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RESUMEN

Investigaciones apresuradas afirmaron que el
polen del maiz Bt afectaba la conservacién de
Danaus plexippus, lo que generd una polémica
cientifica. El propdsito de este articulo es
describir los hallazgos de la ciencia con
respecto al impacto de los cultivos de maiz Bt
en la conservacién de dicha especie de
lepiddptero. Se encontré que la existencia de
estos cultivos no afecta la conservacion de la
D. plexippus, debido a que la mayoria de
hibridos comerciales no expresan las proteinas
Cry enel poleny tienen anti-toxinas en su ADN,
gue evitan atacar insectos no objetivo.
Ademas, la superposicién espacio-temporal
entre la produccidon de polen en plantas de
maiz y la etapa larval de la mariposa monarca
es muy baja, alrededor del 19%.

PALABRAS CLAVE: Organismo modificado
genéticamente, planta transgénica, proteinas
Cry.

ABSTRACT

Hasty researches stated that Bt corn pollen
affecting the conservation of the monarch
butterfly, which generated a scientific
controversy. The purpose of this papper is to
describe the findings of science regarding the
impact of Bt maize crops in the conservation of
said lepidopteran species. It was found that the
existence of Bt maize crops does not affect the
monarch  conservation because most
commercial hybrids do not express the Cry
proteins in pollen and have anti-toxins
incorporated in DNA that avoid attack to
objective insects. In addition, the space-time
overlap between production of pollen in maize
plants and the larval stage of the monarch
butterfly is very low, about 19%.

KEYWORDS: Genetically modified organisms,
transgenic plant, cry protein.

INTRODUCCION

El término transgénico hace referencia a
células de plantas en las que se ha incorporado
a su genoma genes de interés que expresan
caracteristicas deseadas, es decir, que dichas
células vegetales han sido transformadas. Las

dos técnicas de transformacion mas utilizadas
son la insercion mediada por Agrobacterium
tumefaciens y la biobalistica (Wisniewski,
Frangne, Massonneau, y Dumas, 2002). El uso
de trangénicos promete aliviar el hambre vy
reducir los efectos adversos de la agricultura
moderna en el medio natural mediante la




Revista Biorrefineria Vol. 1

reduccién de los agro-insumos y laboreo
agricola. Sin embargo las preocupaciones por
algunos riesgos hipotéticos se abordan
constantemente como los concernientes a la
salud humana, la nutricién, el medio ambiente
natural, la viabilidad econdmica y el desarrollo
rural (Morales-Estupifian, 2001); lo cual resulta
absurdo, pues los procesos moleculares de la
transgénesis son similares a los de la mutacién
natural (Ammann, 2014).

La investigacién y el desarrollo de los OGM
para la alimentacién se han condensado en
unos pocos cultivos basicos como soja, maiz,
canola, arroz, trigo, algoddn, tabaco y patata,
definidos principalmente por su valor real o
potencial en el mercado (Nelson, 2001). El
maiz ha sido priorizado porque corresponde al
39,7 % de la produccion mundial de cereales,
siendo Estados Unidos, Alaska y China los
principales productores. Para el afio 2015 se
reportd una produccién  mundial de
aproximadamente un millén de toneladas
(Food and Agriculture Organization of the
United Nations [FAQ], 2014, 2016). Los cultivos
de maiz padecen constantemente ataques por
insectos tipo lepiddptero y coledptero, lo que
genera pérdidas en produccion y aumento de
los costos agricolas al incrementar los
requerimientos de insumos para  su
tratamiento. La biotecnolologia ha sido Util en
la busqueda de soluciones para dicho
problema, pues modificé genéticamente el
ADN del maiz con genes de Bacillus thurigiensis
(Bt), que expresan proteinas Cry, las cuales
resultan toxicas para dicha plaga.

