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INTRODUCCION

El maiz es el principal cultivo en México, participa con el 18% del valor de produccion
del sector agricola y concentra el 33% de la superficie sembrada en el territorio nacional
(7.5 millones de hectareas). Su produccion de 2014 en nuestro pais fue de 23,273,256
toneladas, por encima de otros cereales como el trigo, sorgo, cebada y avena. Todas las
entidades del pais presentan algun nivel de produccion de maiz, sin embargo, siete
entidades concentran el 64.5% del volumen de produccion nacional. Sinaloa es el
principal productor al concentrar el 16.5% del total. Le siguen en importancia Jalisco,
Michoacan, Estado de México, Chiapas, Guerrero y Veracruz. (FND, 2014).

Para la produccion de maiz; el ataque por insectos representa uno de los aspectos mas
importantes de cuidar en su cultivo. Son numerosos los dafios de todo tipo producidos
por las fases larvarias o adultos de muchos insectos. Su interés es enorme desde el punto
de vista econdmico, incluyendo no solo la pérdida de cosechas sino en los gastos
necesarios para su control y prevencion, por lo general de tipo quimico. No puede
olvidarse tampoco, su repercusion social, por la merma en el abastecimiento del

alimento de primera necesidad (Rodriguez et al., 2003).

Las aplicaciones de insecticidas convencionales para el control de esta plaga han
resultado en el desarrollo de poblaciones altamente resistentes a dichos quimicos en
varias partes del mundo (Yu et al., 2003, Ahmad and Arif, 2010); ademés de presentar
efectos colaterales como impactos negativos sobre organismos de control bioldgico
endémicos (Romeis et al., 2006). Como alternativa, las plantas genéticamente
modificadas (GM) también se consideran una tecnologia util que ha sido ampliamente
adoptada desde hace algunos afios en algunas regiones por su capacidad para reducir
dafios a las plantas causados por el ataque de insectos plaga, disminuir el uso de
insecticidas (Shelton, 2012), y ser relativamente inocuos contra especies de insectos no
blanco (Musser and Shelton, 2003).



En este sentido, los estudios sobre variabilidad genética, estructura poblacional y flujo
de genes entre poblaciones de especies agronémicamente importantes puede proveer
informacidn de base para establecer estrategias de MIP (Endersby et al., 2006), y puede
contribuir a. monitorear las fases tempranas de la evolucién de la resistencia a Bt en el
campo (Gahan et al., 2001).

Al disefiar una estrategia exitosa MIP, se deben tomar en cuenta tres factores. Primero,
se necesita caracterizar genéticamente la poblacion de interés. Segundo, se deben
realizar estudios para examinar los origenes de posibles biotipos dentro de la poblacién,
asociados con diferentes condiciones ambientales. Y tercero, se debe examinar la
dindmica de la variabilidad genética de una poblacion a través de las generaciones. Sin
embargo, algunos problemas con los métodos de estudio tradicionales es que no son
capaces de representar de manera fidedigna el grado de evolucion de la resistencia, los
factores que influyen en su surgimiento o predecir en una forma apegada a la realidad el
comportamiento de esta caracteristica en una poblacion natural de campo, aunque se
lograban avances significativos. En este sentido, las pruebas moleculares son de gran
utilidad, ya que pueden detectan diferencias genéticas entre individuos de manera directa
mas que basadas en diferencias fenotipicas observables (Huang, 2006).

Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue estudiar la variabilidad genética de
las poblaciones de S. frugiperda y H. virescens recolectadas en cultivos de maiz bajo
diferentes tipos de manejo (incluido maiz transgénico), utilizando marcadores

moleculares tipo ISSR.
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Population variability of Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) in maize (Poales: Poaceae)
associated with the use of chemical insecticides

Jose Ricardo Perez-Zubirt', Ernesto Cerna-Chavez', Luis Alberto Aguirre-Uribe**,
Jeronimo Landeros-Flores', Marvin K Harris®, and Raul Rodriguez-Herrera®

The fall armyworm, Spodopters frugiperdo Smith & Abbot (Lepi-
doptera: Moctuidag), is 3 major pest in the western hemisphere, -
pable of causing substantial damage to corn, sorghum, fodder, grass,
rice, cotton, and peanut crops (Magoshi & Meagher 2004). Approx-
mately 3,000 tons of active ingredient per year are used to control
this single pest (Blanco et al. 2014). In several regions of the world,
insecticide overuse has resulted in the development of populations
highly resistant to these chemicals (yu et al. 2003; ahmad & Arif
2010). Cconsequently, collateral effects such as negative impacts on
biological control organisms also occur (Romeis et al. 2006).

