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RESUMEN

Los cultivos Bt ejercen alta presion de seleccion sobre las plagas blanco. Para
mitigar la evolucion de resistencia, la estrategia Alta Dosis-Refugio (AD-R)
requiere: a) una concentracion de toxina en la planta suficientemente elevada
para provocar que los alelos resistentes sean funcionalmente recesivos; b)
baja frecuencia inicial del alelo resistente; c) refugios con plantas no-Bt. Para
reforzar la estrategia AD-R, se propone la acumulacion de dos o mas toxinas en
una planta (genes “piramidados”), bajo el supuesto de que estas tienen sitios
de accion diferentes, a fin de minimizar el riesgo de resistencia cruzada. Una
reciente revision respalda las fortalezas de la estrategia AD-R en la demora de
la evolucion de resistencia. El incumplimiento de uno o mas componentes de
esta estrategia explica los pocos casos de resistencia confirmados. En San
Luis, Argentina, se detectaron importantes dafios de Diatraea saccharalis en
hibridos de maiz Bt. Entre las hipdtesis para explicar estos dafios, se incluyen
dominancia del alelo resistente, baja concentraciéon de toxina y bajo nivel de
adopcion de refugios. Esto ultimo motiva discusiones sobre la conveniencia de
implementar refugios integrados. Se recomienda un abordaje caso por caso
para disefar estrategias de manejo de resistencia de acuerdo a cada plaga.
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SUMMARY

Bt crops exert high selective pressure on target pests. To mitigate resistance
evolution the High-Dose/Refuge strategy (HDRS) requires: a) toxin expression
in plant sufficiently high to render resistance alleles recessive; b) low initial
frequency of the resistance allele; c) spatial refuges of non Bt crops. Gene
pyramiding, the combination of two or more toxins in a transgenic plant,
is proposed to reinforce the HDRS under the assumption of toxins having
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different binding sites to reduce the likelihood of cross-resistance. A recent
review supports the strengths of the HDRS in delaying evolution of resistance.
Failure to comply one or more of the requirements of the HDRS explains the few
cases of confirmed field-evolved resistance. In San Luis, Argentina, significant
damage by Diatraea saccharalis was detected in some Bt maize hybrids.
Hypotheses to explain these high levels of crop damage, include low level of
refuge compliance, dominance of a resistance allele, and low toxin expression.
The low level of refuge adoption triggers discussions about the opportunity of
promoting seed mixture refuges. A case by case approach is advocated to
tailor IRM strategies according to the specific knowledge about the ecology of

each pest.
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INTRODUCCION

El norte en la brujula: el MIP

Desde su nacimiento, la agricultura ha sido una
arena en la que el ser humano ha ejercitado su
capacidad de innovacion para mejorar sus condi-
ciones de vida a través de mayor produccién y/o
mejor calidad. Estos dos atributos pueden estar en
riesgo en diferentes etapas del ciclo de un cultivo
como consecuencia de la influencia de diferen-
tes factores de estrés. Entre ellos, los organismos
perjudiciales, y mas especificamente los organis-
mos animales invertebrados, han motivado la ge-
neracion, evaluacion, adaptacion y consolidacion
de un amplio abanico de herramientas, técnicas,
tacticas y estrategias para hacer frente a estas ad-
versidades biolégicas. Ya sea sobre la base de la
secuencia inductiva ensayo-error-evaluacion-cam-
bio/adopcion, aplicada espontaneamente, o a par-
tir de conocimiento generado por aplicacion del
método cientifico hipotético-deductivo, a través del
tiempo las opciones de manejo fueron articulando-
se en mayor o menor medida, y fueron insertando-
se en marcos conceptuales que le confirieron con-
tencion, sentido y proyeccion. Los principios del
Manejo Integrado de Plagas (MIP) se pusieron en
practica en el Valle de Cafiete, Peru, en la década
de 1950, aun antes de que el término se acufiara
(Peshin & Dhawan, 2009). Hacia fines de dicha dé-
cada, un grupo de entomdlogos de la Universidad
de California trabajo en la concepcion de un enfo-
que que permitiera la armonizacién de los factores
naturales de control de plagas y el uso de insecti-
cidas de sintesis, lo que desemboco en el articulo
fundacional de Stern et al. (1959). Alli se formalizé
el concepto de manejo de plagas agricolas inte-

grando criterios bio-econdmicos de toma de deci-
siones, en lo que hoy se conoce globalmente como
Manejo Integrado de Plagas. Desde entonces y
hasta la actualidad, atravesando numerosas exten-
siones y mejoras de su definicion (Trumper, 2009),
el MIP ha sido el encuadre discursivo dominante
para plantear estrategias de manejo de plagas, las
que pocas veces se tradujeron en una implemen-
tacion real de sus preceptos. No obstante, el MIP
ha llegado a constituirse como un término de refe-
rencia relevante en el establecimiento de politicas
institucionales (Peshin & Zhang, 2014). Mas alla de
las diferentes opticas con las que se puedan inter-
pretar las definiciones de MIP, o las diferencias de
énfasis en aspectos especificos, el MIP constituye
un punto de referencia sobre cuya base discutir
el estatus de las estrategias de manejo de plagas
agricolas impulsadas en un palis o regiéon. Toman-
do las definiciones de mayor ascendente (Kogan,
1998; Mitchel & Hutchison, 2009; FAQO, 2014), se
puede entender el MIP como un manifiesto que
apela al disefio de sistemas productivos que mi-
nimicen la emergencia e incidencia de plagas, y
al uso de criterios cientificamente fundamentados
para la toma de decisiones de manejo preventivo o
correctivo, apuntando a minimizar los riesgos eco-
némicos, ambientales y sociales.

La resistencia de plagas

La historia de la agricultura ha demostrado que
los artropodos plaga pueden desarrollar, tarde o
temprano y a través de un proceso micro-evolutivo,
la capacidad para tolerar las restricciones biolégi-
cas de toda tactica de manejo que les imponga
una presion selectiva elevada y uniforme por perio-
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dos prolongados de tiempo. La resistencia habilita
a los artrépodos a superar las préacticas de control,
a través de cambios de comportamiento, de desa-
rrollo o de procesos bioguimicos (Onstad, 2014a).
Con cerca de 550 especies de artropodos plaga
(Whalon et al., 2013), la evolucion de resistencia es
un problema creciente y amenaza la salud publica
(Prato et al., 2012) y la agricultura a nivel mundial
(Heckel, 2012; Tabashnik et al., 2014).

Entre las herramientas que integran la pale-
ta disponible para disefiar estrategias de mane-
jo de plagas, los cultivos Bt son uno de los que
ejercen mayor presion selectiva y, por lo tanto, se
encuentra entre los insumos que tienen mayor pro-
babilidad de generar resistencia. La primera con-
secuencia directa de esta evolucion de resistencia
es la disminucién de su efectividad en el manejo
de la plaga blanco. En 2013, la superficie sembra-
da con cultivos portadores de la toxina Bt (eventos
individuales o apilados) a nivel mundial llegé a las
75 millones de hectareas (ISAAA, 2014), mientras
que en la Argentina, en la camparia 2012/2013/14,
se alcanzaron entre 3,5 y 4 millones ha, represen-
tadas principalmente (entre 85% y 98%, periodo
2000-2011) por maiz Bt (ArgenBio, 2014). En con-
secuencia, es claro el impacto que la resistencia
puede provocar en la produccion. Desde una
perspectiva ambiental, la resistencia de plagas
representa la erosién de un bien comun, un recur-
soO natural no renovable que merece valoracion:
la susceptibilidad de las plagas a las toxinas Bt
(Bourguet et al., 2005). Los objetivos de esta revi-
sion son: a) presentar el marco conceptual basico
que se requiere para comprender el problema de
la resistencia; b) sintetizar las principales herra-
mientas que la teoria y la experiencia mundiales
respaldan para minimizar el riesgo de evolucion de
resistencia de plagas a cultivos Bt; y ¢) comentar
el estado de situacion a nivel mundial y nacional.

