Screening Transgenics Unveils Apparent Resistance to
Hornworm (E. ello) in the non-Transgenic,

African Cassava Clone 60444
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INTRODUCTION

Erinnyis ello (L), Sphingidae, is one of the most
important pests of cassava in the neotropics
[Bellotti et al. 1992). It has a wide geographic
range, covering from Brazil, Argentina and
Paraguay to the Caribbean and southeast USA. The
insect can produce yicld losses up to 64%, as well
as planting material losses of 72% [Arias and
Bellottl, 1984).

CIAT has Pest IPM.
program to help cantml the homworm. More than 500
waricties of the cassava collection have been tested looking
for resistance. Recently, a possible source was detected when
transgenic plants of cassava, from African cultivar 60444,
carrying one erylAb gene, were challenged with larvae of first
instars. The non-transgenic controls turned out to be

Here we the earried out to
confirm the initial observations.

OBJECTIVE

= Determine the effect of leaves from transgenic and nen-transgenie cassava plants,
cultivars 60444 and CMC-40, of first instar hornworm larvae fed on them.

MATERIALS AND METHODS

Transgenic plants were maintained in biosafety
greenhouses. Some of the bicassays were carried out
in the h or under elitis in
the lnboratory. First instar larvae were fed on
transgenic lnes L27, L80 and L92, all derived from
cultivar 60444, Non-transgenic plants from the same
eultivar, plus the susceptible cultivar CMC-40, were
also used as controls to feed them. Weight gain and
mortality were scored every 24 h until pre-pupa or
pupa stages started appearing.

Most larvae fed with transgenic and non-transgenic lines derived from cultivar 60444 died
by day five or six, and their average weigh did not exceed 0,5 g none reached the pupa
stage. Contrastingly, those fed on CMC-40 lasted until day twelve; reached their highest
weight at day eleven (avernge beyond 3 g) and most became pupa. There was only one
larva, fed on transgenic line L27, whose welght was close to 2 g by day eight, although it
did not gain extra weight afterwards, and did not became pupa.
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Figure 1 confirms that
survival of those larvae
fed on CMC-40 was higher
than those fed on 60444,
transgenic and non-
transgenic  lines. Only
one larvae fed on L27

ived beyond day 12
but did net transform
into pupa.
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Table 2 L-a7 67492 D
L-80 58309 C
L-92 58166 C
TMS- 60444 56588 C
CONCLUSIONS
Cultivar 60444 may contain genes for to the ion that

needs to be confirmed in the field, in cassava aress where ﬂm pest is enlizmln
It s worth noting that 60444 derives from crosses with the wild species Manih
glaziovil, a species know to be the source to resistance to ACMD. Hmuwmuuﬂm
of the crylAb gene inserted in the transgenic lines, it was masked by the strong
insecticidal effect of the cultivar 60444.
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COMPARACION DE LA ADAPTABILIDAD DEL BIOTIPO “B” DE Bemisia tabaci
A YUCA COMERCIAL Y SILVESTRE
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Yuca (Manihal escwenta) es 1a principal fuente
nutritiva y de calorfas para muchos habiantes
de Africa y Asia (Hillocks et al 2000). En varios
|palses de este (Rimo continente su cultivo estd
Emitado por la enfermedad del mosaico
Africano de la yuca (ACMD) (Fig 1A}, cousada
por geminnirus (CMGs). los cusles son
transmdidos por el vector Bemisia labaci
[Homdptera: Aleyroddae) (Fig. 18)

B. fabaci en 350010 CON @l MOSACO OCASIONA
pérdidas econdmicas estimadas entre 12-25%
del fotal de cultvos de Africa (Thresh et al
1997). Aunque s¢ ha especulado que la
ausencia del virus de ACMD en las Américas
£sta relacionada con la inhabédad de 8. fabaci
de colonizar yuca (Costa & Russell 1975) a
principics de 1990, B fabaci, fue encontrada
admentdndose de este cultivo en Repdblica
Dominicana (Brown, datos no publ) y Cuba
(Vdsquez et al 1985) Dada la marcada
polfagia de B fabaci sumada a su faci
adaptabiidad a nuevos hospederos, existe la
posibiidad de que se adaple 3 especies
sivestres y, posteriormente &  variedades
comefciales de M. asculanta

MATERIALES Y METODOS

B. tabaci: La cepa B, fabaci Biotipo 'B° (Fig 2A) fue obtenida a parir de
indnviducs de una colonia establecida en CIAT (Cas, Colombia). Esta i\.!
criada por cinco sobre .