Populations of the fall armyworm have been studied in various
environments that show various factors can affect their level of re-
sistance to insecticides. Population monitoring of the fall armyworm
resistance status has shown that management strategies can mini-
mize the environmental impact of insecticide use (Zenner de Polania
et al. 2007). Insects have demonstrated great genetic plasticity, with
mare than 500 species now resistant to one or more insecticides [Mc-
Gaughey 1985; Ferré & Van Rie 2002). In designing resistance man-
agement strategies for 5. frugiperdo, we must take into account a few
factors. First, we need to genetically characterize the population of
interest. Second, studies should be conducted to examine the origins
of possible biotypes within the population associated with certain
environmental conditions. Third, we need to examine the dynamics
of a population’s genefic variability through generations.

Maolecular markers have bacome a powerful tool to evaluate the
degree of genetic variation in a given population with respect to a giv-
en factor over the years. Several types of relevant molecular markers
have been identified in insect populations [Batley et al. 2004; Clark
et al. 2007; Martinelli et al. 2007; Lindroth 2011}, including the inter-
simple sequence repeats (I55R). The 155k (Zietkiewicz et al. 1994) is
a molecular marker that uses microsatellites as primers to amplify
multiple loci, mainly repeated nucleotide sequences of several sizes.
Some advantages of these types of molecular markers include high
reproducibility, acceptable cost, no need for previcus sequence infor-
mation, and high polymaorphism (Semagn et al. 2006). The objective
of our research was to study the genetic variability of 5. frugiperda
in maize (Poales: Poaceae) from Meéxico under various crop manage-
ment strategies using 155k molecular markers.

Maize fields in localities of Coahuila, Durango, Jalisco, and
Sinaloa states that differed in their pest management strategies

were selected, and the results of larval testing were used to com-
pare and contrast the impact of management strategies on the
genetic variability. The locations from where 5. frugiperdo popula-
tions were collected and the pest management tactics utilized are
shiown in Fig. 1. & modified protocol of Doyle & Doyle [1991) was
used for DNA extraction from the cut mid-section of every selected
larva. Polymerase chain reaction (PCR) analysis was parformed us-
ing 1558 molecular markers. all PCR products were separated on
1% agarose gels for 1.3 h at 65 V. The gels were viewed and pho-
tographed under UV illumination and images digitalized in a UVP
Mini Darkroom. Amplified bands from every individual were put in
a single absence—presence matrix for data arganization. Analysis of
malecular variance (AMOVA] was carried out using the InfoGen ver-
sion 2014 statistical software (Balzarini & Di Rienzo 2014]. In addi-
tion to genetic diversity, Mei's unbiased heterozygosis, mean allele
number, and the number of effective alleles were obtained. Data
were analyzed to obtain frequency dendrograms.

The results of PCR analysis using 155 molecular markers pro-
duced a total of 105 bands or loci, of which 92.59% were polymorphic
and provided enough information to group populations into several
nodes. Results from amMOvA (Table 1) show that P-values were small
(P = 0.0175 and 0.0075) and genetic variability was greater within
populations (96.27%) than among populations [3.73%). These data
indicate that the collected populations were essentially panmictic,
and there was little genetic differentiation among them, further sug-
gesting that there was high gene flow among the populations. How-
ever, the 155F molecular markers showed a great number of poly-
marphic loci, which supported placement of populations in separate
groups. This genetic plasticity in 5. frugiperda was noted in other
studies using amplified fragment length polymorphism—type mo-
lecular markers for investigation of 5. frugiperds population genetic
structure (Martinelli et al. 2007; Lobo-Hernandez & saldamando-
Benjumea 2012). Other workers on genetic variability in 5. frugiperda
and other widely distributed species reported that greater variability
ocours within than between populations [Clark et al. 2007; Roux et
al. 2007; Fuentes-Contreras et al. 2008], which agrees with results
found in our research.