COMPONENTES Y PROCESOS DEL PRO-
BLEMA

El fenédmeno de la resistencia involucra compo-
nentes y procesos. Los componentes fundamen-
tales son los siguientes: a) un factor de estrés (un
insecticida, una toxina, etc.); b) el organismo; c) la
poblacion. Esta estructura se completa con la base
genética que determina el nivel de susceptibilidad
del organismo y su distribucion en la poblacion.
Por otra parte, la resistencia involucra un proceso
esencial que la define: una disminucién temporal
en la fraccion de la poblacién que es susceptible
al factor de estrés. A su vez, este proceso sufre
la influencia directa e indirecta de numerosos fac-

tores relacionados con la genética, la ecologia de
la(s) plaga(s) blanco, y las practicas agronémicas.
Una cabal comprension de este sistema, requiere
definir, describir y analizar estos diferentes compo-
nentes y procesos.

El factor de estrés: Las toxinas Bt

En el contexto de este articulo, a menos que se
especifique lo contrario, el factor de estrés siem-
pre se referird a una sustancia con propiedades
insecticidas incorporada en una planta y el mate-
rial genético que codifica su sintesis, denominada
en forma genérica por la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos como PIP, sigla
correspondiente a la expresion Plant Incorporated
Protectant (USEPA, 2013). Esta definicion habilita
la inclusion de diferentes sustancias con distintos
origenes (Nelson & Alves, 2014). Muchas sustan-
cias han sido exploradas como potenciales PIPs.
Estas incluyen: a) toxinas producidas por la bac-
teria Bacillus thuringiensis; b) el complejo de pro-
teinas toxicas producidas por las bacterias Photor-
habdus luminescens y Xenorhabdus nematophyla;
c) sustancias vegetales inhibidoras de proteasas
de insectos que comprometen su nutricion; d) en-
zimas proteoliticas de origen vegetal o viral cuyo
blanco pueden ser nutrientes criticos del insecto,
enzimas metabdlicas o proteinas que forman par-
te de estructuras vitales en el insecto; e) lectinas,
proteinas que pueden afectar el reconocimiento
intercelular o provocar aglutinaciones celulares
deletéreas (Nelson & Alves, 2014). Actualmente
las Unicas PIPs disponibles en cultivos habilitados
comercialmente, son las provenientes de Bacillus
thuringiensis, una bacteria aerdbica, Gram positi-
va, formadora de esporas (Pigott et al.,, 2008), ha-
llada comunmente en el suelo en todo el mundo y
conocida por su capacidad de producir dos tipos
de toxinas con actividad insecticida especifica:
1) inclusiones parasporales de cristales proteicos
(van Frankenhuyzen, 2009), conocidos como pro-
teinas Cry (Bravo et al., 2012); 2) proteinas conoci-
das como Vip (Vegetative Insecticidal Protein) (Yu
etal, 2011).

El ciclo de vida de B. thuringiensis se divide en
cuatro fases. Durante la primera, llamada fase ve-
getativa, ocurre crecimiento y division cuando las
condiciones ambientales son favorables. La fase |l
es de transicion a la esporulacion; la fase Il es de
esporulacion propiamente dicha y la fase IV implica
la maduracion de las esporas y la lisis celular (Geor-
ge & Crickmore, 2012). El ingreso a la fase de es-
porulacion se ha asociado a sefiales de restriccion
de nutrientes (Nelson & Alves, 2014), o alta densi-
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dad celular y progresion del ciclo celular (George
& Crickmore, 2012). Durante la fase vegetativa, B.
thuringiensis produce y secreta las proteinas Vip,
que expresan actividad insecticida contra lepidop-
teros, coledpteros y algunas especies de insectos
picadores-chupadores (Palma et al., 2012). De es-
tas proteinas se han identificado mas de 82 genes
diferentes (Yu et al., 2011) agrupados en cuatro cla-
ses o familias. Vip1 y Vip2 actian en forma combi-
nada como toxinas binarias, con reportes de activi-
dad especifica sobre larvas de algunas especies de
coleodpteros. La clase Vip 3 ha evidenciado una ac-
tividad de amplio espectro sobre larvas de lepidép-
teros (Ruiz de Escudero et al., 2014), y se divide en
dos subfamilias, Vip3Ay Vip3B. Las proteinas Vip3A
tienen receptores en las células de las membranas
del epitelio intestinal del insecto blanco diferentes a
las de las proteinas Cry, lo que ademas de concitar
la atencién de los investigadores para ampliar el es-
pectro de plagas blanco de bioinsecticidas a base
de Bt, las convierte en una interesante opcion para
complementar a las proteinas Cry en estrategias de
manejo de la resistencia (Palma et al., 2012; Ruiz de
Escudero et al., 2014).

Cuando B. thuringiensis ingresa en su fase de
esporulacion, la bacteria produce esporas y gran-
des inclusiones cristalinas cuyo principal compo-
nente son las proteinas Cry (Pigott et al., 2008;
Nelson & Alves, 2014). Las proteinas Cry com-
prenden una amplia familia de toxinas con diver-
sas especificidades. La mayoria son téxicas para
lepiddpteros, dipteros y coledpteros, pero algunas
han evidenciado efectos sobre himendpteros vy
nematodos (Pigott et al., 2008). Las proteinas Cry
se consideran protoxinas que se activan cuando
son ingeridas por un insecto (Heckel et al., 2007),
y junto a otros factores de virulencia debilitan o
provocan la muerte del insecto, lo que permite la
germinacion de las esporas bacterianas en el in-
secto y contribuye a la propagacion de la siguiente
generacion. En el caso especifico de lepiddpteros,
el proceso comienza cuando el alto pH del intesti-
no medio de la larva provoca la solubilizaciéon de
los cristales y la liberacion de las protoxinas sobre
cuyos sitios de clivaje expuestos actuan protea-
sas que liberan el nucleo activo de la proteina (la
toxina). Luego estas toxinas se ligan a receptores
especificos en la superficie del epitelio intestinal
de la larva, provocando la formacién de poros y
con ello la ruptura de las membranas celulares y
finalmente la muerte del hospedante (Heckel et al.,
2007; Pigott et al., 2008; Pardo-Lopez et al., 2013;
Goémez et al., 2014). Las inclusiones cristalinas
pueden contener diferentes tipos de protoxinas, lo
que determina perfiles de toxicidad de las diferen-
tes cepas (Pigott & Ellar, 2007).

El individuo

Cada individuo de una determinada especie de
plaga blanco, dependiendo de su susceptibilidad
al factor de estrés, sufre o no un efecto deletéreo
que compromete la culminacion de su ciclo y su
reproduccion. La susceptibilidad de un individuo
a una toxina esta determinada por la susceptibi-
lidad inherente de la especie a la que pertenece,
es decir tiene un componente genético especifico.
Recientemente, Han et al. (2014) encontraron evi-
dencias de una relacion estrecha entre el nivel de
susceptibilidad y la concentracion de sitios activos
o sitios de ligadura. Un insecto, bajo determinadas
condiciones fisiolégicas y ambientales, o0 es sus-
ceptible o es tolerante. Esta respuesta de un indi-
viduo clasificada en dos categorias (afectado Vs.
no afectado), es una simplificacion, habida cuenta
de las respuestas intermedias que se han observa-
do. Por otra parte, es necesario distinguir la edad
y/o estado de desarrollo del insecto, ya que, por
ejemplo, en larvas de lepiddpteros se conoce que
los diferentes estadios tienen diferentes niveles de
susceptibilidad (Huang et al., 1999; 2002; 2006).

