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Resumen

La palomilla dorso de diamante es una de las principales plagas que afectan a las
cruciferas, debido a la importancia de estos cultivos y al dafio generado se ha convertido
en un grave problema para los productores. Su control se basa principalmente en el
método quimico, en el cual solo se emplean insecticidas compatibles con el medio
ambiente y la salud humana. Sin embargo la alta presion de seleccién de insecticidas, ha
generado a que desarrolle resistencia a las diferentes materias activas utilizadas para su
control. Por lo anterior, se realizaron pruebas de susceptibilidad para la determinacion de
la resistencia de larvas de tercer instar de P. xylostella a insecticidas de diferente grupo
toxicologico, asi como pruebas bioquimicas para cuantificar a. y p esterasas, Glutation S-
transfersas, Acetil colinesterasas y oxidasas, enzimas relacionadas con la resistencia a
insecticidas, en 6 poblaciones de Plutella xylostella del estado de Guanajuato (Abasolo,
Celaya, San Luis de la Paz, Valle de Santiago, Juventino Rosas y San José lturbide) y
una linea susceptible como referencia. Los resultados demuestran que las poblaciones de
San Luis de la Paz y Valle de Santiago presentan problemas de resistencia para
cipermetrina, mientras que el resto de las poblaciones presentan una tendencia al
desarrollo de resistencia contra este insecticida. Para los otros insecticidas evaluados no
se presentan problemas de resistencia en ninguna de las poblaciones en estudio,
considerandose efectivos para el control de esta plaga en el estado de Guanajuato. En
relacion a la cuantificacion las enzimas detoxificativas las de mayor presencia fueron las
a y B esterasas en Celaya y Valle de Santiago, asi como oxidasas en poblaciones de San
Luis de la Paz, asi mismo, podemos mencionar que las enzimas responsables de la falta
de efecticividad en productos aplicados para el control de esta plaga como piretroides,
organofosforados y benzoilureas son las enzimas esterasas. Por su parte las enzimas
acetilcolinestersa y glutation s-transferasa no presentaron relevancia como mecanismo

detoxificativo.

Palabras clave: Plutella xylostella, resistencia, enzimas detoxificativas, insecticidas



Abstrat

The diamond back moth is one of the main pests that affect the crucifers, due to the
importance of these crops and the damage generated has become a serious problem for
producers. Its control is mainly based on the chemical method, in which only
insecticides compatible with the environment and human health are used. However, the
high selection pressure of insecticides has generated resistance to the different active
materials used for their control. Therefore, resistance tests were carried out to determine
the susceptibility of third-instar larvae of P. xylostella to insecticides of different
toxicological group, as well as biochemical tests to quantify o and [ esterases,
Glutathione S-transfers, Acetyl cholinesterases and oxidases, enzymes related to
insecticide resistance, in 6 populations of Plutella xylostella from the state of
Guanajuato (Abasolo, Celaya, San Luis de la Paz, Santiago Valley, Juventino Rosas and
San José lturbide) and a susceptible line as a reference. The results show that the
populations of San Luis de la Paz and Valle de Santiago present resistance problems for
cypermethrin, while the rest of the populations have a tendency to develop resistance
against this insecticide. For the rest of the insecticides evaluated there are no problems
of resistance in any of the populations under study, considering themselves effective for
the control of this pest in the state of Guanajuato. In relation to quantification, the
detoxificating enzymes with the highest presence were the a and B esterases in Celaya
and Valle de Santiago, as well as oxidases in populations of San Luis de la Paz, likewise,
we can mention that the enzymes responsible for the lack of effectiveness in products
applied for the control of this pest as pyrethroids, organophosphates and benzoylureas
are esterase enzymes. For its part, the enzymes acetylcholinesterse and glutathione S-

transferase did not show relevance as a detoxification mechanism.

Keywords: Plutella xylostella, resistance, detoxifying enzymes, insecticides
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INTRODUCCION

El brécoli es una de las hortalizas mas importantes en México ya que un 80 % de su
produccion esta destina a exportacion, su principal destino de las ventas internacionales
es el mercado de Estados Unidos, ya que ahi se exporta 85 % de la produccion. El resto
de las exportaciones se dividen en paises como Canadd, Japon, Alemania y Australia
(SIAP, 2017a), por lo que este cultivo representan una importante fuente de divisas y
significativos beneficios para los productores (Bujanos et al., 2013). Los principales
estados productores de brocoli en el pais son: Guanajuato, Jalisco, Michoacén y Puebla
con un 90% de la produccion total en el pais, mientras que el estado de Guanajuato se
produce un 63 % de la produccién total (SIAP, 2017b). La principal plaga de
importancia econdmica en las cruciferas es la Palomilla Dorso de Diamante (Plutella
xylostela), que afecta la calidad del producto debido a la contaminacién por huevos,
larvas y pupas que ocasionan que sea rechazado para su exportacion (INIFAP, 2013),
también causa graves dafios, desprestigiando el producto, al interferir en el crecimiento
de las plantas e incluso causar la muerte y pérdida total del mismo (Da Silva, 2008). En
todas las regiones productoras de cruciferas esta plaga se ha convertido en un tema de
investigacion, con el fin de obtener medidas de control técnicamente apropiadas,
econdémicamente satisfactorias y respetuosas al medio ambiente (Thuler, 2006), ya que
sociedad demanda la evaluacion de las practicas agricolas potencialmente peligrosas,
como el uso excesivo de insecticidas (Roberts, 2004). Exigiendo inspecciones estrictas
del impacto de dichas préacticas, asi como la busqueda de alternativas para manejar
adecuadamente las plagas dentro de un contexto econémico, social y ecoldgico (Barrera
et al., 2006) P. xylostella es considerada como una de las plagas mas dificiles de
controlar y hasta ahora los insecticidas son el principal método para su manejo, siendo
las diamidas, avermectinas, piretrinas, y Bt los grupos principales de insecticidas
utilizados para erradicar esta plaga (Xia et al., 2014). Asi como las consecuencias para
el medio ambiente, la eliminacion de enemigos naturales, el surgimiento de plagas
secundarias y el aumento del riesgo tanto de presencia de residuos en el producto

comestible como para el personal de campo (Bujanos, 2013), el uso inadecuado y



continuo de las mismas materias activas ha generado poblaciones de P. xylostella
resistentes a los insecticidas (Attique et al., 2006, Khaliq et al., 2007). En muchos paises
P. xylostella ha desarrollado resistencia a casi todos los insecticidas utilizados en contra
de ella, (Furlong et al., 2013). De acuerdo con la Arthropod Pesticide Resistance Data
base (APRD), para el afio 2015 , la Palomilla Dorso de Diamante habia desarrollado
resistencia a aproximadamente 91 compuestos con diferentes modos de accién,
incluyendo organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides, analogos de
nereistoxina, benzoilureas, Bacillus thuringiensis, avermectinas, espinosinas,
fenilpirazoles, indoxacarb, diacilhidrazinas y diamidas (APRD, 2015).

El aspecto méas importante en el manejo de resistencia a los insecticidas es la
comprension de los mecanismos que conducen a la resistencia de las plagas a los
insecticidas. Investigaciones previas indican que los mecanismos de resistencia de
insectos a los insecticidas involucraba mutaciones de aminoacidos de destino, la sobre-
expresion o mutaciones de desintoxicacion, enzimas detoxificativas, resistencia a la
penetracién y resistencia de comportamiento (Ahmad et al., 2006; Bass et al., 2015). Sin
embargo, la mayor parte de mecanismos de resistencia en comun es la resistencia
metabdlica, con un aumento en las actividades de esterasas, glutation-S-transferasas,
acetilcolinesterasa y oxidasas (Li et al., 2007; Bass et al., 2011). EI metabolismo de los
insectos juega un papel importante en la resistencia a insecticidas y el conocimiento del
mismo se puede utilizar para mejorar la toxicidad de los insecticidas por la mezcla de

otros insecticidas que no poseen las mismas vias metabolicas (Mohan y Gujar, 2003).

1.1 Objetivo general.
Determinar la variacion en la susceptibilidad de insecticidas de P. xylostella y el rol de

las enzimas detoxificativas que confieren resistencia a insecticidas.

1.1.1 Objetivos especificos.
1.- Determinar la susceptibilidad de 6 poblaciones de P. xylostella a insecticidas de

diferente grupo toxicologico en Guanajuato.



2.- Cuantificacion y correlacion de enzimas detoxificativas en la resistencia a

insecticidas.

1.2 Hipotesis.
1.- La susceptibilidad a los plaguicidas de diferentes grupos toxicoldgicos sera mayor al

30% entre las 6 poblaciones en estudio.

2.- La mayor cuantificacién de enzimas en las poblaciones de Plutella xylostella sera

atribuida a las esterasas.



REVISION DE LITERATURA

2.1 Cultivo del brécoli (Brassica oleracea L.)
Las Brassica son un grupo de especies importantes desde el punto de vista agricola ya
que forman parte de la nutricibn humana, estos compuestos han ganado atencion debido
a su papel en la prevencion del cancer y de las enfermedades cardiovasculares (Cartea y
Velasco, 2008), como una fuente de compuestos promotores de la salud, como fibra,

vitamina C, glucosinolato y flavonoides y selenio (Keck y Finley, 2004).

2.1.1 Origen
Los cultivos del coles tan diversos como la col rizada, la col, el colinabo, el brécoli, la
coliflor y las coles de Bruselas son todas de la misma especie, Brassica oleracea L., que
es nativa a Europa. La extrema plasticidad de la especie ha permitido la diferenciacion,
bajo la seleccion humana, de este gran numero de formas debido a la especializacion de
diferentes dérganos vegetales que han dado lugar a diversos cultivos y usos. Estas
incluyen, por ejemplo, las hojas en el caso de la col y la col rizada de hoja, el tallo en el
colinabo y la col rizada, las inflorescencias en el brécoli y la flor de cauli y los brotes
axilares (laterales) en la col de Bruselas (Maggioni et al., 2010) . De acuerdo a un folleto
de extension de la Universidad Estatal de lowa, todos los cultivos de coles son

variedades cultivadas de la especie Brassica oleracea (Haynes et al., 2009).

2.1.2 Importancia econémica
La familia de plantas Brassicaceae (0 Cruciferas) incluye algunos de los cultivos mas
importantes economicamente del mundo, especialmente miembros de los géneros
Brassica L. (coles, mostazas, colza, nabos, etc.), Raphanus L. (rdbano), Armoracia G.
Gaertn. & Al. (Rébano picante), Lepidium Fabr. (Berro de jardin), Nasturtium W. T.
Aiton (berro), Eutrema R. Br. (Wasabi) y molino de Eruca. (Cohete) (Al-Shehbaz et al.,
2006). Estas especies cultivadas ofrecen una gran variedad de hortalizas de hojas, raices,



semillas oleaginosas y cultivos de condimentos. Las hortalizas Brassica son un alimento
basico en muchas partes del mundo, ya que los cultivos producen el 14% del aceite
vegetal comestible del mundo y son la tercera fuente mas importante de aceite
comestible después de la soja y la palma. Entre las hortalizas, las variedades cultivadas
de la especie Brassica oleracea L. se denominan a menudo “cultivos de colza”, que
incluyen el brocoli, las coles de Bruselas, el repollo, la coliflor, las coles y el colinabo
(Haynes et al., 2009, OCDE, 2012).

Los cultivos de col son cultivados en todo el mundo, con la excepcion de algunas zonas
tropicales. Entre éstos, el repollo se produce lo mas extensamente posible, seguido por la
coliflor y el brécoli. La col es mas importante en los paises del norte y del este de
Europa, mientras que la coliflor es més importante en el sur de Europa, Estados Unidos
y México (Maggioni et al., 2010).

2.1.3 Taxonomia de Brassica oleracea

Order: Brassicales
Familia: Brassicaceae
Tribu: Brassiceae
Subtribu: Brassicinae
Género: Brassica
Seccién: Brassica

Especies: Brassica oleracea L.

2.1.4 Produccién de brdcoli en México
Para el afio 2016 la produccion de brécoli fue 507,482.34 Ton, siendo el estado de

Guanajuato como el principal productor con un 63.11% de la produccién total seguido



de los estados de Michoacan, Puebla y Jalisco con 9.55, 8.13 y 5.01% respectivamente
(SIAP, 2017D).

2.1.5 Produccion de brdécoli en Guanajuato
Guanajuato es el principal estado productor de brécoli a nivel nacional con una
superficie de siembra de 2,1383.50 ha y una produccion de 320,268.37 Ton lo que
equivale a un rendimiento promedio de 15.04 Ton/ha significado un ingreso en el valor
de produccion de 1, 791,255.00 de miles de pesos (SIAP, 2017b).

2.2 Palomilla dorso de diamante (Plutella xylostella L.)
La palomilla dorso de diamante (DBM), P. xylostella (L.), es una plaga cosmopolita
altamente destructiva de los cultivos de cruciferas (Heckel, 2006), ocasionando
incrementos significativos en los costos de produccion (INIFAP, 2013). Este especialista
de cruciferas puede tener su origen en Europa (Sarfraz et al., 2006), o el Este de Asia
(Liu et al., 2000), pero esta presente en todo el mundo donde quiera que existan sus
plantas huésped (Torres et al., 2006). En el primer estadio, las larvas entran en el
parénquima de la hoja y se alimentan entre la parte superior y las superficies inferiores
de las hojas que crean minas. En el segundo estadio, las larvas abandonan las minas, y
del segundo al tercer estadio, que se alimentan de las hojas, destruyendo el tejido de la
hoja, excepto para la epidermis superior, dejando "ventanas" transparentes en las hojas.
Las larvas de cuarto estadio se alimentan a ambos lados de las hojas (Cardoso et al.,
2010). Este insecto tiene un ciclo de vida corto, alrededor de 18 dias, y su poblacion
puede aumentar hasta 60 veces de una generacion a la siguiente. Los estudios indican
que las polillas pueden permanecer en vuelo continuo durante varios dias y pueden
cubrir una distancia de hasta a 1000 km por dia, pero la forma en que las polillas

sobreviven a temperaturas tan bajas como de gran altitud (Shingo y Ventura, 2009).