The dendrogram (Fig. 2] shows the formation of 4 growps, each
containing betwean 1 and 3 populations (POP): group 1 [POP 1];
group 2 (POP 2 and POP 3); group 3 (POP 4, POP 5, and POP &), and
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Fig. 1. Spodoptera frugiserds populations in cultivated maize in various parts of Mesico from which larvae were collected to study molecular genetic variation.

group & [POP 7). Population 7 had a genetic composition significantly
different from other populations in this study. Population 3 was col-
lected from a maize crop without insect control, whereas population 7
was collected from a corn crop where insecticides of various toxicalogi-
cal groups from organophosphates to some relatively new materials,
such as neonicotinoids, had intensively been used for years (INIFAP
2007).

This insecticide use may not be completely responsible for all of
the genetic differences observed in population 7, although reports
on other Lepidoptera exposed to continuous insecticide exposures
show similar genetic changes [Endersby et al. 2006; Franck et al.
2007). Population 4 [Rancho Loma Bonita, Coahuila) and population
& [Culiacan, Sinaloa) were collected on crops with intensive use of
pyrethroid insecticides for pest control, and both populations were
sorted into the same group. These management differences suggest
that populations intensively exposed to insecticides are more geneti-
cally diverse; such variability suggests that chemical treatment af-
fects population allele diversity, which has also been shown previ-
ously (Franck et al. 2007). The hersin used 1558 molecular markers
provide new tools to investigate complex resistance problems under
field conditions, and finer-grained interpretations of results using
them are expected as larger databases become available.

Summary

The objective of this research was to determine the genetic variabil-
ity of Spodoptera frugiperda Smith & abbot (Lepidoptera: Moctuidae)
larvae from populations collected on maize (Poales: Poaceae) crops from
several locations (Sinaloa, Jalisco, Coahwila, and Durango) in Mexico
grown under various types of past management using inter-simple se-
quence repeats [IS58) type molecular markers. These 1558 markers am-
plified 105 loci, with 92.59% being polymaorphic, which genetically char-
acterized these populations and related this variability with factors such
as pest control management. The most divergent population was from
Tlajomulca, Jalisco. This location had the most intense use of chemical
insecticides with diverse modes of action, which may account for much
of the difference in genetic variability observed among sites in this study.

Key Words: 155R; genetic flow; insecticide

Sumario

El objetivo de esta investigacicn fue estudiar la variabilidad gene-
tica de gusano soldado Spodopters frugiperda Smith & Abbot (Lepi-
doptera: Noctuidae) a partir de larvas de poblaciones recolectadas en

Table 1. Analysis of moleculzr variznos (AMOVA] for zenetic varizbility in Spodoptera frugiperds populations using 3 inter-simple sequence repeat (I55R) molecular

markers.

Variability source Sum of squares df Mean sqguare Pvalue Ma. of iterations ¥arability compoesition Variability [¥)
Between 1210 3 368 00175 400 (1] 373
Within 22747 1] 232 0.0073 400 2.3z 06.27
Totml 24956 104 240 - 24 10000
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Fig. 2. Dendrogram of genetic distance among Spodoptens frugiperde popula-
tions analyzed using I55R molecular markers.

cultives de maiz [Poales: Poaceae) de distintas localidades (Sinaloa, Ja-
lisco, Coahuila y Durango) de Mexico bajo diferentes fipos de manejo
del cultivo, utilizando marcadores maoleculares tipo 1550 Estos marca-
dores amplificaron un total de 105 loci, de los siendo 2] 92 59% poli-
morficos, lo cual permitio caracterizar las poblaciones gensticaments
¥ relacionar esta variabilidad con factores como estrategias de contraol
de la plaga. La poblacion mas diferenciada, poblacion 7, fue la de Tla-
jomulca, Jalisco; la localidad con wn uso mas intensivo de insecticidas
quimicas con diversos modos de accign, lo que pusde explicar gran
parte da las diferencias de variabilidad genética observada entre sitios
en este estudio.
Palabras Clave: 155R; flujo zenetico; insacticidas
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RESUMEN

