcion de fibra en el fruto, son de formas variadas y tienen ciclos de vida

mayores a un afio (Wegier, 2013).

A la fecha, utilizando la estructura, geografica, ecoldgica y genética se han determinado ocho
metapoblaciones de algodon silvestre en México (Wegier ef al. 2011, Fig. 1.3.). Debido a que se sabe la
fecha exacta de introduccion de organismos genéticamente modificados al pais, se pueden utilizar las
proteinas recombinantes como marcadores moleculares que indican un flujo reciente, en el estudio de
Wegier y colaboradores (2011) se analizaron las proteinas recombinantes mds abundantes en las
liberaciones de algodén: Cryl Ab/Ac, Cry2A CP4-ESPSS y Pat/bar, localizando en cuatro de las ocho
metapoblaciones presencia de por lo menos alguna de ellas. En la metapoblacion Pacifico Sur que
corresponde a los estados de Oaxaca, Guerrero y Chiapas, se encontrod la proteina Cryl Ab/Ac en

algunas de las comunidades estudiadas (Wegier et al. 2011, Fig. 1.4.).
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Figura 1.3. Distribucion geografica de las metapoblaciones de G. hirsutum en México (Wegier et al.
2011).

CrylAb/1AC
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BE% CP4EPSPS
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Figura 1.4. Presencia de proteinas recombinantes en las metapoblaciones de G. hirsutum (Wegier et al.
2011).

1.7. Ecologia y biodiversidad

Historicamente, ha sido dificil definir hasta donde llegan los limites de las comunidades bioticas y los
mecanismos mediante los cuales éstas se generan y se transforman. Hasta hoy dia, existe el dilema de si
las comunidades actlian como un ente autdbnomo o como la suma del componente de cada una de las
poblaciones y especies que las conforman. Estas son ideas que han intentado dilucidar los ecologos

desde principios del siglo XX, siendo Gleason y Clements los maximos exponentes (Gurevitch et al.

2006).

Para analizar si las proteinas recombinantes tienen algiin efecto sobre los ecosistemas y los seres
vivos se han llevado a cabo distintos experimentos tanto en laboratorio (Wu ef al. 2009; Li ef al. 2010),

como en campo (Dively et al. 2005, Whitehouse et al. 2005; Bartz et al. 2009). En este estudio se
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propone una metodologia a partir del estudio de las comunidades bidticas, para corroborar si las

proteinas recombinantes tienen un efecto adverso sobre el ambiente.

El término de diversidad biolégica o biodiversidad tiene diversos significados dependiendo del
nivel al que nos estemos refiriendo. Entre éstos los principales niveles de diversidad en la naturaleza

son el de diversidad genética, de especies, de habitats y de ecosistemas (Tilman et al. 1997).

Para distintas disciplinas biologicas como la biogeografia y la ecologia, es importante la
comprension de como y del porqué se distribuye la biodiversidad en los ecosistemas terrestres. A
distintos niveles, este parametro funciona como indicador del funcionamiento de un ecosistema
(Tilman et al. 1997). Asi, la comunidad es un nivel de clasificacion ecologica y se caracteriza por estar
compuesta de distintas poblaciones de especies que interactuan entre si en un espacio y tiempo
determinados. Esto quiere decir que los organismos de una poblacion afectan de alguna manera a los de

otra (Gurevitch et al. 2006).

Actualmente hay un consenso sobre el analisis de los ecosistemas, pues éstos poseen
propiedades emergentes particulares que pueden ser medidas y modificadas en el tiempo. Los estudios
relacionados con este tema se estan enfocando mas en definir los procesos que conllevan al
establecimiento de las comunidades bidticas, que al estudio per se de las propiedades emergentes de
¢éstas (Gurevitch ef al. 2006). De esta manera las propiedades emergentes, que nos ayudan a medir y
analizar la diversidad y los procesos que se llevan a cabo en este nivel biologico, son la abundancia,
riqueza, composicion de especies, conectividad, biomasa, equidad o equitatividad, entre otras (Odum y

Garret, 2005; Gurevitch et al. 2006).

En este nivel ecoldgico, la diversidad se puede medir dependiendo del sitio y de las
comparaciones que se realizan entre éste y otro. Existen tres formas diferentes de medir la diversidad
dependiendo de la escala a la que queramos trabajar: alpha (o), beta (B) y gamma (y) (Whittaker, 1972).
La diversidad alpha hace referencia a las especies que se encuentran en un area, regidon o ecosistema
determinado; la diversidad gamma hace referencia al total de especies que se encuentran en una region;
y la diversidad beta hace referencia a la diferencia en la composicion de especies entre dos o mas

localidades o ecosistemas de una region particular (Gurevitch ef al. 2006).

En la literatura, para referirse a la diversidad alpha (o) se hace mencion tanto a la riqueza como
a la abundancia de las especies que hay en un sitio especifico. La riqueza y la abundancia son dos

propiedades emergentes que permiten definir como es la composicion de una comunidad en un espacio
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y tiempo determinados (Odum y Garret, 2005). Para este trabajo ambos parametros son importantes; el
término de riqueza hara referencia al nimero de especies que se encuentran presentes en cada uno de
los sitios de estudio, mientras que el de abundancia connotaréd al nimero de individuos de una especie
dada que existen en el lugar definido. A partir de la abundancia relativa de cada una de las especies de
una comunidad, se puede definir a la equidad como el pardmetro que ayuda a describir qué tan
homogénea es la distribucion de los individuos en cada una de las especies que la conforman
(Gurevitch et al. 2006) Actualmente, es importante conocer estos parametros la toma de decisiones

sobre el uso y manejo sustentable de los recursos naturales (Pozo et al. 2005).

Conocer la composicion de especies de la muestra es 1util para conocer cuales son las
identidades taxondmicas y en qué proporcion se encuentran en cada uno de los parches que se van a

estudiar (Gurevitch et al. 2006).

1.8. Lepidopteros

1.8.1. Lepidopteros como especies indicadoras del impacto y dafio ambiental.

Para conocer el impacto que las distintas actividades humanas han llevado a cabo en los ecosistemas,
los artrépodos de la clase Insecta se han propuesto como buenos indicadores de la salud ecosistémica
(Pozo et al. 2005). Por lo general, estos organismos se han utilizado para conocer los efectos que tienen
los fendémenos como el cambio climatico global, agricultura intensiva y la fragmentacion de zonas con

altos niveles de biodiversidad (Foley et al. 2005).

En los tltimos afios, los artropodos de la clase: Insecta se han propuesto como indicadores para
medir los efectos que la introduccion de OGM podrian estar causando en distintos ambientes. Entre los
principales 6rdenes propuestos se encuentran los himenopteros (hormigas), los isopteros (termitas),
algunos coledpteros (escarabajos) y los lepidopteros (mariposas) (Pozo et al. 2005; Ooistermeijer y van
Swaan, 1998). Estos 6rdenes han sido utilizados debido a que son sencillos de monitorear y a que en la
actualidad existe mucha informacién sobre su taxonomia. Asimismo, éstos son faciles de comparar
entre localidades y épocas del afio debido a que presentan sensibilidad ante las fluctuaciones de las
condiciones ambientales. Por esto todos estos grupos presentan en la naturaleza relaciones bien

definidas con otros organismos, lo que conlleva a que se puedan prevenir las consecuencias de los
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disturbios (Brown, 1997). En estudios previos se ha observado que la diversidad alpha y, en
consecuencia, la diversidad beta y la diversidad gamma, disminuyen como efecto del dafio causado por

los humanos (Whitehouse et al. 2005; Sundaramurthy, 2010).

Los lepidopteros son un grupo idéoneo para los bio-monitoreos. Esto se debe a que son muy
sensibles a los cambios ambientales, tienen altas preferencias por las plantas en las que hospedan a sus
larvas, se encuentran en diversos ecosistemas y tienen un ciclo corto de reproduccion (Tyler et al.
1994, Ooistermeijer y van Swaay, 1998). Ademas, dentro del filum de los artropodos, Lepidoptera es de
los 6rdenes mejor descritos taxondémicamente, ya que es muy sensible a los cambios de habitat y a la
eutrofizacion de los suelos. Por todo esto algunos autores proponen que la diversidad y la abundancia
de lepidopteros en una comunidad son dos pardmetros fundamentales para el andlisis de las
consecuencias que pueden presentar plantas que expresan proteinas recombinantes y son liberadas al

ambiente (Lang y Biihler, 2012).

Previamente se han llevado a cabo algunos estudios que relacionan las practicas agricolas con la
diversidad de especies y la abundancia de lepidopteros (Stéphanie et al. 2007). Este protocolo de
monitoreo ha sido aceptado como un método para medir el dafio ambiental causado por OGM en paises

como Australia y Alemania (Lang, 2004).

1.8.2. Caracteristicas generales.

El orden Lepidoptera se caracteriza porque los individuos presentan alas cubiertas de escamas y un
aparato bucal modificado en una espirotrompa que usan para succionar néctar de las flores cuando los
individuos alcanzan la edad adulta (Luis-Martinez et al. 2004). Este orden contiene un suborden
Rhopalocera, que de manera comin hace referencia a las mariposas diurnas. Este, se divide en las
superfamilias Papilionoidea y Hesperioidea. (Luis-Martinez et al. 2004). A su vez, la superfamilia
Papilionoidea se divide en 5 familias: Papilionidae, Pieridae, Nymphalidae, Riodinidae y Lycanidae
(Luis-Martinez et al. 2004). Hesperioidea s6lo se compone de la familia Hesperiidae y los géneros que
la componen se caracterizan por ser de colores poco llamativos (café, blanco o negro) y por presentar

un torax fuerte que les permite volar a gran velocidad (Luis-Martinez et al. 2004).
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1.8.3. Diversidad de lepidopteros en México.

Se estima que en México existen 23 750 especies de Lepidoptera, de las cudles s6lo se han descrito 14
500. Esta cifra equivale a aproximadamente 10% de la diversidad a nivel mundial (Llorente-Bousquets
et al. 2014). Las subfamilias que tienen un mayor numero de especies son Hesperiidae (800 spp),
Nymphalidae (440 spp) y Lycaenidae (430 spp). Las familias Pierideae y Papilionidae se encuentra en
menor proporcion con 90 y 56 especies respectivamente (Luis-Martinez et al. 2000). Ademas se han
descrito 1209 especies de la superfamilia Rophalocera, que corresponden entre el 90 el 96% de la

riqueza total de las especies de esta familia que se distribuyen en el territorio nacional.

Los estados con mayor riqueza de especies son Chiapas, Oaxaca y Veracruz (Luis-Martinez et
al. 2000). Oaxaca es el estado que cuenta con un mayor nimero de especies de la subfamilia
Papilionoidea (Luis-Martinez et al. 2004) y un mayor numero de endemismos (Llorente-Bousquets e?
al. 2014). Los registros de los ejemplares que se tienen en las distintas colecciones para los ejemplares
recolectados en el estado de Oaxaca, provienen principalmente de la las colectas realizadas en la Sierra
de Juarez y de Candelaria Loxicha-San Jos¢ del Pacifico (Luis-Martinez et al. 2004). Hasta 2004 se
reconoce la falta de esfuerzo de colecta que existe para conocer la diversidad total de especies de
lepidopteros que se distribuyen en el estado de Oaxaca (Luis-Martinez et al. 2004) y en especifico, de

las especies que se distribuyen en la selva baja caducifolia.

1.8.4. Interaccion entre lepidépteros y algodon.

En los ecosistemas, los lepidopteros fungen como herbivoros, depredadores y polinizadores (Howe,
1975; Lang et al. 2013) dependiendo de su estadio de vida y del ecosistema en donde se localicen
(Noss, 1990). Esta es la primera investigacion que describe la comunidad de lepiddpteros asociados al
algododn silvestre, por lo que la informacion que es utilizada aqui como antecedente se ha obtenido en
estudios sobre plantas cultivadas y generalmente fuera del centro de origen de la especie. Es importante
mencionar que cuando se trata de cultivos, a los organismos que perjudican a la produccion se les
conoce como plaga, mientras que en los ecosistemas naturales estos mismos organismos podrian estar

teniendo un papel crucial para la ecologia y la evolucion de distintas especies (Cerritos ef al. 2012).

Al ser el algodén una especie de interés econdémico, en la literatura hay muchas especies que

interactian con la planta perjudicdndole alguna parte como los frutos, las semillas o las hojas. En los
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sistemas naturales a este tipo de interacciones se le conoce como herbivoria. Estas son del tipo (+/-), y
se caracterizan porque uno de los organismos que participa en la interaccion se ve beneficiado,

mientras que el otro se dafa de manera parcial o total (Gurevitch et al. 2006).

En la actualidad las plagas que se tienen registradas para G. hirsutum pertenecen a distintos
ordenes y especies. Solo en India y en China se han descrito mas de 150 especies de artropodos
relacionados con las plantas de algodon (Parimi et al. 2010; Luo et al. 2014). Los principales tipos de
plagas del algodon son de los 6rdenes Lepidoptera y Coleoptera. Los artropodos que corresponden a
estas dos clasificaciones se alimentan de los frutos y de las hojas principalmente, siendo en su mayoria

frugivoros y defoliadores (Gurevitch et al. 2006).

La mayor parte de las plagas del orden Lepidoptera, son de la familia Noctuideae (Luo et al.
2014). Entre las plagas de esta familia que provienen del continente americano se encuentran Heliothis
virescens (gusano tabacalero) y Helicoverpa zea (Hagenbucher et al. 2013). Entre las especies que
provienen de Asia y Australia estan Helicoverpa armigera y Helicoverpa punctigera. De la misma
manera, el gusano rosa Pectinophora gossypiella se distribuye en todo el mundo y es la especie de
plaga de algodon mas problematica para las plantaciones de G. hirsutum (Naranjo, 2005; Hagenbucher
et al. 2013). Spodoptera exigua, Heliothis virescens, Crocidosema plebejana y Alabama argillacea son
algunas otras especies de lepidopteros que se encuentran distribuidas en distinta proporcion en

diferentes partes del mundo (Whitehouse et al. 2005; Wu et al. 2009; Hagenbucher et al. 2013).

Al igual que Alabama argillacea, las larvas del género Spodoptera se alimentan del follaje de
la planta (Sadras y Felton, 2010). Otra plaga que es de gran relevancia para los cultivos es Helicoperva
armiguera. Esta ultima no es especifica de G. hirsutum, ya que también se alimenta de otros cultivos

como el del tomate y las leguminosas (Parimi et al. 2010).

Algunas otras plagas del algodon que no pertenecen al orden Lepidoptera son Anthonomus
grandis, la mas importante en México (SENASICA, 2012), los afidos Acyrthosiphon gossypii y Aphis
gossypii; las moscas Bermisia tabaco y Trialeurodes abutilonea; las arabas Tetranychus urticae y
Tetranycus pacificus; los saltamontes Bucculatrix thurberiella y Trichoplusia ni (Hagenbucher et al.

2013).