Fig. 14: Hoja de yuca
afectada con ACMY

Fig 18: Adulio y ninfas de
B tabaci

Todo ko antenor plantea potenciales pero serias amenazas
ante |a posibilidad de la introduccion de ACMD en lss
Amdnicas, en especial si se tiene en cuenta que los mis
tradicionales cultivares de yuca son allamenie susceptibles a la
enfermedad (Beliclti & Aras, 2001}

Con el objetivo de verificar esta posibiidad se realizaron
yos, midiendo y ol de las

poblaciones del biotipo B de B. tabacr encontrado en Colombia
sobre una especie sivesire Manihot carhagmensis y una
variedad de yuca comercial, M, esculenta MCol (2063)

En total el ciclo de vida fue 11 dias méds largo sobre M
rian P ‘como una mejor adap

desarrollarse sobre M cartaginensis

Los resultados de |as tasas de supervivencia mostraron que de 200 huevos, el 60% llegaron hasta adulto
cuando se sobre Af con el 28% que llegaron a adultos scbre M
esculanta Este pardmetro es un buen indicador de |a capacidad potencial que puede tener B, tabaci pam
desarrolfar poblacicnes scbre una vanedad comercial de M esculanta (MCol 2083) y una silvesire M.
cartahaginensis (Tabia 2)

Tabla 2. Tiempo de desarrolio (dias), tasa de supervivencia (%) y proporcién de hembras (%) de 8.
tabaci sobre M. carthaginensis y M. esculenta MCol 2083 (n=200).

con Estos
bicidgica de los estadus inmaduros del insecto a

Parametro M. carthagimensts M. eseulenta
Tiempo desarrollo {d)° 3332 44.4b
Tasa supervivencia (%uh E0a 28b
Proporcién hambras (%) 50 50

seguidos por diierentes letras a través de las columnas difieren sgnificathaments
mw»mu P< 0.0001, seguido por Student-Newman-Keuss P< 005 ¢ Chi-cuadrago= 28.9. 1 4t Pc 00001

Los de [a tasa neta | estimar que, en promedio, al cabo de una
generacian, |as poblaciones de B fabacr podrian mulllﬂwm B.6 veces sobre M. esculents, siendo 16
Veces mayor con respecio a M. carthaginensis Eslos resullados permilen predecir que el biolipo "B" puede
alcanzar diez generaciones por afo sobre M. 7 , dos g més que en M it

La poblacidn de B. fabact presentd un crecimiento (r.) igual en M. ¥ M

que no existen dferencias en el potencial bidtico del insecto al ser criado en cualguiera de estos hospederos.
¥ quer por consiguiente su potencial adaptatvo es igual tanto en la especis cultvada como en la silvestre
(Tabia 3}

Tabla 3. Parametros demogrificos de B, fabaci sobre M. carthaginensis y M. esculenta MCol
2063 (n=200}.

jeulas de tul y madera (1xTxim) bajo condiciongs confrotadas de 2542 C
T0:5% HR y 12 horas de fotoperiodo.

La pureza de la cepa del biotipo B fue verificada periddicamente sobre
especimenes aduftos utiizando RAPD-PCR (CIAT, 1998)

Yucas silvestres; Cualro plantas de Manihol Inshis [Mueller) Manihc?
peruviana (Mueller) y Maniho! carthaginensss (Jacq | Mull Arg de 40 dias
de edad fueron introducidas en jaulas de tul y madera de (1mximxim) e
infestadas con pupas de quinta generacién de B fabaci priximas a
emerger, provenientes de J. gossypifola (Fig 2B) Leos Insectos

durante una en cada especie siivestre. En este
periode se del de los estades
inmaduros para determinar sobre cual de las tres especies siivestres B
tabaci presentaba una mayor tssa de supervivencia

Fig. 2 Ay B: Blotipo “8"

Biologla y pardmetros demogrificos:

Basados en los resuliados del establecimiento de B. tabaci en |as tres especies sivestres de Maniiol, se ebigid la
mejor sasolana (M. canthaginensis), para evaluar ios cambios que expenmeman lzs poblaciones de B, labaci en

, tiempo de tasa sobre esta
espeme ympmﬁcswn Ios obtenidos sobre 13 variedad camerclal M. escusnl'a (MCol 2063)

Longevidad y fecundidad. Cuarenta parejas de B labaci, recsén emergidas provenientes de J gossypifola
fueron indnadualizadas en jaulas pinza y colocadas en el envits de las hojas de M. carthaginensis y M. ascuienta
(MCaol 2063) Cada 48 horas ks adultos fueron removidos 8 ung nueva rea de 1a hoja, hasta [a muene natural
e las hembras. Le fecundidad fue estimada de acuerdo 8l conteo del nimen de huevos colocados por hembea
cada 48 horas, ¥ 1a longevidad como el maxmo tiempo (dias) que una hembra vive