2.2.1 Clasificacion taxonémica
Plutella xylostella (Linn. 1758) (Lepidoptera: Plutellidae)

Reino: Animal

Phylum: Arthropoda

Clase: Insecta

Orden: Lepidoptera

Suborden: Frenatae

Superfamilia: Yponomeutoidea

Familia: Plutellidae

Género: Plutella

Especie: xylostella (Linneo, 1758)

2.2.2 Ciclo de vida de Plutella xylostella
El ciclo biolégico dura unas dos semanas, en funcién de las condiciones climaticas
puede presentar de 5 a 10 generaciones anuales en climas templados y hasta 20 en
trépicos y sub-trdpicos. Es un insecto de gran movilidad y capacidad migratoria lo que le

permite colonizar otras regiones al llegar el invierno (Midori, 2014)

e Huevo: los huevos son de forma Ovaloaplanada, de color amarillo claro recién
colocados, cambiando de tonalidad hasta llegar a oscurecerse para el tiempo de
eclosion. La dimensidén promedio de los huevos es de 0.48 mm de longitud y

0.28 mm de ancho.



e Larva: La larva recién emergida es de color blanco palido, con la cabeza marrén
oscura muy resaltante. Al momento de emerger tiene una longitud promedio de
1.20 mm. Finalizando el dltimo instar, el cuerpo tiene una coloracion verde claro
con la cabeza marron y la longitud promedio del cuerpo es de 10.27 mm.

e Pupa: La pupa es obtecta con una longitud promedio de 6.83 mm. Al principio
de su formacidn tiene un color verde brillante, mas tarde se torna blanco cremay
antes de emerger el adulto es de color marrén oscuro. La pupa se halla encerrada
en un fino capullo de seda de color blanco. En esta fase es muy dificil diferenciar
el sexo por presentar una morfologia externa muy similar en esta especie.

e Adulto: el adulto es una polilla cuya longitud promedio del cuerpo es de 10.56
mm, con una expansion alar cercana a los 14 mm. Las alas anteriores son
angostas con manchas palidas en la parte media, semejando cuando estan en
reposo un diamante en la parte dorsal del insecto, razon por la cual, en inglés, se
le ha dada la denominacién comun de diamondback moth. EL adulto hembra se
diferencia muy facilmente del macho por su genitalia externa, pero ademas en la
hembra se presenta la mancha dorsal antes mencionada con una coloracién mas

clara y brillante (Fernandez y Alvarez, 2008).

2.2.3 Hospederos
La palomilla dorso de diamante se alimenta basicamente de repollo o col (Brassica
oleracea var. capitata), coliflor (B. oleracea var. botrytis), brocoli (B. oleracea var.
italica), rabano (Raphanus sativus), nabo (B. rapa pekinensis), col de bruselas (B.
oleracea var. gemmifera), repollo chino (B. rapa cv. pekinensis), mostaza (B. juncea),

colza (B. napus) (Bujanos et al., 2013).

2.2.4 Darnos
Esta plaga causa dafios graves a cultivos de brassica, desprestigiando el producto, lo que
interfiere en el crecimiento de las plantas e incluso causar la muerte o pérdida total (Da

Silva, 2008). Algunas de las dificultades destaca por su control se deben a la



coexistencia de zonas de cultivo durante todo afio con ello las plantas de diferentes
edades que proporciona la abundante oferta y alimentacion continua (Oliveira, 2012).
También las larvas se alimentan de la nueva hoja antes de la formacion de la cabeza de
la inflorescencia lo cual puede plantear graves deformaciones y la no formacion de la
misma (Mau y Kessing, 2007). A nivel mundial, las pérdidas directas y los costos de

control son estimado en US $ 1 mil millones (Gryzwacz, et al., 2010).

2.2.5 Control

P. xylostella se considera que es una de las plagas més dificiles de controlar. Hasta la
fecha, los insecticidas siguen siendo el criterio principal para la gestion de P. xylostella,
y los grupos principales de insecticidas para el control son las diamidas, avermectinas,
piretrinas, y Bt (Xia et al., 2014). Aplicaciones de insecticidas continuos han sido, y
sigue siendo en muchas regiones, la técnica mas utilizada para la proteccion de cultivos.
Se reportaron casos de resistencia de P. xylostella a los insecticidas en el 1950. Hoy en
dia esta especie muestra resistencia a la mayoria de las clases de insecticidas, incluyendo
compuestos recientemente introducidos con nuevos modos de accion (Zhao et al.,
2006b).

2.2.6 Resistencia en Plutella xylostella
En la India, en 1968 se reporto la primera deteccion de resistencia en la polilla de la col,
P. xylostella, para DDT y Parathion, demostrando una extraordinaria habilidad para
crear resistencia a varios insecticidas sistémicos, lo que ha causado una pérdida de
eficiencia de los métodos de control en los cultivos de cruciferas de ese pais (Vargas et
al., 2013).

El tiempo de generacion corto de la plaga, genética plasticidad, alta fecundidad (Troczka
et al., 2012), el uso indiscriminado de insecticidas, y la disponibilidad de los cultivos
huéspedes durante todo el afio han contribuido al desarrollo de la resistencia para casi

todas las clases de insecticidas, incluyendo Bacillus thuringiensis (Shelton, 2006).



P. xylostella desarrollaron resistencia a nuevos insecticidas tales como clorantraniliprol,
indoxacarb, spinosad y en dos o tres afios (Furlong et al., 2013; Guo et al., 2014). De
acuerdo con la Arthropod Pesticide Resistance Data base (APRD), para el afio 2015, la
polilla de la col habia desarrollado resistencia a aproximadamente 91 compuestos con
diferentes modos de accidn, incluyendo organoclorados, organofosforados, carbamato,
piretroide, analogo de nereistoxina, benzoilurea, Bacillus thuringiensis, avermectina,

espinosina, fenilpirazol, indoxacarb, diacilhidrazina y diamida (APRD, 2015).

El aspecto mas importante en el manejo de resistencia a los insecticidas es una
comprension de los mecanismos que conducen a la resistencia de las plagas a los
insecticidas. Anteriormente los informes indican que los mecanismos de resistencia de
insectos a los insecticidas involucraba mutaciones de aminoacidos de destino, la sobre-
expresion o mutaciones de desintoxicacion enzimas, resistencia a la penetracion y
resistencia de comportamiento (Ahmad et al., 2006; Bass et al., 2015). Sin embargo, la
mayor parte de mecanismos comun es la resistencia metabdlica, con un aumento en las
actividades de esterasas, glutation S-transferasas, y monooxigenasas del citocromo P450
(Lietal., 2007; Bass et al., 2011).

En P. xylostella, niveles elevados de esterasa se correlacionaron con la resistencia a la
organofosforados, carbamatos, piretroides, indoxacarb, avermectina, y benzoilurea
(Sayyed et al., 2006; Eziah et al. 2009; Furlong et al., 2013), y la sobreexpresion de
glutation S-transferasa fue responsable de la resistencia a los organofosforados,
piretroides, y diamida, asi como indoxacarb (Furlong et al., 2013; Hu et al., 2014a).
Ademaés, el aumento de las actividades monooxigenasas del citocromo P450 contribuye
a la resistencia al carbamato, piretroides, analogo de nereistoxina, y diamida (Bautista et
al., 2009; Furlong et al., 2013; Hu et al., 2014b).

Por lo tanto, el metabolismo de los insecticidas juega un papel particularmente
importante en la resistencia y se puede utilizar para mejorar la toxicidad de los
insecticidas por el uso de sinergistas que inhiben las vias metabdlicas, o por la mezcla de

otros insecticidas que no poseen las mismas vias metabdlicas. Ademas, este
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conocimiento puede ser utilizado para la elaboracién de los métodos de diagndstico

bioquimicos de deteccion de la resistencia a los insecticidas (Mohan y Gujar, 2003).

2.3 Resistencia

La resistencia puede ser definida como " un cambio heredable en la sensibilidad de una

poblacion de plagas que se refleja en la falta repetida de un producto para lograr el nivel

de control cuando se utiliza de acuerdo con la recomendacion de la etiqueta para las

especies de plagas. Es evidente que , debido a las poblaciones de insectos plaga son por

lo general de tamafio grande y se reproducen rapidamente , siempre hay un riesgo de que

la resistencia a los insecticidas puede evolucionar , sobre todo cuando los insecticidas se

utilizan o usada en exceso (IRAC, 2016).

2.3.1 Tipos de resistencia

Resistencia al lugar de accion. Corresponde al segundo mecanismo mas comun
de resistencia y esta referida al cambio en la estructura del sitio o al niumero de
sitios donde el plaguicida causa toxicidad sobre el insecto. Generalmente, los
insecticidas acttan en un sitio especifico del insecto, habitualmente en el sistema
nervioso del insecto (piretroides, organofosforados y carbamatos). El sitio de
accioén puede ser modificado por razas resistentes impidiendo la accion del insec-
ticida. Como resultado, el insecto no serd controlado mediante la aplicacion de
un plaguicida o solo se afectaran los insectos mas susceptibles (FAO, 2012).

Resistencia a la penetracion: Este mecanismo consiste en una baja o lenta
absorcion del plaguicida debido a la modificacion en la cuticula o en el epitelio
del tracto digestivo del insecto (Vargas et al., 2008). La resistencia de
penetracién estd usualmente presente con otras formas de resistencia y la
penetracion reducida intensifica los efectos de aquellos otros mecanismos (FAO,
2012).
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Resistencia de comportamiento: Cualquier modificacion en la conducta de la
plaga que le ayuda a evitar los efectos letales de los plaguicidas. EI organismo-
plaga es aun sensible al plaguicida y serd eliminado de exponerse a una dosis
letal del plaguicida. Por consiguiente, aquellos individuos que evaden la
exposicion logran sobrevivir y reproducirse, lo cual puede conllevar al desarrollo

de una cepa o individuo resistente en su comportamiento (FAO, 2012).

Resistencia cruzada: Consiste en la modificacion del sitio de accion del insecto
en donde la toxina se acopla, causando la pérdida de eficacia del insecticida.
Cuando esto sucede los insecticidas quimicamente relacionados o que comparten
un mismo modo de accion estdn mas propensos a la adquisicion de este tipo de
resistencia. Se ha observado por ejemplo que la resistencia a la pardlisis en
insectos se debe a la resistencia cruzada entre los insecticidas DDT [1,1,1-
tricloro-2,2-bis(4-clorofenil)etano] y piretroides que actian en el mismo lugar

del canal de sodio (Vargas et al., 2008).

Resistencia maltiple: La presencia simultinea de varios mecanismos diferentes
de resistencia en el mismo organismo. Los distintos mecanismos de resistencia
pueden combinarse para aportar resistencia a clases multiples de plaguicidas. En
el campo, la resistencia multiple y la resistencia cruzada pueden aparecer, pero la
primera se desarrolla a partir de casos de seleccion por separado, mientras que la

segunda resulta de los mecanismos de resistencia compartida (FAO, 2012).

Resistencia metabolica: Consiste en la degradacion de muchos compuestos
nocivos que se encuentran en el ambiente a través de un sistema integrado de
enzimas (L6pez, 2008). De esta manera, los insectos que son resistentes pueden
detoxificar o destruir la toxina méas rapido que los insectos susceptibles (IRAC,
2010). Ademas, para ser mas eficientes, estos sistemas enzimaticos tienen
también un espectro mas amplio de actividad, o sea ellos pueden degradar
muchos plaguicidas diferentes (FAO, 2012).
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2.3.2 Determinacion de resistencia
Como consecuencia, la resistencia profiere cambios genéticos alterando procesos
bioquimicos a nivel individual, se hace notable en una poblacién cuando la proporcién
de resistencia sea tal, que se refleje en una falla en el control (Devonshire, 1990),

convencionalmente se puede detectar la resistencia mediante:

2.3.2.1 Bioensayos
Conocidos también como pruebas de susceptibilidad, son técnicas de laboratorio basado
en la dosis-mortalidad (Lagunes y Villanueva, 1994), donde se pretende por medio de un
proceso experimental conocer la efectividad bioldgica del pesticida, determinando la
magnitud del estimulo mediante la respuesta del insecto (Hubert, 1980), generalmente
involucran comparaciones de la DLsy, DLgy 0 de la concentracion letal (Twine y
Reynolds, 1980).

2.3.2.2 Métodos bioquimicos
Técnicas sensitivas y precisas que proporcionan informacion de los mecanismos
involucrados, pudiendo ser adaptados para detectar y monitorear la resistencia de
muchas especies (Brown y Brogdon, 1987); generalmente correlacionan niveles de una
enzima o una reaccion enzimatica especifica, pueden ser cualitativos o cuantitativos,

generalista o altamente especificos (Lagunes y Villanueva, 1994).

e Electroforesis: separa moléculas en dependencia fundamental de su carga,
desplazando proteinas bajo influencia de un campo eléctrico (Bisset, 2001), se
emplean geles de acrilamida que se polimeriza y forma redes que permiten el
paso de proteinas de diferentes pesos moleculares (Ibel et al., 1990).

e Pruebas moleculares: incrementa la precision y reduce la variabilidad asociada
a los bioensayos (Devonshire, 1990), se obtienen patrones de banda de ADN que
son utilizado como marcadores genéticos para una especie (Ffrench et al., 1994).

e Pruebas bioquimicas: son ensayos multiples que permiten analizar a una

poblacidn de insectos cuantifican los niveles de una reaccion enzimatica (Brown
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y Brodon, 1987). Desarrollados para cuantificar niveles de Esterasas (Brogdon y
Dickinson, 1983), Acetilcolinesterasa (Devonshire y Moores, 1984), Glutation S-
Transferasas (Brogdon y Barber, 1990) y oxidasas (Brogdon et al., 1997).

2.4 Enzimas detoxificativas

2.4.1 Esterasas
Las esterasas (CE3.1) son hidrolasas (CE3) que se encuentran distribuidas en diferentes
tejidos catalizando reacciones de hidrolisis de ésteres carboxilicos (carboxiesterasas),
amidas (amidasas) y ésteres de fosfato (fosfatasas). La interaccion entre estas enzimas y
el plaguicida no solamente da lugar a la accion que ejerce el toxico en el organismo sino
también, a una respuesta de defensa por parte del cuerpo que busca eliminar la sustancia.
Dependiendo de la interaccion toxica — esterasa la hidrolisis de los fosfatos se puede

abordar a partir de dos mecanismos (Kwong, 2002):

e Hidrolisis catalitica por las fosfotriesterasas (CE3.1.8), conocidas como
esterasas-A, porque no son inhibidas por los organofosforados, interaccionan con
el grupo funcional sulfidrilo (-SH) del residuo de cisteina (CYS) del centro
activo y forman un enlace P-S que es facilmente hidrolizado por el agua (H20)
(Costa, 2006).

e Hidrolisis no catalitica por las carboxilesterasas (CE3.1.1) o esterasas-B porque
pueden ser inhibidas por los organofosforados, interaccionan con el radical
hidroxilo (-OH) de la serina (SER) en el centro activo, dando lugar a la
formacion de grupos ester en presencia de radicales libres, que son los

responsables del envejecimiento celular (Costa, 2006).

Estos dos grandes grupos enziméticos (fosfotriesterasas y carboxilesterasas) presentan
diferencias en sus reacciones de detoxificacion no solamente por la accion que tienen los
organofosforados sobre ellas sino también, por la eficiencia de cada una, ya que una sola

molécula de fosfotriesterasa puede hidrolizar varias moléculas del organofosforado,
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mientras que una sola de carboxilesterasa hidroliza una del toxico (Sogorb y Vilanova,
2002).