En Meéxico, las plagas reglamentadas del algodon cultivado, que conforman el complejo
bellotero, son Heliothis virescens, el gusano bellotero; Heliothis zea; y el gusano rosa, Pectinophora

gossypiella del orden Lepidoptera; y el picudo del algodonero, Anthonomus grandis, del orden
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Coleoptera. Este ultimo es nativo de México y puede llegar a danar hasta el 100% de un cultivo
(SENASICA, 2012). Todas estas plagas se alimentan de la fibra y de las semillas que se encuentran
dentro de los frutos. Debido a que las especies antes mencionadas son las principales para erradicar por
el gobierno, desde el 2007 se ha implementado una campafia para controlarlas en todos los estados del
norte donde se encuentran los principales cultivos de G. hirsutum con interés comercial. Por el
momento el gusano rosa se encuentra erradicado tanto en México como en los Estados Unidos y se
intenta que los agricultores lleven un control muy estricto para no generar mayores pérdidas
economicas. Helicoperva zea es otra de las plagas que actualmente dafian a una gran cantidad de
cultivos en la region d ella Comarca Lagunera y en el estado de Chihuahua (Aguilar-Menedel et al.

2007).

En este trabajo se toman en cuenta los pardmetros de diversidad alpha (riqueza y abundancia),
diversidad (indice de Shannon y equidad de especies); la diversidad beta (indice de Jaccard) y la
composicion de especies para compararlos con o sin proteinas recombinantes que se expresan en una
metapoblacion de G. hirsutum. Estos parametros otorgan informacion ecoldgica que en una primera
instancia ayudan a determinar qué organismos se encuentran en el area y su proporcion, lo cual permite

generar una linea base para su conservacion.

Otros tipos de aproximaciones al mismo tema, son los estudios evolutivos que no llevaremos a
cabo en este trabajo, como la genética de poblaciones, de coevolucion y de genética de comunidades
que podrian ser implementadas en etapas subsecuentes. En este sentido, coevolucion se define como el
cambio evolutivo que en un caracter de los individuos de una poblacion afecta al cambio evolutivo de
un caracter en los individuos de una segunda poblacion (Ehrlich y Raven, 1964; Janzen, 1980); y la
genética de comunidades estudia como es que un gen establecido en una poblacion, influye en la
respuesta de los caracteres de las poblaciones que establecen interacciones con los organismos de la

primera poblacion.
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Il. JUSTIFICACION

El algodon, G. hirsutum, es una de las especies que se ha modificado genéticamente y actualmente es
uno de los cultivos biotecnologicos mas utilizados del mundo (James, 2012). En 1996 el algodon GM
se comenz6 a sembrar en México (SENASICA, 2012). Desde entonces se han dado 17 eventos de

liberacion (CERA, 2012).

Los genes que codifican para las proteinas recombinantes que provienen de distintas cepas de
Bacillus thuringiensis (Bt), se insertan en el genoma de distintas plantas con interés comercial para el
control de plagas (Hofte y Whiteley, 1989). Algunos estudios reportan que estas proteinas sdlo actian
en los organismos para los cuales han sido seleccionadas, sin embargo, andlisis previos han detectado
que estas proteinas también pueden afectar a otro organismos los cudles son dificiles de detectar si no
se conoce el entorno donde se va a liberar el cultivo transgénico (Dively ef al. 2004; Sundaramurthy,
2010; Schuppener et al. 2012). Ante esta problematica, diversos organismos tanto nacionales como
internacionales han hecho énfasis en que es importante implementar diversas técnicas de monitoreo del
dafio ambiental causado por OGM en el ambiente (Bartz et al. 2009), las cuales atin no se encuentran

definidas.

Meéxico es el centro de origen y diversidad genética de la especie de planta de G. hirsutum
(Brubaker y Wendel, 1994). Utilizando las proteinas recombinantes como marcadores moleculares, en
2011 se encontr6 que las plantas silvestres de G. hirsutum tienen flujo génico con sus parientes

cultivados (Wegier et al. 2011).

Dado que los lepidopteros son buenos indicadores de cambios en el ambiente (Noss, 1990) y a
que en México atun no existen métodos especificos para el monitoreo del dafio de OGM en el ambiente,
este estudio pretende proponer y llevar a cabo una metodologia para la medicion de dafio causada por
los éstos (LBOGM, 2005). Esto se pretende llevar a cabo a través del estudio de los parametros de la
comunidad de lepidopteros circundante una metapoblacion de G. hirsutum donde las plantas de una

subpoblacion expresan proteinas recombinantes Cry.

Cabe mencionar, que este es el primer estudio donde se realiza un andlisis de riesgo para
determinar los efectos de las proteinas recombinantes, posterior al flujo génico entre plantas cultivadas
y silvestres, por lo cual se obtendra informacién importante para la toma de decisiones orientadas a la

conservacion de las comunidades bidticas.
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I11. OBJETIVOS

3.1. Objetivos

3.1.1. Objetivo general.

Generar una metodologia que ayude a determinar si existe dafio causado por las proteinas Cry
expresado en las plantas silvestres de G. hirsutum de la metapoblacion Pacifico Sur, sobre en la

comunidad de lepidopteros.

3.1.2. Objetivos particulares.

-Detectar la presencia de proteinas recombinantes en la metapoblacion Pacifico Sur de G. hirsutum.

-Generar informacion de linea base para determinar las especies que se encuentran circundantes a las

plantas silvestres de G. hirsutum en su centro de origen.

-Comparar la diversidad alpha (riqueza, abundancia indice de Shannon y equidad); diversidad beta
(indice de Jaccard) de las comunidades de lepiddpteros circundantes a las plantas de G. hirsutum con 'y

sin proteinas recombinantes.

-Analizar si los parametros de diversidad alpha, la diversidad beta y composicion de especies de
lepidopteros en cada una de las localidades, son distintos entre tratamientos de plantas de G. hirsutum

con y sin Cry.

-Examinar si los pardmetros de diversidad alpha, la diversidad beta y composicion de especies de

lepidopteros muestran variacion entre épocas del afio (lluvias y secas).

-Realizar el andlisis de riesgo para analizar si existe dafio ambiental sobre la comunidad de lepidopteros
circundantes a las plantas de G. hirsutum de la metapoblacion Pacifico Sur y; en caso de existir dafio,

determinar cudl es el grado de este.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Deteccion de proteinas recombinantes y eleccion del area de estudio

Con base en los resultados obtenidos por Wegier y colaboradores en 2011, se eligié la metapoblacion
de Pacifico Sur para realizar el analisis comparativo de especies de lepidopteros. A continuacion se

menciona la metodologia que se siguid para la eleccion de las areas de estudio.

En julio de 2012 se realiz6 un muestreo a la metapoblacion Pacifico Sur para detectar la
presencia de proteinas recombinantes. En esta salida se colectaron hojas de todas las localidades donde
se encontraron plantas silvestres de G. hirsutum. Después de la salida, se realizaron ensayos ELISA
direct antibody sampling (DAS) para la deteccion de proteinas recombinantes (Cryl Ab/Ac, Cry2A,
CrylF y CP4-ESPS) de todo el material colectado.

Las localidades que fueron seleccionadas para realizar este estudio fue una donde se encontro
que casi todas las plantas de G. hirsutum expresan proteinas recombinantes (localidad AZ); y otra donde
esta prueba fue negativa para todas las plantas estudiadas (localidad Bg). De esta manera los criterios
para seleccionar las localidades en donde se llevo a cabo este trabajo fueron la historia evolutiva que
presentan en comun las plantas de G. hirsutum de la region (Wegier et al. 2011), el numero de plantas
de G. hirsutum que presentd cada una de las localidades, procurando que éste fuera similar; y la

presencia/ausencia de proteinas recombinantes (Cryl Ab/Ac y Cry2A).

Cabe mencionar que los ensayos ELISA que se llevaron a cabo fueron de la marca AGDIA y
que se llevaron a cabo entre la segunda y tercera semana de julio de 2012. En estos analisis se detectd
la presencia de proteinas recombinantes en algunas otras plantas de la region. Sin embargo, la densidad
de individuos de las localidades no fueron lo suficientemente amplias como para realizar un estudio
comparativo entre la “localidad A” con presencia de proteinas recombinantes y la “localidad B” con

ausencia de las mismas. Ambas se encuentran en el estado de Oaxaca.

23Se describen en la siguiente pagina.
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En este trabajo se realizaron cuatro colectas durante el afo, dos en época de secas y dos en
época de lluvias. Cada muestreo consistid6 de dos dias en cada una de las localidades estudiadas. Las

fechas de las salidas fueron en julio y octubre del 2012; y febrero y mayo del 2013.

4.2, Sitio de estudio

La “localidad A” se ubica en el municipio de Asuncion Ixtaltepec, a 210 m s.n.m. y cuenta con 697
habitantes. Sus coordenadas son 16° 42° 46.0” N, 94° 59’ 43.0” W (Fig. 4.1). En esta localidad se
registraron las plantas con presencia de transgenes. La mayoria de las plantas de esta localidad se
encuentra en una parcela de uso comun. No se sabe como es que las plantas llegaron a establecerse en
este lugar y desde el 2005 se ha detectado la presencia de proteinas recombinantes en la zona (Wegier

etal 2011).

La “localidad B”, que no presenta proteinas recombinantes, estd situada en el municipio de San
Pedro Huamelula en el Estado de Oaxaca. Sus coordenadas son 15° 54' 42.9984" N, 95° 52° 25.0” W
(Fig. 4.1). Esta se encuentra a 40 m s.n.m. y tiene una poblacion de 321 habitantes. Para cada salida, el
namero de plantas de algodon varid6 de manera considerable, por lo cual el proyecto de demografia que
se encuentra en preparacion por parte del Laboratorio de Biotecnologia Forestal del INIFAP, viene a
formar una parte importante del proyecto de dano. En esta localidad no se encontrd presencia de

proteinas recombinantes.
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Figura 4.1. Localidades de estudio. En rojo se representa la “localidad A” y en amarillo la “localidad

B”. En naranja se representa la distribucion potencial de la metapoblacion Pacifico Sur de G. hirsutum.

La vegetacion caracteristica de la zona es selva baja caducifolia, en el estado de Oaxaca. Esto
quiere decir que la zona presenta una temporada de secas (noviembre-mayo) y una temporada de
lluvias (junio-octubre) bien definidas. El tipo de clima predominante, segun la clasificacion de Koppen
es Aw, que se refiere al clima célido con lluvias en verano. El tipo de vegetacion que predomina en la
zona son especies arborescentes que pierden sus hojas durante la época de secas. La temperatura media
anual registrada en la literatura va de los 20° C a los 29° C. La precipitacion media anual varia entre
300 y 1800 mm. El tipo de suelo predominante es arenoso y en algunos casos arcilloso (Rzedowski,

2006).

Cabe mencionar que debido a que presentan suelos poco aptos para la agricultura, este tipo de
bosques han sido menos explotados que los bosques tropicales perennifolios. Algunos de los problemas
que presenta la zona en cuanto a la conservacion de la vegetacion son la introduccion del ganado, la

sobrepoblacion, los incendios, el saqueo de especies y la tala selectiva (Rzedowski, 2006).

Algunas de las especies caracteristicas de este tipo de vegetacion en la zonas aledanas al Istmo
de Tehuantepec son especies del género Bursera (B. aft. sclechtendalii, B. morelensis, B. excelsa, B.
heteresthes), Lysiloma divaricata, Ceiba parvifolia, Amphipterygium adstringens, Plumeria rubra,

Cercidium praecox y diversas cactaceas columnares (Rzedowski, 2006).

4.3. Sistema de estudio

En la actualidad existen muchos estudios de ecologia, evolucion y diversidad asociada a las plantas de
G. hirsutum (Butler et al. 2001; Naranjo et al. 2005; Parimi et al. 2010; Purcel et al. 2010; Fernandes et
al. 2012; Luo et al. 2014). Sin embargo, este tipo de estudios han estado enfocados a la variedad
cultivada (Wegier, 2013). Las plantas silvestres de G. hirsutum tienen su origen en México (Brubaker y
Wendel, 1994) y por lo general, de manera silvestre se encuentran distribuidas en sitios perturbados de

los asentamientos antropogénicos o naturales.

En cuanto a su distribucion se puede decir que éstas plantas siguen una dindmica
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metapoblacional (Wegier et al. 2011). Cabe mencionar que las metapoblaciones se caracterizan porque
de manera generacional, tienen una dinamica de colonizacion y extincion a partir de la migracion en
parches de una misma area geografica (Hanski, 1994). A partir de la definicidon de metapoblacion, el
término “metacomunidad” se refiere al conjunto de poblaciones que interactiian y estan interconectados

por la dispersion (Gurevich et al. 2006).

El sistema de estudio de este trabajo se basa en las relaciones filogenéticas entre las plantas de
una misma especie que se han determinado en trabajo previos (Fryxel, 1992; Brubaker y Wendel, 1994;
Wegier et al. 2011). Si se considera que este modelo se realiza bajo la distribucion de las
metapoblaciones de algodon, y que los lepidopteros se comportan bajo una dindmica metapoblacional
(Hanski, 1994), se puede decir que éste es un sistema de estudio de metacomunidades (Hanski, 1994;
Wegier et al. 2011). Para responder a los objetivos planteados con anterioridad, en este estudio se
trabajara a nivel de comunidad en donde se analizan como cambian las propiedades emergentes ante la

introduccidn de una proteina recombinante en el ecosistema.

4.4. Método

4.4.1. Establecimiento de parcelas.

Se establecieron tres parcelas en cada una de las localidades. Cada una de las parcelas tuvo un tamafio
aproximado de 20 m de radio. Dos parcelas presentaron plantas de G. hirsutum y una fungié como

parcela control (Fig. 4.2).

De esta manera se presentan dos tipos de tratamientos para comparar las localidades: con
plantas de algodon y sin plantas de algodon (control). Los controles se establecieron para poder
determinar si las plantas de algodon influyen de alguna manera sobre diversidad de mariposas que se
colectaron. Asimismo, este tratamiento es importante para identificar si existen otros factores en la

localidad que determinan la distribucion de las mariposas.

Para que los datos a analizar fueran totalmente independientes entre si, se procurd que la parcela
control estuviera a por lo menos 300 metros de distancia de las parcelas con presencia de plantas de
algodon. Cabe mencionar que a medida de lo posible se intentd que las 6 parcelas utilizadas contaran

con una vegetacion similar entre ellas y que el nimero de plantas de G. hirsutum fuera similar (Cuadro
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4.1).

Localidad A Localidad B
Con Cry Sin Cry

Parcela A.
Con algodon

Parcela B.
Con algoddon

Parcela C.
Control

20m 20m

Figura 4.2. Disefio experimental. En cada una de las localidades hay tres parcelas, dos tienen plantas

de algoddn y una funge como control.

Cuadro 4.1. Numero de plantas que se encontraron en las parcelas con G. hirsutum en cada una de las

localidades por época del afio.

Tratamientos con No. de plantas. No. de plantas.

G. hirsutum Localidad A (Con Cry) | Localidad B ( Sin Cry)
Julio. T.A 7 6
Julio. T.B 1 5

Octubre. T.A 5 6

Octubre. T.B 1 5

Febrero. T.A 0 6

Febrero. T.B 1 5

Mayo. T. A 4 8

Mayo. T.B 1 5

En cada parcela se puso una trampa Van Someren-Rydon, ademas de que se colectaron
ejemplares con ayuda de redes entomologicas. Estos dos métodos fueros seleccionados debido a que en

estudios previos se ha visto que cuando éstos se utilizan en conjunto, es posible capturar hasta 80% de
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la diversidad de organismos del orden Lepidoptera que se encuentran en un area determinada (Pozo et
al. 2005). Aunque previamente se ha registrado que la identidad de especies recolectadas es mayor en
horas hombre (con ayuda de redes entomoldgicas) que en horas trampa (Van Someren-Rydon), se ha
registrado que el nimero de individuos es mayor con las trampas que con la colecta con red

entomologica. La red es importante para capturar la diversidad del area de muestreo (Pozo et al. 2005).