Es recomendable tener en cuenta algunas suti-
lezas en los términos que se emplean para evitar
confusiones de interpretacion. Al nivel individual
el término susceptibilidad puede hacer referencia
a una respuesta categorica de tipo todo o nada
(muere o no muere). Asi, ante un determinado es-
cenario de exposicion a una toxina, un insecto no
muere, pero si el escenario de exposicion a la to-
xina es diferente, ese mismo individuo tiene la po-
tencialidad de mostrar la respuesta opuesta. Otro
modo de emplear el término susceptibilidad es fi-
jando la perspectiva desde la toxina, haciendo re-
ferencia a la concentracion con la cual un individuo
muere. Para esta segunda acepcion de susceptibi-
lidad, existe un término complementario que tiene
mayor entidad formal: la tolerancia. Tomando la
recomendacion de Tabashnik et al. (2014), toleran-
cia se define como “la mas alta concentracion de
un plaguicida en particular que un individuo pue-
de soportar sin ser eliminado”. Integrando las dos
acepciones, un insecto es susceptible (si muere al
exponerlo a una toxina) y tiene una determinada
susceptibilidad cuantificable (la concentracién de
toxina frente a la cual muere).

La poblacion

Como se sefiald en el apartado anterior, un in-
dividuo puede ser considerado o no susceptible.
Sin embargo una poblacién no se categoriza como
fenotipicamente susceptible. En efecto, una po-
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blacion de insectos de una determinada especie
blanco presenta una distribucion de susceptibili-
dades a un determinado factor de estrés (la toxi-
na Bt) como consecuencia de la variabilidad que
generan las diferentes condiciones fisiolégicas y
ambientales que experimentan los individuos que
componen la poblacion. Ademas, aun bajo las mis-
mas condiciones ambientales, cabe esperar, y de
hecho se conocen, variaciones intra-poblaciona-
les. En el contexto de la evolucion de resistencia a
plaguicidas, algunos investigadores plantean que
con anterioridad a la exposicion de la poblacion
a un determinado ingrediente activo, ésta consis-
te de fenotipos que si bien son genotipicamente
susceptibles, presentan una distribucion de viabi-
lidades. Esta distribucion suele ser normal, lo que
sugiere que muchos factores, tanto ambientales
como genéticos, determinan los fenotipos resisten-
tes de una poblacién (Roush & McKenzie, 1987;
MacNair, 1991; MacKenzie & Batterham, 1994).

La resistencia

Si bien el significado del término “resistencia”
puede parecer obvio en un plano de discusion ge-
neral, el ejercicio de un analisis mas profundo reve-
la detalles y matices de su empleo en los distintos
ambitos (academia, industria, extension), que ha
merecido el enunciado de definiciones precisas y
especificas del término, algunas complementarias
entre si, otras con cierto grado de contradiccion
aparente. Asimismo, fue necesario acufiar algunas
expresiones nuevas para dar cuenta de procesos
involucrados, introduciendo la idea de cambio. En
lugar de citar las diferentes definiciones enfren-
tando al lector a la eleccion de aquella que pue-
da resultarle mas convincente, en este articulo
se propone una sintesis que integra los aspectos
compatibles de las versiones propuestas por Rou-
sh (1998), Andow (2008), Tabashnik et al. (2009;
2014) y Carriere et al. (2010), entre otros. No obs-
tante, se recomienda al lector la precaucion de
identificar con claridad el criterio sobre cuya base
se emplean los términos especificos en la literatura
consultada.

En el contexto de este articulo, la resistencia
es el caracter heredable consistente en la menor
susceptibilidad (fenotipo) de un insecto (individuo)
a la toxina Bt en relaciéon a individuos de la mis-
ma poblacién. Crava et al. (2013) complementan
este concepto refiriendo a la tolerancia como una
medida cuantitativa de la resistencia que esta dis-
tribuida entre los individuos de una poblacion. Al
definir a la resistencia como un caracter heredable,
cabe considerar el genotipo que lo determina y su

frecuencia en la poblacion, la que frente a la pre-
sion de seleccion que ejerce el insecticida, crecera
en el tiempo (Caprio et al., 2008). La resistencia
de campo a una toxina Bt (field-evolved resistan-
ce en la literatura internacional vigente) es la me-
nor susceptibilidad de una poblacion de insectos
como consecuencia de la exposicion a esa toxina
a campo, en relacion a la linea base de suscepti-
bilidad, a su vez definida como la CL_, (concentra-
cion de una toxina que provoca la muerte del 50%
de la poblacién) de la toxina Bt en poblaciones de
diferentes regiones previa a la introduccion de la
toxina (por ejemplo, Bernardi et al., 2012). Cabe
aclarar que si bien la expresion “linea base de sus-
ceptibilidad” es ampliamente utilizada, Tabashnik
et al. (2014) proponen referirse a susceptibilidad
inherente, expresion mas acorde al concepto in-
volucrado. Con estas definiciones, para cerrar un
grupo basico de términos de referencia solo resta
agregar que la evolucién de resistencia de cam-
po a una toxina Bt es el proceso de seleccion natu-
ral (Heckel, 2012) que provoca una disminucion de
la susceptibilidad (a la toxina Bt) en una poblacion
a campo.

Caracterizacion de la susceptibilidad

La susceptibilidad a la toxina es el caracter su-
jeto a evolucién por seleccion natural. La suscep-
tibilidad es la tendencia de un insecto a ser afec-
tado por una toxina (Tabashnik et al., 2014). En
una primera aproximacion, puede pensarse que el
efecto es categorico: el insecto muere o sobrevive.
Esta categorizacion simplifica la realidad, ya que
se han observado respuestas intermedias. Asi, por
ejemplo, es frecuente que las larvas de lepidop-
teros expuestas a una determinada concentracion
de toxina Bt manifiesten una respuesta de inhibi-
cion de crecimiento que se traduce en disminucion
de la tasa de desarrollo y/o reduccion de tamafio,
que puede o no desembocar en la muerte antes
de completar el desarrollo (Juan Carlos Gamundi,
2014, comunicacion personal). Coincidentemente,
Tabashnik et al. (2014) incluyen el parametro IC50
que refiere a la concentraciéon que provoca la inhi-
bicion del crecimiento del 50% de los individuos de
una poblacion.

Pero la razon de mayor peso para considerar
que la susceptibilidad no es un caréacter catego-
rico, es el hecho de que tipicamente se presenta
como una distribucion de viabilidades (MacKenzie
& Batterham, 1994). En una poblacién, la suscep-
tibilidad es una variable continua con una distri-
bucion unimodal, generalmente normal, tal que al
incrementar la concentracion de la toxina (variable
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independiente) dentro de un determinado rango,
el porcentaje de mortalidad (variable respuesta)
se incrementa siguiendo una curva sigmoidea
conocida como curva dosis-respuesta. La des-
cripcion estadistica de esta relacion se representa
expresando la mortalidad en unidades probit, en
funcién del logaritmo de la concentraciéon de toxi-
na (McCallum, 2000; Ferré et al., 2008), como se
ilustra esquematicamente en la Figura 1. La esca-
la probit expresa probabilidades y abarca valores
equivalentes al rango desde la minima (~0%) hasta
la méaxima (100%) mortalidad. De este modo, se
puede evaluar la funcién con diferentes valores de
concentracion de toxina para hallar la probabilidad
de muerte o efecto deletéreo. Asimismo, se pue-
de emplear esta funcion para estimar parametros
como CL50, CL95, etc., y permite identificar con
claridad todo el rango de concentracion de toxina
que abarca la variacion de respuesta (mortalidad)
de la poblacion (R en la Fig. 1).

Dos poblaciones homogéneas, A y B, ya sea
de diferentes especies o bien de la misma especie
pero con bajo o nulo intercambio genético entre si,
pueden tener susceptibilidades inherentes distin-
tas para una misma toxina. Por lo tanto, cada una
de ellas tendré una relacion concentracién-mor-
talidad diferente. De este modo, una misma con-
centracion de toxina puede asociarse a diferentes
probabilidades de mortalidad en esas distintas po-
blaciones (Figura 2).