2.4.2 Glutation-S-Transferasa

Las enzimas glutation-S-transferasa (GST, EC 2.5.1.18) son biomarcadores Utiles para
metales y contaminantes organicos que producen estrés oxidativo (Yang et al., 2001;
Ezemonye y Tongo, 2010). GST son una amplia superfamilia de enzimas existentes en
organismos procariotas y eucariotas, y estdn implicados en muchas actividades
fisiologicas celulares, tales como destoxificacion de compuestos endogenos y
xenobidticos, transporte intracelular y biosintesis de hormonas (Enayati et al., 2005).
Las enzimas protegen las células contra los toxicos, neutralizandolas y haciendo que el
producto sea mas soluble en agua (Lamoureus y Rueness, 1987; Ezemonye y Tongo,
2010). Por lo tanto, esta enzima ha sido Gtil como indicador de exposicion a plaguicidas
(Taysse et al., 1998; Ezemonye y Tongo, 2010). Entre la sustancia enddgena, que
protege contra el estrés oxidativo, la GST es la enzima de peso intracelular mas
abundante en la mayoria de los tipos de células, por lo que la alteracion en la actividad
de GST puede alterar el balance de activacién-destoxificacion que opera en diferentes
tejidos para desintoxicar agentes toxicos potenciales (Guengerich, 1963; Ezemonye y
Tongo, 2010). Segun sus localizaciones celulares, las GST se dividen generalmente en
las tres categorias principales: citosol, microsomas, y mitocondrias. Hasta la fecha, s6lo
los dos primeros grupos se han descubierto en los insectos (Jakobsson et al., 1996;
Hayes et al., 2005; Shi et al., 2012). Han sido implicadas en la resistencia a varias clases
de insecticidas, incluyendo organoclorados, organofosforados y piretroides (Huang et
al., 1998; Vontas et al., 2001). En general, los GST acttan conjugando el grupo tiol de
Glutation (GSH; \ gamma - glutamil cisteinil - glicina) a compuestos que poseen un
centro electrofilico. Al hacer esto, pueden eliminar los sustratos de una célula
haciéndolos mas solubles en agua y dirigiéndolos a los transportadores especificos de
GSH multidrogas (Low et al., 2010). Uno de los insecticidas mejor caracterizados
Degradantes de los GST es la actividad de la DDT-deshidroclorinsa (DDTasa). En este
caso, se elimina un 4tomo de cloro del DDT para generar DDE [1,1-bis- (4-clorofenil) -
2,2-dicloroeteno] (Wang et al., 2008).
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La accion de los GST sobre los pesticidas organofosforados puede conducir a la
activacion o desintoxicacion (Miyamoto y Mikawa, 2005). GST con GSH liberan,
grupos metilo o etilo (por ejemplo, paratién y paration de metilo) y diaarinatos
diaarinicos y diazoxon (Hutson et al., 1972; Shishido et al., 1972; Fujioka y Casida,
2007). Sin embargo, el conocimiento de la fosforilacién de GSH es menos definitivo
debido a que los metabolitos no se han caracterizado adecuadamente (Fujioka y Casida,
2007).

2.4.3 Oxidasas de funcion maltiple (MFO)
Son un grupo de enzimas que se encuentran en forma natural en el metabolismo del
insecto debido a que, entre otras cosas, estan involucradas en los procesos de

detoxificacion de aleloquimicos en las plantas (Scott y Wen, 2001).

Las MFO se encuentran en el reticulo endoplasmatico liso en la fraccion microsomal de
las células, son no especificas y catalizan la reaccion siguiente (Bisset, 2002): un atomo
de una molécula de oxigeno se incorpora al sustrato, mientras que el otro se reduce a
agua; por ello requiere oxigeno (Oz) y nicotiamida-adenina dinuclettido fosfato
(NADPH) para su funcionamiento (Lépez, 2008).

Estd comprobado que este sistema contiene ademas una flavoproteina, una
ferrodoproteina y un citocromo especializado, el citocromo P450. Las P450 son una
familia de homoproteinas de baja especificidad, lo que permite que sean capaces de
metabolizar un ndmero casi ilimitado de sustratos (Bisset, 2002). Se ha observado en
algunos insectos una relacién directa entre el consumo de compuestos toxicos de plantas
y la induccion del metabolismo de las P450 dando como resultado una mayor

detoxificacion del xenobidtico (Snyder y Glendinning, 1996).

Este sistema enzimético también se asocia a la detoxificacion de numerosos plaguicidas,
siendo comun verlas implicadas en resistencia cruzada a mas de un tipo de insecticida

(Lopez, 2008). Otros autores como Bautista et al. (2009), sefialan que ha existido un
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aumento de la resistencia en insectos frente a insecticidas piretroides. La resistencia de
T. absoluta frente a cartap demostro, que la mayor participacion de enzimas implicadas

en la detoxificacion de este insecticida esta dado por las MFO (Siqueira et al., 2001).

2.4.4 Acetilcolinesterasa
Se debe a que existen multiples formas mutantes de la acetilcolinesterasa en la que el
insecticida no puede acoplarse y no ejerce su accion dado el cambio en su conformacion.
En general, este mecanismo produce un amplio espectro de resistencia a la mayoria de

los organofosforados y en mayor medida a los carbamatos (Bisset, 2002).
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MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del experimento
La determinacion de la resistencia se realizd en el Laboratorio de Fitosanidad del
Departamento de Ciencias Agropecuarias del Instituto Tecnoldgico de Roque en Celaya
Guanajuato y la cuantificacion de enzimas detoxificativas se llevé a cabo en el
Laboratorio de Toxicologia del Departamento de Parasitologia Agricola de Universidad

Auténoma Agraria Antonio Narro en Saltillo Coahuila.

3.2 Insecticidas a evaluar
Se evaluaron ocho productos quimicos de diferente grupo toxicoldgico, cada producto se

evalud a 8 dosis diferentes (Tabla 1).

Tabla 1. Insecticidas y su grupo toxicologico

No. Ingrediente activo Grupo Toxicolégico
1 Abamectina Avermectinas

2 Spinosad Spinosines

3 Imidacloprid Neonicotinoides

4 Chlophenapir Pyrrol

5 Beta Cipermetrina Piretroide

6 Indoxacarb Oxadiazinas

7 Fipronil Fenilpirazoles

8 Lambda cyhalotrina Piretroide

3.3 Poblaciones de Plutella xylostella
Se estudiaron seis poblaciones de P. xylostella en el estado de Guanajuato como son:
San Luis de la Paz (L1), San José Iturbide (L2), Valle de Santiago (L3), Abasolo (L4),
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Celaya (L5) y Juventino Rosas (L6). Considerando que son las poblaciones con mayor

superficie de siembra de brocoli en el estado.

3.4 Colecta de material bioldgico en campo
La colecta en campo se llevé a cabo de forma manual en lotes comerciales de las
poblaciones antes mencionadas. Se colectaron larvas, pupas y adultos de P. xylostella,
las cuales se colocaron en contenedores de plastico y se metieron en hieleras para su
traslado a cajas entomoldgicas (60 cm x 40 cm x 40 cm) en invernadero para la
eliminacién de entomopatogenos Yy parasitoides que pudieran estar presentes. Los
adultos se alimentaron con 50 mL de agua azucarada a 16%. Con la finalidad de
asegurar el apareamiento y la oviposicion, la alimentacion de las larvas se realiz6 con
plantas de brocoli de 40 dias de edad. Los individuos de cada poblacién se reprodujeron
hasta F3 y asi tener individuos suficientes para su posterior estudio. Como poblacion
susceptible se utilizaron individuos proporcionados, por el Campo Experimental Bajio
del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP),

reproducidos desde 1996 sin presion de seleccion a insecticidas.

3.5 Bioensayos
Para la evaluacion de los insecticidas se emple6 el método de inmersion (IRAC, 2017),
utilizando larvas de P. xylostella de tercer instar. El cual consistié en recortar circulos de
6 cm de diametro de una hoja de brécoli, se sumergieron en las soluciones en estudio por
un tiempo de 10 segundos y se dejaron secar en papel absorbente durante una hora para
eliminar excesos, posteriormente fueron colocadas en cajas petri provistas de algodén
saturado con agua y se transfirieron 10 larvas de P. xylostella por cada circulo de hoja,
mediante un pincel de pelo de camello 000 y se colocaron en una camara climatica a 27
°C, 50% de Humedad relativa (HR) y un fotoperiodo de 16:8 h luz:oscuridad. Los
conteos de mortalidad de las larvas se realizaron a las 24, 48, 72 'y 96 h a partir del inicio
del experimento. Como criterio de muerte los individuos se les realizo a un estimulo con

un pincel en la parte dorsal, todo aquel que no respondia a dicho estimulo era
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considerado como muerto. Se utilizd un disefio experimental completo al azar con 8
tratamientos y un testigo blanco el cual fue agua mas adherente, con 4 repeticiones cada

uno.

3.6 Pruebas bioquimicas

3.6.1 Determinacion de proteina a larvas de Plutella xylostella

La determinacién y cuantificacion de proteina contenida en tejidos es la base para la
realizacion de las pruebas bioquimicas por lo que se determind la cantidad de larvas por
muestra usando el método de Bradford (1984), con el kit-11 de Bio- Rad y ASB
(albumina sérica bovina) como proteina de referencia, Se utilizaron larvas de tercer
estadio colocando ocho muestras en tubos eppendorf con 0.25, 0.50, 0.75, 1, 1.25, 1.50,
1.75 y 2 larvas de P. xylostella con 4 repeticiones, se agregaron 500 pL de solucion
Buffer (KPO4) a 0.05 M y un pH de 7.2, se trituraron con ayuda de un macerador de
tejidos y se aforaron a 1 mL para emplearlo como fuente de enzima.

En una microplaca de 96 pozos se agregd en cada cavidad 20 pL de homogenato
posteriormente se adicionaron 80 pL de solucion (Buffer KPO,) mas 200 pL de
colorante diluido, esto se realizo por triplicado para cada repeticion. Se tomaron lecturas
de absorbancia en un lector de microplacas (BioTek EI x 800) utilizando el filtro de 630
nm y se calcularon los valores de pg mL™ de proteina comprendidos en el rango de 80 a
120 pL.

3.6.2 Preparacion de homogenatos
Una vez determinada la cantidad de muestra en relacion a la proteina, 1.75 larvas = 100
pL de proteina se homogenizd en 500 mL de solucion Buffer (KPO,) y posteriormente
se aforo a 1 mL (Brogdon, 1984).
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3.6.3 Determinacion de a y p-esterasas
Preparacion de reactivos: Se disolvieron 5.6 mg de a 6 B-naphthyl acetate en 2 mL de
acetona y se adicionaron 8 mL de solucion Buffer (KPO,4). Como colorante se utiliz6
Fast-blue, pesando 10 mg del mismo y se diluyeron en 10 mL de H,O destilada.

Lectura de absorbancias: En cada pozo de la microplaca, se colocaron 100 uL del
homogenato mas 100 uL de acetato de a 6 B-naftil, se dejo incubar por 10 minutos,
pasado el tiempo, se agregaron 100 pL de Fast-blue, estos pasos se realizaron por
triplicado para cada repeticion de las siete poblaciones en estudio, se dejaron incubar
durante 2 minutos y se corrid en el lector de placas usando un filtro de 540 nm (Brogdon
y Dickinson, 1983).

3.6.4 Determinacion de Glutation-S-transferasa
Preparacion de reactivos: Se disolvieron 0.0122 g de reduce glutation en 20 mL de
Buffer (KPO,).Para CDNB (1 — cloro- 2,4 dinitrobenceno) se disolvieron 4 mg de
CDNB en 2 mL de acetona + 18 mL de solucion Buffer (KPOy,).

Lectura de absorbancias: Se colocaron 100 pL del homogenato, se agregaron 100 pL

de Reduced glutation, y 100 pL de CDNB, estos pasos se realizaron por triplicado para
cada repeticion de las siete poblaciones en estudio, se corrié inmediatamente (To) en el
lector de placas usando un filtro de 340 nm, se volvi6 a correr transcurridos 5 minutos
(Ts). Para el anélisis estadistico a las lecturas de absorbancia se les saco la diferencia
entre ambos tiempos (Ts-To) y los nimeros negativos se consideraron como 0 (Brogdon
y Barber, 1990).

3.6.5 Determinacion de acetilcolinesterasa
Preparacion de reactivos: Se disolvieron 70 mg de acetilcolina — yodisada en 10 mL de
acetona y se aforo con 90 mL de solucion Buffer (KPO,). Para el DTNB (Acido- Ditio-
Bis-Nitrobenozoico) se prepararon 13 mg de DTNB y se le agregaron 10 mL de solucion
Buffer (KPO,).
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Lectura de absorbancias: Se colocaron 100 pL del homogenato, se agregaron 100 pL
de acetilcolina-yodisada y 100 pL de DNTB, estos pasos se realizan por triplicado para
cada repeticion de las siete poblaciones en estudio, se corrieron inmediatamente (To) en
el lector de placas usando un filtro de 414 nm, se volvié a correr transcurridos 10
minutos (Tio). Para el analisis estadistico las lecturas de absorbancia se les saco la
diferencia entre ambos tiempos (T10-To) Y los nUmeros negativos se consideraron como
0 (Brogdon, 1988).

3.6.7 Determinacion de oxidasas
Preparacién de reactivos: Buffer de Acetato de sodio (0.25 M): se disolvio 3.32g 3M
de sodio acetato en 37.35 mL de H,O destilada, después se aforé a 40 mL, ajustando el
pH 5. Para el TMBZ (Tetramethyl-Benzidina Dihydrochloride), se disolvieron 20 mg de
TMBZ en 10 mL de alcohol, y se le agrego 30 mL de solucién Buffer acetato de sodio
0.25 M.

Lectura de absorbancias: Se colocaron 100 pL del homogenato, se agregaron 200 pL
de TMBZ y se adiciono una gota (25 pL) de agua oxigenada (H.0,) estos pasos se
realizaron por triplicado para cada repeticion de las siete poblaciones en estudio, se dejo
incubar por 5 minutos, pasado el tiempo se corrio en el lector de placas usando un filtro
de 620 nm (Brogdon et al., 1997).

3.7 Analisis estadistico
Con los datos obtenidos de los bioensayos se realiz6 una correccion de mortalidad con la
formula propuesta Abbott (1925). Los resultados de la correccién de mortalidad se
sometieron a un Anélisis Probit (Finney, 1971) para obtener la curva de respuesta
concentracion-mortalidad, utilizando el programa SAS system for Windows ver 9.0
(SAS, 2002)
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Con las absorbancias de cada enzima se realizo una distribucion de frecuencias y se
establecio el umbral de resistencia. La proporcion de resistencia se estimé mediante el
namero de medias que excedia dicho umbral y se clasificaron segin Montella et al.
(2007) con pequefias modificaciones como: “inalterado” de 0-5%, “incipientemente
alterado” 6-30%, “moderadamente alterado” de 31-50%, “alterado” de 51-75%, “muy
alterado” por arriba de 76%. Por ultimo, se realizd un ANVA, cuando este nos indico
gue habia diferencia significativa entre los tratamiento se aplico la prueba de Tukey (P=

0,05), para la separacion de las medias, R version 3.3.1.