Es importante mencionar que la composicion de la comunidad de lepidopteros podria fluctuar
mucho entre un sistema natural y otro (Rios-Casanova ef al. 2010). De esta manera, al hacer un estudio
de correlacion entre las plantas y los lepidopteros de un ecosistema, se deben tomar en cuenta distintos
factores que podrian estar alterando nuestros resultados y, por lo tanto, nuestra hipotesis. Entre los
elementos que se consideraron se encuentran la composicion de los estratos de vegetacion circundantes
(muchas/pocas plantas herbaceas alrededor) y si los sitios de muestreo se encuentran

predominantemente bajo el sol o en la sombra (Rios-Casanova et al. 2010).

Debido a la distribucion limitada de plantas de G. hirsutum en el area (Cuadro 4.1), las parcelas

utilizadas para realizar los muestreos fueron las mismas durante las distintas épocas del afo.

4.4.2. Colecta de ejemplares.

4.4.2.1 Busqueda dirigida con Van Someren-Rydon (Rydon, 1964).

Las trampas Van Someren-Rydon (Fig. 4.3) se colocaron de manera aleatoria en cada una de las
parcelas a estudiar (Fig. 4.4). En cada uno de los muestreos las trampas se colocaron por un periodo de
48 horas consecutivas. El cebo se conform6 de fermento de pifia y platano macho, con cerveza (Pozo et
al. 2005). Los ejemplares fueron recolectados por las mafiana y por las tardes, con el objetivo de
diferenciar el periodo del dia donde fueron capturados. Los ejemplares colectados fueron sacrificados
en una camara letal con acetato de etilo, y posteriormente se guardaron en sobres de papel glassine
(Dominguez, 2009). Con este método se pretendid cubrir un total de 576 horas de muestreo por cada

una de las areas de estudio. Con este método en total se obtuvieron 1,152 horas de colecta.
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70 cm

40 cm

Figura 4.3. Trampa Van Someren-Rydon (Rydon, 1964).

Figura 4.4. Trampa Van Someren-Rydon en el campo.

4.4.2.2. Busqueda dirigida con red entomoléogica estindar (Howe, 1975).

La red entomolodgica estandar (Howe, 1975) se utilizé durante un total de tres horas por dia en cada una
de las parcelas a muestrear. Cada uno de los muestreos fue realizado por tres personas, por media hora
en cada una de las parcelas; las colectas fueron realizadas durante la mafiana (entre las nueve de la
mafiana y el medio dia) y por la tarde (entre cuatro y seis), procurando evitar las horas de mayor

insolacion (de mediodia a tres de la tarde). El total de tiempo muestreado por dia fue de nueve horas,
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tres por cada una de las personas que ayudaron con la colecta. Debido a la distancia entre las parcelas,
no fue posible realizar la colecta de manera simultanea; sin embargo, se procurd que las diferencias en
tiempo entre el muestreo de una parcela y otra no fueran significativas. Cabe mencionar que el tiempo
neto de muestreo con red fue proporcional a los resultados que se obtuvieron (Dominguez, 2009). Con
estos datos este estudio se cubrid un total de 144 horas de muestreo con este método, 72 horas por
localidad (Fig. 4.5). Al igual que con las trampas Van Someren- Rydon, los ejemplares capturados

fueron sacrificados con acetato de etilo y guardados en una bolsa de papel glassine (Dominguez, 2009).

Figura 4.5. Colecta de ejemplares con red entomoldgica estandar.

4.5. Identificacion de ejemplares

La identificacion de los ejemplares de la familia Rhopalocera fue llevada a cabo por el sefior Adolfo

Ibarra Vazquez, encargado de la coleccion Nacional de Insectos del Instituto de Biologia, UNAM (Fig.

4.6).

La corroboracion de las familias y subfamilias de los ejemplares, se realizo con la base de datos

en Internet http:/www.butterfliesandmoths.org/. La identificacion de los ejemplares de la familia

Noctuidae se estd llevando a cabo por métodos moleculares. A la fecha solo se tiene registro de una
especie de la familia Erebideae. En el presente trabajo, todos los andlisis se realizaron a nivel de

morfoespecies.
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Figura 4.6. Ejemplares identificados a morfoespecie y especie en bolsas de papel glassine.

4.6. Analisis estadisticos

En este estudio, la riqueza y la abundancia de especies fueron estimadas como el total de morfoespecies
y como el nimero de individuos de cada taxdn respectivamente, por cada subpoblacion y por época del

afno (Rios-Casanova et al. 2010).

Para conocer la riqueza de morfoespecies colectadas en total, se realizd una curva de
rarefaccion. Esta curva se realiza dividiendo el total de morfoespecies entre el nimero de colectas, para
comparar la riqueza obtenida con la riqueza esperada (Colwell et al. 2004). Esta se realizdo con el

paquete vegan (http://vegan.r-forge.r-project.org/) del programa R (R Core Team, 2012).

Para conocer la diversidad de las morfoespecies para cada una de las localidades, se realizd una
grafica donde se muestra una curva de rarefaccion de especies de Colenman para la “localidad A”, con
proteinas Cry, y otra para la “localidad B”. Se eligi¢ este método de rarefaccion debido a que el nimero
de especies es muy dispar entre colectas. Esta curva se calcula distribuyendo todas las morfoespecies
de manera aleatoria entre cada uno de los muestreos manteniendo los tamafios originales (Colwell y

Coddington, 1994). Esto se realizé con el programa EstimateS 9.0.1.

Para conocer si la diferencia en los datos de riqueza y abundancia (diversidad alfa) entre las dos
localidades (localidades A y B) y entre tratamientos (con plantas de G. hirsutum y control) fue

significativa entre si, se utilizé la version 21 del programa SPSS. El andlisis estadistico utilizado para
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los andlisis de la riqueza y abundancia entre tratamientos, fue ANOVA de medidas repetidas. Esta
prueba fue seleccionada debido a que para todos los muestreos se utilizaron las mismas parcelas, de
manera que los datos obtenidos no fueron independientes entre si. Para corroborar si los datos de esta
colecta son robustos, se realiz6 la prueba de esfericidad de Mauchly para cada uno de los casos

estudiados (Zar, 2010).

Posteriormente se calculd el indice de Shannon Wiener (Shannon, 1948). Esto se realizd para
cada una de las parcelas estudiadas; en presencia y ausencia de algodon por localidad; y para comparar
las épocas del afio de manera general y por localidad. Este indice fue utilizado debido cuenta con una
prueba estadistica que es muy util para comparar la diversidad de dos lugares diferentes (Zar, 2010).
Esta ultima es una prueba de ¢ que se realiz6 para corroborar si existen diferencias significativas entre:
parcelas de algodon con y sin presencia de Cry; “Localidad A” y “Localidad B”; épocas del afo; y para

lluvias/secas de cada uno de los casos antes mencionados (Hutcheson, 1970; Zar, 2010).

La féormula utilizada para calcular el indice de Shannon fue la siguiente:

H> = -) pilog pi
i=1
Donde,
i corresponde al nimero de especies,
k al nimero de categorias
y pi al nimero de observaciones encontradas en la especie i.
A partir del indice de Shannon calculado para cada uno de los casos mencionados con anterioridad, se

calcul6 la equidad utilizando la férmula presentada a continuacion (Gurevitch et al. 2006):

H’
J=—
H’max

Donde,
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H’max = l()g k
Donde,
k= nimero de casos.

Con el paquete vegan (http://vegan.r-forge.r-project.org/) del programa R (R Core Team, 2012),

se utilizo la grafica de Renyi para comparar la diversidad alfa (a) entre sitios con algodon, las parcelas

control y entre épocas del afio (Thétmérész, 1995).

Para la composicion de especies se midio la diversidad beta (B) entre localidades, entre parcelas y entre

épocas del afio utilizando el indice de Jaccard (I;) (Whittaker, 1972):

[

a+b+c
Donde,
a= Numero de especies que contiene la “Localidad 1.
b=Numero de especies que contiene la “Localidad 2”.
c¢= Especies compartidas en ambos sitios.

Para analizar si las diferencia en la composicion de especies esta relacionada con la presencia de
’ < 7 -2 . ey .
proteinas Cry, se realizdo una Chi” para comparar la composicion de especies entre parcelas con G.

hirsutum (con y sin proteinas Cry) y entre parcelas control (localidades A y B).

4.7. Ruta al dano

Ante esta problemadtica, en el 2011, ante el Instituto Nacional de Investigacion Forestal Agricola y
Pecuaria (INIFAP-CENID-COMEF), se propuso una metodologia para medir la adversidad y la
significancia del dafio causado por los OGM en distintos cultivos con el objetivo de proponer
estrategias que ayudaran a determinar si hay dafio causado por los OGM en el ambiente. En caso de
existir el dafo, se pretende analizar el nivel ecologico que se esta afectando (individuo, poblacion,

comunidad, ecosistema) y el tiempo en el que este dao podria ser revertido (Wegier y Alavez, 2012).
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Con esta metodologia, el propdsito es caracterizar la magnitud, la espacialidad, la temporalidad
y la reversibilidad de cada uno de los casos que se considere que pudieran estar en riesgo para cada una

de las liberaciones de proteinas recombinantes.

En la ruta al dafo realizada para este trabajo se formul6 una hipotesis, ésta se puso a prueba en
campo y con los datos obtenidos se realizaron modelos con el indice de diversidad de Shannon para
evaluar cual es el nivel de significancia del dafio asociado para este caso en relacion a presencia de
proteinas recombinantes Cry en la metapoblacion Pacifico Sur de G. hirsutum, sobre la comunidad de
lepidopteros. Para efectos de este trabajo la ruta al dafio completa no se encuentra anexa; sin embargo,
si se presentan los elementos principales para poder llegar a una conclusion sobre si esta metodologia
es util para evaluar en campo los efectos adversos ocasionados por OGM vy para la caracterizacion del

dafio.
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V. RESULTADOS

5.1. Riqueza

En este estudio se encontraron 122 morfoespecies. Las curvas de acumulacion de especies muestran la
tasa a la que nuevos individuos son incorporados a la muestra. Es la Fig. 5.1 se observa que la riqueza
total esperada tuvo un comportamiento similar a la observada. La forma de la curva indica que el

aumento en el nimero de especies por cada una de las colectas fue constante.

La curva no llega a la asintota, lo cual muestra que el total de especies en el area no fue
colectado en este trabajo (Gurevitch et al. 2006). Sin embargo, hay que tomar en cuenta que la curva de
rarefaccion es un método de estandarizacion que se enfoca en estimar la cantidad de especies raras que

pudieran no ser muestreadas durante las colectas (Gurevitch et al. 2006).

140

100

80

= =h==S (esperada)

60 -—3

Nimero de morfoespecies

40

Colecta

Figura 5.1. Curva de rarefaccion de morfoespecies de lepiddpteros en general. En el eje de la variable
independiente se muestra cada una de las colectas, mientras que en el eje de la variable dependiente

corresponde a la riqueza de especies.
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La riqueza para cada una de las localidades fue de 72 y 95 especies, en las localidades A y B,
con y sin presencia de proteinas recombinantes respectivamente. De éstas, 45 especies fueron
compartidas. La Fig. 5.2 muestra que la “localidad A” con proteinas recombinantes, presentd un menor
numero de morfoespecies en comparacion con la “localidad B”. Ninguna de las curvas alcanzo6 la
asintota, lo cual podria indicar que hacen falta mas colectas para alcanzar a representar en la muestra el

numero total de especies en el area.

100 95
90
80 76.15
K- ~* = ¢ == Localidad A
E - - 72 Con Cry
] - -
£ 60 54.63 &
=) -
= -~ 59.33 Localidad B.
3 50 e -~ Sin Cry
= -
2 ~
% 40 s ”’ 4381 Logaritmica
29.59 P (Localidad
30 ” A Con Cry)
”
e Logaritmica
20 7 2446 (Localidad
7 B. Sin Cry)
7
10 7
'
0 «
0 Julio Octubre Febrero Mayo
Colecta

Figura 5.2. Curva de acumulacion de morfoespecies de Colenman en las localidades A y B. Se sefiala

la tasa a la riqueza de especies aument6 con cada una de las colectas.

Al comparar entre las localidades las parcelas que presentan plantas de algodon (G. hirsutum)
(Fig. 5.3), se aprecia que aunque la media de especies es similar para las dos localidades, las parcelas
de la localidad B, sin proteinas Cry, tienen un mayor nimero de especies que las parcelas de la

Localidad A, con Cry. No obstante este resultado es distinto para las parcelas control, donde la media
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fue menor en la Localidad B, y donde no se muestran diferencias apreciables entre localidades para el

numero de especies y el camulo de las mismas.

Con algoddn Parcelas confrol

40
40

an
1
an

Numero de morfoespecies

10
10

]
]
—_—

T T T T
Localidad A, ConCry Loclidad B, Sin Cry Locslidsd A Localidad B

Sitio

Figura 5.3. Riqueza de especies total (S) por localidad y por parcela. Las lineas horizontales
representan la mediana de los datos, la caja donde se acumula el 50% de los valores obtenidos y los

corchetes los valores maximos y minimos para cada caso.

Al realizar la prueba de ANOVA de medidas repetidas, se aprecia que no hay diferencias
significativas ni entre las parcelas con G. hirsutum, ni entre las parcelas control (P>0.05). Para todos
los casos en la prueba de Esfericidad Mauchly se obtuvo un valor de 1 una (P > 0.05), lo cual nos

indica que esta prueba es robusta para todos los casos analizados.

Cuadro 5.1. ANOVA de medidas repetidas para riqueza de especies por presencia/ausencia de

proteinas recombinantes y por estacionalidad.

Parcelas con G. hirsutum

Esfericidad P

Factor gl F P
de Mauchly (Esfericidad
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(Niveles) de
Mauchly)
Tipo de algodon
(Con y sin Cry) 1 0.90 0.41 1 0.00
Estagonahdad | 581 0.0 | 0.00
(Lluvias y secas)
Tipo de algodon
Estacionalidad ! 0.96 0.39 1 0.00
Parcelas control
P
Factor Esfericidad | (Esfericidad
gl F P
(Niveles) de Mauchly de
Mauchly)
Localidad
1 0.07 0.84 1 0.00
(AyB)
Estacionalidad
1 9 0.20 1 0.00
(Lluvias y secas)
Localidad”
Estacionalidad 1 0.01 0.94 1 0.00

proteinas Cry en el area.
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Que las parcelas control no sean significativamente diferentes, nos dice que las localidades A y
B si son comparables entre si, mientras que el hecho de que las parcelas con y sin proteinas Cry no sean
distintas entre si nos dice que no hay un efecto de las proteinas sobre la comunidad de lepidopteros. De

la misma manera, la estacion (lluvias y secas), no tuvo efecto sobre la riqueza de lepiddpteros.

Sin embrago, dado que la riqueza fue mayor en la localidad que no presenta proteinas Cry, si

podria existir una tendencia de disminucion de la riqueza de especies asociada a la presencia de




5.2. Abundancia

En este estudio fueron colectados 720 ejemplares del orden: Lepidoptera. De éstos, 330 son
provenientes de la “localidad A” con transgenes, y 390 corresponden a la “localidad B”, sin proteinas
recombinantes. La abundancia de individuos fue apreciablemente mayor durante la época de lluvias
(meses de julio y octubre en la Fig.5.4). La “localidad B” presentd una abundancia mayor que la

“localidad A” en casi todas las épocas del ano.