Los cultivos transgénicos capaces de expresar las proteinas de Bacillus thuringiensis (Bt) estan
siendo usados ampliamente contra plagas de lepidopteros en el mundo. Varios estudios han
demostrado la capacidad de las especies de insectos blanco para desarrollar resistencia a estas
toxinas, lo cual es una continua preocupacién que amenazaria el uso a largo plazo de estos
cultivos. Aungue se ha encontrado que la resistencia a la toxina Bt en los insectos tiene una base
genética, pocos estudios se han hecho en el pais acerca de la variabilidad genética de
poblaciones expuestas a Bt. Por tanto, el objetivo de esta investigacion fue estudiar la
variabilidad genética de poblaciones Heliothis virescens en México a partir de larvas
recolectadas en cultivos de maiz de distintas localidades (Sinaloa, Jalisco y Coahuila) y bajo
diferentes tipos de manejo del cultivo, y compararlas con poblaciones recolectadas en huertos de

maiz transgénico en Coahuila, utilizando marcadores moleculares tipo ISSR. Se observo que la
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variacion genética es mayor dentro de las poblaciones (95.24 %) que entre poblaciones (4.76 %),
indicativo de una tasa elevada de intercambio genético entre ellas. Sin embargo, se pudo apreciar
al construir el dendograma que la poblacién expuesta a Bt se agrup6 aparte de las demas. Esto
puede deberse a la pérdida de alelos derivada de la constante presion de seleccion ocasionada
por el uso del material transgénico. Esta informaciéon puede dar la pauta para establecer o
modificar medidas para manejo de poblaciones resistentes.

PALABRAS CLAVE:

Heliothis virescens, ISSR, maiz, transgénico.

ABSTRACT:

Genetically modified (GM) crops able to express proteins from Bacillus thuringiensis (Bt) are
being used widely against Lepidopteran pests around the world. Several studies have shown the
ability of target insect species to develop resistance to these toxins, which is a continuous
concern that would threaten the long-term use of these crops. Although it has been found that
resistance to the Bt-toxin in insects has a genetic basis, few studies about the genetic variability
of populations exposed to Bt have been made in Mexico. Therefore, the objective of this
research was to assess the genetic variability of Heliothis virescens populations from larvae
collected in corn crops from different locations (Sinaloa, Jalisco and Coahuila), under different
types of crop management, and compare them with populations collected from transgenic corn
crops in Coahuila, through the use of ISSR molecular markers. It was observed that genetic
variation is greater within populations (95.24%) than among populations (4.76%), this is
indicative of a high rate of genetic exchange. However, after constructing the dendrogram it was
noted that the population exposed to Bt was grouped apart from the others. This may be due to
the loss of alleles caused by the constant selection pressure by the use of the GM crop. This
information may be useful to establish or modify management strategies to control resistant

populations.
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El gusano de la yema o cogollero del tabaco, Heliothis virescens (Fabricius) es una de las plagas
mas voraces y devastadoras en varios cultivos agricolas en el hemisferio occidental (Molina-
Ochoa et al., 2010). Los insecticidas quimicos han sido ampliamente utilizados para proteger a
los cultivos de esta especie por mas de 60 afios, ocasionando que se haya asociado su uso con
aspectos de resistencia y problemas de control en campo (Teran-Vargas et al., 2005; Blanco et
al., 2009). Una alternativa para su control es el uso de plantas transgénicas. La mayoria de las
plantas transgénicas Bt desarrolladas a la fecha producen toxinas Cry constitutivamente,
confiriendoles tolerancia al ataque de plagas de insectos sin afectar a insectos benéficos u otros
vertebrados (Betz et al., 2000). Una de las principales preocupaciones en relacién al uso de estas
plantas es el potencial de los insectos plaga para desarrollar resistencia debido a la intensa
presion de seleccion (De Maagd et al., 1999).

Aunque se ha comprobado en laboratorio que H. virescens tiene el potencial genético para
desarrollar resistencia incluso cruzada a diferentes toxinas Cry (Gould et al., 1995; Jurat-Fuentes
et al., 2003), actualmente la mayoria de las poblaciones de campo permanece susceptible
(Blanco et al., 2009; Tabashnik et al., 2009). Por estudios recientes, se sabe que la resistencia a
estas toxinas en algunas poblaciones involucra alteraciones y mutaciones en los genes
encargados de codificar la formacion de los receptores de la membrana del intestino medio
(Gassmann et al., 2009). Por esta razén, los estudios sobre variabilidad genética, estructura
poblacional y flujo de genes entre poblaciones de especies agronémicamente importantes puede
proveer informacion de base para establecer estrategias de MIP (Endersby et al., 2006), y puede
contribuir a. monitorear las fases tempranas de la evolucién de la resistencia a Bt en el campo