En este apartado se ha descripto el caracter so-
bre el cual operara la seleccion natural cuando la
poblacion se encuentre en un escenario de presion
selectiva, como lo es la siembra de un cultivo que
expresa en forma continua una toxina Bt. Cabe en-
fatizar, como corolario, que este rasgo fenotipico
no es categorico sino que, aun antes de su expo-
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Fig. 1. llustracion esquematica del modelo probit de la mortalidad
en funcién del logaritmo de la concentracién de una toxina. R:
rango de concentracién de toxina que abarca la variabilidad
poblacional.

sicion a la toxina, la poblacion presenta una consi-
derable variacion en la susceptibilidad/tolerancia.

El salto genético hacia la resistencia

La variacion fenotipica continua de la tolerancia
dentro de una poblacion homogénea se asocia a
una diferenciacion poligénica entre sus individuos
(MacKenzie & Batterham, 1994). Diferentes autores
sostienen un modelo conceptual postulando, entre
otros aspectos, que la alta presion de seleccion a
la que se someten las poblaciones de plagas bajo
regimenes de control mediante insecticidas o to-
xinas Bt, favorece la evolucion de resistencia a
campo de alelos de efecto mayor (MacNair, 1991;
Groeters & Tabashnik, 2000; Carriére et al., 2010).
Los llamados genes de efecto mayor son aquellos
que confieren un cambio substancial en el carac-
ter, en este caso la susceptibilidad. Particularmen-
te en el caso de poblaciones con una alta suscep-
tibilidad inherente a la toxina, las mutaciones que
confieren una pequefia disminucion de la suscepti-
bilidad sélo determinaran ventajas adaptativas mi-
nimas (Carriére et al., 2010). En los insectos, para
la evolucion de resistencia a campo, el cambio de
susceptibilidad es critico cuando esta determina-
do por el cambio en un gen individual (un locus)
que provoca un salto en la susceptibilidad dentro
de una poblacion (MacKenzie & Batterham, 1994).
Efectivamente, aunque algunos estudios indican la
posibilidad de que en las poblaciones de insectos
surjan dos 0 mas genes involucrados en la resis-
tencia a una toxina Bt, la mayoria de los modelos
tedricos que describen la evolucion de resistencia
se han desarrollado sobre la base de una herencia
monogénica (Ferré & Van Rie, 2002).
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Fig. 2. Modelo probit de la mortalidad en funciéon del logaritmo
de la concentracion de una toxina para dos poblaciones
homogéneas, A y B, cada una con su correspondiente
susceptibilidad inherente. Una misma concentracion de toxina
determina diferentes probabilidades de muerte.



Resistencia de insectos a cultivos transgénicos con propiedades insecticidas. Teoria... 115

Mecanismo monogénico de herencia de la
resistencia

Asumiendo que un solo gen dialélico esta involu-
crado en la evolucién de resistencia, los genotipos
posibles son homocigota susceptible (SS), heteroci-
gota (RS) y homocigota resistente (RR). Por lo gene-
ral, se asume que el alelo de resistencia (R) es rece-
sivo, supuesto que descansa en diversos estudios,
principalmente de laboratorio (Campagne et al.,
2013). Asimismo, un mecanismo de resistencia a
toxinas Bt frecuentemente citado, llamado resisten-
cia de modo 1, involucra la ligadura de las toxinas
al epitelio del intestino medio (Ferré et al., 2008), lo
que se espera resulte en una herencia intrinseca-
mente recesiva (Tabashnik et al., 1998). La mayor
parte de los casos de resistencia estudiados tiene
un modo de herencia que no resulta completamente
recesivo (Ferré & Van Rie, 2002). Por ejemplo, se
ha encontrado herencia dominante en Busseaola
fusca (Campagne et al., 2013), semidominante en
Helicoverpa armigera (Nair et al., 2010) y dominan-
cia incompleta en H. zea (Tabashnik et al., 2008).
Estos ejemplos constituyen casos particulares en un
rango de dominancia, cuyos extremos son las he-
rencias recesiva y dominante completas. La domi-
nancia genética es el grado en el cual el fenotipo de
un individuo con genotipo heterocigota se asemeja
al fenotipo de un individuo de genotipo homocigota
con el cual coincide en un alelo. En el caso de ca-
racteres determinados por un solo locus, un alelo
A es dominante sobre otro, a, cuando su expresion
determina la respuesta (el fenotipo) del genotipo he-
terocigota, Aa (Onstad & Gassmann, 2014).

La dominancia de la resistencia a insecticidas
y toxinas Bt no es una propiedad genética cons-
tante. Por ejemplo, en el caso particular de la re-
sistencia determinada por mutaciones que provo-
can una disminucion de la afinidad a los sitios de
accion, los mecanismos identificados varian desde
recesividad completa hasta dominancia completa
(Bourguet & Raymond, 1998). Por otra parte, la
dominancia depende del ambiente, especialmen-
te la concentracion de la toxina (Roush & Daly,
1990; Bourguet et al., 2000). La combinacién en-
tre el nivel de expresion del alelo de resistencia y
la concentracion de la toxina determina un rango
de variacion fenotipica. Para cada uno de los tres
posibles genotipos se puede establecer la funcién
concentracion-mortalidad; la Figura 3.a las repre-
senta para los dos genotipos homocigotas, SS vy
RR. Como puede observarse, la relacién concen-
tracion-mortalidad para estos dos genotipos es
bien contrastante. La menor concentracion de to-
xina elimina el 100% de los individuos SS'y no ejer-
ce ningun efecto sobre los RR. Es necesario incre-

mentar considerablemente la concentracion para
provocar la mortalidad de una pequefia fraccion
de los homocigotas resistentes. Cabe destacar
con este ejemplo hipotético, que en un conjunto
de individuos con genotipo homocigota resistente,
parte de ellos, ante una determinada concentra-
cion de toxina, puede manifestarse como un feno-
tipo susceptible. En cuanto al genotipo heterocigo-
ta, sus fenotipos pueden revelarse con una gama
de respuestas concentracion-mortalidad (Ferré et
al., 2008). El la Figura 3.b se representan cinco res-
puestas en todo el rango que va desde la herencia
completamente recesiva (RS,) hasta completa-
mente dominante (RS,). Como puede observarse
al contrastar los dos esquemas, Ay B, de la Fig. 3,
el fenotipo de RS, es igual al de SS, mientras que el
fenotipo de RS, es el mismo que el fenotipo de RR.
Los casos intermedios corresponden a mecanis-
mos de herencia de la resistencia incompletamen-
te recesivo (RS,), codominante (RS,) e incompleta-
mente dominante (RS,), respectivamente. Por otra
parte, el fenotipo de un heterocigota depende de
la concentracion de la toxina. Ante una concentra-
cion baja, con el genotipo RS, la resistencia resulta
funcionalmente dominante, mientras que frente a
una concentracion alta la resistencia es funcional-
mente recesiva (Fig. 3.b). Asi, como corolario, se
puede decir que a mayor concentracion de toxina,
menor es el nivel de dominancia del alelo resisten-
te (Tabashnik et al., 2004).

Habida cuenta de su influencia sobre la heren-
cia de la resistencia, todos aquellos factores que
influyen en la concentracion de la toxina merecen
atencion. La variacion de la concentracion de toxi-
na ocurre naturalmente, pero también puede cons-
tituir un criterio de seleccion de eventos Bt en la
etapa de desarrollo. Debido a que la concentracion
de la toxina puede variar en los tejidos de la planta
transgénica a través de su desarrollo fenoldgico, o
bajo diferentes condiciones ambientales, la domi-
nancia, y por lo tanto la intensidad de la seleccion
en las plagas blanco, son condiciones dinamicas
(Onstad & Gassman, 2014). Por ejemplo, la tole-
rancia de los insectos disminuye sustancialmente
en etapas reproductivas tempranas en plantas de
arroz que no reciben fertilizacion nitrogenada e in-
cluso en floracion, aun en plantas con adecuado
suministro de nitrégeno (Alinia et al., 2000). Duran-
te la fase de maduracién del algodon, la reasigna-
cion del nitrégeno de la planta hacia la produccion
de drganos reproductivos provoca la disminucion
de la concentracion de toxina durante prolonga-
dos periodos (Olsen et al., 2005). La variacion de
la concentracion de toxina Bt puede tener conse-
cuencias negativas. Por ejemplo, Onstad & Gould
(1998) sostienen que en muchas circunstancias la
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evolucién de resistencia fue mayor porque la dis-
minucion de la concentracion de la toxina favorecio
a los individuos heterogocigotas en la poblacion
plaga, situacion que se ve reflejada en la Fig. 3.b.
Si se analiza el genotipo RS,, cuyo fenotipo es de
dominancia intermedia, la disminucién de la con-
centracion de toxina de alta a baja, determina un
cambio de 0% a casi 100% de supervivencia, con-
tribuyendo a mantener o incrementar la frecuencia
del alelo resistencia.
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Fig. 3. Funcién concentraciéon-mortalidad especifica para
diferentes genotipos. A) Homocigotas susceptible (SS) vy
resistente (RR). B) Cinco diferentes fenotipos del genotipo
heterocigota: completamente recesivo (RS,); incompletamente
recesivo (RS,); codominante (RS,); incompletamente dominante
(RS,); completamente dominante (RS,). Se sefalan dos
concentraciones hipotéticas, alta y baja, determinando cambios
en la expresion fenotipica del genotipo heterocigota.