Las lineas de la Fig. 5.4 muestran un comportamiento logaritmico, donde tanto para la
“localidad A” como para la “localidad B”, éstas parecen tener una tendencia a la asintota, sin embargo,
como la pendiente es positiva a lo largo de la curva de acumulacion, se puede decir que con este
muestreo no se llegd a capturar el numero de individuos adecuado para tener una muestra

representativa de la abundancia de lepidopteros para cada localidad.

450
390
400
330 326 = == Localidad A.
» 305 e
e = - Con Cry
300 === 330
ER P2 et 303 Localidad B.
3 PR Sm Cry
o ”
S 200 e’
E ’ Logaritmica
Z /203 (Localidad A.
150 ’I Con Cry)
” Logaritmica
100 p (Localidad B.
,I Sin Cry)
50 7
'4
’
0 ¢
0 Junio Octubre Febrero Mayo
Colecta

Figura 5.4. Abundancia de individuos por localidades. Las columnas de rayas rojas presentan el
numero de individuos colectados en la “localidad A”, mientras que la linea de puntos amarillos muestra

los de la “localidad B”.
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Por otro lado, en las parcelas con G. hirsutum la abundancia de lepidopteros fue mayor en la
localidad con proteinas recombinantes que en la localidad sin proteinas Cry, mientras que en las
parcelas control la abundancia de individuos colectados fue mayor en la localidad B. La media tanto
para las parcelas con G. hirsutum como para las parcelas control, fue mayor en la localidad con

presencia de proteinas Cry que en la localidad sin proteinas Cry (Cuadro 5.5).

Con algoddn Parcelas control
o ]
P
- 1 1
8 g - o
g 1 = 1
o . S
2 f 7
2 84 i
g 5 7 —
o ' :
0 1
i B 1
g 5
z =
- =0
= 4
T T T T
Lomlidsd A, Con Cry Locslidad B, Sin Cry Localidad A Localidad B
Sitio

Figura 5.5. Abundancia de individuos por localidad y por presencia ausencia de G. hirsutum. La linea
horizontal representa la media, la caja los valores entre los que se encuentra 50% de los datos y los

corchetes los valores maximos y minimos para cada caso.

Al realizar la prueba ANOVA de medidas repetidas para la abundancia se observa que todas las
pruebas realizadas fueron no significativas para una a=0.05 (P>0.05) (Cuadro 5.2). En este mismo
cuadro se aprecia que en todos los casos, la esfericidad es igual a uno (P<0.05), lo cual indica que la

prueba es robusta.

Cuadro 5.2. ANOVA de medidas repetidas para la abundancia de especies por presencia/ausencia de

proteinas recombinantes y por estacionalidad.
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Tratamientos con G. hirsutum
P
Factor ! F p Esfericidad | (Esfericidad
(Niveles) &l de Mauchly de
Mauchly)
Tipo de algodon
(Cloinsy e i) 3 0.30 | 0.62 1 0.00
Estacionalidad
DI S— 3 4.99 | 0.11 1 0.00
Tipo de algodon”®
Estacionalidad 3 10.12 | 0.05 1 0.00
Tratamientos Control
P
Factor ! F P Esfericidad | (Esfericidad
(Niveles) gl de Mauchly de
Mauchly)
L(Olfylg’;d 1 | 006|084 1 0.00%*
Estacionalidad sk
(Lluvias y secas) ! ? 0.20 ! 0.00
Localidad” sk
Estacionalidad 1 0.01 | 0.94 1 0.00

Para el caso de la ANOVA de medidas repetidas para parcelas con G. hirsutum, donde la
comparacion fue realizada considerando la suma de los factores de estacionalidad y tipos de algodon,
donde P=0.05, la literatura muestra que este resultado podria estar asociado a otro factor que no se esta

considerando en el estudio (Zar, 2010).

5.3. Diversidad de Shannon-Wiener y equidad

El indice de diversidad de Shannon-Wiener mostrado a continuacion fue calculado para cada uno de los
casos a presentar, a partir del método y las formulas presentadas (Gurevitch ef al. 2006). Asimismo, se

presenta el resultado de la prueba de ¢ para analizar si existen diferencias significativas en cada uno de
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los casos subsecuentes. La prueba de ¢, como ya se mencion6 de manera previa, es realizada de acuerdo

al método de Hutcheson en 1970 (Zar, 2010).

La prueba de ¢ realizada para ver si existen diferencias significativas entre los indices de
Shannon para cada uno de los tratamientos estudiados; entre parcelas con algodon en las localidades
con y sin proteinas recombinantes, entre parcelas control y entre lluvias/secas. La prueba fue
significativa para los casos de las parcelas con G. hirsutum y para la estacionalidad; mientras que para
las parcelas control no se mostraron diferencias (Cuadro 5.3). Esto se puede apreciar a partir del valor
critico de tablas, que marca el valor absoluto sobre el cual se puede rechazar la hipdtesis nula y la
prueba de ¢ resulta significativa (|z] > fo(2),v ), cuando (fa(2),v) se refiere a la probabilidad de la prueba

de dos colas de ¢. (Zar, 2010).

Cuadro 5.3. Indice de Shannon-Wiener y prueba de .

Factor
. H’ t g.l P
Nivel
Parcelas con G. hirsutum
LoCcalidCad A 134
on Ty 4.37 369.87 | < 0.001%*
Localidad B 159
Sin Cry '
Parcelas control
Localidad A 1.44
>
Localidad B 1.37 1.28 176.57 2 0.001
Estacionalidad
Lluvias 2.67 3474 | 13521 |<0.001%*
Secas 1.47

Nota al pie: En el cuadro anterior &’= Indice de diversidad de Shannon-Wiener (Zar, 2010), y g.1.= Grados de libertad. Los valores de P
que muestran un valor significativo se indican con dos asteriscos (**).

Debido a que las diferencias fueron significativas entre lluvias y secas se hizo un segundo
analisis y una segunda prueba de ¢ para evaluar si la estacionalidad influia en nuestros resultados. En
este andlisis se pudo corroborar que la diferencia entre los tratamientos es significativa en
ausencia/presencia de proteinas Cry, tanto en época de lluvias como de secas; mientras que los

tratamientos control no mostraron diferencias significativas entre ellos (Cuadro 5.4).
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Cuadro 5.4. Indice de Shannon-Wiener y prueba de 7 entre estacionalidades.

Factor
. H’ t gl P
Nivel
Lluvias tratamientos con G. hirsutum
L(écarllltéad A 129
on ~1y 6.9 349.97 | <0.001%*
Localidad B 166
Sin Cry '
Lluvias tratamientos control
Localidad A 1.42
- 1.91 144.94 >0.001
Localidad B 1.31
Secas tratamientos con G. hirsutum
L(()jc:Illl(éad A 093
1Y 5.07 43.89 | <0.001%*
Localidad B 1.26
Sin Cry '
Secas tratamientos control
Localidad A 1.00
0.68 31.04 >0.001
Localidad B 0.96

Nota al pie: En el cuadro anterior A= Indice de diversidad de Shannon-Wiener (Zar, 2010), y g.1. = Grados de libertad. Los valores de P

que muestran un valor significativo se indican con dos asteriscos (**).

54. Equidad

En el Cuadro 5.5 se presentan los resultados del indice de equidad de Shannon de homogeneidad o
relatividad (J”) y el indice de equidad de Shannon de heterogeneidad o dominancia (//J") (Zar, 2010).
Se observa que tanto J' como //J’ son similares para los andlisis que estdn relacionados con la
presencia /ausencia de proteinas recombinantes, mientras que para la estacionalidad son relativamente

diferentes.

Se aprecia que los valores de J’ y ///°de los tratamientos control son mas cercanos a uno que

los de G. hirsutum para todos los casos.

Cuadro 5.5. indice de Equidad de Shannon.
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Con G. hirsutum H’ k H’max J’
Localidad A
con Cry 1.34 59 1.77 0.76
Localidad B
sin Cry 1.59 ]1 1.91 0.83
Tratamientos control H’ k H’max J’
Localidad A
con Cry 1.44 35 1.54 0.93
Localidad B
sin Cry 1.37 36 1.55 0.88
Estacionalidad o’ k H’max J’
Lluvias 2.67 108 2.03 1.31
Secas 1.47 42 1.62 0.90

Notaal pie. En este cuadro H’= Indice de diversidad de Shannon-Wiener (Zar, 2010), J’= indice de equidad de Shannon de homogeneidad
(Zar, 2010), 1/J’= indice de equidad de Shannon de heterogeneidad (Zar, 2010) y k= numero de casos.

5.5. Composicion de especies

En este estudio se obtuvieron 122 morfoespecies de lepidopteros de las cuales s6lo 54 pudieron ser
identificados en este estudio. Esto se debe a que no existen suficientes especialistas en el pais que se
dediquen a la identificacion de organismos de la superfamilia Noctuideae. De esta clasificacion solo se
pudo identificar una especie. Hoy en dia el resto de los ejemplares estdn siendo identificados por

técnicas de Biologia Molecular (PCR de CO,).

El Apéndice 10.1 muestra una lista con los resultados obtenidos con las especies identificadas
en total. De las 54 especies identificadas 27 son compartidas, 39 fueron registradas exclusivamente en

la “localidad A” y 43 en la “localidad B”.
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En la Fig. 5.6 se muestran las especies mas abundantes colectadas entre las dos localidades (A 'y
B). Se muestra que una especie (S. blomfildia datis) fue dominante sobre las demas y que en la

“localidad B”, la composicion es mas homogénea que en la “localidad A”.

90

m Localidad A
ConCry

m Localidad B.
Sin Cry

Numero de individuos

Especie

Figura 5.6. Especies mas abundantes de las localidades A y B. Se muestran especies con una

abundancia relativa mayor a 2% con respecto al total de especies colectadas entre las dos localidades.

En la Fig. 5.7 se muestran las especies mas abundantes en los tratamientos con G. hirsutum. La
especie (S. blomfildia datis) fue dominante sobre las demas en la “localidad A”; y que la “localidad B”
presenta mayor homogeneidad entre sus especies. La segunda, tercera y cuarta especies mas

abundantes presentaron mayor frecuencia en la “localidad B” que en la “A”.
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Figura 5.7. Especies comunes con G. hirsutum. Se muestran las especies con una abundancia relativa
mayor a 2%, con respecto al total de especies colectadas de los tratamientos con algodon, tanto de la

localidad A como de la B.

Para el caso los controles (Fig. 5.8), no se muestra dominancia de ninguna especie sobre las
demas. Asimismo, se aprecia que las especies principales Phoebis philea, E. hegesia meridiana y

Microtia elva; fueron relativamente mas abundantes en la “localidad B” que en la “localidad A”.
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Figura 5.8. Especies mas abundantes en los tratamientos control. Se muestran todas las especies que
tienen una abundancia mayor al 2% con respecto al total de especies colectadas en las localidades “A”

y CCB’D.

En el Cuadro 5.6 se muestra que el valor obtenido por la Chi?, realizado para las 4 familias mas
abundantes; Nymphalidae, Pieridae, Hesperiidae y Erebidae, entre tratamientos con plantas de G.
hirsutum y tratamientos control. En ambos casos el valor obtenido por la prueba fue mayor que el valor
obtenido por las tablas de Chi? para 3 grados de libertad (11.34); por lo cual se rechaza la hipdtesis nula
y se acepta la alternativa. Esto quiere decir que si existe una diferencia significativa entre los
tratamientos con plantas de algodon (presencia y ausencia de proteinas recombinantes). Las diferencias
significativas entre los controles, podrian indicar que las localidades son distintas debido a factores que
no se estan tomando en cuenta en este trabajo, como lo son el clima, el cambio de uso de suelo y la

humedad (Noss, 1990).
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Cuadro 5.6. Resultados de la prueba de Chi’ entre tratamientos (con y sin G. hirsutum). La prueba

analiza qué tan distinta es la composicion de especies entre localidades (A 'y B).

5 Valor critico de Residuos
Chi gl
tablas estandarizados
Parcelas con
19.19 3 11.34 0
G. hirsutum
Parcelas
35.19 3 11.34 0
control

Nota al pie: La prueba se realizo a nivel de familia y sélo se utilizaron las familias Nymphalidae, Pieridae, Hesperiidae y Erebidae.

En los Apéndices 10.2, 10.3 y 10.4, se muestran los resultados de las especies con un individuo
de abundancia en total, para los tratamientos con G. hirsutum Yy los tratamientos control,

respectivamente. Para todos los casos el nimero de especies fue mayor en la “localidad B” que en la

“localidad A”.

En los tratamientos con G. hirsutum se obtuvieron 26 Msp. con un individuo para la “localidad
A” y 39 Msp. para la “localidad B”, de las cuales solo se compartieron 6; Adelpha basiloides, la Msp.
65, Msp. 70, Msp. 82 y Msp. 116. Con respecto a las parcelas control, en la “localidad A” se colectaron
14 Msp. y en la “localidad B”, 32. En ambas localidades se encontraron 4 Msp. similares: Prestonia

clarki, Hamadryas atlantis atlantis, Msp. 68 y Msp. 90.

El nimero de especies poco abundantes es muy elevado tanto en los tratamientos con plantas de

G. hirsutum (con y sin proteinas Cry), como en los control (Apéndices 10.5 y 10.6).

5.6. Indice de Jaccard

El indice de Jaccard es una medida de diversidad beta que nos permite analizar qué tan distintos son
dos sitios entre si (Koleff et al. 2003; Gurevitch, 2006). Hay que recordar que este indice se mide en
una escala de 0 a 1 en donde 0 representa un indice bajo en similitud y donde 1 representa un indice

alto. Los indices calculados en este trabajo fueron muy bajos (menores de 30%). Esto muestra que la
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composicion de especies es distinta entre los tratamientos con G. hirsutum, entre tratamientos control y
entre estacionalidades (Cuadro 5.10); lo que a su vez quiere decir que la tasa de recambio de especies

es muy alta entre un sitio y otro.

Cuadro 5.10. indice de Jaccard de diversidad beta. Se muestran los valores para las comparaciones
entre tratamientos con G. hirsutum (con y sin Cry) y entre controles. También se presenta el indice para

la estacionalidad (lluvias y secas).

con ////// ////// -
=

5.7. Diversidad de Renyi

El andlisis de diversidad de Renyi es un método para relacionar de manera grafica el indice de
diversidad de Shannon, la riqueza y el indice de Simpson. Cabe mencionar que este ultimo es un indice
de diversidad beta que sirve para comparar qué tan semejante es la composicion de especies entre dos o

mas localidades (Thotmérész, 1995).

Al comparar los tratamientos con G. hirsutum (con y sin Cry) (Fig. 5.9), éstos muestran una
diferencia marcada entre las curvas para todos los indicadores de diversidad (alpha=1 Shannon y
alpha=2 exp (InvSimp)). De la misma manera se observa que en la “localidad B”, sin proteinas
recombinantes, todos los indicadores son mayores que los de la “localidad A”. Asimismo, la equidad,
que se puede apreciar con la inclinacion de las curvas, es mayor en ausencia de proteinas

recombinantes (Thotmérész, 1995). Estos resultados difieren de lo que se observa al comparar los
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tratamientos control, donde las curvas tienen un comportamiento similar y los valores de diversidad,

riqueza y abundancia de especies son mayores en la localidad “A” que en la “B”.