(Gahan et al., 2001).
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En este sentido, las pruebas moleculares son de gran utilidad, ya que pueden detectan diferencias
genéticas entre individuos de manera directa mas que basadas en diferencias fenotipicas
observables (Huang, 2006). ISSR es una técnica basada en PCR en la cual secuencias de
repeticiones simples son usadas como primers para amplificar las regiones entre estas secuencias
(Zietkiewicz et al., 1994), y es muy utilizada en areas de estudio sobre diversidad genética y
estudios de biologia de la evolucion en un amplio rango de especies (Agrawal & Shrivastava,
2014); algunas de sus ventajas son: alta reproducibilidad, costo aceptable, no se necesita
informacion previa de la secuencia nucleotidica y alto polimorfismo (Semagn et al., 2006). Por
lo anterior, uno de los objetivos de esta investigacion fue estudiar la variabilidad genética de las
poblaciones de H. virescens a partir recolectadas en cultivos de maiz bajo diferentes tipos de
manejo (incluido maiz transgénico) , utilizando marcadores moleculares tipo ISSR.
A este efecto, se visitaron areas de cultivo de maiz en diferentes puntos de los estados de
Coahuila,
Jalisco y Sinaloa, donde se recolectaron larvas, que fueron colocadas en frascos con alcohol al
70% y debidamente rotulados, para ser llevadas al laboratorio donde fueron identificadas usando
claves taxondmicas (Stehr, 2005). Los sitios de colecta fueron seleccionados en funcion a sus
estrategias de manejo, y siempre y cuando fuera posible recolectar mas de 15 individuos. Los
datos de las poblaciones son los siguientes: 1 (Matamoros, Coahuila; maiz para forraje, sin
manejo de plagas), 6 (Culiacan, Sinaloa; maiz para consumo humano, manejo intensivo con
piretroides), y 7 (Tlajomulco, Jalisco; maiz para semilla para siembra, manejo intensivo con
plaguicidas de grupos toxicol6gicos diversos), y una poblacidn expuesta a maiz transgénico de
San Pedro, Coahuila, recolectada en 2011 (Trans).

Una vez obtenido el material biolégico de las diferentes localidades, se procedio a la extraccion
de ADN usando un protocolo de Doyle & Doyle modificado (1987); para esto, se utilizo la
seccion media de cada larva recolectada (aprox. 0.1 g). Se utilizo, el ADN de individuos de los

individuos de H. virescens de la poblacion de maiz transgénico de Coahuila. Posteriormente, a
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cada muestra se le realiz6 una prueba de PCR, para amplificar las regiones complementarias de
ADN que se unen a los marcadores moleculares tipo ISSR. Los productos de PCR fueron
cargados en geles de agarosa al 1 %. Después de 1 h 20 m en cdmara de eletroforesis a 65 V, se
tomaron iméagenes de los geles bajo iluminacion UV, y estas iméagenes fueron digitalizadas
usando un UVP Mini Darkroom. Los datos de bandas amplificadas de cada individuo se
organizaron en una matriz de presencia-ausencia, y se realizé6 un AMOVA usando el software
estadistico InfoGen version 2014 (Balzarini & Di Rienzo, 2014). Adicional a la diversidad
genética, también se obtuvieron los parametros, heterocigosidad insesgada de Nei, nimero
promedio de alelos y nimero efectivo de alelos. Estos datos se sometieron a un analisis para
obtener dendrogramas de frecuencias.

Con la ayuda de 3 primers, se obtuvieron un total de 29 bandas, de las cuales el 100% fueron
polimorficas, y proporcionaron informacion suficiente para agrupar las poblaciones. Los
resultados del AMOVA se muestran en la Tabla 2. Los valores de p son muy bajos (p = 0.0025 y
0.0025), lo cudl indica que los resultados son estadisticamente significativos. Es posible apreciar
también que la variacion genética es mayor dentro de las poblaciones (95.24%) que entre las
poblaciones (4.76%). Los resultados demuestran que las poblaciones recolectadas son
panmicticas, y que las poblaciones carecen de estructura. Esto a su vez, sugiere que existe un
elevado flujo de genes entre las poblaciones. Aln asi, es importante remarcar que los marcadores
moleculares ISSR permitieron obtener un nimero suficiente de loci polimérficos para separar a

las poblaciones en grupos.