ESTRATEGIA DE MANEJO DE LA RESIS-
TENCIA

La evolucién de resistencia de insectos plaga
a tacticas de control, especialmente las que invo-
lucran el empleo de insecticidas de aplicacion o
toxinas incorporadas en cultivos transgénicos, es
considerada por muchos autores como un proceso
inevitable (Bates et al., 2005; Fitt et al., 2006; Head
& Greenplate, 2012). Esta afirmacion descansa en
el supuesto de un patrén geografico e intensidad
de adopcion de la tactica de control tales que de-
terminan una tasa de evolucion de resistencia su-
perior a la contencion posible mediante estrategias
para su manejo. Evidentemente, cuando adopcion,
implementacion y manejo confluyen en una alta
presion de seleccion, la evolucion de resisten-
cia es inevitable. Es éste el escenario en el que

se apoyan las afirmaciones de inexorabilidad de
la evolucion de resistencia de los representantes
de la industria y de muchos investigadores. Pero
es oportuno recordar que esta posicion implica un
desvio de los preceptos del MIP, al naturalizar des-
de un principio las condiciones que determinan el
carécter inevitable de la evolucion de resistencia.

El objetivo del manejo de la resistencia es preve-
nir o demorar la evoluciéon de resistencia a campo
y el propdsito es disminuir los riesgos de fallas de
control de las plagas blanco (Andow, 2008; Head
& Greenplate, 2012). Aunque se puede conocer,
estimar, o simular el efecto de determinados fac-
tores en la tasa de evolucion de resistencia, solo
es posible actuar o tener influencia sobre algunos
de ellos. La resistencia a plaguicidas condujo al
desarrollo de modelos tedricos para identificar y
caracterizar la influencia de los principales facto-
res incidentes en la evolucion de resistencia y para
disefiar estrategias de manejo de la resistencia y
para predecir su eficiencia (REX Consortium, 2010;
Kang et al., 2014; Onstad, 2014b).

Estrategia alta dosis - refugio

Una estrategia de manejo de resistencia requie-
re entender el proceso de evolucion de la resis-
tencia. El estudio de la evolucion de resistencia a
insecticidas y toxinas Bt se ha apoyado principal-
mente en la teoria de genética poblacional enfo-
cando el determinismo genético y modos de he-
rencia de la resistencia (REX Consortium, 2010).
La estrategia mundialmente aceptada para dismi-
nuir la tasa de evolucion de resistencia se cono-
ce como alta dosis-refugio (AD-R), y se apoya en
supuestos (Andow 2008; Huang et al., 2011; Sie-
gfried et al., 2014) acerca del efecto de algunos
de aquellos factores, mientras que para los que
pueden ser determinados por el desarrollo biotec-
noldgico o las practicas agrondmicas, prescribe
determinados estandares a cumplir. Los principios
fundamentales en los que se apoya la estrategia
AD-R son la reduccion de la dominancia y la here-
dabilidad de la resistencia (Tabashnik et al., 2004).
A continuacion se describen los supuestos y requi-
sitos de la estrategia AD-R.

Alta dosis

Bajo el supuesto de una muy baja frecuencia del
alelo de resistencia previa a la introduccion del cul-
tivo Bt, cabe esperar que los individuos homocigo-
tas resistentes sean extremadamente raros y, por lo
tanto, la evolucion de resistencia esta determinada
principalmente o exclusivamente por la frecuencia
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y la supervivencia de los individuos heterocigotas
(Bates et al., 2005). Andow (2008) define a la alta
dosis como la concentracion de toxina a la cual
la resistencia se hereda como un alelo recesivo o
casi recesivo, de tal modo que los individuos he-
terocigotas (RS) seran casi tan susceptibles como
los individuos homocigotas susceptibles (SS). En
una definicion operativa, se considera que el even-
to Bt es de alta dosis cuando el cultivo expresa una
concentracion de toxina Bt que elimina 99,99% de
la fraccion homocigota de la(s) plaga(s) blanco
respecto al caracter de susceptibilidad a la toxina,
y a la vez provoca la mortalidad de un muy elevado
porcentaje (>95% segun Huang et al., 2011) de la
fraccion heterocigota para el mismo caracter.

Herencia recesiva

El caracter de resistencia de la plaga es rece-
sivo, de modo tal que los individuos heterocigo-
tas deben ser eliminados por la toxina Bt. De este
modo, solo los individuos homocigotas resistentes
deberian completar su ciclo en una planta Bt (Ba-
tes et al., 2005; Bourguet et al., 2005). En este pun-
to, debe quedar clara la estrecha vinculacion entre
este supuestoy el de alta dosis. En efecto, como se
explicara en el apartado “Mecanismo monogénico
de herencia de la resistencia”, el nivel de dominan-
cia esta determinado por la tolerancia que confiere
el alelo de resistencia y por la concentracion de la
toxina (Ferré et al., 2008). Cuando el alelo de resis-
tencia es completamente dominante, la influencia
de la concentracion de toxina es secundaria.

Frecuencia inicial del alelo de resistencia

La estrategia AD-R requiere que antes de la in-
troduccion del cultivo Bt, en la poblacion natural de
la plaga blanco, la proporcion de individuos con
genotipo resistente sea muy baja, en el orden de
10-3 y preferentemente menor (Roush, 1994; Bour-
guet et al., 2005). Cuando tal requisito se cumple,
la mayor parte de los descendientes seran hetero-
cigotas, y en consecuencia, frente a un evento que
cumple el requisito de alta dosis, un muy elevado
porcentaje de éstos sera eliminado (Huang et al.,
2011).

Refugio

El supuesto mencionado anteriormente respec-
to a una baja frecuencia inicial del alelo de resis-
tencia implica a su vez que al momento de incorpo-
rar un cultivo Bt la poblacion plaga tiene una baja

frecuencia de individuos heterocigotas. El requisito
de alta dosis apunta a provocar al menos 95% de
mortalidad de los heterocigotas. El 5% restante
puede sobrevivir (fenotipicamente resistentes) vy
al emerger los adultos pueden aparearse entre si.
En cruzamientos de individuos heterocigotas, se
espera que 25% de la descendencia resulte ho-
mocigota resistente, 25% homocigota susceptible
y 50% heterocigota. A excepciéon de casos singu-
lares de muy alta concentracién de toxina y baja
susceptibilidad inherente de la plaga blanco, la
supervivencia de los individuos homocigotas re-
sistentes no esta comprometida por la toxina Bt.
En tanto, del 50% de los heterocigotas, solo el 5%
sobrevivirfa, como consecuencia de la alta dosis.
De este modo, de cada 100 insectos de la descen-
dencia F1 de un cruzamiento RSxRS emergente
de un cultivo Bt, sobreviviria un promedio de 27,5
insectos, 25 correspondientes al genotipo RRy 2,5
(50% x 5%) al genotipo RS. Esta supervivencia de
casi 30% de insectos portadores del gen de resis-
tencia, contribuiria a una rapida evolucion de la re-
sistencia a campo.