En particular, la adopcién de los cultivos Bt
resistentes a los insectos, representa una
oportunidad para reemplazar el uso de
insecticidas de origen sintético (Ammann,
2005), hecho reconocido por la escritora
ambientalista Rachel Carson (1962) en su libro
“La Primavera Silenciosa ". Aunque, el cultivo a
gran escala del maiz transgénico Bt generd
gran preocupacion en la comunidad del
Tratado de Libre Comercio de América del
Norte (TLCAN) porque estudios prematuros en
1999 sefialaron que el polen transgénico
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generaban  efectos adversos en la
conservacion de la mariposa monarca (Danaus
plexippus), una especie considerada “buque
insignia de conservacion" en Norteamérica
(Losey, Rayor, y Carter, 1999).

Por lo tanto, el objetivo de éste trabajo es
describir los hallazgos de la ciencia con
respecto al impacto de los cultivos de maiz Bt
en la conservacién de la mariposa monarca,
mediante una revision de la literatura cientifica
y un analisis comparativo que permita clarificar
la polémica.

LA MARIPOSA MONARCA

La mariposa monarca (Danaus plexippus), es
una especie de lepidéptero ditrisio de la
familia Nymphalidae. Sus alas tienen un patrén
de colores naranja, blanco y negro facilmente
reconocible, que alerta de su toxicidad a sus
predadores, la cual es adquirida de los
glucésidos  cardiacos presentes en el
algodoncillo del que se alimentan (Scott,
1986).

Por lo general, las mariposas monarcas
completan un ciclo de vida de
aproximadamente dos meses, distribuidos en
cuatro dias como huevo, dos semanas como
oruga, 10 dias como crisalida y de entre dos a
seis semanas como mariposa (Galindo-Leal y
Renddn-Salinas, 2005); no obstante, existe una
generacion de mariposas monarca mucho mas
resistente y longeva denominada “matusalén”
porque puede llegar a vivir hasta nueve meses.
La generacion Matusalén nace durante verano
y otofio, luego migra a los bosques para pasar
el invierno y regresa durante la primavera a
reproducirse; las mariposas del este de las
montafias rocosas de Estados Unidos (Aprox.
95 %), migran hacia los estados de México y
Michoacan (México), mientras las del oeste
migran a la costa de California. Las mariposas
ovipositan en en las asclepcias o plantas de
algodoncillo, las cuales crecen por lo general
en los campos de maiz; se alberga alli hasta
que desarrolla sus alas y migra (Galindo-Leal y
Renddn-Salinas, 2005).




Revista Biorrefineria Vol. 1

LAS PROTEINAS CRY

Son proteinas de inclusidén que comprenden al
menos 50 subgrupos con mas de 200
miembros (Crickmore et al, 1998); son
secretadas por la bacteria gram-positiva
Bacillus thuringiensis (Bt) en forma de cristales
para-esporales  durante la  fase de
esporulacion. Estos cristales se conforman no
sélo de las proteinas de cristal (Cry) que
presentan actividad entomopatdégena sino
también de toxinas citoliticas (Cyt) que
evidencian actividad hemolitica. Los dos
componentes de los cristales se denominan en
conjunto 6 —endotoxinas (Bravo, Gill, vy
Soberdn, 2005).

Cry2Aa

Cyr2Aa

Fig. 1. Estructura tridimensionales de toxinas
insecticidas producidas por Bacillus
Trurigiensis (Bravo et al., 2007)

Las proteinas Cry contienen protoxinas con
dos longitudes diferentes y tres dominios
estructurales enlazados por conectores
individuales: el primero consta de siete hélices
alfa, el segundo de tres ldminas beta anti-
paralelas y el tercero de un beta-sandwich.
Hasta la fecha, han sido determinadas por
cristalografia de rayos x las estructuras
terciarias de seis proteinas Cry de tres
dominios diferentes, como indica la fig. 1
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(Bravo, Gill y Soberon, 2007; de Maagd, Bravo,
y Crickmore, 2001).