Tiempo de desarrollo, tasa de supervivencia y pmpon.'lén de hembras. Cincuenta adultos de B tabac, de
dos dias, fueron lomados de plantas de J &n jaulas pinza sobie el
ervis de las hojas de M. carthaginensis y M mmra- [MOc( 2083). Desputs de seis horas los adultos fueron
refirados y se seleccionaron al azar 200 huevos Se registrd of lempo de desarrollo de huevo-adulto, 18 1asa de
de los estados. ¥ la de hemivas

Parimetros demogrifices. Los datos del tiempo de d o fueron con datos exp de
I8 reproduccion 'I,-m,’ para generar lablas de vida, usadas para calcular |os pardmetios demograficos definidos
por Price (1975). 1) Tasa de reproduccsdn neta (R.), 2) Tiempo generacional (T),  3) tasa intrinsecs de
crecimiento de fa poblacién (r,), estimada mediante i ecuscion de Carey (1993) Tegp(-f, xH,m,=1

RESULTADOS Y DISCUSION

Biologia y parémetros demogrificos de B, tabaci sobre M, g I 2063)

La longevidad mas alta de fas hembras de B. tsbaci se presentd en M. carthaginansis, mcediendo en
aummadamenbe dos dias a M e-scufenl‘a Al dia seis, se alcanzd el 65 y B25% de moralidad en hembras

de M La tasa de sobre M. fue 2 5 veces mayor
comparada con M. carthaginansis ”WI 1

yM f

Tabla 1. Longevidad media (dias), tasa de oviposicién
{huevoshembra/Zdias) de B. tabaci sobre M. umughnmk ¥ M. esculenta |n-w|
Parametra M. carthaginensis M. eseulenta
Longevidad 51a 33b
Fecundidad 54a BEa
Tasa oviposicidn 11a 26b

Parametre M. carthaginensis M. escutenta
R, 5.4 86

T 0.048 0.048

T 358 448

En sintesis, los resultados de este expenmento muesiran, en forma global gran favorabilidad de M
carthaginensis para el biotipo "B’ de B fahaci Un corto tiempo de desamollo unido 3 una alta tasa de
supervivencia (Fig. 3) son buenos dela e M. para el del
insectn. Este hecho plantea que |as especies sivestres de Manhaf pueden convertirse en puente intermedio,
donde la mosca blanca incremente su potencial bidtico favoreciendo, a posterion. su completa adaptacidn
sobre M. esculenta

ig. 3. de estados de B. tabaci
“B" sobre A: M. :mﬂnmﬁsy! M. esculenta MCol 2063

CONCLUSIONES

Basados en los resultados encontrados es posibe plantear que |as especies sivestres de yuca constiuyen
hospederos con gran potencial para el desamoiio def biotipo *B° de B, tabaci encontrado en Colombia
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En pruebas de Plantas Transgénicas, aparecen Indicios de Resistencia de
un Clon Africano, TMS-60444, al Gusano Cachoén de la Yuca, Erinnyis ello.

Herrera C.J.%, Prieto 5.2, Chavarriaga P.', Lopez D.%, Bellotti A.C.}, Tohme J.
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INTRODUCCION

Erinnyis efio (L), familia Sphingidae, es una de las
plagas mas importantes de la yuca en el Neotrépico
(Bellotti ef al, 1992} Tiene un amplio habitat
geografico desde el sureste de Brasil, Argentina y
Paraguay hasta la cuenca del Canbe y el sureste de
Ios Estados Unidos. Este insecto lega a afectar el
rendimients en un 64% y pérdidas en el material de
siembra en un 72% (Arias y Belloth, 1584)

Partiendo de las investigaciones realizadas por el CIAT
sobre el gusano cachén (E. efo), s2 pudo elaborar un
programa de manejo de este insecto empleando las
diferentes técnicas que ofrece @ Manejo Integrado de
Plagas (MIP)

El Banco de Germop&asmn del CIAT ofrece a

G mis de 6000
yuca que tienen genes de resistencia a una variedad de
insectos plagas. Sin embargo, adn no se ha
ientificado, medmante una bisqueda sistemdtica, la
resistencia genética al gusano cachdn, 8 pesar de que
5@ han realizado muestrecs para reststencia a insectos
plaga (CIAT, 2002)

Las novedosas hemamientas biclecnolégicas que

se encuentran disponibles permiten un eficiente y

fhedl Beteso 8 genes de resistencia v una mas rapida
e los nivides.