23



RESULTADOS Y DISCUSION

Bioensayos.

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos de la respuesta de la linea susceptible
(LS) de P. xylostella en relacién a cinco insecticidas de diferente grupo toxicolégico. La
CLso fue de 43.24, 10.54, 289.45, 2.73, 0.09, 10.10, 3.38 y 0.72 ppm para los
insecticidas cipermetrina, imidacloprid, lambda cyahalotrina, spinosad, fipronil,
indoxacarb, chlophenapyr y abamectina respectivamente. La CLsy para cipermetrina
(43.24 ppm) en este estudio es superior a la reportada por Shao et al. (2013) en otra
linea susceptible donde obtuvo un valor de 3.55 ppm. En lo que se refiere al resultado de
imidacloprid (1054 ppm) es 219.5 veces mayor a lo reportado por Ninsin (2004) con
otro insecticida neonicotinoide (acetamiprid) en la linea susceptible KOBII-NS strain.
Para lambda cyhalotrina se reporto una CLso de 289.45 ppm, este resultado es inferior al
reportado por Bujanos et al. (2003) en otra linea susceptibe donde presento una CLso de
850 ppm, por su parte Balasubramani et al. (2008) una CLso de 10 ppm para linea
suspectible Lab-UK. En relacion al spinosad el valor de 2.73 ppm fue superior al
comportamiento de otras lineas susceptibles, Barrera et al. (2006) reporto un resultado
de 0.004 ppm, mientras que Shao et al. (2013) obtuvo una CLsy de 0.12 ppm. Fipronil
presento un resultado de 0.09 ppm el cual es 2.2 veces méas alto en comparacion a otra
linea susceptible evaluada por Barrera et al. (2006). Para este mismo insecticida Mohan
y Gujar (2003) reporto una CLso de 0.22 ppm en la linea susceptible IARI 17-65. En
relacion al insecticida indoxacarb se presentd una CLsy de 10.10 ppm la cual supero
comportamiento de otras lineas susceptibles, Barrera et al. (2006), Shao et al. (2013) y
Santos et al. (2011) reportaron valores de 0.46, 0.52 y 0.2 ppm respectivamente.
Chlophenapyr presento un resultado de 3.38 ppm superando 8.4 veces el valor reportado
por Shao et al. (2013). En relacion a abamectina la CLsp 0.72 ppm fue superior en
comparacion de otras lineas susceptibles, Shao et al. (2013) y Santos et al. (2011)

reportaron resultados de 0.02 ppm y 0.01 ppm respectivamente.
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Tabla 2. Concentracién letal, limites fiduciales y ecuacion de prediccion de insecticidas
aplicados a la linea susceptible (LS) de larvas de Plutella xylostella.

Insecticida N CLso LFI -LFS Cloo Pr>
(ppm) (ppm)
Cipermetrina 30 43.24 26.771 - 78.582 143.410 <.0001
Imidacloprid 30 1054 962.329 - 1147 3677 <.0001
Lambda cyalotrina 30 28945  246.824 - 334.398 605.853 <.0001
Spinosad 30 2.73 1.436 - 4.712 24.395 <.0001
Fipronil 30 0.09 0.040 - 0.198 0.643 <.0001
Indoxacarb 30 10.10 4.393 - 21.009 237.203 <.0001
Chlophenapyr 30 3.38 2.516 - 4.309 10.938 <.0001
Abamectina 30 0.72 0.228 - 1.885 10.446 <.0001

CL=Concentracion letal; n= NUmero de individuos; LFI=Limite fiducial inferior; LFS=Limite fiducial
superior; P.R=Proporcion de resistencia.

En las tablas 3, 4, 5, 6, 7 y 8 se presentan los resultados obtenidos sobre las lineas de
campo de P. xylostella colectadas en el estado de Guanajuato. Para el insecticida
cipermetrina la L1 y L3 presentaron las CLsp mas altas con valores de 528.22 y 491.79
ppm respectivamente, mientras que la poblacion L4 reporto la CLsy més baja (245.48
ppm). Estos resultados son superiores a los presentados por Zhang et al. (2016) en un
estudio realizado sobre diferentes lineas de campo con CLs, de 3.30 a 43.51 ppm. Por
otro lado la poblacion L2 y L4 obtuvieron los resultados més altos para imidacloprid
con 1,227 y 1,156 ppm respectivamente, por otro lado la L5 presento la CLsy mas baja
(411.10 ppm). Al respectoNinsin (2004) reporto una CLso de 3,720 ppm para otro
insecticida del mismo grupo toxicologico (acetamiprid). Para lambda cyhalotrina la
CLsp mas alta fue 457.62 ppm (L5) y la mas baja 331.74 ppm (L3), estos resultados son
similares a los reportados por Bujanos et al. (2003) que determino CLso de 430 ppm en
una linea de campo del estado de Guanajuto, lo que significa que no se ha presentado
una disminucion en la toxicidad de lambda cyhalotrina en el estado, por su parte
Balasubramani et al. (2008) reporto una CLsy de 1,070 ppm. Lo que se refiere a
spinosad la CLs vario entre las poblaciones en estudio de 5.17 ppm (L5) a 1.50 ppm
(L4), estos valores son similares a los reportados por Zhang et al. (2016) en diferentes
lineas de campo de P. xylostella con un valor maximo de 2.57 ppm, por su parte Barrera
et al. (2006) obtuvo resultados inferiores a los de esta investigacion con una variacion de

0.03 ppm a 0.05 ppm en poblaciones de campo del estado del Guanajuato, lo que
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significa una disminucion de la eficacia de este insecticida para la zona en estudio. Sin
embargo Zhao et al. (2002) reporta resultados superiores para lineas de campo que va de
44.6 ppm a 837 ppm. En relacion al fipronil las poblaciones L1, L2, L3 y L4 se
comportaron de manera similar con una CLs que va de 0.11 ppm a 0.20 ppm, mientras
que las poblaciones L5 y L6 presentaron los resultados mas altos con una CLspde 0.48 y
0.40 ppm respectivamente. Mohan y Gujar (2003) en un estudio realizado en diferentes
lineas de campos reportaron una CLs que va de 1.83 ppm a 2.44 ppm, por su parte
Barrera et al. (2006) reporto resultados inferiores (0.03 ppm) para diferentes lineas
campo del estado de Guanajuato lo cual demuestra que a través del tiempo se ha
incrementado la resistencia de P. xylostella a este insecticida en 16 veces. La L3 reporto
la CLso mas alta (43.99 ppm) para el insecticida indoxacarb, mientras L6 presento el
valor mas bajo con 11.39 ppm, estos resultados son menores a los obtenidos por Nehare
et al. (2009) con una CLsp que va de 50.83 ppm a 167.82 ppm, por su parte Santos et al.
(2011) y Barrera et al. (2006) obtuvieron CLso inferiores a las reportadas en este estudio
que van de 0.2 ppm a 7.6 ppm y 0.56 ppm a 0.77 ppm respectivamente. De acuerdo a los
resultados reportados por Barrera et al. (2006) se puede observar un aumento en la
resistecia de P. xylostella de 57.12 veces para indoxacarb en la zona del estado de
Guanajuato. En relacion a chlophenpyr las poblaciones de la L1 a la L5 se comportarén
de manera similar con CLsg de 4.10 ppm a 4.75 ppm, mientras que la L6 reporto la CLsg
mas alta (7.33 ppm). Estos resultados son similares a los reportados por Zhang et al.
(2016) en un estudio sobre diferentes lineas de campo donde determino una CLsy
maxima de 5.38 ppm para este insecticida. Los resultados de la CLs para abamentina
presentaron una variacion de 0.69 ppm a 2.44 ppm, presentado una similitud con el
comportamiento de otras lineas de campo evaluadas por Zhang et al. (2016) y Oliveira et
al. (2011), donde reportaron CLsp de 0.48 ppm a 1.90 ppm y 1.83 ppm a 2.61 ppm
respectivamente. Por otro lado Barrera et al. (2006) en un estudio realizado en lineas de
campo del estado de Guanajuato reporto CLso de 0.005 ppm a 0.008 ppm para el
insecticidad benzoato de enamectina, por lo que se puede considerar que existe una
disminucion en la toxicidad para insecticidas pertenecientes al grupo avermectinas en el

estado de Guanajuato.
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En las Tablas 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 se presentan los resultados de la proporcion de
resistencia de las poblaciones en estudio en funcién a la linea susceptible (LS). Esta
proporcion de resistencia, nos permite discriminar poblaciones con problemas de
resistencia, considerando resistentes aquellas que presentan un factor de 10 veces al
comparar las lineas de campo y la linea susceptible. Para la poblacion L1 se puede
observar que se presentan problemas de resistencia con el insecticida cipermetrina con
una proporcion de resistencia de 12.2 veces en relacion a la LS, mientras que el resto de
los insecticidas evaluados presentan resultados por debajo de 3 veces en relacion a la LS
(Tabla 3), por lo que se considera que P. xylostella es vulnerable a ellos y se

recomiendan para su control en esta zona del estado de Guanjuato.

Tabla 3. Concentracién letal, limites fiduciales y ecuacion de prediccion de insecticidas
aplicados a la poblacion de campo San Luis de la Paz (L1) de larvas de Pluetlla xylostella y su
proporcion de resistencia contra la linea susceptible.

Insecticida N o Cleo LFI-LFS Cleo P.Rso
(Ppm) (ppm)

Cipermetrina 30 528.226 433.099 - 664.736 1099 12.2
Imidacloprid 30 1019 895.230 - 1149 5881 0.97
Lambda cyhalotrina 30  414.07 335.117 - 524.208  907.786 1.4
Spinosad 30 3221 1.257 - 7.199 26.344 1.2
Fipronil 30 0.282 0.155-0.521 3.083 2.9
Indoxacarb 30 1851 8.816 - 35.462 267.672 1.8
Chlophenapyr 30 4.754 4.133-5.419 20.066 1.4
Abamectina 30 1.812 0.902 - 4.231 45.753 2.5

CL=Concentracion letal; n= Numero de individuos; LFI=Limite fiducial inferior; LFS=Limite fiducial
superior; P.R=Proporcidn de resistencia.

En el caso de L2 ningun insecticida presenta problemas de resistencia, siendo
cipermetrina quien reporto el factor de resistencia mas elevado con 7.3 veces en relacion
ala LS, mientras que el resto de los insecticidas en estudio presentan valores por de bajo
de 2 veces (Tabla 4). Considerando a esta P. xylostella como susceptible a los

insecticidad en estudio en la zona de San José Iturbide (L2).
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Tabla 4. Concentracién letal, limites fiduciales y ecuacion de prediccion de insecticidas
aplicados a la poblacion de campo San José Iturbide (L2) de larvas de Pluetlla xylostella y su
proporcidn de resistencia contra la linea susceptible.

CLso

CLgo

Insecticida N LFI -LFS P.Rso
(ppm) (Ppm)
Cipermetrina 30 317.552  226.632 - 452.476 649.099 7.3
Imidacloprid 30 1227 882.131 - 1620 4849 1.2
Lambda cyhalotrina 30 401.841  329.669 - 494.178 790.410 1.4
Spinosad 30 3.085 1.328 - 6.217 24.811 1.1
Fipronil 30 0111 0.040-0.272 0.910 1.1
Indoxacarb 30 17.231 12.812 - 22.952 371.463 1.7
Chlophenapyr 30 4.59 2.833-6.789 20.013 1.4
Abamectina 30 1.386 0.564 - 4.119 73.253 1.9

CL=Concentracion letal; n= Numero de individuos; LFI=Limite fiducial inferior; LFS=Limite fiducial
superior; P.R=Proporcidn de resistencia.

En la Tabla 5 se pueden observar los fatores de resistencia para la L3, donde
cipermetrina reporto el valor mas alto con 11.4 veces en relacion a la LS, por lo que se
considera que esta linea de campo presenta problemas de resistencia hacia este
insecticida, en tanto que el resto de los insecticidas evaluados reportan valores inferiores
a 4.5 veces en relacion a la LS, indicando que P. xylostella presenta susceptibilidad a

ellos y se recomiendan para su control en esta zona del estado de Guanajuato.

Tabla 5. Concentracién letal, limites fiduciales y ecuacion de prediccion de insecticidas
aplicados a la poblacién de campo Valle de Santiago (L3) de larvas de Pluetlla xylostella y su
proporcidn de resistencia contra la linea susceptible.

Insecticida n o Clso LFI-LFS Clo  pR,
(ppm) (Ppm)

Cipermetrina 30 491.797  368.859 - 701.189 1056 114
Imidacloprid 30 1054 962.329 - 1147 2790 1.0
Lambda cyhalotrina 30 331.745  209.277 - 496.823 1075 1.1
Spinosad 30 2.506 1.965 - 3.148 34.591 0.9
Fipronil 30 0.209 0.155-0.282 6.552 2.1
Indoxacarb 30 43.991 22.649 - 86.548 468.150 4.4
Chlophenapyr 30 4.106 1.793-7.134 19.733 1.2
Abamectina 30 1.151 0.450 - 2.821 15.344 1.6

CL=Concentracion letal; n= Numero de individuos; LFI=Limite fiducial inferior; LFS=Limite fiducial
superior; P.R=Proporcidn de resistencia.

Los resultados obtenidos para L4 no reportan resistencia para los insecticidas en estudio,
siendo cipermetrina quien presento el factor de resistencia mas alto (5.7 veces) seguido
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de abamectina con una proporcién de resistencia de 3.4 veces, mientras que el resto de
los insecticidas evaluados reportaron un factor de resistencia por de bajo de 1.6 veces en
relacion a la LS. Por lo que se considera que P. xylostella en la zona de Abasolo (L4) es
susceptible a los insecticidas evaluados (Tabla 6).

Tabla 6. Concentracién letal, limites fiduciales y ecuacion de prediccion de insecticidas
aplicados a la poblacion de campo Abasolo (L4) de larvas de Pluetlla xylostella y su proporcion
de resistencia contra la linea susceptible.

Insecticida n Cle LFI-LFS Cleo P.Rso
(ppm) (Ppm)
Cipermetrina 30 245.489 219.024 - 273.324  822.396 5.7
Imidacloprid 30 1156 1043 - 1279 3749 1.1
Lambda cyhalotrina 30 382.204 298.857 -507.508  965.839 1.3
Spinosad 30 1.508 0.533 - 3.027 13.910 0.6
Fipronil 30 0.154 0.091 - 0.253 1.406 1.6
Indoxacarb 30 14.595 7.074 - 28.519 428.855 1.4
Chlophenapyr 30 4.780 3.961 - 5.683 37.102 1.4
Abamectina 30 2445 2.010 - 3.014 22.477 3.4

CL=Concentracion letal; n= NUmero de individuos; LFI=Limite fiducial inferior; LFS=Limite fiducial
superior; P.R=Proporcion de resistencia.