Las proteinas Cry resultan tdxicas soélo para los
6rdenes de insectos Lepiddptera, Coledptera,
Himendptera y Diptera, asi como para
nematodos (Crickmore et al., 1998). Presentan
una actividad tan especifica que tienen poco o
ningun efecto contra organismos no objetivo,
ademas, las toxinas se expresan dentro de los
tejidos de la planta, minimizando la exposicién
de los animales que no se alimentan de las
plantas de cultivo (Ammann, 2005).

MODO DE ACCION DE LAS PROTEINAS CRY

Las proteinas cry pertenecen al grupo de
Toxinas Formadoras de Poros (TFP), son
secretadas en forma de inclusiones cristalinas
que se disuelven en el ambiente alcalino del
intestino de las larvas objetivo que les ingieren.
Una vez liberadas, las protoxinas Cry son
activadas por proteasas intestinales que les
escinden, lo que implica la eliminacion
proteolitica del N -terminal de un péptido
especifico y aproximadamente la mitad del
del C—terminal (Bravo et al., 2005; de Maagd
et al., 2001).

Como la toxina activada es soluble en agua, se
une a receptores especificos del borde en
cepillo, el cual estda conformado por las
microvellosidades de los enterocitos (células
columnares) del epitelio intestinal del
huésped. La  toxina  sufre  cambios
conformacionales tipo oligomérico pre-poro,
es decir, que polimeriza y forma oligémeros,
lo que le permiten insertarse o trasladarse a
través de la membrana, conduciendo a la
formacién de poros liticos en las
microvellosidades apicales, fuga de iones vy
contaminacion, desencadenando una
septicemia grave, y finalmente la muerte del
insecto (Bravo et al., 2005; de Maagd et al.,
2001; Soberon et al., 2012). Se desconoce con
exactitud el nimero de mondmeros que se
asocian en la estructura oligomérica, aunque
algunos estudios sugieren que tres, otros que
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cuatro (Soberén et al., 2012). En cuanto a las
proteinas receptoras se han descrito al menos
cuatro para toxinas CrylA en diferentes
insectos lepiddpteros: Una proteina-cadherina
como (CADR), un glicosilfosfatidil-inositol (GPI)
ancladoa aminopeptidasa-N  (APN), una
fosfatasa alcalina anclado a GPI (ALP) y un
glicoconjugado de 270 kDa (Bravo et al., 2007).

Existen ciertos mecanismos de resistencia del
huésped que implican la sintesis de
anticuerpos inhibidores de la unién de las
toxinas Cry a los receptores Bt (Bravo et al,,
2007), lo cual ha generado preocupacion
acerca de la vida util de Bacillus thurigiensis
como bioplaguicida. Se han desarrollado
soluciones como el desarrollo de las proteinas
CrylAMod, versiones de CrylAb que carecen
del extremo amino-terminal por lo que son
capaces de polimerizar sin necesidad de la
unién al receptor cadherina, por lo tanto,
resultan téxicas para los insectos objetivo
resistentes. Estas versiones deben combinarse
con promotores cry3A que presenten
mutaciones de cisteina individuales para su
expresion eficaz (Bravo et al.,, 2015; Garcia-
Goémezetal., 2013). También se han planteado
refugios, que comprenden la inclusién de al
menos un 20 % de maiz no Bt dentro de media
milla de maiz Bt, sembrado fuera de zonas de
cultivo de algodén, con un monitoreo de la
resistencia del insecto al bioplaguicida (US
Environmental Protection Agency [USEPA],
2001).