A los efectos disminuir la probabilidad de ge-
neracion de heterocigotas en la F1, es preciso
minimizar la probabilidad de cruzamientos entre
heterocigotas. Para lograrlo, surge la necesidad
de ofrecer una fuente de generacion de individuos
homocigotas susceptibles. La implementaciéon de
un refugio espacial de cultivo convencional y/o
hospedadores alternativos sin el gen Bt, disminu-
ye sensiblemente la probabilidad de apareamiento
de adultos portadores del alelo resistente. De este
modo, la descendencia mayoritariamente heteroci-
gota es eliminada por la toxina Bt (Andow, 2008).
Este supuesto se conoce como efecto dilucion
(Bates et al., 2005). El objetivo es que la mayor par-
te de los heterocigotas que sobreviven en el cultivo
Bt se apareen con adultos susceptibles que emer-
gen del refugio. De un cruzamiento RSxSS, la des-
cendencia seria 50% RS (de los cuales se espera
sobreviva no mas de 5%) y 50% SS (sin posibilidad
de sobrevivir en el cultivo Bt). Entonces, de cada
100 insectos de la descendencia F1 de este cruza-
miento, sobrevivirian en el cultivo Bt un promedio
de 2,5 (50% x 5%) individuos con genotipo RS.

Este contraste entre presencia o ausencia de
refugios (y por consiguiente, de individuos SS) es
deliberadamente simplificado a los efectos de faci-
litar la comprension del concepto detras de la es-
trategia. Sin embargo, debe considerarse que para
lograr una maximizacion del apareamiento de los
individuos RS emergentes del cultivo Bt con los in-
dividuos SS del refugio, deben cumplirse algunas
condiciones, de las cuales las mas importantes son
las siguientes. La primera es que la abundancia de
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individuos SS debe ser muy elevada en relacion a
los RS que emergen del cultivo Bt. Esto implica que
el refugio debe cubrir un éarea lo suficientemente
grande como para que, con los niveles de densi-
dad que la plaga normalmente presenta, el refugio
sostenga una poblacion elevada de insectos sus-
ceptibles. La segunda condicion es que los adul-
tos susceptibles deben estar lo suficientemente
cerca de los adultos heterocigotas en relacion a su
capacidad de dispersion, lo que determina un re-
quisito de proximidad del refugio, especifico para
cada plaga blanco, dependiendo de su comporta-
miento de dispersion. Entonces, el efecto dilucion
opera mediante la maximizacion del apareamiento
entre los adultos heterocigotas fenotipicamente re-
sistentes que emergen del cultivo Bt, y los adultos
susceptibles que emergen del refugio.

En general, la decision acerca del tamano del
refugio que se recomienda o exige en los planes
de manejo de la resistencia, se nutre de las proyec-
ciones de tasas de evolucion de resistencia que
arrojan modelos de simulacion. Estas decisiones
que se toman en los organismos regulatorios, no
siempre se apoyan exclusivamente en los resul-
tados de la investigacion, sino que a veces estan
influidas por instancias de integracion de otros cri-
terios (econdmicos, sociales, de factibilidad).

La tactica de las piramides

La estrategia AD-R descripta anteriormente
constituye el marco general apoyado en la teoria.
Para complementar esta estrategia AD-R se ha
propuesto la incorporacion conjunta de dos 0 mas
genes Bt para una determinada plaga blanco, en
una misma variedad. Desde la perspectiva del ma-
nejo de la resistencia de insectos a cultivos Bt, se
apunta a introducir en estas nuevas variedades al
menos dos toxinas Bt, cada una confiriendo alta to-
xicidad (lves et al., 2011) con diferentes modos de
accion para una misma plaga blanco, a los efectos
de evitar la resistencia cruzada a las distintas to-
xinas. De este modo se asume que la resistencia
puede estar gobernada por dos genes di-alélicos,
escenario en el cual la resistencia completa reque-
rirfa que los insectos tuviesen alelos de resistencia
recesivos en cada locus (Tabashnik et al., 2004).
Frecuentemente, en la literatura especifica, este
enfoque se presenta como una estrategia (Roush,
1998; Manyangarirwa et al., 2006; Carriere et al.,
2010; Brévault et al., 2013). Sin embargo, conside-
rando que el marco que le confiere sentido sigue
siendo la estrategia AD-R, es conveniente referirse
a la acumulacion de eventos de igual plaga blan-
CcO, como una tactica.

El supuesto subyacente de esta tactica es que
los diferentes modos de acciéon implican recepto-
res diferentes en la membrana celular del epitelio
intestinal de las larvas (Ferré et al., 2008), y que
los genes de resistencia segregan independiente-
mente. En consecuencia, la probabilidad de que
un insecto de la poblacién blanco sea portador de
un genotipo resistente a las toxinas Bt incorpora-
das en una misma planta es extremadamente baja
(Tabashnik et al., 2013). En efecto, asumiendo baja
frecuencia inicial del alelo de resistencia (ver es-
trategia AD-R), y aplicandolo para los dos genes
de una “variedad piramidada”, si la frecuencia ini-
cial es 10 para ambos genes, la frecuencia del
genotipo doblemente resistente es de 10-'? (Gould,
1998). Es oportuno reiterar que esta bajisima pro-
babilidad de doble resistencia descansa en el
supuesto de independencia de los mecanismos
de resistencia de ambos genes. No obstante, el
hallazgo de algunos casos de resistencia cruza-
da (Jackson et al., 2007; Hernandez-Rodriguez et
al., 2013) y el continuo descubrimiento de nuevos
mecanismos involucrados en la resistencia a las
toxinas Bt (Jurat-Fuentes et al., 2011; Campagne
et al., 2013; Hernandez-Rodriguez et al., 2013), en
algunos casos hacen dudar de la generalidad de
este principio (Tabashnik et al., 2013).

El uso de eventos piramidados probablemen-
te constituya una mejor contribucion a la minimi-
zacion de la tasa de evolucion de resistencia. Sin
embargo, esta ventaja depende de algunas condi-
ciones. Un supuesto clave para el éxito es el cum-
plimiento del principio de letalidad redundante
(Brévault et al., 2013), segln el cual cada toxina
del conjunto provoca per se alta mortalidad en los
insectos homocigotos susceptibles (Storer et al.,
2012). Desde otro angulo, Showalter et al. (2009)
expresan que existe letalidad redundante cuando
los insectos con alelos resistentes son eliminados
en variedades piramidadas, en tanto y en cuanto
porten un alelo susceptible en uno de los loci in-
volucrados. Sobre la base de los aportes de Gould
(1986) y Roush (1998), Brévault et al. (2013) sinte-
tizan este concepto expresando que los insectos
resistentes a una de las toxinas seran eliminados
por la(s) toxina(s) restante(s). A modo de ejemplo,
considérese el siguiente caso hipotético de dos
toxinas piramidadas, A y B. Asumiendo que la re-
sistencia a cada toxina es recesiva, los insectos
con genotipos R,R,.S,R; v SR, .R;R; sobrevivirian
en plantas que produjeran individualmente las to-
xinas A y B, respectivamente. Sin embargo, estos
mismos insectos serian eliminados en plantas que
produjeran las dos toxinas (Showalter et al., 2009).