En el caso de L5 cipermetrina presento el factor de resistencia mas alto (9.0 veces) el
cual no se considera aun como resistente, pero se recomienda disminuir el uso de este
insecticida para la zona perteneciente a L5 para evitar el desarrollo de resistencia a
cipermetrina. Por otro lado el resto de los insecticidas reportan una baja proporcion de
resistencia que va de 0.4 a 4.9 veces (Tabla 7), considerandose como efectivos para el

control de P. xylostella.
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Tabla 7. Concentracién letal, limites fiduciales y ecuacion de prediccion de insecticidas
aplicados a la poblacion de campo Celaya (L5) de larvas de Pluetlla xylostella y su proporcién
de resistencia contra la linea susceptible.

CLso

Insecticida n LFI -LFS P.Rso
(Ppm) (ppm)
Cipermetrina 30 388.440 330.844 -464.440 822.643 9.0
Imidacloprid 30 411.108 367.549 - 457.749 1413 0.4
Lambda cyhalotrina 30 457.620 425.628 - 494.524  13.707 1.6
Spinosad 30 5.175 3.340 - 8.557 22.792 1.9
Fipronil 30 0.482 0.383 - 0.615 5.693 4.9
Indoxacarb 30 36.423 26.593 - 50.774 1151 3.6
Chlophenapyr 30 5.678 1.762 - 9.465 22.792 1.7
Abamectina 30 0.698 0.320 - 1.383 13.707 1.0

CL=Concentracion letal; n= Numero de individuos; LFI=Limite fiducial inferior; LFS=Limite fiducial
superior; P.R=Proporcidn de resistencia.

En la Tabla 8 se pueden observar los fatores de resistencia para la L6, donde
cipermetrina reporto el valor mas alto con 9.7 veces en relacion a la LS, el cual no se
considera aun como resistente, pero se recomienda disminuir el numero de aplicaciones
de este insecticida o la rotacion con otros insecticidas de diferente grupo toicologico
para evitar el desarrollo de resistencia a cipermetrina en la zona en estudio. Para el resto
de los insecticidas evaluados reportan valores inferiores 4.2 veces en relacion a la LS por

lo que se pueden considerar efectivos para el control de P. xylostella.

Tabla 8. Concentracién letal, limites fiduciales y ecuacion de prediccion de insecticidas
aplicados a la poblacién de campo Juventino Rosas (L6) de larvas de Pluetlla xylostella y su
proporcion de resistencia contra la linea susceptible.

Insecticida n CLso LFI -LFS CLoo P.Rso
(ppm) (ppm)

Cipermetrina 30 420.081 345.993-524.389 783.729 9.7
Imidacloprid 30 1054 962.329 - 1147 2790 1

Lambda cyhalotrina 30 375.327  319.441-445.161  45.145 1.3
Spinosad 30 4.352 3.535-5.376 834.953 1.6
Fipronil 30 0.407 0.226 - 0.787 153.858 4.2
Indoxacarb 30 11.396 5.177 - 21.927 6.426 1.1
Chlophenapyr 30 7.339 5.338 - 10.176 32.710 2.2
Abamectina 30 0.779 0.464 - 1.262 17.795 1.1

CL=Concentracion letal; N= Numero de individuos; LFI=Limite fiducial inferior; LFS=Limite fiducial
superior; P.R=Proporcion de resistencia.

Jiang et al. (2015) reportan factores de resistencia mayores a 25.1 veces en diferentes

lineas de campo para cipermetrina, por su parte Zhang et al. (2016) determinaron una
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resistencia superior a 69.76 veces en relacion a su linea susceptible para este mismo
insecticida, mientras que Bujanos et al. (2003) no reportaron resistencia (8 veces) para
una linea de campo de P. xylostella en el estado de Guanajuto, estos resultados difieren a
lo reportado en este estudio, donde se encontrd resistencia a cipermetrina en las lineas
L1 (12.2 veces) y L3 (11.4 veces), mientras que el resto de las lineas evaluadas
presentan una tendencia a generar resistencia, demostrando que ha habido una perdida
de toxicidad de cipermetrina en el estado de Guanajuato. Ninsin, (2004) reporto una
resistencia de 77.3 veces para un insecticida neonicotinoide (Actamiprid), lo cual difiere
a lo encontrado en esta investigacion donde también se evaluo un insecticidad del mismo
grupo toxicologico (imidacloprid) y se reporto una proporcién de resistencia maxima de
1.2 (L2) veces. Balasubramani et al. (2008) reportaron un factor de resistencia (107
veces) en lambda cyhalotrina para lineas de campo de P. xylostella, por otro lado
Bujanos et al. (2003) en un estudio sobre una linea de campo del estado de Guanajuto no
reportaron resistencia (1 veces) de este insecticida en P. xylostella, lo cual coincide a los
resultados de esta investigacion donde no se muestran problemas de resistencia con un
valor maximo de 1.6 (L5). En relacion a spinosad Jiang et al. (2015) y Zhang et al.
(2015) reportaron resistencia en diferentes lineas de campo de P. xylostella con valores
maximos de resistencia de 34.4 y 21.4 veces respectivamente. Por su parte Barrera et al.
(2006) obtuvieron factores de resistencia de 12.5 y 10 veces para lineas de campo del
estado de Guanajuato, superando lo reportado en este esdtudio donde la resistencia mas
alta para spinosad se presento en L5 (1.9 veces), signifacando una disminucion en la
resistencia de P. xylostella en el estado de Guanajuto a spinosad, lo cual se les puede
atribuir al buen manejo y rotacién de este insecticida. Sayyed et al. (2005) y Barrera et
al. (2006) no reportaron resistencia de P. xylostella al producto fipronil con
proporciones de resistencia de 1 y 0.7 veces, coincidiendo con los resultados de esta
investigacion donde no se reporta resistencia a fipronil y se presenta un valor maximo de
4.9 veces (L5). Para el insecticida indoxacarb Nehare et al. (2010) reporto una
resistencia de 31.3 veces en lineas de campo de P. xylostella, por su parte Barrera et al.
(2006) en un estudio realizado sobre diferentes poblaciones de campo de P.xylostella en
el estado de Guanajuto no reporto problemas de resistencia (1.7 veces), lo cual coincide

con lo encontrado en esta investigacién donde no se reporta problemas de resistencia un
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valor maxima de 4.9 veces (L5), pero se puede apresiar una pequefia disminucion en la
toxicidad de este insecticidad. En relacion al insecticida chlophenpyr Jiang et al. (2016)
determinaro6n factores de resistencia en diferentes lineas de campo de P. xylostella que
van de 2.9 a 260.1 veces, mientras que Zhang et al. (2015) reportaron una resistencia de
13.4 veces, estos resultados difieren a los presentados en este estudio donde se reporta
una valor de resistencia maximo de 2.2 veces. Para el producto abamectina Zhang et al.
(2016) y Jiang et al. (2015) reportaron resistencia en diferentes lineas de campo de P.
xylostella con valores de 95.15 y 31.4 veces respectivamente, mientras que Santos et al.
(2011) y Oliveira et al. (2011) no reportaron resistencia de P. xylostella para este
insecticida con proporciones de resistencia de 1.4 y 3.3 veces respectivamente, por su
parte Barrera et al. (2006) en un estudio realizado en diferentes lineas de campo de
P.xylostella en el estado de Guanajuato reporto una resistencia de 2.0 veces para
benzoato de enamectina, de acuerdo a lo reportado en esta investigacion demuestra que
no hay aumento en la resistencia de P. xylostella para insecticidas del grupo toxicologico

avermectinas en las zonas en estudio.

Pruebas bioquimicas

Para la determinacion de los niveles enziméticos primeramente se calculd la cantidad de
proteina contenida en larvas de P. xylostella y asi obtener el nUmero de insectos por
muestra, de 0.25 a 1 larva su contenido de proteina fue por debajo del intervalo
requerido (80 a 120ug), mientras que de 1.25 a 2 larvas estdn dentro del limite
permitido; seleccionando 1.75 larvas como nimero de insectos para la fuente de enzima
(Figura 1). Respecto a la fuente de enzima, Bradford (1976) menciona que valores fuera
del rango no son confiables para la cuantificacion de proteina en tejidos. En tanto que
Dary et al. (1990) reporta que existe estrecha relacion entre tamafio de muestra y
cantidad de proteina, por lo que se pueden presentar diferencias en los resultados

obtenidos.
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Figura 1. Absorbancias de proteina en homogenatos de Plutella xylostella en diluyente buffer de
fosfato (pH: 7.2).

Posteriormente se establecio un umbral de resistencia en base a la linea susceptible y se
determind la proporcion de la resistencia en cada poblacién para las enzimas y se
clasificaron segin Montella et al. (2007). En el Tabla 9 se puede observar que en la
misma poblacion varia la proporcion de resistencia segun la enzima estudiada y todas las
enzimas presentan variacion en su cuantificacion, ya que se presentan de manera
heterogénea, siendo o-Est y ATch las enzimas que presentaron los porcentajes de
resistencia mas elevados con una media de 74.04 y 70.36 % respectivamente; estos
resultados son superiores a los reportados por Flores et al. (2006) determinaron
frecuencias de resistencia de 100% en mosquitos Aedes aegypti (Linnaeus) a causa de a-
Est. Por su parte Landeros et al. (2010) reporto una frecuencia de resistencia de 12.2 %
a causa del ATch en Tetranychus urticae Koch. GST reporto el menor porcentaje de
resistencia con un valor medio de 14.81%, lo cual difiere a lo observado por Chéavez et
al. (2013) en un estudio realizado sobre Bactericera cockerelli (Sulc), donde reporta

1.5% de resistencia generada por esta enzima.

Para [-esterasas la poblacion que corresponde a Juventino Rosas fue la que presentd
mayor porcentaje de resistencia con un valor del 66.66 %, clasificAndose como
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“Alterado”, en tanto que, San Luis de la Paz, San José Iturbide y Valle de Santiago
reportaron 0 % de resistencia para esta enzima con una clasificacion de “Inalterado”.
Celaya y Valle de Santiago expresaron un 100 % de resistencia para a-Est, con una
clasificacion de “Muy alterado”, mientras que para Juventino Rosas se observd la
proporcién de resistencia méas baja con un 44.44% vy una clasificacion de
“Moderadamente alterado” (Tabla 9). Por su parte Sayyed y Wright, (2006) demostraron
que las Est estan implicadas en la resistencia de P. xylostella al indoxacarb, lo cual era
inesperado ya que el indoxacarb es un pro-insecticida que se sabe que se activa a través
de la hidrdlisis por esterasas (Wing et al., 2000).

En lo que se refiera a GST, San José lturbide reporto el porcentaje mas elevado de
resistencia con un 55.55 %, clasificandose como “Alterado”, por su parte, las
poblaciones de Valle de Santiago Abasolo y San Luis de la Paz presentaron un
porcentaje de resistencia nulo y una clasificacion “Inalterada” (Tabla 9). Wu et al.
(2004) menciona que GST juega un papel importante como mecanismo de resistencia en
Lepidopteros ya que el alto contenido de esta enzima ayuda a la desintoxicacion de
organofosforados, piretroides, y diamidas, asi como indoxacarb (Hu et al., 2014a).

La poblacién que corresponde a San Luis de la Paz expreso un 100 % de resistencia a
causa de la enzima ATch y una clasificacion de “Muy alterado”, en tanto que, para San
José Iturbide se observo el porcentaje méas bajo para esta enzima con un valor de 44.44
% Yy una clasificacion de “Moderadamente alterado” (Tabla 9). Wang et al. (2004)
menciona que el principal mecanismo de resistencia en muchos insectos es la alteracion
de la ATch que se observa como una insensibilidad de la misma enzima, debido a que
existen multiples formas mutantes de la ATch en la que el insecticida no puede

acoplarse y no ejerce su accion dado el cambio en su conformacién (Bisset, 2002).

Para oxidasas la poblacion que corresponde a San Luis de la Paz reportd el porcentaje de
resistencia méas alto con un 100 % y una clasificacion “Muy alterado”, por otro lado las
poblaciones de Celaya y San José lturbide presentaron una nula de resistencia a causa de

esta enzima (Tabla 9). Pimentel et al. (2008) mencionan que las oxidasas juegan un
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papel fundamental en la detoxificacion de diversos plaguicidas, participando
directamente en la inhabilitacion del producto u oxidandolo para que entren otros

sistemas enzimaticos y puedan ser detoxificados.

Tabla 9. Proporcion de resistencia en diferentes poblaciones de P. xylostella en el estado de
Guanajuato.

%o de Resistencia

Poblacion -
B-Est a-Est GST ATCh Oxid
Celaya 33.333° 100.000° 11.111°  77.777° 0.000°
V. de Santiago 0.000° 100.000°  0.000*° 88.880°  44.444°
Abasolo 11.111° 55555  0.000° 55.555¢  22.222°
Sn. Luis de la Paz 0.000* 66.666°  0.000° 100.000° 100.000°
Juventino Rosas 66.666%  44.444° 22222° 55555¢  77.777°
Sn. José Iturbide 0.000*  77.777° 555559  44.444° 0.000%

X 18.518 74.074 14.815 70.369 40.741

Clasificacion segiin Montella et al. (2007): ®Inalterado, "Incipientemente alterado, “Moderadamente
alterado, “Alterado, *Muy alterado.

En el Tabla 10 se puede observar el analisis de varianza del contenido B-esterasas en las
6 poblaciones de Plutella xylostella, donde se reporta un coeficiente de variacién de
16.75 %, lo que indica que la produccion de B-Esterasas en la zona del estado de
Guanajuato se presenta de una forma homogénea, dado a que se encontr6 muy poca

variabilidad entre dichas poblaciones.

Tabla 10. Anélisis de varianza del contenido B-esterasas en las 6 poblaciones de Plutella
xylostella en el estado de Guanajuato.

FV GL SC ™M F Pr>F
Trat 6 7.187 1.1979 9.708 2.58 e-07***
Error 56 6.91 0.1234
Total 62 14.097 1.3213
CV.= 16.75 %

Por su parte el coeficiente de variacion de a-esterasas es mayor en comparacion al de p-
Esterasas con un valor de 28.63 % indicando una mayor variabilidad de los individuos

para la produccion de a-esterasas (Tabla 11).
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Tabla 11. Analisis de varianza del contenido o-esterasas de en las 6 poblaciones de Plutella
xylostella en el estado de Guanajuato.

FV GL SC ()Y] F Pr>F
Trat 6 10.52 1.753 5.541 0.000146***
Error 56 17.72 0.3164
Total 62 28.24 2.0694
CV.= 28.63 %

B-Est presentd una mayor expresion para Juventino Rosas con una media de 2.805, en
tanto que San Luis de la Paz reporto el valor mas bajo para esta enzima con una
absorbancia media de 1.722. Mientras que a-Est se observd su mayor contenido en
Celaya con valor medio de 2.589; la Linea Susceptible expreso la absorbancia menor
para o-Est con una media de 1.401 (Tabla 12). En P. xylostella, niveles elevados de Est
se correlacionan con la resistencia a organofosforados, carbamatos, piretroides,
indoxacarb, avermectina, y benzoilurea (Sayyed y Wright, 2006; Eziah et al., 2009;
Furlong et al., 2013).