INFLUENCIA DEL MAZ BT EN LA
CONSERVACION DE LA MARIPOSA MONARCA

Losey y colaboradores (1999) alimentaron a
las orugas de la Mariposa Monarca con
algodoncillo contaminado con polen de
maiz Bt, obteniendo que el 50 % presentd
menor crecimiento y murid prematuramente.
Concluyeron que el polen del maiz transgénico
tenia profundas implicaciones para Ia
conservacién de la mariposa monarca. Para
corroborar ésta informacion, Hansen-Jesse y
Obrycki (2000) realizaron un estudio en el cual
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alimentaron larvas de mariposa monarca
durante 48 horas con algondoncillo
espolvoreado con polen Bt, con polen no Bty
sin  espolvorear; alcanzando tazas de
mortalidad del 20 %, 3 % y 0 %
respectivamente. Afirmaron que los efectos
del polen de maiz Bt sobre las larvas eran
visibles en las fronteras de campos
transgénicos hasta los 10 m y mortal para las
que se alimentaran de plantas de algodoncillo
a una distancia de menos de metros del borde
del cultivo de maiz (Hansen-Jesse y Obrycki,
2000). Sin embargo, la evaluacion de riesgos
en ambas investigaciones estaba incompleta
porgue no tuvieron en cuenta los niveles de
exposicion temporal ni espacial (Sears et al.,
2001), asi como la dosis de polen en las hojas
y la reproducibilidad de las condiciones
experimentales empleadas en situaciones
reales (Gatehouse, Ferry, y Raemaekers,
2002).

Por su parten, la USEPA (2001) afirmé que es
poco probable que el polen Bt le resulte tdxico
a la especie, lo que se debe a que en la
mayoria de los hibridos de maiz comerciales la
expresion de la toxina en el polen es baja,
ademas, estudios de toxicidad en laboratorio y
campo no mostraron efectos adversos en la
mariposa, tras exponerla a diferentes
densidades de polen Bt (Sears et al., 2001). La
oviposicion tampoco se ve afectada por la
presencia del cultivo Bt, ya que la mariposa
monarca deposita similar cantidad de huevos
tanto en el algodoncillo que ha crecido dentro
de campos de maiz Bt como en el que ha
crecido al borde de la carretera (Jesse vy
Obrycki, 2003).

Surgieron luego acusaciones de toxicidad del
polen Bt en otro tipo de lepiddpteros no
objetivo como el Papilio machaon L. o cola de
golondrina comun (Lang y Vojtech, 2006) vy la
larva de Inachis io o mariposa pavo real (Holst,
Lang, Lovei, y Otto, 2013), por lo cual expertos
en biologia molecular desarrollaron mutantes
Dominantes Negativos (DN), también llamados
anti-toxinas, que pueden inhibir la toxicidad de
las proteinas Bt en insectos no objetivo
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mediante sustitucion de los residuos del hélice
a-4 por cisteina (Girard et al., 2008).

Algunos autores reconocen que el cultivo Bt
tiene un impacto positivo significativo en la
diversidad ecoldgica, la contaminacién
ambiental y la sostenibilidad econdmica de los
agroecosistemas al provocar la disminucién
del uso de insecticidas sintéticos (Walker y
Frederick, 2011). Estudios comparativos
evaluaron el impacto del polen Bt que no
expresa proteinas Cry y el pesticida A-
cihalotrina, encontrando que el primero es
insignificativo mientras el segundo resulta
mortal para las larvas monarca (Stanley-Horn
et al., 2001).

En efecto, el aumento de cultivos de maiz Bt
en los ultimos aflos no afecta la poblacion y
conservacién de las mariposas monarca, ya
que segun la organizacién Monarch Watch
(2016), la poblacidon de mariposas monarca se
duplicé durante el 2016, gracias a las
condiciones climaticas favorables para la etapa
larval durante 2015. La principal amenaza para
la poblacién monarca es la pérdida de habitats
cruciales de invierno en el sur de California y el
centro de México; v las inadecuadas practicas
agricolas como el control de malezas que
arrasa con los cultivos de algodoncillo o el uso
de insecticidas sintéticos (Bravo et al., 2007).
Para el afio 2009 se reportd en el centro-norte
de Estados Unidos una disminucion del 90 %
de las areas de algodoncillo en comparacién
con 1999, probablemente a causa del uso
indiscriminado del glifosato (Hartzler, 2010).