De esta manera, si los resultados entre los controles son similares y si la diversidad en los
tratamientos con G. hirsutum es mayor en la “localidad B” que en la “A”, si se pudiera decir que la

presencia de proteinas recombinantes pudieran estar teniendo un efecto sobre la comunidad de

lepiddpteros.
Renyi entre algoddn cony sin Cry Renyi entre localidades Ay B
mn - mw -
— Algoddn con Cry — Localidad A
— Algoddn sin Cry — Localidad B
< - Y < -
© - © -
m @
C L
= =
7 7
T I
o™ o™
o0 05 1 2 4 8 16 3 &4 Inf o0 05 1 2 4 8 16 3 64 Inf
alpha alpha

Figura 5.9. Diversidad de Renyi entre tratamientos con G. hirsutum y controles. El eje de la variable
independiente corresponde a los valores de los distintos indices de diversidad (alpha), mientras que el
eje de la variable dependiente muestra el valor del indice correspondiente®. A la izquierda se muestra el
grafico de los tratamientos con plantas de algodon (con y sin Cry) y a la derecha el de los control.

Alpha=1 representa el indice de Shannon; alpha=2 el exponente del inverso del indice de Simpson

* La ecuacién que relaciona el valor de alpha con el de H-alpa en la grafica es H.a = 1/(1-a) log sum (p”a). Para mayor detalle se puede

consultar el articulo de Thoétmérész (1995).
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(InvSimp); y alpha =0, el inverso de la riqueza. La inclinacion de la curva representa a una medida de

equidad (Thétmérész, 1995).

En lluvias los estimadores de diversidad fueron mayores que en la época de secas (Fig. 5.7). Sin
embargo, como las lineas se cruzan entre ellas, las estacionalidades no pueden ser comparadas entre si,

lo que indica que la diversidad de especies es muy distinta entre una época y otra (Thotmérész, 1995).

Diversidad de Renyi por estacionalidad

— LLuvias

\ — Secas

H-alpha

alpha

Figura 5.10. Diversidad de Renyi entre estacionalidades. Muestra la comparacion de la diversidad
entre las muestras colectadas en la época de lluvias y la época de secas. La variable independiente
corresponde a cada uno de los indicadores, mientras que H-alpha se refiere al valor obtenido en cada
uno de los casos. Alpha=1 indice de Shannon; alpha=2 (InvSimp); y alpha =0 corresponde al inverso de

la riqueza. La equidad se encuentra representada por la inclinacion de la curva (Thotmérész, 1995).
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VI. DISCUSION

En este trabajo se generd e implementd una metodologia para el analisis de los efectos indirectos sobre
la comunidad de lepidopteros, que se encuentran en el area circundante a dos subpoblaciones de plantas
silvestres de G. hirsutum, a partir de la introduccidn por flujo génico de proteinas Cry (Wegier, 2013).
Cabe mencionar que esta necesidad surgi6 a partir de la revision bibliografica, donde se encontrd que
las proteinas Cry tienen efectos diversos sobre distintos organismos no blanco; o dicho de otra manera
tienen baja especificidad. Las proteinas Cry han estado presentes como insecticidas desde a mediados
de siglo XX, sin embargo que se inserte y exprese esta proteina de manera continua podria conllevar a
consecuencia no planeadas que podrian poner en riesgo a distintas especies, asi como la salud humana
y ecosistémica. En este sentido el principio precautorio del protocolo de Cartagena exige que si no se
conocen las consecuencias de la introduccion de una nueva tecnologia, ésta no deberia de
implementarse. Sin embargo, a 18 afos de la introduccion de algodon GM en nuestro pais (SAGARPA,
2012), atin no se cuenta con los mecanismos estandarizados para que las empresas puedan realizar los
andlisis de riesgo que indiquen las consecuencias reales de la introduccion de estas tecnologias en el
ambiente. Pero ;qué sucede cuando esta proteina se encuentra dentro del acervo genético de una
especie? ;Cuales son las consecuencias y las medidas de mitigacion de los efectos adversos que
pudieran tener la expresion de estas proteinas a corto, mediano y largo plazo? ;Quiénes son los

responsables del dafio ocasionado?

México fue el primer pais en el que se liberd una especies GM en su centro de origen, y el
primero donde se detectd flujo génico de una especie GM con sus parientes silvestres (Wegier, 2013).
De esta manera, este estudio tiene especial importancia para los analisis de riesgo y la formulacion de
politicas y métodos de proteccion de las especies nativas y la diversidad que se encuentra asociada a los

cultivos.

Como la introduccion de OGM al ambiente ha sido muy reciente, alin se estan generando las
lineas metodoldgicas sobre las cudles se deben evaluar las implicaciones en las poblaciones silvestres
(Breckling et al. 2011; Sanvido ef al. 2011). Hoy en dia existen dos aproximaciones que han permitido
detectar efectos adversos de las proteinas Cry sobre los organismos no blanco; la primera se refiere a
los analisis de laboratorio (Li ef al. 2010) y la segunda al estudio de las comunidades bidticas (Pilcher

et al. 2005; Whitehouse et al. 2005; Sisterson et al. 2007; Jensen et al. 2010; Fernades et al. 2012).
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En cuanto al estudio de las comunidades bidticas, cuando en un ecosistema los parametros de la
comunidad difieren de manera significativa, podemos hablar de disturbio (Gurevitch et al. 2006). En
este trabajo se analizd si la introduccion de proteinas recombinantes Cry en el ambiente pudiera estar
alterando los parametros de la comunidad de lepidopteros de la zona del Istmo de Tehuantepec de
Oaxaca, y si existe dafio en las comunidades de lepidopteros en relacion a la expresion de estas

proteinas.

En los resultados, los parametros que se vieron significativamente afectados debido a la
presencia de estas proteinas fueron la diversidad de especies (Indice de diversidad de Shannon-
Wiener), la equidad y la composicion de especies (Chi®). La abundancia y la riqueza de especies no se
vieron afectadas. De manera general se puede decir que la introduccion de proteinas Cry al ambiente, si

podria estar

Para el caso de la estacionalidad, en estudios anteriores se ha reportado que en ambientes como
el de la selva baja caducifolia, donde a lo largo del afio se presenta una temporada de lluvias y una de
secas bien establecidas; la abundancia y la riqueza de artrépodos se ven modificada de manera
significativa por los cambios de temperatura y humedad. Para este estudio, la estacionalidad fue
significativamente diferente para el caso de la diversidad, la equidad y la composicion de especies
(Cuadros 5.3, 5.4, 5.5 y 5.6). Estos resultados también se obtuvieron a través de la grafica de diversidad

de Renyi (Fig. 5.9).

Los resultados en el indice de Jaccard obtenido indican que la diversidad de especies cambid
por tipo de tratamiento (con y sin proteinas recombinantes), por localidad y por época del afo; lo que a

su vez quiere decir que la tasa de recambio en la zona es muy elevada.

6.1. Analisis de los parametros de la comunidad.

Algunos estudios realizados con las comunidades bidticas han reportado efectos adversos de las
proteinas Cry sobre las comunidades de lepiddpteros, dipteros, himenopteros, e incluso coledpteros y
hemipteros (Li et al. 2010; Sundaramurthy, 2010; Axelsson et al. 2011). De la misma manera hoy en
dia se ha reportado que las comunidades acuaticas se pueden ver afectadas debido a la presencia de
proteinas Cry que se expresan en los arboles GM; donde las proteinas activadas llegan a este ambiente

a través de los flujos de agua (Axelsson ef al. 2011).
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6.1.1. Diversidad Alpha. Riqueza y abundancia.

En esta investigacion no se reportaron diferencias significativas a corto plazo en relacion a la presencia
de proteinas Cry en plantas silvestres de G. hirsutum, ni para la riqueza ni la abundancia de
lepidopteros (Cuadros 5.1 y 5.2); asi como tampoco fue significativa la diferencia entre
estacionalidades. Estos resultados no son congruentes con lo encontrado en la literatura, donde se ha
visto que estos dos factores influyen en los cambios en la composicion de artropodos en las
comunidades de artropodos (Figueroa-Castro et al. 2004; Li et al. 2010; Fernandes ef al. 2012; Lang y
Biihler, 2012); aunque no hay que perder de vista que en algunos estudios donde sélo se ha evaluado el
efecto de las proteinas Cry sobre la riqueza y la abundancia de las comunidades de artropodos, no se

han encontrado diferencias significativas (Naranjo et al. 2005, Pilcher ef al. 2005).

Este resultado obtenido podria ser explicado debido al gran niimero de especies de lepidopteros
que se encuentran en el lugar de estudio (Martinez-Luis ef al. 2004, Llorente-Bousquets et al. 2014),
aunque es importante hacer énfasis en que los organismos del orden Lepidoptera presentan una
dindmica metapoblacional de colonizacién y extincidon de parches, por lo cual es dificil llegar a colectar

el total de especies que se distribuyen en la zona (Hanski, 1994).

Aunque la prueba de Mauchly indique que el numero de especies colectadas es el indicado para
que la prueba de ANOVA de medidas repetidas sea robusta (Cuadros 5.1 y 5.2), es importante
mencionar que ninguna de las curvas de rarefaccion de especies alcanzo la asintota (Figs. 5.1 y 5.2).
Asi, que las diferencias en la riqueza no sean significativas ni para la presencia/ausencia de proteinas
recombinantes ni para la estacionalidad, podria estar relacionado con falta de colectas que ayuden a

detallar mas a profundidad cémo es la dindmica de la comunidad de lepidopteros en la zona.

6.1.2. indice de Shannon y equidad.

El indice de Shannon es un estimador de diversidad alpha que muestra la relacion entre la riqueza y la
abundancia de individuos de distintas especies en una zona determinada. De esta manera, al comparar
los indices de Shannon obtenidos en cada una de las localidades (A y B), mediante la prueba de ¢
(Hutcheson, 1970); se obtuvo un valor significativo en tanto para las parcelas con G. hirsutum (con 'y
sin proteinas Cry) (Cuadro 5.3) como para la estacionalidad (Iluvias y secas) (Cuadro 5.4). En andlisis

previos, ya se ha visto que la estacionalidad, lluvias y secas, juega un papel crucial para la diversidad
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de artrépodos en un mismo sitio (Figueroa-Castro y Cano-Santana, 2004), por lo cual, los resultados

obtenidos en este estudio son congruentes con estos analisis.

En cuanto al efecto de la presencia de las proteinas Cry en el ambiente, se puede observar que el
indice es significativo cuando se compararon los tratamientos con plantas de G. hirsutum, y no fue

significativo cuando se compararon las parcelas control.

El resultado de la comparacion entre los tratamientos con G. hirsutum podria explicarse debido
a la dominancia de una especie en la “localidad A, Smyrna blomfildia datis (Figs. 5.6 y 5.7), lo que
podria hacer que el indice obtenido para la localidad “A” fuera menor que el obtenido en los
tratamientos con G. hirsutum de la “localidad B”, donde no se detectd presencia de proteinas
recombinantes en las plantas silvestres de G. hirsutum y donde la composicion de especies fue mas
homogénea (Figs. 5.6 y 5.7). Este resultado se sostiene cuando se analiza la composicion de los
tratamientos control, donde al igual que en el tratamiento de G. hirsutum sin proteinas Cry, ésta fue mas

homogeénea (Fig. 5.8).

Hay que tomar en cuenta que el indice de Shannon-Wiener asume que los individuos han sido
tomados de una muestra muy abundante, que todas las especies de la zona se encuentran representadas,
y que éste es muy sensible al nimero de especies raras que se encuentran presentes en la muestra
(Gurevitch et al. 2006). Todos estos factores hacen que la prueba de ¢ para comparar dos indices de

Shannon de dos sitios diferentes, también sea muy sensible a la composicion de especies.

En cuanto a la equidad de especies, en algunos estudios se ha visto que cuando hay mayor
equidad entre las especies que conforman a las comunidades, existe mayor estabilidad dentro de las
mismas (Odum y Barret, 2005). En este caso, cuando se compard la equidad de especies para las
parcelas con presencia de G. hirsutum, se observo que la equidad es menor en la localidad que tiene
presencia de proteinas Cry (localidad A) que en la que no presenta proteinas recombinantes (localidad
B) (Cuadro 5.5). De esta manera, en la “localidad B” la proporcion de especies fue mas homogénea, lo
que a su vez significa que un menor nimero de especies son predominantes en la zona (Odum y Barret,

2005).

Con los resultados significativamente diferentes en el indice de diversidad de Shannon (Cuadros
5.3 y 5.4) y con las diferencias observadas en el indice de equidad de Shannon para las parcelas con G.
hirsutum (Cuadro 5.5), se puede sostener que e el tratamiento con presencia de proteinas recombinantes

en la plantas de G. hirsutum si se redujo la diversidad de lepiddpteros.
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6.1.3. Composicion de especies.

En cuanto a la composicidon de especies, las mas comunes y que tienen mayor abundancia, varian entre
tratamientos control y con G. hirsutum. Los tratamientos control muestran una composicion
homogénea entre si y no se aprecian diferencias entre localidades, mientras que los tratamientos con G.
hirsutum muestran diferencias entre si: los de la “localidad A” presentan dominancia de una especies,
mientras que los de la “localidad B” muestran mayor homogeneidad (Figs. 5.6 y 5.7; Gurevitch et al.
2006). En los apéndices 10.5 y 10.6 se muestra que en este estudio mas de la mitad de las especies
capturadas son especies que tienen una abundancia baja (uno o dos individuos). Sin embargo, aunque la
zona de estudio ha sido caracterizada como la mayor en numero de especies endémicas en el pais; a la
fecha no se ha reportado que ninguna de las especies identificadas en este estudio cumpla con esta

condicion (Llorente-Bousquets et al. 1993; Luis-Martinez et al. 2004).

De esta manera, en este estudio se presentd un gran numero de endemismos locales, los cuales
se explican a partir de la gran diversidad de lepidopteros que hay en la zona, a la composicion de la
vegetacion circundante (Randlkofer ef al. 2010) y a la falta de muestreos (Figs. 5.1 y 5.2). Estos
ultimos son importantes para que se analice mas detalladamente cual es la dinamica de la comunidad de
lepidopteros en el area. También las especies que son poco comunes podrian tener un rango mas

limitado de distribucion que las especies mas abundantes.

Las especies endémicas son importantes para los estudios de conocimiento y conservacion de la
diversidad y podrian fungir como indicadoras de algin tipo de ecosistema especifico (Noss, 1990). De
la misma manera, se ha reportado que la exclusividad de las especies tiene que ver con la generalidad y
la especializacion de cada una de éstas; ya que mientras mas especifico es el organismo durante las

distintas etapas de su forma de vida, menor es su rango de distribucion (Gurevitch et al. 2006).

Para analizar si las especies dominantes y las especies raras se mantienen en la misma
proporcion a lo largo del espacio y tiempo, este estudio se tendria que repetir en distintos parches de

colonizacion de G. hirsutum de manera sistematizada.

En la prueba de Chi® realizada para comparar las diferencias entre la composicion de especies,
tanto las comparacion de las parcelas control como la de los tratamientos con plantas de G. hirsutum
fueron significativas (Cuadro 5.6). Este hecho podria indicar que si existe una diferencia entre los

tratamientos con y sin proteinas recombinantes; pero también podria indicar que entre las localidades

67



hay otros factores como el cambio de uso de suelo, las diferencias en el nimero de habitantes y la
proporcion de vegetacion secundaria circundante; que podrian estar influyendo en los resultados

obtenidos.