Tabla 12. Comparacién de medias del contenido de B y a-esterasas en 6 poblaciones de Plutella
xylostella del estado de Guanajuato y una linea susceptible.

Poblacion n p-Est o-Est
Media £ SD Media + SD
Linea Susceptible 12  1.847+0.516 bc 1.401+0.124 ¢
Celaya 12 2.337+0.295 ab 2.589+0.142 a
V. de Santiago 12 1.995+0.282 bc 2.068+0.075 abc
Abasolo 12 1.974+0.408 bc 1.582+0.264 bc
Sn. LuisdelaPaz 12 1.722+0.018c 1.625+0.093 bc
Juventino Rosas 12 2.805+0.355a 2.109+1.092 abc
Sn. José Iturbide 12 1.988+0.3680 c 2.374+0.949 ab

n= Numero de muestras; SD= Desviacion estandar

En el Tabla 13, encontramos un coeficiente de variacibn muy elevado de 57.7 %,
indicando que dentro de cada poblacion el contenido de Glutation S-Transferasas es muy
heterogénea resultado de la variabilidad de los individuos para la produccion de la

enzima en mencion.
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Tabla 13. Andlisis de varianza del contenido Glutation-S-Transferasas de en las 6 poblaciones

de Plutella xylostella en el estado de Guanajuato.

FV GL SC Cc™m F value Pr>F
Trat 6 0.0032 0.00054 12.28 9.15e-09***
Error 56 0.0025 0.00004
Total 62 0.0057 0.00058
C.V.= 577 %

San José lturbide presentd el valor maximo de absorbancias para GST con una media de

0.024, por su parte Abasolo reporto la media més baja para esta enzima con un valor de

0.001 (Tabla 14). La sobreexpresion de glutation S-transferasa es responsable de la

resistencia a los organofosforados, piretroides, y diamidas, asi como indoxacarb

(Furlong et al., 2013; Hu et al., 2014a). Siqueira et al. (2001), menciona que en general

las enzimas GST tienen un rol secundario en

acuerdo a Bisset, (2002) y Reyes et al. (2011),

la detoxificacion de insecticidas. De

mas de un mecanismo de resistencia

puede estar implicado en la disminucion de la eficacia de un producto determinado, y un

mismo mecanismo puede generar resistencia a mas de un producto.

Tabla 14. Comparacion de medias del contenido de

Glutation-S-Transferasas en 6 poblaciones

de Plutella xylostella del estado de Guanajuato y una linea susceptible.

GST
Media + SD

Poblacion n
Linea Susceptible 12
Celaya 12
V. de Santiago 12
Abasolo 12

Sn. LuisdelaPaz 12
Juventino Rosas 12
Sn. José lturbide 12

0.006+0.006 bcd
0.012+0.007 bc
0.004+0.003 cd
0.001+0.002 d
0.016+0.004 ab
0.014+0.012 bc
0.024+0.005 a

n= Numero de muestras; SD= Desviacién estandar

En el Tabla 15, se registra un coeficiente de variacion elevado para el contenido de

Acetilclinesterasa de 62.72 %, presentandose con mayor heterogeneidad en comparacion

a Glutation S-Transferasas.
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Tabla 15. Andlisis de varianza del contenido Acetilcolinesterasa de en las 6 poblaciones de
Plutella xylostella en el estado de Guanajuato.

FV GL SC cM F Pr>F
Trat 6 0.108 0.0181 274 5.41e-15%**
Error 56 0.037 0.0006
Total 62 0.145 0.0187
CV.= 62.72 %

En lo que se refiere a ATCh se observd que la poblacion de San Luis de la Paz se
expresd un mayor contenido para esta enzima con una media de 0.130, por otro lado la
Linea Susceptible reporto un contenido nulo para ATCh (Tabla 16). Bisset (2002)
menciona que este mecanismo produce un amplio espectro de resistencia a la de los
organofosforados y en mayor medida a los carbamatos.

Tabla 16. Comparacion de medias del contenido de Acetilcolinesterasa en 6 poblaciones de
Plutella xylostella del estado de Guanajuato y una linea susceptible.

Poblacion n A.TCh
Media + SD
Linea Susceptible 12 0.000+0.000 d
Celaya 12 0.042+0.036 bc
V. de Santiago 12 0.065+0.035b
Abasolo 12 0.008+0.016 cd

Sn. LuisdelaPaz 12 0.130+0.010a

Juventino Rosas 12 0.022+0.030 cd

Sn. José lturbide 12 0.018+0.026 cd
n= Numero de muestras; SD= Desviacion estandar

En relacién al analisis de varianza el contenido de oxidasas del Tabla 17, es similar al de
[B-Esterasas en las poblaciones muestreadas, con valores de 16.2 y 16.75
respectivamente, reportando un poco variabilidad de estas enzimas para la zona del

estado de Guanajuato.
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Tabla 17. Anélisis de varianza del contenido Oxidasas de en las 6 poblaciones de Plutella

xylostella en el estado de Guanajuato.

FV GL SC CcM F Pr>F
Trat 6 22.714 3.786 488.5 <2e-16***
Error 56 0.434 0.008
Total 62 23.148 3.794
CV.= 16.2 %

En el caso de Oxid se puedo observar que su mayor contenido se presentd para la

poblacién de San Luis de la Paz con una valor medio de 2.003, y expresandose su menor

contenido para la poblacién que corresponde a Celaya con una absorbancia media de

0.207 (Tabla 18). El aumento de las actividades Oxid contribuye a la resistencia a

carbamatos, piretroides, andlogos de nereistoxina, y diamidas (Bautista et al., 2009;

Furlong et al., 2013; Hu et al., 2014b). Estas enzimas las mas cominmente asociadas

con la resistencia cruzada entre DDT / piretroides (Scott y Wen 2001; Fonseca et al.,

2009).

Tabla 18. Comparacion de medias del contenido de Oxidasas en 6 poblaciones de Plutella
xylostella del estado de Guanajuato y una linea susceptible.

., Oxid

Poblacion Media + SD
Linea Susceptible 12 0.236+0.081 cd
Celaya 12 0.207+0.021 d
V. de Santiago 12 0.349+0.095 bc
Abasolo 12 0.275%0.076 cd
Sn. Luis de la Paz 12 2.003+0.145a
Juventino Rosas 12 0.445+0.091 b
Sn. José lturbide 12 0.285%0.051cd

n= Numero de muestras; SD= Desviacion estandar
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CONCLUSIONES

De acuerdo a la informacion generada en esta investigacion, las poblaciones San Luis de
la Paz y Valle de Santiago reportan resistencia para cipermetrina, mientras que el resto
de las poblaciones en estudio presentan una tendencia a desarrollar resistencia a este
producto, se recomienda la disminucion de las aplicaciones y rotacion de cipermetrina
en el estado de Guanajuato. Para el resto de los insecticidas evaluados no se reporta
resistencia en ninguna de las poblaciones en estudio, por lo que se consideran efectivos

para el control de P. xylostella en el estado de Guanajuato.

Las a-Est y ATch fueron los grupos de enzimas con mayor presencia, por lo que se les
considera como el principal mecanismo de resistencia para P. xylostella en el estado de
Guanajuato; GST expreso el menor contenido para las poblaciones en estudio, siendo un
mecanismo detoxificativo poco relevante para la generacion de resistencia en P.

xylostella.
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Resumen

La palomilla dorso de diamante es una de las principales plagas que afectan a
las cruciferas, debido a la importancia de estos cultivos y al dafio generado se
ha convertido en un grave problema para los productores. Su control se basa
principalmente por el método quimico, en el cual solo se emplean insecticidas
compatibles con el medio ambiente y la salud humana. Sin embargo la alta
presion de seleccion de insecticidas, ha generado a que desarrolle resistencia a
las diferentes materias activas utilizadas para su control. Por lo anterior, se
realizaron pruebas bioquimicas para cuantificar a y B esterasas, glutation S-
transfersas, aceti colinesterasas y oxidasas, enzimas relacionadas con la
resistencia a insecticidas, en 4 poblaciones de Plutella xylostella del estado de
Guanajuato (Abasolo, Celaya, San Luis de la Paz y Valle de Santiago) y una
linea susceptible como referencia. Los resultados nos indican que las enzimas
con mayor presencia fueron las a y 3 esterasas en Celaya y Valle de Santiago,
asi como oxidasas en poblaciones de San Luis de la Paz, Asi mismo, podemos
mencionar que las enzimas responsables de la falta de efecticividad en
productos aplicados para el control de esta plaga como piretroides,
organofosforados y benzoilureas son las enzimas esterasas. Por su parte las
enzimas Acetilcolinestersa y Glutation S~transferasa no presentaron relevancia

como mecanismo detoxificativo.

Palabras clave: Enzimas detoxificativas, dorso de diamante, tolerancia a

insecticidas
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Abstract

The diamondback moth is one of the main pests that affect the cruciferous, due
to the importance of these crops and the damage generated has become a
serious problem for producers. Its control is mainly based on the chemical
method, in which only insecticides compatible with the environment and human
health are used. Nevertheless, the high pressure of selection of insecticides, has
generated develop resistance to the different active materials used for its
control. Therefore, biochemical tests were performed to quantify a and
esterase, Glutathione S-transferase, Acetylcholinesterase and oxidases,
enzymes related to resistance to insecticides, in four populations of Plutella
xylostella from the state of Guanajuato (Abasolo, Celaya, San Luis de la Paz
and Valle de Santiago) and a susceptible line as a reference. The results
indicate that the enzymes with the highest presence were the a and 3 esterase’s
in Celaya and Valle de Santiago, as well as oxidases in populations of San Luis
de la Paz. Moreover, we can mention that the enzymes responsible for the lack
of effectiveness in products applied for the control of this pest as pyrethroids,
organophosphates and benzoylureas are the esterase enzymes. For its part, the
enzymes Acetylcholinesterase and Glutathione S- transferase did not present

relevance as a detoxification mechanism.

Keywords: Detoxification enzymes, diamondback moth, insecticide tolerance.
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Introduccion

En el estado de Guanajuato anualmente se siembran 20,590.50 ha de
brocoli con una produccion de 292,345.21 Ton (SIAP, 2014), cuya produccion
se destina principalmente al mercado de exportacion, por lo que el cultivo
representan una importante fuente de divisas y significativos beneficios para los
productores (Bujanos et al., 2013). La principal plaga de importancia econémica
en las cruciferas es la palomilla “Dorso de Diamante" Plutella xylostela (INIFAP,
2013), es una plaga cosmopolita altamente destructiva (Heckel, 2006), que
afecta la calidad del producto debido a la contaminacion por huevos y larvas
gue ocasionan que sea rechazado para su exportacion (INIFAP, 2013). Este
especialista de cruciferas puede tener su origen en Europa (Sarfraz et al.,
2006), o el Este de Asia (Liu et al., 2003), pero esta presente en todo el mundo
donde existan sus plantas huésped (Torres et al., 2006). Causando dafios
graves, al interferir en el crecimiento de las plantas e incluso causar la muerte o
pérdida total (Da Silva, 2008). Se ha convertido en un tema de investigacién en
todas las regiones productoras, con el fin de obtener medidas de control
técnicamente apropiadas, econdémicamente satisfactorias y respetuosas al
medio ambiente (Thuler, 2006). P. xylostella se considera que es una de las
plagas mas dificiles de controlar y hasta ahora, los insecticidas son el principal
método para su control, siendo las diamidas, avermectinas, piretrinas, y Bt los
grupos principales de insecticidas utilizados para erradicar esta plaga (Xia et al.,
2014). Junto a las consecuencias para el medio ambiente como la eliminacién
de enemigos naturales y el surgimiento de plagas secundarias; el aumento del
riesgo tanto de presencia de residuos en el producto comestible como para el
personal de campo (Bujanos, 2013), el uso inadecuado y continuo de las
mismas materias activas ha generado poblaciones de P. xylostella resistentes a
los insecticidas (Attique et al., 2006, Khaliq et al., 2007). En muchos paises P.
xylostella ha desarrollado resistencia a casi todos los insecticidas utilizados en
contra de ella, (Furlong et al., 2008). De acuerdo con la Arthropod Pesticide
Resistance Data base (APRD), para el afio 2015 , la polilla de la col habia

desarrollado resistencia a aproximadamente 91 compuestos con diferentes
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modos de accion, incluyendo organoclorados, organofosforados, carbamatos,
piretroides, anélogos de nereistoxina, benzoilureas, Bacillus thuringiensis,
avermectinas, espinosinas, fenilpirazoles, indoxacarb, diacilhidrazinas vy
diamidas (APRD, 2015). Sin embargo, el aspecto mas importante en el manejo
de resistencia a los insecticidas, es la comprension de los mecanismos que
conducen a la resistencia de las plagas a estos. Investigaciones previas indican
gue los mecanismos de resistencia de insectos a los insecticidas involucraba
mutaciones de aminoacidos de destino, la sobre-expresion o mutaciones de
desintoxicacion, enzimas detoxificativas, resistencia a la penetracion y
resistencia de comportamiento (Ahmad et al., 2006; Bass et al., 2015). Sin
embargo, la mayor parte de mecanismos de resistencia en comun, es la
resistencia metabdlica, con un aumento en las actividades de esterasas,
glutation S-transferasas, y oxidasas (Li et al., 2007; Bass et al., 2011). En P.
xylostella, niveles elevados de esterasas se correlacionan con la resistencia a
organofosforados, carbamatos, piretroides, indoxacarb, avermectina, Yy
benzoilurea (Sayyed et al., 2006; Eziah et al., 2009; Furlong et al., 2013), y la
sobreexpresion de glutation S-transferasa es responsable de la resistencia a los
organofosforados, piretroides, y diamidas, asi como indoxacarb (Furlong et al.,
2013; Hu et al.,, 2014a). Ademas, el aumento de las actividades oxidasas
contribuye a la resistencia a carbamatos, piretroides, analogos de nereistoxina,
y diamidas (Bautista et al., 2009 Furlong et al., 2013; Hu et al., 2014b;). El
metabolismo de los insectos juega un papel importante en la resistencia a
insecticidas y el conocimiento del mismo se puede utilizar para mejorar la
toxicidad de los insecticidas por la mezcla de otros insecticidas que no poseen
las mismas vias metabdlicas (Mohan y Gujar, 2003). Por lo antes mencionado
el objetivo de la presente investigacion fue generar informacion sobre los
mecanismos enzimaticos de resistencia en diferentes poblaciones de P.
xylostella del estado de Guanajuato y su cuantificacion mediante pruebas

bioquimicas.
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Materiales y Métodos

Se evaluaron 5 poblaciones de P. xylostella del estado de Guanajuato
como son: Valle de Santiago, San Luis de la Paz, Abasolo, Celaya y como
poblacion susceptible se utilizaron individuos proporcionados por el INIFAP
campus Celaya reproducidos desde 1996 sin presion de seleccién a
insecticidas. Considerando que son las poblaciones con mayor superficie de
siembra de brocoli en el estado. La colecta en campo se realizé de forma
manual en lotes comerciales de las poblaciones antes mencionadas. Se
colectaron larvas pupas y adultos de P. xylostella, las cuales se colocaron en
contenedores de plastico y se metieron en hieleras para su traslado a cajas
entomoldgicas en laboratorio a 27 °C, 50% de humedad relativa y 16:8 h luz:
oscuridad, esto para su reproduccién hasta F1 y tener individuos suficientes de
la misma edad para su posterior estudio.