VARIABLES DE IMPACTO

Tipo de evento

El nivel de impacto del maiz Bt sobre la
mariposa monarca depende del tipo de evento
(hibrido comercial). Cada evento utiliza un
promotor diferente para controlar la expresion
de genes en diferentes partes de la planta; es
decir, que los eventos con promotores que
expresan las proteinas cry en las hojas o el
polen no resultan toxicos para los insectos
objetivo en comparacion a los que las expresan
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constitutivamente (Gatehouse et al., 2002).
Hellmich y colaboradores (2001) evaluaron los
riesgos, encontrando que la toxicidad depende
de los niveles de exposicidn al polen a que sea
sometida la mariposa monarca, del evento
implicado y de los niveles de expresién de la
proteina Cry en el polen. Encontraron que solo
los eventos en que se expresaran CryAc o
CryAb en el polen eran téxicos para la especie
(Hellmich et al., 2001).

Concentracién de la proteina en el polen

El evento 176 presentd 40 veces mas
endotoxinas CryAb en comparacion a los
eventos Bt1ll y MON810, lo que evidencid el
gran diferencial de concentraciones que puede
existir entre eventos (Hellmich et al., 2001).

Derramamiento del polen

La reproducciéon del maiz Bt ocurre mediante
fertilizacién cruzada por derramamiento del
polen, y es cuando las plantas de algodoncillo
que albergan a la mariposa monarca (huevos y
larvas, principalmente) se contaminan con el
polen transgénico (Westgate, Lizaso, v
Batchelor, 2003). Sin  embargo el
derramamiento del polen depende de varios
factores como: la distancia entre la fuente de
polen y el algodoncillo; el tamafio, forma vy
orientacion de dicha fuente con respecto al
receptor; la intensidad y direccién del viento;
entre otras (Della Porta et al., 2008).

Nivel de exposicion de la mariposa monarca
Se hizo un estudio donde se obtuvo que la
densidad de polen en las hojas superiores
(donde se sentaron las masas de huevos) fue
solo del 30-35 % en comparacién con las hojas
intermedias, donde las densidades de polen
fueron significativamente mas altas alrededor
de la nervadura de la hoja, area evitada por
larvas mas jévenes (Pleasants et al., 2001).

Superposicién espacio-temporal

Oberhauser y colaboradores (2001) hicieron
una importante contribucion a la polémica
mediante la investigacion de la superposicién
espacial y temporal entre la produccién de
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polen en plantas de maiz y la etapa larval de |a
mariposa monarca; encontrando un mayor
solapamiento temporal en el norte frente a la
parte sur del area de reproduccion en verano.
En la investigacion de Sears y colaboradores
(2001) hubo una superposicién de tan solo el
19% en Norteamérica.

CONCLUSIONES

Las investigaciones apresuradas que afirmaron
que los cultivos de maiz Bt perjudicaban la
conservaciéon de la mariposa monarca no se
ajustan a la realidad, ya que en ellas se
obviaron parametros como el nivel de
exposicion de la mariposa al polen y la
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superposicion espacio-temporal entre ambos,
el tipo de evento empleado y la concentracién
de la toxina en el polen. El tipo de evento es el
parametro mas importante porque cada
hibrido  comercial presenta  diferentes
concentraciones de la proteina Cry, asi como
diferentes patrones de expresién en una o
varias partes de la planta. La mayoria de
eventos no expresan la toxina, y contienen
anti-toxinas que evitan que las proteinas Cry
resulten téxicas para insectos no objetivo. Lo
que realmente afecta la conservacion de
Danaus plexippus son las malas practicas de
agricultura, que acaban con los lotes de
algodoncillo, maleza de la cual se alimentan
sus larvas. monarca
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