Mediante la introduccitn de un gen {Cry 1Ab)

de Baciflus th que ha sido
mndnlmadu para mejorar su emrasuﬁn en plantas
(plésmidos) junto a otro gen de seleccidn y
seguimiento  (gus-int npt I, man) de la
transformacidn, se han oblendo  plantas
transgenicas de una variedad modefo Mhig 11
(TMS 60444) Esta vanedad es hija de un material
silvestra, M, gaziovii, la cual es reportada como un
material vegetal que tene genes de resistencia a
varios nsectos y una M esculenfa que se
comporta béen in wito por su alta capacidad para
ser transformada y por su  regeneracidn
relatvaments abundarte (CIAT, 2002)

OBJETIVOS

* Determinar el consumo del gusand cachtn de la yuca sobre diferentes lineas
genéticamente modificadas de la variedad TMS 80444

sobre &l

» Medir la eficiencia del Gen Cry | en lineas
alimenticio del gusano cachdn de la yuca, E afio.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron larvas de gusano cachdn obtenidas de cria en |aboratosio, todas del mismo
estado desarrollo, ler instar, una variedad suscepbble, CMC-40; una variedad no
modificada gendticaments, TMS 60444 y tres lineas de esta varedad modificadas
gendticamente L27, L8O y L92

Colocando una hoja de yuca en una caja plistica donde se le introducia una larva de E ello
previamente pesada, se evakla cada 24 horas su ganancia de pess y mortalidad por ol
consumo de hoja de yuca. Esta hoja es cambiada después de cada evaluackdn hasta llegar al
estado de prepupa

Al final se obtuvo informacsén suficiente para realizar una curva de mortalidad, de ganancia de

La Gra{'ca 1 presenta ulia diferencia

en el p a
través del tiempo de waluaclbn mostranda
qué materiales procedentes de la variedad
TMS 0444 ocasionan una muerte inmediata
de E ello al consumir hosas do este matesial
vegetsl, comparado con el suminstro de
hojas de CMC-40 al gusano cachén, material
vegetal suscoptible @ insectos plaga
a yuca

—CMC40-L-27 — L-80  L-92 —TMS-60444

La Grafica 2, se observa la ganancia de peso
de las larvas de E el al consumin cada una
de las hojas de los an
evaluacidn, Existe una clara diferencia entre
una farva alimenténdose con |a vanedad CMC-
40 ylas gue se alimentan con los materales
procedantes de TMS-60444, que no muestran
diferencias  significathvas  entre las  lineas
modificadas genéticamente (L-27, L-80 y L-82)
y &l material no medificado (TMS-60444)

Sa realizd el cdloulo de dicha variable, considerando que el drea bajo la curva estd en funcién dal
peso y la supervivencia. Los resultados mostraron |a existencia de tres grupos (Tabla 2 y la
Gréfica 3)

Esto muestra que las lineas L-80, L-82 y la vanedad TMS-50444 se componan estadisticamente
igual y que el efecto del gen (Cry 1Ab) de B en esios
materiales, no es el Unico causante de este efecto de mortalidad de las larvas del gusano cachdn
(E eil); por el contrana, TMS-5044 (material no tiene
un gen natural de resistencia que puede estar enmasceraﬂdo la actividad del B involucrado an
las fineas transgénicas.

Gréfica 3

Leg Aren

CONCLUSIONES

El descubrimiento de fa vanedad TMS

60444, con genes de resstencia

propios, abre la  posibilidad  de

emprender  futuros  estudios  de |
i .

comerciales  que  imvolucren  esta
variedad o sus genes como fuente de
resistencia en la bisgueda del manejo
del gusano cachén de la  yuca,
plaga de este cultivo en los

peso y una grifica de drea bajo la curva para evaluar ko real con &l
alimenticio del gusano cachén

RESULTADOS

Las lineas L-B0 y L-80 p un 100% de mortalidad, por consiguiente,
ninguna larva llegé al estado de prepllua sorprendentements comporté de igual lurma la
testigo no modficada TMS-50444 estos la mayor an
comparacién con el testigo absoluto, CMC-40, donde la mortalidad fue del 25% y llegaron al
estado de prepupa &l 75% de la poblacitn

En la Tabla 1 se pueden observar dos grupos

diferentes estadisticamente, en la variable dias a la fisbin g -
muerte. Se nota que el testigo absoluto, CMC-40, Linaas Dins & ety - |
fue e material que mas tardd en iniciar la | Culewr | e 5 et
mortalidad, en cambio los otros materales, como T T T 1
TMS-6044 y las lineas se comportaron | w0 88 A | % tpr

iguales y SU muerte a7 44 B B0 {p1
mischo mads temprano. | a0 a6 B 100 {55

| Laz | s 8 00 {6y=
Estos indicios en &l comportamiento alimanticion ot | Ao | oo g |
denotan la genes de _ ——
naturales enmascarando 1a actividad biocida de Bt
on fas lineas Lisgaren sl sstado de pia s lrvas vives

* | Memaro &4 diae qus tandaren sn morie sl SR

Continued

Meotrdpicos. £
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