Para cada poblacion de P. xylostella se utilizaron cinco pruebas bioquimicas
para la determinacion de los niveles enzimaticos de a-esterasas (a-Est), B-
esterasas (B-Est), oxidasas (Oxid), Glutation S-Transferasas (GST) vy
acetilcolinesterasas (ACTh). Todas las pruebas se corrieron por triplicado en
placas de 96 pozos y fueron leidas mediante el lector de microplacas.

Pruebas bioquimicas

Determinacion de proteina a larvas de P. xylostella: Se empled la metodologia
descrita por Bradford (1976) modificada por Brogdon (1984), Brogdon y Barber
(1987). Se colocaron ocho muestras en tubos eppendorf con 0.25, 0.50, 0.75, 1,
1.25, 1.50, 1.75 y 2 larvas de P. xylostella con 4 repeticiones, se agregaron 500
ML de solucién buffer (KPO4) a 0.05 My 7.2 pH, se trituraron y se aforaron a 1
mL para emplearlo como fuente de enzima. Se utilizd una microplaca de 96
pozos, donde a cada cavidad se colocaron 20 pyL de homogenato y se
agregaron 80 pL de solucion buffer mas 200 uL de colorante diluido, esto se
realiz6 por triplicado para cada repeticion. Se tomaron las lecturas de
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absorbancia utilizando el filtro de 630 nm y se calcularon los valores de ug mL™

de proteina comprendidos en el rango de 80 a 140 ug.

Niveles enzimaticos: Empleando el método de Brogdon y Dickinson (1983), se
determinaron los niveles de B y a-esterasas, se agregaron 100 uL del
homogenato y 100 yL de B o a-naftil acetato en cada pozo de la microplaca, se
dejo incubar por 10 min y se adicionaréon 100 yL de Dianisidina y se dejaron
incubar durante 2 min, fueron leidas con un filtro de 540 nm. En cuanto a las
oxidasas, se utilizd la metodologia de Brogdon et al. (1997), se colocaron 100
ML del homogenato, se adicionaron 200 pyL de ,5,5- Tetramethyl-Benzidina
Dihydrochloride (TBMZ), y 25 uL de H,O, a 3%, se dejé incubar por 5 min y se
tomo lectura usando un filtro de 620 nm. Para las GST, se utilizo el método de
Brogdon y Barber (1990), se colocaron 100 pyL del homogenato, adicionando
100 pL de glutatién reducido y 100 uL de 1-cloro-2,4’-dinitrobenceno (CDNB), y
fue leido a tiempo cero (TO), se volvio a leer a los 5 min (T5) utilizando el filtro
de 340 nm, se tomaron las diferencias de ambos tiempos para el andlisis de
resultados. Por ultimo, siguiendo la metodologia de Brogdon (1988), se
determinaron los niveles de acetilcolinesterasa, colocando 100 pL del
homogenato, se agregaron 100 uL de yoduro de acetilcolina al 3.0 mM y 100 uL
de acido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB), y se toma la primera lectura (TO)
y se volvio a correr después de 10 min (T10), utilizando el filtro de 414 nm, se

tomaron las diferencias de ambos tiempos para el analisis de resultados.

Con las absorbancias de cada enzima se realiz6 una distribucion de frecuencias
y se establecio un umbral de resistencia. Por ultimo, se realizé un ANOVA y
una prueba de Tukey (P= 0,05), para la separacion de las medias, utilizando el

programa estadistico computacional R version 3.3.1.
Resultados y discusion

Para la determinacion de los niveles enzimaticos, en primera instancia se
calculo la cantidad de proteina contenida en larvas de P. xylostella, y asi

obtener el nidmero de insectos por muestra, donde de 0.25 a 1 larva su
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contenido de proteina fue por debajo del intervalo requerido (80 a 120ug),
mientras que de 1.25 a 2 larvas estan dentro del limite permitido; seleccionando
1.75 larvas como numero de insectos para la fuente de enzima (Figura 1).
Respecto a la fuente de enzima, Bradford (1976) menciona que valores fuera
del rango no son confiables para la cuantificacion de proteina en tejidos. En
tanto que Dary et al., (1990) reporta que existe estrecha relacion entre tamafio
de muestra y cantidad de proteina, por lo que se pueden presentar diferencias

en los resultados obtenidos.
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Figurel. Protein Absorbance in Plutella xylostella Homogenates in Phosphate
Buffer Diluent (pH: 7.2)

Para determinar los niveles enzimaticos, mencionaremos que las poblaciones
en estudio estuvieron bajo un manejo con insecticidas piretroides, lactonas
macrociclicas, espynosinas, diamidas, fosforados y carbamicos. En la tabla 1,

se pueden observar las absorbancias por enzima para las diferentes
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poblaciones de P. xylostella. Donde se observé diferencias significativas entre
las poblaciones en estudio para cada enzima. Donde B y a-Est son las enzimas
gue se expresaron en mayor cantidad para todas las poblaciones, seguidas de
Oxid mientras que GST y ACTh fueron las que presentaron un menor
contenido. B-Est se expresd en mayor cantidad para la poblacién de Celaya con
una media de 2.337, en tanto que San Luis de la Paz y la Linea Susceptible
presentaron los valores mas bajos para esta enzima, con absorbancias de
1.722 y 1.847 respectivamente. Mientras que a-Est se reportd su mayor
contenido en Celaya seguido de Valle de Santiago con valores medios de 2.589
y 2.068 respectivamente; la Linea Susceptible junto a Abasolo presentaron las
absorbancias menores para a-Est con una media de 1.401 y 1.582
respectivamente. En el caso de Oxid se puedo observar su mayor contenido fue
expresado para la poblacion de San Luis de la Paz con una valor medio de
2.003, y observandose su menor contenido para la poblacion de Celaya con
una absorbancia de 0.207. Por otro lado, San Luis de la Paz reporto el valor
maximo de absorbancias para GST con una media de 0.016, mientras que
Abasolo y Valle de Santiago fueron los que presentaron las medias mas bajas
para esta enzima con valores de 0.001 y 0.004 respectivamente. En lo que se
refiere a ATCh la poblacion que corresponde a San Luis de la Paz fue la que
presento una mayor expresion para esta enzima con una media de 0.130, en

tanto que la Linea Susceptible reporto una expresion nula para ATCh.

Estudios anteriores reportan que el principal mecanismo de resistencia a
piretroides, organoclorados (Ponce et al., 2009), organofosforados (Bisset et al.,
2001), oxidazinas (Toshio et al., (2004), avermectina, y benzoilurea (Sayyed et
al., 2006; Eziah et al., 2009; Furlong et al., 2013) es a causa del alto contenido
de esterasas. Para las oxidasas que fue el segundo mecanismo detoxificativo,
Pimentel et al., (2008) mencionan que las oxidasas juegan un papel
fundamental en la detoxificacion de diversos plaguicidas, participando
directamente en la inhabilitacion del producto u oxidandolo para que entren
otros sistemas enzimaticos y puedan ser detoxificados. Los altos valores de

oxidasas posiblemente se debe a las repetidas aplicaciones de abamectina en
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algunas de las localidades; segun Clark et al. (1994), las enzimas oxidativas

son el principal mecanismo fisiolégico de resistencia a la abamectina.
Finalmente las GST, en la zona productora del estado de Guanajuato, no es un
factor determinante para la presencia de resistencia, estos resultados obtenidos
concuerdan con los reportados por Diaz et al. (2004) y Landeros et al. (2010),
utilizando esta misma metodologia, reportaron una baja presencia de GST en
mosquitos y arafiita roja respectivamente. Una de las posibles razones de
encontrar bajos niveles de GST, es que estas enzimas estan involucradas en la
resistencia a insecticidas organofosforados (Ortelli et al., 2003); sin embargo, la
elevada produccién de esterasas en una enzima mas afin a este grupo

toxicolégico (Bisset et al., 2001).

Table 1. Absorbance means of each enzyme for different populations of Plutella

xylostella in the state of Guanajuato.

Poblacion n p-Est o-Est GST ATCh Oxid
Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD

LineaSusceptible 12 18470516 bc  1.401:0.124 d  0.006£0.006 pe 0000:0.000 ¢  0.236:0.081 ¢

Celaya 10 233740295 a  2.589+0.142 0.01240.007 zp 004240036 b  0.20740.021

V. de Santiago 10 1995+0282 b 2.068+0.075 0.004+0.003 ¢  0065:0.035 b  0.349+0.095 |

Abasolo 1o 197440408 b  1582+0264 cd 00010002 .  0.008+0.016 ¢  0.275+0.076 pc

Sn LuisdelaPaz 12 172240018 b 16250093 ¢  0016+0.004 5  0.130+0.010 a  2003+0.145 §

Conclusiones

En la zona productora del estado de Guanajuato, las esterasas y oxidasas son
las enzimas con mayor presencia, responsables de la resistencia en P.
xilostella. Por su parte, glutation s-tranferasa y acetilcolinesterasa no presentan
relevancia como mecanismo detoxicativo, por lo que se propone reducir las

aplicaciones de productos organofosforados y carbamatos.
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Resumen

Plutella xylostella es la plaga mas importante en los cultivos de cruciferas, ocasionando
incrementos significativos en los costos de produccién, afectando la calidad del producto
causando que sea rechazado para su exportacion. El control de esta plaga se basa
principalmente en insecticidas quimicos, aumentando el riesgo de la presencia de
residuos en el producto comestible asi como el desarrollo de resistencia a los insecticidas
empleados contra ella. Se realizaron pruebas de resistencia para la determinacion de la
susceptibilidad de larvas de tercer instar de P. xylostella a spinosad, abamectina,
fipronil, cipermetrina, lambda cyhalotrina, imidacloprid, indoxacarb y chlorphenapyr
sobre seis poblaciones del estado de Guanajuato y una linea susceptible. Los resultados
demuestran que las poblaciones de San Luis de la Paz y Valle de Santiago presentan
problemas de resistencia para cipermetrina, mientras que el resto de las poblaciones
presentan una tendencia al desarrollo de resistencia contra este insecticida. Para el resto
de los insecticidas evaluados no se presentan problemas de resistencia en ninguna de las
poblaciones en estudio, considerandose efectivos para el control de esta plaga en el

estado de Guanajuato.
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Abstract

Plutella xylostella is the most important pest in cruciferous crops, causing significant
increases in production costs, affecting the quality of the product causing it to be
rejected for export. The control of this pest is mainly based on chemical insecticides,
increasing the risk of the presence of residues in the edible product and the development
of resistance to the insecticides used against it. Resistance tests were carried out to
determine the susceptibility of third instar larvae of P. xylostella to spinosad, abamectin,
fipronil, cypermethrin, lambda cyhalothrin, imidacloprid, indoxacarb and chlorphenapyr
on six populations of the Guanajuato state and a susceptible line. The results show that
the populations of San Luis de la Paz and Valle de Santiago present resistance problems
to cypermethrin, while the rest of the populations have a tendency to develop resistance
to this insecticide. For the rest of the evaluated insecticides there are no problems of
resistance in any of the populations under study, considering them effective for the
control of this pest in the Guanajuato state.

Keyswork: Plutella xylostella, insecticides, resistance

Introduccion

El cultivo de brécoli (Brassica oleracea L.) es de suma importancia socioeconémica en
la regidn del Bajio en México (Montesinos, 2005), siendo el estado de Guanajuato es el
principal productor de B. oleracea, aportando el 63 % de la produccion nacional con un
valor de produccion de $ 1, 791,255.00 (SIAP, 2017a), representando una importante
fuente de divisas y significativos beneficios para los productores (Bujanos et al., 2013)
ya que el 80 % de su produccidn esta destina a exportacion, siendo Estados unidos su
principal mercado en ventas internacionales (SIAP, 2017b). Plutella xylostella (L.), es la
plaga mas importante en todo el mundo en los cultivos de cruciferas (Talekar y Shelton,
1993; Fathi et al., 2011; Zalucki et al., 2012), ocasionando incrementos significativos en

los costos de produccion (INIFAP, 2013), ya que es una especie altamente migratoria y
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muy destructiva (Heckel, 2006), afectando la calidad del producto debido a la
contaminacion por huevos y larvas lo que ocasiona que sea rechazado para su
exportacion (INIFAP, 2013) y afecta el crecimiento y desarrollo de la planta generando
mal formaciones e incluso puede llegar a causar la muerte o pérdida total de la misma
(Da Silva, 2008). El control de la Palomilla Dorso de Diamante se basa principalmente
en insecticidas quimicos de amplio espectro (Tabone et al., 2010, 2012).
Desafortunadamente, la mayoria de los insecticidas existentes son dafiinos para el medio
ambiente y se han observado mdltiples efectos secundarios en artrépodos benéficos
(Desneux et al., 2007; Biondi et al., 2012, Lu et al., 2012), por otro lado se aumenta el
riesgo de la presencia de residuos en el producto comestible como para el personal de
campo (Bujanos et al., 2013). Ademas, debido al uso excesivo de insecticidas
comerciales y aplicaciones inadecuadas, la Palomilla Dorso de Diamante ha desarrollado
resistencia a los productos utilizados para su control. (Talekar y Shelton, 1993,
Tabashnik, 1994, Sun et al., 2012). De acuerdo con la Arthropod Pesticide Resistance
Data base (APRD), para el afio 2015 P. xylostella habia desarrollado resistencia a
aproximadamente 91 compuestos con diferentes modos de accion, incluyendo
organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides, anadlogos de nereistoxina,
benzoilureas, Bacillus thuringiensis, avermectinas, spinosinas, fenilpirazoles,
indoxacarb, diacilhidrazinas y diamidas (APRD, 2015). EIl control de esta plaga se ha
convertido en un tema de investigacion en todas las regiones productoras, con el fin de
obtener medidas de control técnicamente apropiadas, economicamente satisfactorias y
respetuosas al medio ambiente (Thuler, 2006), ya que sociedad demanda la evaluacion
de las préacticas agricolas potencialmente peligrosas, como el uso excesivo de
insecticidas (Roberts, 2004). Exigiendo inspecciones estrictas del impacto de dichas
practicas, asi como la busqueda de alternativas para manejar adecuadamente las plagas
dentro de un contexto econémico, social y ecolégico (Barrera et al., 2006). Por lo que
es necesario el estudio de nuevas materias activas para el control de esta plaga y que
sean potencialmente amigables con la salud humana y el medio ambiente. Por lo antes
mencionado el objetivo de la presente investigacion fue determinar la susceptibilidad a
ocho insecticidas de diferente grupo toxicologico en seis poblaciones de P. xylostella del

estado de Guanajuato.