6.1.4. Diversidad beta.

En este trabajo el indice de Jaccard obtenido en todas las comparaciones fue muy bajo, lo cual indica
una alta tasa de recambio de especies. Este hecho se explica a partir de que el nimero de especies poco
abundantes es mayor al 50% (Apéndices 10.5 y 10.6; Llorente- Bousquets et al. 2014), y a que en el

area existe una gran diversidad de especies de lepidopteros (Llorente- Bousquets et al. 1993).

De la misma manera, este indice muestra que las parcelas comparadas en los tratamientos con
G. hirsutum fue relativamente mayor que el indice obtenido para los tratamientos control (Cuadro
5.10). Este hecho podria deberse a que tanto las condiciones microambientales como la composicion de
plantas que se encuentran circundantes a las plantas de G. hirsutum, podrian ser mas similares que en
otras areas donde no hay presencia de la planta; se ha visto que la composicion de especies de plantas
determina las especies de artropodos circundantes en el area (Randlkofer et al. 2010) y que las
condiciones microclimaticas donde se distribuyen los parientes silvestres de G. hirsutum, son Unicas de
esta especie (Rudgers y Strauss, 2004; Rudgers et al. 2010; Wegier, 2013). No obstante, hacen falta

estudios mas detallados sobre el tema, para corroborar la veracidad de esta hipotesis.

De manera general, que la riqueza y la abundancia de especies no hayan mostrado diferencias
significativas, y que la diversidad, la equidad y la composicion de especies si, se pudiera deber a que
los indices de diversidad son mas sensibles que la riqueza y la abundancia per se (Magurran, 2004).
Asimismo, estas diferencias pudieran relacionarse a que en analisis previos, el Istmo de Tehuantepec,
circundante a nuestra area de estudio, ha sido catalogado como la zona de mayor numero de
endemismos de Lepidoptera del pais (Llorente-Bousquets et al. 2014). Es importante mencionar que
aunque la riqueza y la abundancia no se hayan modificado de manera significativa por la presencia de
OGM, estos parametros deben de ser evaluados en conjunto con los indices de diversidad para cada

uno de los casos de introduccion de OGM al ambiente.

Las diferencias detectadas en esta investigacion, en cuanto a la diversidad y equidad entre las

comunidades de las localidades A y B se pueden apreciar también con la diversidad de Renyi, donde se
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observa que en los tratamientos con G. hirsutum, la diversidad alpha (Shannon= 1, 2) es mayor en la
“localidad B”, sin proteinas recombinantes, que en la “localidad A”. Para el caso de la parcela control,

la diversidad es mayor en la “localidad A” (Fig. 5.9).

Con la diversidad de Renyi también se aprecia que la composicion de especies de lepidopteros
fue diferente entre las épocas de lluvias y secas (Fig. 5.10). Esto se explica debido a que en otros
estudios se ha visto que la abundancia y la riqueza de lepidopteros dependen directamente de la
humedad relativa en el ambiente, donde las distintas especies generan estrategias diversas de
supervivencia ante la sequia como la diapausa reproductiva, la migracion, cambios morfolégicos (como
el patron de las alas) o la disminucion de la produccion de huevecillos, por unos de mayor tamafo
(Jones y Rienks, 1987; Brakefield y Reitsma, 1991). Sin embargo, como las curvas de diversidad de
Renyi se cruzan entre si, las comunidades no son comparables por este método ya que deben de existir
uno o varios indices de diversidad que ordenan a las comunidades de manera distinta (Thotmérész

1995).

6.2. Ruta al dano

Con el desarrollo de la biotecnologia y las implicaciones sociales, econémicas y culturales que
conlleva, los analisis de riesgo ambiental son una herramienta necesaria para unir los intereses politicos

y la investigacion cientifica (Bartz et al. 2009).

La ruta al dafio es un instrumento de evaluacidon que permite caracterizar si con las diferencias
que se observan en los andlisis de campo se produce un dafio en el ambiente (Bartz et al. 2009; Sanvido

et al. 2011; Hilbeck et al. 2011).

El proceso de evaluacion del riesgo puede dar origen, por una parte, a la necesidad de obtener
mas informacion acerca de aspectos concretos que podran determinarse y solicitarse durante el proceso
de evaluacion y, por otra parte, a que la informacion sobre otros aspectos pueda carecer de interés en

algunos casos.

Debido a que en este trabajo se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con
y sin proteinas Cry, se procedio a realizar la ruta al dafio para este caso especifico. Para poder discutir

los resultados obtenidos, a continuacion se muestran 4 tablas donde se evalian la magnitud, la
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temporalidad, la espacialidad y la reversibilidad del dafio obtenido consecuencia de la introduccion de

proteinas Cry en la metapoblacion Pacifico Sur de G. hirsutum:

Cabe mencionar que ésta simplemente es una propuesta para caracterizar el dafio de los
resultados. La ruta de evaluacion del dafio ambiental completa si fue realizada pero no se presenta en

este escrito por cuestiones de privacidad.

Cuadro 6.1. Magnitud. Se refiere a la severidad del dafio ocasionado.

. Porcentaje de .
Proporcion de | . .~ Proporcion de
. individuos que . o
morfoespecies morfoespecies | Caracterizacion
. alpha : se agregan a X
Magnitud que se quitan, - gue se agregan, del trabajo
(o) una especie .
con respecto a con respecto a realizado
117 Ms LUK, S Goln 117 Ms
P- respecto a 215. b
0.077 0.126 0.077
1 0.01
(9/117) (27/215) (9/117)
0.103 0.149 0.111
2 0.05
(12/117) (32/215) (13/117)
3 0.001 0.137 0.191 0.162
' (16/117) (41/215) (19/117)
0.179 0.249 0.222
4 0.0001 X
(21/117) (53/215) (26/117)X

Cuadro 6.2. Temporalidad. Se refiere al lapso de tiempo en el cual se presentando el dafio. Cuando

realiza el analisis con un nivel de incertidumbre alto se deben de disefiar mecanismos para disminuirla.

Categoria Descripcion de la Caracterizacion del
g categoria trabajo realizado
. . X (Con gran
1 Solo un ciclo de vida. incertidumbre)
El efecto se expresa en
2 la siguiente
generacion (F1).
El efecto se da en las
3 e
siguientes 5
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generaciones.

El efecto se daen las
4 siguientes 10
generaciones.

Cuadro 6.3. Espacialidad. Es la extension territorial donde se presenta el mismo dafo.

. Descripcion de la Caracterizacion del
Categoria categoria trabajo realizado

1 El efecto se encuentra X

en solo una localidad.
5 El efecto se da en dos

localidades.
3 El efecto se da en toda
la metapoblacion.

4 El efecto se da en mas

de una metapoblacion.

Cuadro 6.4. Reversibilidad. Hace mencion al grado de intervencion que se necesita por parte del ser

humano para resarcir los dafios ambientales.

Categoria Descripcion de la categoria Etapa del trabajo

realizado
1.Sin 1) Podria aumentar la abundancia de las especies s u’;'i(()j;g*sagg (ngge de
intervencion afectadas. g '

realizar una revision y un

] disefio experimental
1) Aumentar el nimero de plantas hospederas. adecuado para remediar

la falta de informacion.

2) Introducir nuevos individuos de las especies
2.Con poca afectadas para incrementar la variabilidad y el | g probable que al retirar

intervencion ndmero de individuos. las presiones selectivas se

) ) vuelva al estado inicial,
3) Introducir especies para controlar de manera | gjp embargo, eso sucede

blo_Ioglca_ aque_llas especies que estén mostrando | ~,ando no se ha fijado el
resistencia hacia las proteinas Cry. estado de caracter en el
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genoma de la planta en
las siguientes
generaciones.

1) Realizando seleccion de la descendencia de
las plantas de algodon que no expresan proteinas
recombinantes e introducirlas de nueva cuenta a

3.Con mucha la metapoblacion.

intervencion. . . .
2) Realizando un mariposario en la zona, donde

se puedan criar individuos adultos de las
especies afectadas para luego introducirlas en la
zona.

1) Cuando se da la extincion local de una
especie en la zona.

2) Cuando todas las plantas de la localidad

. expresan la proteina recombinante.
4. Irreversible

3) Cuando no se le da seguimiento al dafio
causado en las poblaciones de lepidopteros.

4) Cuando las especies afectadas migran a otro
lugar.

* Al no tener informacion suficiente, el Protocolo de Cartagena con el principio precautorio se remite a considerar el maximo riesgo

posible (UICN, 2004).

Los datos obtenidos a partir de este trabajo son congruentes con evaluaciones previas sobre el
efecto de los monocultivos y el uso de pesticidas y fertilizantes; que indican que a partir de la
implementacion de estos sistemas se da la reduccion de la fertilidad de los suelos (Sundaramurthy,

2010).

Cabe mencionar, que la evaluacion del riesgo debera realizarse caso por caso (Secretaria del
Convenio sobre la Diversidad Biologica, 2000), ya que la naturaleza y el nivel de detalle de la
informacion requerida podrian variar de un caso a otro, dependiendo del organismo vivo modificado de

que se trate, su uso previsto y el probable medio receptor.

Es fundamental que esta ruta al dafio se aplique también para distintos organismos no blanco y
cultivos diversos, para que se generen otras hipdtesis y rutas de exposicion, antes, durante y después de

que se introduzcan OGM en el campo.

Analisis previos han mostrado que los lepiddpteros tienen distintos nichos en el ecosistema y
que éstos pueden variar dependiendo del estadio de vida en el que se encuentren, ademds de que su

alimentacion es diversa (Noss, 1990). En este estudio se presenta una ruta al dafio en donde los
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lepidopteros que se encuentran en la comunidad se ven afectados al ingerir las proteinas por alguna de
las vias de dispersion de estas proteinas. La meta de proteccion propuesta con esta ruta al dafio es

conservar la diversidad de especies y sus funciones.
Para construir la ruta al dafio de este trabajo se tomaron en cuenta dos supuestos:
1) Las proteinas recombinantes se expresan en todas las partes de las plantas de G. hirsutum.

2) Algunos de los visitantes de las plantas de G. hirsutum son generalistas, es decir, ademas de
interactuar con las plantas de algodon, interactian con mas plantas presentes dentro de la

comunidad.

Bajo estos dos supuestos, se puede decir que existe el riesgo de que este polen, el néctar y los
exudados se pudieran estar dispersando por distintos vectores a otras plantas de la comunidad,
aumentando asi, el riesgo de que otras especies de lepidopteros consuman estas proteinas. En
consecuencia puede disminuir la abundancia de individuos y reducirse la riqueza de especies en la
zona, con el riesgo de poder darse hasta la extincion local. Si estos parametros se ven afectados de
manera negativa bajo la presencia de proteinas recombinantes, a largo plazo estos cambios se verian

reflejados en los indices de diversidad.

En el caso de este estudio, se presenta el andlisis de los efectos indirectos que tiene la
introduccion de plantas GM en un ecosistema, a partir del flujo génico y la expresion de proteinas

recombinantes en parientes los silvestres del cultivo (Hilbeck et al. 2011).

Hay que hacer énfasis en que para realizar cualquier evaluacion de impacto ambiental, el ultimo
punto de ésta se da cuando se extingue una especie de manera local; pues si esto llega a ocurrir es
dificil decir cuando se puede volver a restablecer la poblacion en el area. Este hecho se puede
interpretar como pérdida de diversidad y su gravedad se veria reflejada en el cambio en el valor del

indice de Shannon, cuando se reduce el nimero de especies en una de las comunidades.

Los analisis de riesgo pueden servir tanto para obtener informacién de asuntos concretos, como
para obtener informacion de interés general (Secretaria del Convenio sobre la Diversidad Bioldgica,
2000). Para la realizacion de éstos, se debe saber cudl es la probabilidad de que la consecuencia se
presente. En este caso la ruta al dafio fue caracterizada. Es importante que se sigan monitoreando en
campo los efectos de las proteinas Cry, para que se pueda establecer la probabilidad de que se presenten

los dafios en el ecosistema de manera directa o indirecta.
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6.3. Analisis general

Se ha comprobado que distintos genotipos dentro de una comunidad de plantas podrian soportar a una
comunidad de artropodos (Bailey et al. 2006, Randlkofer et al. 2010); y que ésta diversidad pudiera
verse afectada ante la introduccion de OGM que interactuen con estos organismos (Whitham et al.
2006; Hilbeck et al. 2011; Sanvido ef al. 2011). En investigaciones previas se ha visto que la presencia
de transgenes en el ecosistema afecta de manera negativa distintas especies que se encuentran presentes
y que no se comportan como plagas de los cultivos en los que se insertan y aplican (Dively et al. 2005,
Whitehouse ef al. 2005; Bartz ef al. 2009; Sundaramurthy, 2010). Asi, si el uso de estas proteinas tienen
efectos adversos sobre los organismos no blanco (ONB), la magnitud o severidad del dafio pudiera ser
alto si es que se consideran todas las interacciones que pudieran modificarse, como las interacciones
troficas y las redes de polinizacion (dado que los lepidopteros son polinizadores); sin mencionar los
dafios que podrian llegar a causar a la salud humana y de los organismos que sirven como alimento

(que no se encuentran considerados en este trabajo).

Algunos autores que han trabajado en el tema, hacen énfasis en que aiin no ha pasado el tiempo
suficiente desde las primeras introducciones de OGM en el ambiente como para que los efectos
adversos causados por éstos se reflejen en los estudios de diversidad (Whitehouse et al. 2005); el hecho
de no localizar los efectos en el corto plazo, no quiere decir que éstos no se den a un lapso de tiempo
mayor. Por ello, se deberia considerar extender este estudio en espacio y en tiempo, para que se pueda
asegurar que en los cambios en la diversidad y equidad de especies en las comunidades bidticas que

aqui se presentan, si se deben a la presencia de proteinas Cry en el ambiente.

En este estudio no se considerd la relacion directa entre los lepiddpteros colectados y las plantas
de algodon; sin embargo si se toma como supuesto que estos organismos interactian entre si de manera
indirecta, existen distintas rutas mediante las cudles las proteinas Cry pudieran haber sido consumidas
por las larvas o los individuos adultos de distintas especies (Hofmann et al. 2011). Asi las proteinas
pudieron haberse dispersado en los parches por medio de vectores como los polinizadores, los
herbivoros, el néctar extrafloral, los exudados de las raices, el material que se descompone en el suelo y
los flujos del agua (Sundaramurthy, 2010; Axelsson et al. 2011; Hofmann et al. 2011). Ninguna de
estas rutas fue corroborada en este trabajo, pero es importante que se tomen en cuenta para futuras

investigaciones.

74



Cabe mencionar que debido a la dinamica del ciclo de vida que tienen los lepidopteros, es
complicado llegar a realizar un estudio que ayude a comprender las comunidades y su comportamiento
por completo. Con anterioridad la dispersion de las mariposas se ha explicado a través de 6 tipos de
nichos que pudieran estar influyendo en los resultados que aqui se obtuvieron: los recursos para las
larvas por taxa; los recursos de las larvas por partes de las plantas; los recursos de los individuos
adultos por micro habitats; el tiempo; y la evasion a los depredadores (Gilbert, 1984). En cuanto los
recursos de las larvas, las se ha propuesto que los individuos de este orden se encuentran muy
especializadas en los taxones de las plantas que utilizan para hospedarse y alimentarse. Esta
especializacion incluye al reconocimiento de las plantas por las mariposas adultas, las respuestas
gustativas y la tolerancia digestiva de las larvas (Gilbert, 1984). En cuanto a la distribucion de los
individuos adultos, algunas teorias proponen que cuando todas las flores estan ocupadas por algunas
mariposas para de ellas obtener néctar y polen, el resto de las mariposas emergentes tienen que emigrar

(Gilbert, 1984).