La letalidad redundante no es un rasgo cate-
gorico, sino que puede cuantificarse. Para tal fin,
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Brévault et al., (2013) propusieron el factor de leta-
lidad redundante (FLR), que se calcula mediante la
siguiente ecuacion
FLR =1= Wy r 15555 = 751545555 )

donde Wy 0, ors0 Y Weig: 505, F€PrESENtanN los valores
de fitness del insecto correspondientes a los ge-
notipos R,R,,S,S; (homocigota resistente para el
alelo A y homocigota susceptible para el alelo B) y
S,S,.5:5; (doble homocigoto susceptible), respec-
tivamente, sobre un cultivo con dos toxinas acumu-
ladas para la misma plaga blanco (Brévault et al.,
2013). FLR varia desde 0, cuando no se cumple la
letalidad redundante, hasta 1 cuando la letalidad
redundante es completa. En efecto, en un cultivo
que expresa ambas toxinas, si el fitness de los in-
dividuos resistentes a una de las dos toxinas es
el mismo que el fitness de los insectos suscepti-
bles a ambas, entonces se cumple el principio
de letalidad redundante en su maxima expresion.
Cualquier situacion que incremente el fitness del
genotipo resistente para una de las toxinas en re-
lacion al fitness del doble homocigoto susceptible
(Waarassse > Wasasa sase)s Provocara una disminucion
del FLR. Un factor que puede provocar tal efecto
es la resistencia cruzada a la toxina B por selec-
cion con la toxina A. Otro factor es la disminucion
de la concentracion de la toxina B, por ejemplo a
través del desarrollo fenolégico del cultivo, de tal
manera que no resulta suficiente para provocar
mortalidad (Onstad & Gould, 1998; Alinia et al.,
2000; Carriere et al., 2010; Brévault et al., 2013).
A través de modelos de simulacién incorporando
cultivos con dos toxinas piramidadas, Brévault et
al. (2013) identificaron una alta sensibilidad de la
tasa de evolucion de resistencia a la disminucion
del factor de letalidad redundante, especialmente
cuando se asume herencia recesiva de la resisten-
cia. Este tipo de estudios sefiala que los desvios
respecto a las condiciones ideales pueden ocasio-
nar una importante reduccioén de los beneficios de
esta opcion de manejo de la resistencia.

La estrategia de piramidar eventos ofrece sus
mejores perspectivas si se la implementa en forma
proactiva (Zhao et al.,, 2005), pero si se la aplica
cuando la resistencia a una de las toxinas ya ha
surgido, parece perder sus mejores beneficios (Ta-
bashnik et al., 2013). El uso de variedades con ge-
nes piramidados no exime de aplicar la estrategia
AD-R; sin embargo, si se emplea correctamente,
esta herramienta puede permitir la flexibilizacion
de ciertos aspectos cuantitativos de la estrategia
AD-R (Huang et al., 2011), por ejemplo la reduc-
cion del porcentaje de los lotes destinada a la
siembra de refugios en maiz (20% a 5%) y algodén
(50% a 20%) (Storer et al., 2012).

LA EXPERIENCIA EN EL MUNDO

La primera generacion de cultivos Bt con incor-
poracion de una sola toxina, comenzé a sembrar-
se comercialmente en 1996 (Bourguet et al., 2005;
ISAAA, 2014). El primer exponente de la segunda
generacion de cultivos combinando dos genes
Bt, fue algodon, aprobado en 2002 en Australia
y EE.UU. (Zhao et al., 2005) y lanzado comercial-
mente en 2003 (Storer et al., 2012). En el caso del
cultivo de maiz, los primeros materiales con dos
genes piramidados recibieron aprobacién comple-
ta en EE.UU. en 2010 (Ghimire et al., 2011). Los
reportes de la implementacion exitosa de cultivos
Bt son numerosos y no es objetivo de esta revision
recorrerlos exhaustivamente; no obstante, a modo
de ejemplo, uno de los casos mas relevantes es
el de Ostrinia nubilalis (Marquardt et al., 2013) y
P gossypiella (Tabashnik et al., 2005). A pesar del
publicitado éxito de la adopciéon masiva de cultivos
Bt en diferentes paises del mundo, desde princi-
pios del corriente siglo comenzaron a detectarse
casos de fallas de control de plagas blanco a de-
terminados cultivos Bt. Las diferencias de criterios
en la definicion de resistencia dieron como resulta-
dos diferentes descripciones de la evolucién tem-
poral de este problema, como se ilustra en la Figu-
ra 4, sobre la base de las contribuciones de Gouws
(2011) y Tabashnik et al. (2013). La descripcion de
Gouws (2011) descansa en un criterio para definir
resistencia, que resulta menos exigente que el em-
pleado por Tabashnik et al. (2013), lo que explica
el mayor nimero de casos incluidos en la descrip-
cion del primero (Fig. 4). Sin embargo, asumiendo
que la proporcion de individuos resistentes en la
poblacion aumenta en forma sostenida, a menos
que se implementen medidas de mitigacion en una
fase muy temprana de la evolucion de resistencia
a campo, cabe esperar que un bajo porcentaje de
individuos resistentes en la poblacién, en pocos
afos se traduzca en un porcentaje mayor, con fa-
llas de control.

De acuerdo a la revision de Tabashnik et al.
(2013), de las 13 especies de plaga blanco méas
relevantes de los cultivos Bt adoptados en todo el
mundo desde 1996, siguiendo el criterio de aumen-
to de frecuencia de alelos de resistencia a campo y
dafios econdémicos, se ha detectado resistencia en
algunas poblaciones de 5 especies (3 de maiz y 2
de algodon). La tasa de deteccion de resistencia
se incrementd desde 2006, probablemente como
consecuencia del incremento del area sembrada
con cultivos Bt, el aumento del numero de pobla-
ciones expuestas, la exposicion acumulada de las
plagas a la toxina Bt y la mayor atencion asignada
a los programas de monitoreo de la resistencia.
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Figura 4. Acumulacion temporal de casos de resistencia de
insectos a cultivos Bt a nivel mundial segun dos definiciones de
resistencia. La linea continua corresponde a casos de resistencia
definida como incremento significativo de la proporcion de
individuos resistentes en la poblacion (Gouws, 2011). Las barras
representan los casos en los que se identificd un incremento de
los individuos susceptibles a mas del 50% de la poblacién junto a
las consecuentes fallas de control (Tabashnik et al., 2013).

Diversos autores destacan el éxito de los cul-
tivos Bt sobre la base de la extension mundial de
la adopcion de cultivos Bt, los 18 afios de historia
que esta tecnologia lleva acumulados, su alta per-
formance en el control de las plagas blanco con
una percepcion de altos beneficios, la supresion
regional de la plaga blanco y la relativamente baja
proporcion de casos de resistencia constatados
(Carriere et al., 2010; Hutchison et al., 2010; Huang
et al., 2011; Downes & Mahon, 2012). Respecto a
este Ultimo aspecto, la experiencia reunida hasta el
presente constituye un respaldo empirico a la es-
trategia AD-R y la teoria subyacente. La revision de
todos los casos de adopcién de cultivos Bt, exito-
S0S y No exitosos, en general confirman las predic-
ciones que se desprenden de la teoria, a pesar de
que las evidencias empiricas de campo son aun
limitadas (Tabashnik et al., 2008, 2009). En efec-
to, la persistencia de la susceptibilidad de plagas
blanco a los eventos Bt introducidos en cultivos, se
asocia al cumplimiento del requisito de alta dosis,
bajas frecuencias iniciales de alelos de resisten-
cia (con anterioridad a la introduccion del cultivo
Bt) y cumplimiento de la implementacion de areas
refugio. Los casos de aparicion de incremento del
porcentaje de individuos resistentes y/o fallas de
control, se han asociado al incumplimiento de uno
0 mas de estos supuestos (Tabashnik et al., 2008;
Huang et al., 2011; Tabashnik et al., 2013), incluso
la identificacion de costos adaptativos y resisten-
cia incompleta (Carriére et al., 2006) como el caso
de Pectinophora gossypiella en algodén (Tabash-
nik et al., 2012).