Tabla 2. Analisis Molecular de varianza (AMOVA) de poblaciones de Heliothis virescens

usando marcadores moleculares ISSR.
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Tabla 2. Cuadro de Andlisis Molecular de Varianza

FV sC dl CM p-valor Comp. Var. Porcentaje
Poblacion 14.87 3 4.96 0.0025 0.14 4.76
Dentro 15493 56 2.77 0.0025 2.77 95.24
Total 169.8 59 2.88 291 100

FV = Fuente de variacion; SC = Suma de cuadrados; gl = Grados de libertad; CM = Cuadrados medios.

Estos resultados concuerdan con lo reportado en otros estudios en H. virescens (Groot et al.,
2011) asi como en otras especies de lepidopteros como Cydia pomonella (Fuentes-Contreras et
al., 2008) y Plutella xylostella (Endersby et al., 2006), donde el mayor porcentaje de la
variabilidad se presenta dentro de las poblaciones que entre poblaciones, lo cual sugiere que
todos los individuos conforman una séla poblacion genéticamente homogénea. En el caso de H.
virescens, en particular, dicha falta de estructura de las poblaciones posiblemente esté
condicionada por la elevada movilidad de los individuos y los habitos de alimentacion
generalistas de la plaga (Groot, et al., 2011). Otro factor que puede influenciar la variabilidad de
individuos dentro de las poblaciones es el aporte de las plantas hospederas silvestres alrededor
de los cultivos como fuentes importantes de insectos para el crecimiento de las poblaciones
iniciales al inicio del ciclo de cultivo (Blanco et al., 2007).

Por otro lado, al construir el dendrograma con las poblaciones mediante el analisis de
conglomerados, fue posible observar que existe una notoria separacién genética entre la
poblacion recolectada del cultivo de maiz transgénico (Poblacion T) con respecto a las demas,
que formaron dos grupos aungue poco separados (Figura 1). Sin embargo, aln con esta distancia
genética entre dicha poblacion y las restantes, no existe existe evidencia que sugiera una
estructura genética significativa en las poblaciones de esta especie. En estudios anteriores se ha
establecido que las diferencias desde el punto de vista genético entre las poblaciones pueden ser
debidas al tipo de manejo de las plagas (Franck et al., 2007), ademas de que dichas tacticas de
manejo pueden ocasionar pérdida de alelos y, por tanto, pérdida de variabilidad genética

(Domingues et al., 2012).
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Figura 1. Dendrograma de distancias genéticas entre poblaciones de Heliothis virescens basado
en un analisis de varianza molecular mediante marcadores moleculares ISSR de las siguientes
poblaciones: 1 (Matamoros, Coahuila), 6 (Culiacan, Sinaloa), 7 (Tlajomulco, Jalisco), y su

comparacion con una poblacion expuesta a maiz transgénico de San Pedro, Coahuila (Trans).

Trans

0,00 4,14 8,28 12,41 16,55

Se han estudiado diversos mecanismos de resistencia a la toxina Bt en H. virescens, desde bajos
niveles de fosfatasa alcalina (Jurat-Fuentes & Adang, 2006), hasta alteraciones de los genes que
codifica para las cadherinas (Gassmann et al., 2009), pero en ambos casos involucran una
mutacion en el genoma de los inividuos. Sin embargo, en las pocos casos de poblaciones de
insectos resistentes a Bt (mayormente poblaciones de laboratorio) la base molecular y genética
de su resistencia se ha mantenido confusa (Gahan et al., 2001). Ademas, aunque existan
individuos resistentes en las poblaciones, los genes que les confieren resistencia no pasen a las
generaciones siguientes, ya que es frecuente que dichas poblaciones exhiban costos de
adaptacion y mueran prematuramente (Moar et al., 2010).

Con el creciente uso de cultivos Bt, aspectos como el manejo de la resistencia a esta toxina se
volvera mas importante (Tabashnik et al., 2009) y los estudios sobre métodos para detectar
resistencia y conservar la susceptibilidad de las plagas se convertird en un &rea de investigacion

con més auge en la agricultura (Huang, 2006). En este sentido, las pruebas moleculares que
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permitan detectar alteraciones en los genes inductores de resistencia (Morin et al., 2003; Jurat-

Fuentes & Adang, 2006).
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