Los andlisis a nivel de metacomunidades pueden ser complejos y dificiles de realizar, ain mas
cuando se trata de paises megadiversos como México. Este ultimo factor se deberia de considerar de
manera previa a la liberacion de OGM, ya que como se ve en este trabajo, la complejidad de realizar
los monitores adecuados para la estimacion de los posibles efectos adversos, no elimina la posibilidad

de que éstos se presenten.

La introduccion de proteinas Cry al ambiente para el control de plagas, es una medida que no
toma en cuentan la gran cantidad de interacciones en un ecosistemas (Price ef al. 2011), ante lo cual se
han desarrollado otras propuestas como el manejo integral de plagas (MIP) (Cerritos et al. 2012). En el
MIP se pretenden considerar los ciclos de vida, la historia evolutiva y las distintas interacciones que
tienen unos organismos con otros. Los transgénicos no toman en cuenta estas interacciones, lo que
provoca que se desarrollen ain mas plagas que las que se manejan por este método; lo que conlleva a
un desequilibrio ecosistémico ante el cual es necesaria la implementacion de atin mas pesticidas para
que la produccion sea rentable en los campos de cultivo (Luo et al. 2014). Cuando en una comunidad
de artropodos las relaciones bidticas se alteran de manera radical, en un lapso de tiempo mayor la red

evolutiva también podria verse alterada (Whitham et al. 2006).

Para el caso especifico de las plantas de G. hirsutum, se sabe que éstas tienen distintos

mecanismos de defensa (Hagenbucher ef al. 2013), los cudles podrian estar sirviendo afectados tanto
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por el proceso de domesticacion, como por la introduccion de transgenes al genoma. Ademas se han
realizado distintos estudios que muestran como son las interacciones entre los distintos gremios de
artropodos los cudles se podrian tomar como base para la implementacion de un MIP en nuestro pais

(Luo et al. 2014).

Otra manera en la que podrian estarse alterando los ciclos evolutivos y ecoldgicos; es a partir
del desarrollo de resistencia a proteinas Cry, por parte de los organismos blanco. Esto podria estar
afectando de manera negativa a la adecuacion de las plantas, siendo necesaria la introduccion de nuevas

proteinas recombinantes al sistema de produccion (Price et al. 2011).

A partir de los resultados obtenidos (Cuadros 5.3, 54.4, 5.5, 5.6; Figs. 5.6, 5.7 y 5.9), con la
definicion de dafio ambiental (Bartz et al. 2009) y bajo la ruta al dafio realizada para este caso
especifico; en este trabajo se propone que la introduccion de OGM a las plantas de la metapoblacion
Pacifico Sur si pudiera estar afectando a la comunidad de lepidopteros circundante. También se muestra
que al verse afectados éstos organismos también podria estarse alterando toda una red de interacciones
que es importante considerar en analisis futuros. Hay que recordar que las plantas proporcionan una
gran cantidad de nichos ecologicos para los insectos; entre los que se encuentran proteccién y comida
principalmente (Price et al. 2011). En el caso de los lepiddpteros, las plantas fungen como una parte
esencial para todo su ciclo de vida, ya que de ellas depende el desarrollo de las larvas, y la alimentacion

de las orugas y de los individuos adultos (que consumen néctar, frutos y polen).

No hay que perder de vista que estos resultados podrian deberse a otros factores que se han
visto relacionados con la diversidad de lepidopteros. Algunos de éstos son la deforestacion, el cambio
de uso de suelo, el cambio climatico global, la acidez y los nutrientes del suelo, la disponibilidad de
agua en el ambiente circundante, la calidad del agua y la introduccion de sistemas agricolas en zonas de

conservacion (Lawton ef al. 1998; Oostermeijer y Van Swaay, 1998; Thomas, 2005).

En especial la fragilidad del sistema de estudio se hace presente cuando en la revision
bibliografica se encontraron solo dos especies de lepidopteros protegidas por la ley nacional

(NOMO059) (http://www.conabio.gob.mx/conocimiento/ise/fichas/doctos/invertebrados.html) y cuando

ninguna de las especies colectadas se encuentra dentro de la red list (http://www.iucnredlist.org/).

Por otro lado, a lo largo de su historia evolutiva, las plantas de algodon han desarrollado
mecanismos directos e indirectos para la defensa contra distintos herbivoros. Algunos de éstos son las

glandulas de gossypol, los nectarios extraflorales, la produccion de taninos y el desarrollo de hojas tipo
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okra (Uscanga, 2013). Otro tipo de mecanismo indirecto defensa es el desarrollo de tricomas en las
hojas que le proporciona a la planta resistencia contra herbivoros como los saltamontes (Butler et al.
1991). De esta manera las proteinas recombinantes Bt podrian no ser la tinica alternativa del uso de la
biotecnologia moderna para el manejo de plagas. En este sentido se podrian desarrollar estudios para
analizar la variabilidad genética y fenotipica de los distintos caracteres antes mencionados, para
desarrollar lineas isogénicas con las que se pueda integrar un manejo integral de plagas sin tener que
insertar nuevos genes en estas plantas (Cerritos et al. 2012). Otro método de control de plagas es el

control biologico, ante el cual distintos autores han hecho énfasis (Naranjo, 2005; Liu ef al. 2014).

En cuanto la legislacion internacional relacionada a la liberacion de OGM, aln no tiene
definidos los protocolos y/o métodos que se deberian de seguir para el analisis de riesgo, lo que
conlleva a que cada pais establezca cudles son éstos métodos, sin importar que éstos se hayan probado

de manera previa en los campos de liberacion de los cultivos.

Para este trabajo es importante mencionar que México ya firmo la ratificacion del Protocolo de
Cartagena, el Protocolo de Nagoya-Kuala Lumpur, aunque €ste aun no esté en vigor. Esto quiere decir
que el Estado Mexicano asumird la responsabilidad y la compensacion por los dafios causados por el
uso de la biotecnologia moderna (Protocolo de Nagoya, 2011). El articulo 121 de la Ley de
Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados también asume el dafio que pudiera ser
causado por OGM tanto para la diversidad como para el ambiente (LBOGM, 2005). De esta manera
para el caso especifico de México, si existe un analisis de riesgo que se debe de llevar a cabo de manera
previa a la liberacion de éstos en el ambiente, por cada una de las empresas que desea liberar OGM. Sin
embargo, al no existir una metodologia a seguir, no se puede asegurar que estos protocolos realmente

estén protegiendo la biodiversidad que se encuentra aledafia a las areas de liberacion de los cultivos.

En este estudio se propone una metodologia concreta que se puede llevar a cabo en los andlisis
de riesgo llevados a cabo por las empresas. Asimismo, al detectar un posible dafio asociado al flujo de
proteinas recombinantes entre los parientes silvestres y cultivados, se recomienda que este andlisis se
lleve no solo por parte de las empresas, sino también por parte de las instituciones académicas y del

gobierno.

El principio precautorio del Protocolo de Cartagena dice que si no estamos seguros sobre
cudles son los efectos adversos que podria estar teniendo la introduccion de una tecnologia a un

ambiente determinado, ésta no se deberia de introducir sin un analisis de riesgo previo a su liberacion
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(Secretaria del Convenio sobre la Diversidad Bioldgica, 2000). Al ser significativa la diferencia entre la
diversidad de lepidopteros entre algodon GM y algoddn silvestre, se puede decir que esta metodologia
deberia de ser implementada antes, durante y después de la introduccion de OGM al ambiente (Lang y
Biihler, 2012). Asimismo, ¢sta se deberia de llevar a cabo para otras comunidades de artropodos, sitios

y cultivos en distintos afios.
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VII. CONCLUSIONES

Con este trabajo se formuld y llevd a cabo una propuesta metodolégica para evaluar algunos de los
posibles efectos adversos que se pudieran dar a partir de la introduccion de las proteinas Cry al
ambiente, cuando no se tenia ni informacion de linea base ni un monitoreo sistematizado de los

organismos no blanco que se encuentran expuestos a las proteinas recombinantes.

También se generd informacion de linea base que permitira la realizacion de estudios evolutivos
y ecologicos relacionados con la introduccion de OGM en el ambiente. Este conocimiento es
importante ya que casi todos los estudios relacionados con las plantas de G. hirsutum se han realizado
con las plantas cultivadas, por lo cual este trabajo es el primero que da a conocer la diversidad
circundante a las plantas silvestres que pudieran relacionarse directa o indirectamente con las plantas
silvestres de la especie en cuestion. En un futuro esto podria contribuir a las estrategias de conservacion

que se puedan generar para las comunidades donde habitan las plantas silvestres de G. hirsutum.

Por otro lado en este estudio se detecté que las proteinas Cry introducidas en la metapoblacion
Pacifico Sur de G. hirsutum, si podrian estar teniendo un efectos adverso sobre la comunidad de
lepidopteros circundantes. Sin embargo, para generar una ruta al dafio mas exacta se deben de realizar
experimentos que analicen si el dafio encontrado en este trabajo se esta dando en otros niveles
ecologicos (individuos, poblaciones y ecosistema) y evolutivos (sobre la diversidad genética de las
poblaciones); es recomendable que se generen y evaluen otras rutas de exposicion a OGM, antes,

durante y después de que éstos se introduzcan en el campo.

Este estudio es relevante tanto para los analisis de riesgo que actualmente se estan estableciendo
para la proteccion de la diversidad de las areas donde se introducen los cultivos transgénicos como para
la conservacion de las especies que en ellas se presentan, ya que en la literatura no existen estudios

previos que hayan reportado modificaciones al indice de Shannon a causa de la liberacion de OGM.

Con este estudio se puede ver que es importante que el uso responsable de la biotecnologia
moderna respete los centros de origen y diversidad de las especies cultivadas, ya que alin no se cuenta
con los instrumentos legales, economicos y cientificos que, en base al principio precautorio, nos den las
herramientas necesarias para proteger tanto al ambiente como a la salud humana. Cabe mencionar que
la toma de decisiones debe de basarse en datos cientificos que den los conocimientos necesarios para

una mejor toma de decisiones. Asimismo, en la legislacion internacional el andlisis de riesgo para cada
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una de las liberaciones es responsabilidad de cada uno de los solicitantes y debe de ser realizada por

ellos.

Esta investigacion podria estar detectando efectos que no se tenian considerados de manera
previa la liberacion de OGM, por lo cual proporciona elementos para la generacion de nuevas lineas de
conservacion y andlisis de especies. No hay que perder de vista que los efectos adversos causados por
proteinas recombinantes pueden variar; por lo cual este experimento debe de ser repetido en espacio-

tiempo considerando todas las variables posibles para cada evento de liberacion de transgénicos.

Este es el primer estudio donde se realiza un analisis de riesgo para determinar los efectos de las
proteinas recombinantes posterior al flujo génico entre plantas cultivadas y silvestres. Al encontrar un
probable efecto adverso causado por la presencia de las proteinas Cry en la comunidad de lepidopteros
del Istmo de Tehuantepec en Oaxaca, se muestra que a partir de esta metodologia, es posible
monitorear algunos de las consecuencias que tiene la introduccion de proteinas Cry en las comunidades

bidticas.

Aunque los OGM y en especifico las proteinas Cry puedan estar jugando un papel importante
en la alteracion de las comunidades de lepidopteros de la metapoblacion Pacifico Sur de G. hirsutum,
no hay que perder de vista que éstas no podrian ser el unico factor por el cual se esta dando el proceso
de deterioro ambiental en la zona. Actualmente la diversidad de lepidopteros y de otros seres vivos se
esta viendo afectada por el crecimiento poblacional y la expansion del ser humano en una gran cantidad
de ecosistemas. En las ultimas décadas, este proceso ha conllevado a la sobre explotacion de recursos
naturales y a los procesos de cambio de uso de suelo y formas de vida. A su vez los ecosistemas han
sufrido muchas alteraciones, algunas de las causas de este deterioro son la contaminacion, el cambio
climatico, la introduccioén de especies exoticas, la destruccion mecanica de los sistemas nativos; y el
cambio de uso de suelo para la introduccion de mecanismos de produccion agricola y pecuaria a gran
escala (Jackson et al. 2001; Foley et al. 2005). Asi, quedan abiertas las preguntas de si los OGM
podrian ser un factor mas de deterioro ambiental y si alin estamos a tiempo de remediar o reducir el

impacto que éstos pudieran estar causando sobre la fragilidad ya presente de los ecosistemas

Este experimento se debe convertir en un esfuerzo de monitoreo que permita mediar los efectos
de las proteinas Cry en el ambiente de manera directa a mediano y largo plazo. Esto permitiria realizar

mejores modelos sobre coOmo son estos cambios de las comunidades bidticas en relacion a la
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introduccién de estas proteinas, que como se vio con anterioridad, cada vez son mas utilizadas para la

produccion de alimentos y de vestimenta.

Para estudios posteriores se recomienda que en analisis posteriores se incluyan monitoreos de
larvas de lepiddpteros (Lang et al. 2013) y los perfiles de vegetacion correspondientes. Asimismo, por
falta de especialistas, en este estudio no se obtuvo la identidad del total de los ejemplares colectados,
para lo cual se recomienda que se utilicen como complemento las nuevas técnicas de identificacion por
medio del uso de técnicas de biologia molecular. Dado los resultados obtenidos seria pertinente que
para ahorrar recursos y esfuerzo este estudio se repitiera solo en la época de lluvias, asegurando que se

alcance el esfuerzo de muestreo pertinente.

Este trabajo pretende ser ttil para la toma de decisiones por parte de los actores involucrados el
tema, tanto gubernamentales como grandes empresas, asi como agricultores locales que pudieran verse

afectados o beneficiados con la liberacion de OGM.

Con este estudio también se generd informacién importante para la toma de decisiones orientadas a
la conservacion del ecosistema, en donde una de las posibilidades es la generacion de instrumentos
legales (por ejemplo las Normas Oficiales Mexicanas y los manuales de procedimientos), para regular
adecuadamente el andlisis de los riesgos de la introduccion de OGM en los campos de cultivo o con

fines de bioremediacion.
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VIII. PERSPECTIVAS

Entre algunas de las linea de investigacion que se abren a partir de este estudio se encuentran el
conocimiento de la diversidad de lepiddpteros asociados con las plantas silvestres de G.
hirsutum. Para este tipo de analisis se proponen estudios de genética de comunidades a partir de
la utilizacion de herramientas de biologia molecular, ademés de estudios ecoldgicos que

permitan llegar a conclusiones sobre los efectos a corto plazo.

En la actualidad se esta desarrollando una nueva rama de la genética que analiza coémo afecta la
introduccidon de nuevos genes en los ecosistemas (Bailey et al. 2006; Whitham et al. 2006). Las
proteinas recombinantes podrian ser utilizadas como modelo para el analisis de estas nuevas

metodologias y el desarrollo de esta nueva rama de la ciencia, para el bio-monitoreo de OGM.

Hay que mencionar que este estudio podria ser repetido para distintas especies y cultivos, tanto
en espacio como en tiempo para la caracterizaciéon del dafio ambiental debido a la introduccion
de OGM, siempre considerando el caso por caso, adquiriendo mayor complejidad en paises

centro de origen y diversidad de los cultivos o ambientes megadiversos.

Este trabajo da pie a la generacion de programas de conservacion de especies. Estos deberian de
ser generados tanto por las Organizaciones de la Sociedad Civil, como por parte de las distintas

instancias de gobierno que se encuentran relacionadas con el tema.