LA SITUACION EN LA ARGENTINA

En la Argentina, la historia de los cultivos trans-
génicos con propiedades insecticidas comienza
en 1998 con la aprobacion de los eventos BT176
de Syngenta y MON810 de Monsanto, median-
te las Resoluciones SAGPyA 19/98 y SAGPyA N°
429/98 (MAGyP, 2014). El primer cultivo con even-
tos piramidados fue el maiz, con la aprobacién en
2010 del evento MON89034, acumulando las toxi-
nas Cry1A.105 y Cry2Ab2, mediante la Resolucion
SAPYA N° 641 (MAGyP, 2014). Ese mismo afio se
aprobo el evento MON89034 x MON88017, suman-
do a las dos toxinas anteriores, la proteina especi-
fica para larvas de coledpteros, Cry3Bb, mediante
Resolucion SAPyA N° 640/10 (MAGyP, 2014). Has-
ta el presente se aprobaron para su comercializa-
cion, 16 eventos o combinaciones de eventos Bt, 1
en algodoén, 1 en sojay 14 en maiz (MAGyP, 2014).

En la provincia de San Luis, Argentina, en la
campana 2012/13 se detectaron dafios no espera-
dos de Diatraea saccharalis en maices Bt portado-
res de tres diferentes toxinas (Cry2Ab2, Cry1A.105
y Cry1F). Si bien aun resta confirmar técnicamente
el estatus de resistencia, el “caso San Luis” dispara
preguntas respecto a cuédles de los supuestos o re-
quisitos de la estrategia AD-R pueden no haberse
cumplido. Entre las hipoétesis esgrimidas, se sefala
que las caracteristicas ambientales especiales del
norte de San Luis pueden haber contribuido a tra-
vés de un inusitado nivel de densidad poblacional
y alto numero de generaciones de la plaga. Esta
hipotesis es consistente con la sospecha de que
efectivamente las fallas inesperadas de control
fueron ocasionadas por evolucion de resistencia a
campo. Si esto se confirma, la repentina aparicion
de muy altos niveles de dafio de D. saccharalis en
tan solo unos pocos afios de presencia de los hi-
bridos Herculex | y VT3Pro, portadores de los tres
eventos que evidenciaron dafios no esperados,
sugiere enfocar la atencion sobre un subconjunto
de las bases de la estrategia AD-R. En efecto, la
teoria predice que una baja frecuencia inicial de
alelos de resistencia, un elevado tamano efectivo
de los refugios, un minimo nivel de dominancia de
la resistencia y una elevada concentracion de la
toxina Bt en la planta que determine alta dosis para
una determinada plaga blanco, contribuyen a mi-
nimizar la tasa de evolucion de resistencia. El peso
relativo de estos factores no es homogéneo y pro-
bablemente la velocidad de adaptacion sea mas
sensible al tamafo del refugio efectivo y al nivel
de dominancia del alelo de resistencia. Asi, éstas
constituyen las preguntas mas relevantes para di-
lucidar las causas de los dafios no esperados en
el “caso San Luis”.
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Durante las campafias agricolas 2012/13 vy
2013/14, diversos reportes tanto del sector publico
como del sector privado, sefialan que en algunas
provincias se han detectado niveles inesperados
de dafios provocados por Spodoptera frugiperda
en diferentes hibridos de maiz. Las principales
zonas involucradas se encuentran en las provin-
cias del Litoral, Chaco, Santiago del Estero, Salta
y este de Cérdoba. En ensayos de laboratorio y de
campo, Flores & Balbi (2014) encontraron hasta
15% de supervivencia de larvas de S. frugiperda
en hibridos de maiz Bt con la toxina Bt especifica
Cry1Fa. Estos primeros informes de fallas de con-
trol de esta plaga en maices Bt motivan la indaga-
cion de los factores que pueden estar asociados,
incluyendo la confirmacién de evolucién de resis-
tencia, a fin de disefiar un plan de mitigacion.

Por otra parte, ante la sospecha de que entre
las causas se encuentra involucrado un bajo nivel
de adopcion del refugio, ha ganado espacio el de-
bate respecto a la conveniencia de implementar
el refugio integrado consistente en la siembra de
mezcla semilla de maiz Bt y convencional. El prin-
cipal factor sefialado como desventaja de un re-
fugio integrado es la movilidad de las larvas entre
plantas Bt y convencionales (Andow, 2008; Storer
et al., 2012), por los siguientes argumentos: a) el
movimiento de larvas homocigotas susceptibles
desde plantas convencionales hacia plantas Bt,
reduce el tamafio efectivo del refugio; b) las larvas
neonatas portadoras de un alelo resistente pero fe-
notipicamente susceptibles por la alta dosis, pue-
den sobrevivir el tiempo suficiente sobre las plan-
tas Bt como para dispersarse a una planta refugio
en la que puede completar el desarrollo. Al ocurrir
esto, se considera que los individuos heterocigo-
tas se convierten en funcionalmente resistentes, y
la evolucion de resistencia se ve acelerada consi-
derablemente. Otro aspecto es la preferencia de
oviposicion de las hembras: la preferencia encon-
trada en hembras de Spodoptera frugiperda para
desovar en plantas de maiz Bt debido a su esta-
do sanitario (Téllez-Rodriguez et al., 2014), puede
acentuarse cuando ambas plantas se encuentran
en mayor proximidad, como es el caso de un re-
fugio en mezcla, generando como consecuencia
una disminucion funcional del tamafio efectivo del
refugio.

Entre las posibles desventajas de implementar
el refugio integrado, en el caso especifico de al-
godon transgénico con toxinas piramidazas, se ha
puntualizado que el flujo génico que ocurriria entre
algodoén Bt y algoddn convencional en un refugio
integrado, provocaria la disminucion del nivel de
letalidad redundante, contribuyendo a acelerar la
tasa de evolucion de resistencia en comparacion

con refugios estructurados (Showalter et al., 2012).

El balance de la opinion de expertos mundiales
parece seguir favoreciendo la opcién de un refu-
gio estructurado (Onstad et al., 2011; Carroll et al.,
2012; Storer et al., 2012; Wangila et al., 2013, entre
otros). La escasez de informacion cientifica sobre
aspectos de la bioecologia de la plaga blanco que
resultan clave para un analisis de riesgo solido,
no permite respaldar un cambio de tactica para el
manejo de la resistencia de D. saccharalis. Para
el caso de S. frugiperda, las perspectivas de con-
tribucion de refugios integrados para el manejo la
resistencia serian aun menos alentadoras debido
a la gran movilidad de las larvas. Si bien reciente-
mente se ha autorizado oficialmente (INASE, 2014)
la comercializacion de mezclas de dos hibridos de
maiz en semilla de clase fiscalizada, el aporte de
nueva informacion y andlisis mas profundos podria
fundamentar una revision de esta decision.

COMENTARIOS FINALES

Ante la gran capacidad de adaptaciéon que los
artrépodos evidencian, es indispensable disefiar
estrategias de manejo de resistencia a cultivos Bt
sobre la base del conocimiento, tanto de la biolo-
gia de la plaga blanco como de las caracteristicas
de la variedad Bt involucrada. La estrategia AD-R
ha demostrado su robustez, y su complementacion
con el uso de combinaciones de genes que codifi-
can la sintesis de dos 0 mas toxinas con diferentes
sitios de accion, ofrece perspectivas promisorias.
Sin embargo, la incertidumbre sobre algunos fac-
tores clave en el cambio de frecuencia de alelos
resistentes, sumada al incumplimiento de los su-
puestos de la estrategia AD-R, dificultan el manejo
de la resistencia de plagas. La correccién de estas
falencias y el anclaje consecuente de las decisio-
nes regulatorias, constituyen los desafios para la
Republica Argentina. En el disefio de una sdlida
estrategia de manejo de la resistencia de plagas a
cultivos Bt, se deberfan considerar un conjunto de
aspectos, incluyendo la bio-ecologia de la plaga,
las propiedades de las toxinas Bt, los patrones es-
paciales y geograficos de adopcién de los cultivos
Bt, el monitoreo de la susceptibilidad de las plagas
blanco, y la comunicacion fluida entre agriculto-
res, extensionistas y profesionales de la industria
y el sector publico (Macintosh, 2009). No obstante,
como corolario de esta revision, es oportuno se-
Aalar que los problemas de resistencia de plagas
surgen, en primera instancia, como consecuencia
de la reduccién del manejo de plagas a esquemas
de control apoyados en una Unica herramienta.
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