Este estudio podria ayudar a futuras investigaciones que quisieran analizar el comportamiento
de las especies circundantes ante la introduccion de OGM en el ambiente, su adecuacion,
evolucion y los patrones biogeograficos que se pudieran estar modificando a causa de la

introduccidn de nuevas practicas agricolas.

Es importante que en el futuro se considere la formacion de expertos para la identificacion e
larvas y polillas; ademas de que se generen colecciones taxonémicas donde se pueda cotejar la

identidad de los ejemplares colectados en los estudios de campo.
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X. APENDICES

10.1. Composicion de especies en total

Familia Subfamilia Especie Localidad 1 Localidad 2

Erebidae Erebinae Ascalapha odorata (Linneo, 1958) y v
Hesperiidae Pyrginae Chioides albofasciatus (Hewitson, 1867) - \
Hesperiidae Pyrginae Heliopetes laviana laviana (Hewitson, 19868) - \
Hesperiidae Pyrginae Heliopetes marcaira marcaira (Reakirt, 1867) v Y
Hesperiidae Pyrginae Pyrgus adepta (Plotz, 1884) v -
Hesperiidae Pyrginae Pyrgus oileus (Linneo, 1767) v Y
Lycaenidae Theclinae Panthiades bathildis (C. Felder y R. Felder, 1865) - Y
Lycaenidae Theclinae Pseudolycaena damo (H. Druce, 1875) v -
Nymphalidae Biblidinae Eunica monima (Stoll, 1782) v y
Nymphalidae Biblidinae Mpyscelia ethusa cyanecula (C. Felder y R. Felder, 1867) Y -
Nymphalidae Bilblinidae Hamadryas februa februa (Hiibner, 1806). Y -
Nymphalidae Bilblinidae Hamadryas atlantis atlantis (Bates, 1864) Y Y
Nymphalidae Bilblinidae Hamadryas februa ferentina (Godart, 1824) Y Y
Nymphalidae Bilblinidae Hamadryas feronia farinulenta (Fruhstorfer, 1916) - Y
Nymphalidae Bilblinidae Hamadryas glauconome glauconome (Bates, 1864) Y Y
Nymphalidae Charaxinae Anaea aidea (Guérin-Méneville, 1844) Y Y
Nymphalidae Charaxinae Hymna clytemestra mexica (A. Hall, 1917) V -
Nymphalidae Danainae Danaus eresimus montezuma (Talbot, 1943) V y
Nymphalidae Heliconiinae Agraulis vanillae incarnata (Riley, 1920) V y
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Nymphalidae Heliconiinae Biblis hyperia aganisa (Biosduval, 1836)
Nymphalidae Heliconiinae Dryas iulia moderata (Rilley, 1920)
Nymphalidac Heliconiinae Heliconius charitonia vazquezae (Comstock y Brown,
1950)
Nymphalidae Libytheinae Adelpha basiloides (Hiibner, 1865)
Nymphalidae Limenitidinae Marpesia petreus (Cramer, 1776)
Nymphalidae Limenitidinae Smyrna blomfildia datis (Fruhstorfer, 1908)
Nymphalidae Nymphalinae Anartia fatima fatima (Fabricius, 1793)
Nymphalidae Nymphalinae Anartia jatrophae luteipicta (Fruhstorfer, 1907)
Nymphalidae Nymphalinae Chlosyne rosita riobalsensis (Bauer, 1961)
Nymphalidae Nymphalinae Euptoieta hegesia meridiana (Stichel, 1938)
Nymphalidae Nymphalinae Mircrotia elva (Bates, 1864)
Nymphalidae Nymphalinae Siproeta stelenes biplagiata (Fruhstorfer, 1907)
Nymphalidae Nymphalinae Zaretis ellops (Ménétriés, 1855)
Nymphalidae Satyrinae Cissia themis (Butler, 1867)
Nymphalidae Satyrinae Hermeuptychia hermes (Fabricius, 1775)
Papilionidae Papilioninae Parides montezuma (Westwood, 1842)
Papilionidae Papilioninae Battus philenor philenor (Linnaeus, 1771)
Papilionidae Papilioninae Battus polydamas polydamas (Linneo, 1758)
Pieridae Coliadinae Anteos maerula (Fabricius, 1975)
Pieridae Coliadinae Eurema daira (Hibner, 1819].
Pieridae Coliadinae Eurema daira sidonia (Felder, 1869)
Pieridae Coliadinae Nathalis iole iole (Boisduval, 1836)
Pieridae Coliadinae Phoebis agarithe agarithe (Boisduval, 1836)
Pieridae Coliadinae Phoebis philea (Linneo, 1763)

95




Pieridae Coliadinae Phoebis sennae marcellina (Cramer, 1775)
Pieridae Coliadinae Prestonia clarki (Schaus, 1920)
Pieridae Coliadinae Prysitia nise nelphe (Felder, 1869)
Pieridae Coliadinae Pyrisitia dina westwoodi (Boisduval, 1836)
Pieridae Coliadinae Pyrisitia proterpia (Fabricius, 1793)
Pieridae Coliadinae Krigonia lyside (Godart, 1819)
Pieridae Coliadinae Zerene cesonia cesonia (Stoll, 1790)
Pieridae Pierinae Ascia monuste monuste (Linneo, 1764)
Pieridae Pierinae Ganyra josephina josepha (Salvin y Godman, 1868)

Riodinidae Riodininae Calephis sp.

Riodinidae Riodininae Melanis acroleuca acroleuca (Felder, 1869)
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10.2. Especies con un individuo de la muestra total

Localidad A. Con Cry
Localidad B. Sin Cry
Msp. Especie
Msp. Especie

13 Pyrisitia dina westwoodi (Boisduval, 1836)

18 Eunica monima (Stoll, 1782) 3 Siproeta stelenes biplagiata (Fruhstorfer, 1907)
19 Phoebis sennae marcellina (Cramer, 1775) 4 Panthiades bathildis (Felder y Felder, 1865)
28 Pseudolycaena damo (Druce, 1875) 6 Battus p. philenor, (Linnaeus, 1771)

46 Biblis hyperia aganisa (Biosduval, 1836) 7 Parides montezuma (Westwood, 1842)

48 Adelpha basiloides (Hiibner, 1865) 10 Marpesia petreus (Cramer, 1776)

49 Melanis acroleuca acroleuca (Felder, 1869) 12 Msp. 12

50 Eurema daira 25 Hermeuptychia hermes (Fabricius, 1775)

51 Hymna clytemestra mexica (Hall, 1917) 29 Chlosyne rosita riobalsensis (Bauer, 1961)
52 Battus polydamas polydamas (Linneo, 1758) 30 Heliconius charitonia vazquezae (Comstock y Brown,
58 Hamadryas februa februa 1950)

64 Msp. 64 37 Eurema daira sidonia (Felder, 1869)

68 Msp. 68 39 Phoebis agarithe agarithe (Boisduval, 1836)
70 Msp. 70 40 Prestonia clarki (Schaus, 1920)

73 Msp. 73 41 Zaretis ellops (Ménétriés, 1855)

82 Msp. 82 42 Anteos maerula (Fabricius, 1975)

83 Msp. 83 55 Pyrgus oileus (Linneo, 1767)

86 Msp. 86 59 Msp. 59

87 Msp. 87 60 Msp. 60

93 Msp. 93 67 Msp. 67

95 Msp. 95 70 Msp. 70

96 Msp. 96 71 Msp. 71

97 Msp. 97 82 Msp. 82

98 Msp.98 87 Msp. 87

99 Msp.99 91 Msp. 91

100 Msp. 100 92 Msp. 92

101 Msp. 101 103 Msp. 103

112 Msp. 112 104 Msp. 104

116 Msp. 116 105 Msp. 105

119 Msp. 119 106 Msp. 106

107 Msp. 107
110 Msp. 110
111 Msp. 111
113 Msp. 113
114 Msp. 114
115 Msp. 115
116 Msp. 116
117 Msp. 117
118 Msp. 118
120 Msp. 120
121 Msp. 121
122 Msp. 122
123 Msp. 123
125 Msp. 125
126 Msp. 126

97



10.3. Especies con un individuo de los tratamientos con G. hirsutum

Localidad A. Con Cry Localidad B. Sin Cry
Msp. Especie Msp. Especie
13 Pyrisitia dina westwoodi (Boisduval, 1836) 3 Siproeta stelenes biplagiata (Fruhstorfer, 1907)
40 Prestonia clarki (Schaus, 1920) 4 Panthiades bathildis (Felder y Felder, 1865)
44 Prysitia nise nelphe (Felder, 1869) 6 Battus p. philenor (Linnaeus, 1771)
46 Biblis hyperia aganisa (Biosduval, 1836) 10 Marpesia petreus (Cramer, 1776)
48 Adelpha basiloides (Hiibner, 1865) 12 Msp. 12
49 Melanis acroleuca acroleuca (Felder, 1869) 20 Ascia monuste monuste (Linneo, 1764)
50 Eurema daira 21 Heliopetes marcaira marcaira (Reakirt, 1867)
51 Hymna clytemestra mexica (Hall, 1917) 22 Heliopetes laviana laviana (Hewitson, 19868)
52 Battus polydamas polydamas (Linneo, 1758) 25 Hermeuptychia hermes (Fabricius, 1775)
53 Calephis sp. 30 Heliconius charitonia vazquezae (Comstock y Brown, 1950)
58 Hamadryas februa februa 37 Eurema daira sidonia (Felder, 1869)
64 Msp. 64 39 Phoebis agarithe agarithe (Boisduval, 1836)
65 Msp. 65 42 Anteos maerula (Fabricius, 1975)
70 Msp. 70 48 Adelpha basiloides (Hiibner, 1865)
73 Msp. 73 54 Myscelia ethusa cyanecula (Felder y Felder, 1867)
81 Msp. 81 55 Pyrgus oileus (Linneo, 1767)
82 Msp. 82 59 Msp. 59
86 Msp. 86 60 Msp. 60
93 Msp. 93 65 Msp. 65
95 Msp. 95 68 Msp. 68
96 Msp. 96 70 Msp. 70
97 Msp. 97 71 Msp. 71
100 Msp. 100 72 Msp. 72
101 Msp. 101 73 Msp. 73
116 Msp. 116 74 Msp. 74
119 Msp. 119 76 Msp. 76
79 Msp. 79
82 Msp. 82
87 Msp. 87
90 Msp. 90
92 Msp. 92

103 Msp. 103
105 Msp. 105
106 Msp. 106
108 Msp. 108
111 Msp. 111
114 Msp. 114
116 Msp. 116
117 Msp. 117
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10.4. Especies con un individuo de abundancia en los tratamientos control

Localidad A. Con Cry Localidad B. Sin Cry

Msp. Especie Msp. Especie
33 Cissia themis (Butler, 1867) 1 Smyrna blomfildia datis (Fruhstorfer, 1908)
40 Prestonia clarki (Schaus, 1920) 5 Hamadryas feronia farinulenta (Fruhstorfer, 1916)
57 Hamadryas atlantis atlantis (Bates, 1864) 7 Parides montezuma (Westwood, 1842)
59 59 13 Pyrisitia dina westwoodi (Boisduval, 1836)
65 65 21 Heliopetes marcaira marcaira (Reakirt, 1867)
68 68 29 Chlosyne rosita riobalsensis (Bauer, 1961)
78 78 40 Prestonia clarki (Schaus, 1920)
83 83 41 Zaretis ellops (Ménétriés, 1855)
87 87 48 Adelpha basiloides (Hiibner, 1865)
90 90 57 Hamadryas atlantis atlantis (Bates, 1864)
98 98 67 Msp. 67
99 99 68 Msp. 68
102 102 72 Msp. 72
112 112 73 Msp. 73

74 Msp. 74

76 Msp. 76

79 Msp. 79

90 Msp. 90

91 Msp. 91

104 Msp. 104
107 Msp. 107
108 Msp. 108
110 Msp. 110
113 Msp. 113
115 Msp. 115
118 Msp. 118
120 Msp. 120
121 Msp. 121
122 Msp. 122
123 Msp. 123
125 Msp. 125
126 Msp. 126
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10. 5. Curva de frecuencias de los tratamientos con G. hirsutum.
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10.6. Curva de frecuencias de los tratamientos control.
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XIl. GLOSARIO®

Adversidad: Tipo de dafio que se puede clasificar de acuerdo al efecto que han tenido los organismos

genéticamente modificado en el ambiente (Wegier y Alavez, 2012).

Caso por caso - Se refiere a un enfoque de evaluacion del riesgo, en donde para cada una de las
liberaciones de organismos vivos modificados se considera el medio en el que se produce su liberacion

y su uso previsto.

Consecuencia (del efecto adverso) — Se refiere al resultado, alcance y severidad de un efecto adverso

asociado a una exposicion a un organismo vivo modificado, su manipulacion y uso, o a sus productos.

Efectos acumulativos — Consecuencias que se presentan debido a la introduccion de uno o mas

organismos vivos modificados en su medio receptor.

Efectos combinatorios — Consecuencias que se dan a partir de la interaccion entre dos o mas genes

insertados en un organismo, que incluyen interacciones epistaticas.

Efectos no previstos — Efectos que no fueron contemplados en los analisis de riesgo y que se presentan
después de la liberacion de los organismos vivos modificados al ambiente receptor. Aparecen en
adicion a, o en algunos casos en lugar de, los efectos previstos. Algunos efectos no previstos pueden

pronosticarse, otros no.

Evaluacion del riesgo — Es el proceso mediante el cual se calculan los de calcular riesgos que podrian
estar asociados a un organismo vivo modificado. Esta evaluacion debe de considerar los efectos

adversos, la probabilidad de ocurrencia y sus consecuencias.

Flujo génico —Transferencia de material genético de un organismo a otro por medio de la descendencia

o del desplazamiento de los organismos de un medio a otro.

Meta de proteccion —Resultados definidos y valorados desde el punto de vista ambiental que guian la

formulacion de estrategias para la gestion de actividades que podrian afectar el ambiente.

® Las definiciones fueron adaptadas de la Guia Explicativa del Protocolo de Cartagena sobre la Seguridad de la

Biotecnologia (UICN, 2004).
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Organismo Blanco (OB)- Organismos que pretenden verse afectados al ingerir las proteinas

recombinantes Cry. Por lo general son plagas de algun cultivo.

Organismo no blanco (ONB)- Son todos aquello organismos sobre los que no se espera que las

proteinas Cry tengan alglin efecto.

Permanencia- Se refiere al tiempo en el que un efecto no adverso causado por algun tipode accion
huana sobre el ambiente, se puede revertir. Para efecto del dictamen es necesario que se clarifique de

qué tipo de acciones dependera la la reversibilidad del dafio (Wegier y Alavez, 2012).

Probabilidad (del efecto adverso) — Probabilidad de que se produzca el efecto adverso, considerando

el nivel y tipo de exposicion del al organismo vivo modificado en el probable medio receptor.

Riesgo — La combinacion de la magnitud de las consecuencias de un peligro y de la probabilidad de

que éstas se den de manera directa o indirecta en el ambiente.

Significancia- Es el efecto relacionando con los niveles ecolégicos en donde ha tenido impacto la
actividad humana a evaluar en los andlisis de riesgo. La significancia de un efecto puede agravarse con

el hecho de afectar a especies y/o las areas protegidas legalmente (Wegier y Alavez, 2012).

Transgén —Secuencia de acido nucleico en un organismo vivo modificado que es el resultado de la

aplicacion de la biotecnologia moderna.
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