72



Materiales y métodos

Ubicacion del experimento: La presente investigacion se llevé acabo en el Laboratorio
de Fitosanidad del Departamento de Ciencias Agropecuarias del Instituto Nacional de

México, Instituto Tecnoldgico de Roque en Celaya, Guanajuato, México.

Insecticidas: Se evaluaron ocho insecticidas quimicos de diferente grupo toxicoldgico
como son: abamectina, spinosad, imidacloprid, chlorphenapyr, cipermetrina, indoxacarb,
fipronil y lambda cyhalotrina, cada producto se evalué a 6 dosis que comprendian
mortalidades de 0-100 %.

Poblaciones en Plutella xylostella: Se estudiaron seis poblaciones de P. xylostella del
estado de Guanajuato como son: Valle de Santiago, Celaya, San José Iturbide, San Luis

de la Paz, Abasolo y Juventino Rosas.

Colecta de material bioldgico en campo: La colecta en campo se llevo a cabo de forma
manual en lotes comerciales de las poblaciones antes mencionadas. Se colectaron
larvas, pupas y adultos de P. xylostella, las cuales se colocaron en contenedores de
plastico y se metieron en hieleras para su traslado a cajas entomolégicas (60 cm x 40 cm
x 40 cm) en invernadero para la eliminacion de entomopatogenos y parasitoides que
pudieran estar presentes. Los adultos se alimentaron con miel de abeja, con la finalidad
de asegurar su apareamiento y la oviposicion, la alimentacion de las larvas se realizo
con plantas de brocoli de 40-50 dias de edad. Los individuos de cada poblacion se
reprodujeron hasta F3 y asi tener suficientes larvas para su posterior estudio. Como
poblacién susceptible se utilizaron individuos proporcionados por el Campo
Experimental Bajio del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y

Pecuarias (INIFAP), reproducidos desde 1996 sin presion de seleccion a insecticidas.

Bioensayos: Para la evaluacion de los insecticidas se empleé el método de pelicula
residual (IRAC, 2017), utilizando larvas de P. xylostella de tercer instar. El cual
consistié en tomar una hoja de brécoli de 40-50 dias de edad y se sumergié en las

soluciones en estudio por un tiempo de 10 segundos y se dejé secar en papel absorbente
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durante una hora para eliminar excesos, posteriormente fueron colocadas en cajas petri
provistas de papel absorbente saturado con agua y se transfirieron 10 larvas de P.
xylostella por hoja mediante un pincel de pelo de camello 000 y se colocaron en una
camara climatica a 27 °C, 50% de humedad relativa (HR) y un fotoperiodo de 16:8 h
luz:oscuridad. Los conteos de mortalidad de las larvas se realizaron a las 24 h a partir del
inicio del experimento. Como criterio de muerte a los individuos se les realizo a un
estimulo con un pincel en la parte dorsal, todo aquel que no respondia a dicho estimulo
fue considerado como muerto. Se utilizé un disefio experimental completo al azar con 6
tratamientos y un testigo blanco el cual fue agua méas adherente, con 3 repeticiones cada

uno.

Analisis estadistico: Con los datos obtenidos de los bioensayos se realizd una
correccion de mortalidad con la formula propuesta Abbott (1925). Los resultados de la
correccion de mortalidad se sometieron a un Analisis Probit (Finney, 1971) para obtener
la curva de respuesta concentracion-mortalidad y asi determinar la CLsg, utilizando el
programa estadistico computacional SAS System. Una vez obtenida la CLs para las
lineas de campo y la linea susceptible, se determind la proporcién de resistencia
dividiendo los valores de CLso de las lineas de campo contra la ClLsy de la linea
susceptible (Georghiou, 1962).

Resultados y discusion

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos de la respuesta de la linea susceptible
(LS) de P. xylostella en relacion a ocho insecticidas de diferente grupo toxicologico. La
CLso fue de 43.24, 10.54, 289.45, 2.73, 0.09, 10.10, 3.38 y 0.72 ppm para los
insecticidas cipermetrina, imidacloprid, lambda cyahalotrina, spinosad, fipronil,
indoxacarb, chlorphenapyr y abamectina respectivamente. La CLso para cipermetrina
(43.24 ppm) en este estudio es superior a la reportada por Shao et al. (2013) en otra
linea susceptible (3.55 ppm). En lo que se refiere al resultado de imidacloprid (1054
ppm) es 219.5 veces mayor a lo reportado por Ninsin (2004) en insecticida

neonicotinoide (acetamiprid) en la linea susceptible KOBII-NS strain. Para lambda
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cyhalotrina la CLsg fue 289.45 ppm, este resultado es inferior a lo reportado por Bujanos
et al. (2003) en otra linea susceptible donde determinaron una CLso de 850 ppm, por su
parte Balasubramani et al. (2008) reportaron una CLsy de 10 ppm para la linea
susceptible Lab-UK. En relacién al spinosad el resultado 2.73 ppm supero el
comportamiento de otras lineas susceptibles, Barrera et al. (2006) reporto un resultado
de 0.004 ppm, mientras que Shao et al. (2013) obtuvo una CLsy de 0.12 ppm. La ClLsg
de Fipronil fue 0.09 ppm el cual es 2.2 veces mas alto en comparacién a otra linea
susceptible evaluada por Barrera et al. (2006), para este mismo insecticida Mohan y
Gujar (2003) reporto una CLsp de 0.22 ppm en la linea susceptible IARI 17-65. En
relacion al insecticida indoxacarb se determind una CLso de 10.10 ppm la cual supero
comportamiento de otras lineas susceptibles, Barrera et al. (2006), Shao et al. (2013) y
Santos et al. (2011) reportaron resultados de 0.46, 0.52 y 0.2 ppm respectivamente.
Chlorphenapyr present6 una CLsy de 3.38 ppm superando 8.4 veces el valor reportado
por Shao et al. (2013). En relaciéon a abamectina la CLsp (0.72 ppm) fue superior a lo
reportado por Shao et al. (2013) y Santos et al. (2011) con resultados de 0.02 ppm y 0.01

ppm respectivamente.

Tabla 1. Concentracion letal, limites fiduciales y ecuacion de prediccion de insecticidas
aplicados a la linea susceptible (LS) de larvas de tercer instar de Plutella xylostella.

Linea Susceptible (LS)

CL50 C|—90

Insecticida n LFI-LFS Ecu. Prediccién Pr>
(ppm) (ppm)
Cipermetrina 30 43.243 26.771 — 78.582 143.410 y=-4.0266+2.4614 <.0001
Imidacloprid 30 1054 962.329 - 1147 3677 y=-9.1598+3.0303 <.0001
Lambda cyhalotrina 30 289.450 246.824 - 334.398 605.853 y=-9.8338+3.9950 <.0001
Spinosad 30 2.735 1.436-4.712 24.395 y=-0.5892+1.3485 <.0001
Fipronil 30 0.098 0.040-0.198 0.643 y=1.56829+1.5715 <.0001
Indoxacarb 30 10.104 4.393 - 21.009 237.203 y=-0.9392+0.9350 <.0001
Chlorphenapyr 30 3.383 2.516 - 4.309 10.938 y=-2.3798+3.0188 <.0001
Abamectina 30 0.727 0.228 - 1.885 10.446 y=0.1531+1.1074 <.0001

n=NUmero de individuos, LFI= Limite Fiducial Inferior, LFS = Limite Fiducial superior, Pr=
Probabilidad.
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En las tablas 2, 3, 4, 5, 6 y 7 se presentan los resultados obtenidos sobre las lineas de
campo de P. xylostella colectadas en el estado de Guanajuato. Para el insecticida
cipermetrina la L1 y L3 presentaron las CLsy méas altas con 528.22 y 491.79 ppm
respectivamente, mientras que la poblacion L4 reporto la CLso mas baja (245.48 ppm).
Estos resultados son superiores a los presentados por Zhang et al. (2016) en un estudio
realizado sobre lineas de campo P. xylostella con CLsp de 3.30 a 43.51 ppm. L2y L4
obtuvieron los resultados mas elevados para imidacloprid con 1,227 y 1,156 ppm
respectivamente, por otro lado la L5 presento la CLsy més baja (411.10 ppm). Ninsin
(2004) reporto una CLsp de 3,720 ppm para el insecticida acetamiprid. En lambda
cyhalotrina la CLso mayor fue 457.62 ppm (L5) y la menor de 331.74 ppm (L3), estos
resultados son similares a los reportados por Bujanos et al. (2003) que determino CLsg
de 430 ppm en una linea de campo del estado de Guanajuato, lo que significa que no se
ha presentado una disminucion en la toxicidad de lambda cyhalotrina en el estado de
Guanajuato, por su parte Balasubramani et al. (2008) reporto una CLso de 1,070 ppm.
Lo que se refiere a spinosad la CLsg vario entre las poblaciones en estudio de 5.17 ppm
(L5) a 1.50 ppm (L4), estos resultados son similares a los reportados por Zhang et al.
(2016) en lineas de campo de P. xylostella con un valor maximo de 2.57 ppm, por su
parte Barrera et al. (2006) obtuvo resultados inferiores a los de esta investigacion con
una variacion de 0.03 ppm a 0.05 ppm en poblaciones de campo del estado del
Guanajuato, considerando una disminucién de la eficacia de este insecticida para la
zona en estudio. Sin embargo Zhao et al. (2002) reporta resultados superiores para
lineas de campo que va de 44.6 ppm a 837 ppm.
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Tabla 2. Concentracion letal, limites fiduciales y ecuacion de prediccion de insecticidas
aplicados a la linea de campo San Luis de la Paz (L1) de larvas de tercer instar de
Plutella xylostella y su proporcion de resistencia contra la linea susceptible.

San Luis de la Paz (L1)

CLso

Clgo

Insecticida n LFI -LFS Ecu. Prediccion P.Rso
(PPm) (PPm)

Cipermetrina 30 528.226 433.099 - 664.736 1099 y=-10.9634+4.0264  12.2
Imidacloprid 30 1019 895.230 - 1149 5881 y=-6.4973 +2.1600 0.9
Lambda cyhalotrina 30 414.07 335.117 - 524.208 907.786 y=-9.8381+3.7592 1.4
Spinosad 30 3.221 1.257 - 7.199 26.344 y=-0.7133+1.4042 1.2
Fipronil 30 0.282 0.155-0.521 3.083 y=0.6774+1.2355 2.9
Indoxacarb 30 18.51 8.816 - 35.462 267.672 y=-1.4000+1.1046 1.8
Chlorphenapyr 30 4.754 4.133-5.419 20.066 y=-1.3876+2.0493 1.4
Abamectina 30 1.812 0.902 - 4.231 45.753 y=-0.2360+0.9140 2.5

n=Numero de individuos, LFI= Limite Fiducial Inferior, LFS = Limite Fiducial superior, P.R=

Proporcién de resistencia.

Tabla 3. Concentracién letal, limites fiduciales y ecuacion de prediccién de insecticidas

aplicados a la linea de campo San José Iturbide (L2) de larvas de tercer instar de Plutella

xylostella y su proporcion de resistencia contra la linea susceptible.

San José Iturbide (L2)
Insecticida n Clso LFI -LFS Cloo Ecu. Prediccion P.Rso
(Ppm) (PPm)

Cipermetrina 30 317.552 226.632 - 452.476 649.099 y=-10.3261+4.1274 7.3
Imidacloprid 30 1227 882.131 - 1620 4849 y=-6.6325+2.1472 1.2
Lambda cyhalotrina 30 401.841 329.669 - 494.178 790.410 y=-11.3589+4.3620 1.4
Spinosad 30 3.085 1.328 - 6.217 24.811 y=-0.6925+1.4155 1.1
Fipronil 30 0.111 0.040-0.272 0.910 y= 1.3390+1.4062 1.1
Indoxacarb 30 17.231 12.812 - 22.952 371.463 y=-1.1881+0.9610 1.7
Chlorphenapyr 30 4.595 2.833-6.789 20.013 y=-1.3284+2.0056 1.4
Abamectina 30 1.386 0.564 - 4.119 73.253 y=-0.1055+0.7438 1.9

n=Numero de individuos, LFI= Limite Fiducial Inferior, LFS = Limite Fiducial superior, P.R=
Proporcién de resistencia.
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Tabla 4. Concentracion letal, limites fiduciales y ecuacion de prediccién de insecticidas
aplicados a la linea de campo Valle de Santiago (L3) de larvas de tercer instar de
Plutella xylostella y su proporcidn de resistencia contra la linea susceptible.

Valle de Santiago (L3)

Insecticida n Clso LFI -LFS Cleo Ecu. Prediccién P.Rs
(ppm) (ppm)

Cipermetrina 30 491.797 368.859 - 701.189 1056 y=-10.3983+3.8630 11.4
Imidacloprid 30 1054 962.329 - 1147 2790 y=-9.1598+3.0303 1
Lambda cyhalotrina 30 331.745 209.277 - 496.823 1075 y=-6.3253+2.5093 1.1
Spinosad 30 2.506 1.965 - 3.148 34.591 y=-0.4487+1.1243 0.9
Fipronil 30 0.209 0.155-0.282 6.552 y=0.5819+0.8570 2.1
Indoxacarb 30 43.991 22.649 - 86.548 468.150 y=-2.0507+1.2478 4.4
Chlorphenapyr 30 4.106 1.793 - 7.134 19.733 y=-1.1530+1.8797 1.2
Abamectina 30 1.151 0.450 - 2.821 15.344 y=-0.0695+1.1393 1.6

n=Numero de individuos, LFI= Limite Fiducial Inferior, LFS = Limite Fiducial superior, P.R=
Proporcién de resistencia.

En relacion al fipronil las poblaciones L1, L2, L3 y L4 se comportaron de manera
similar con una CLsp que va de 0.11 ppm a 0.20 ppm, mientras que las poblaciones L5 y
L6 presentaron los resultados mas altos con una CLsy de 0.48 y 0.40 ppm
respectivamente. Mohan y Gujar (2003) en un estudio realizado en lineas de campos
reportaron CLsy que va de 1.83 ppm a 2.44 ppm, por su parte Barrera et al. (2006)
presento resultados inferiores (0.03 ppm) para lineas campo del estado de Guanajuato lo
cual demuestra que a través del tiempo se ha incrementado la resistencia de P. xylostella
a este insecticida 16 veces. La L3 reporto la CLsy mas alta (43.99 ppm) para el producto
indoxacarb, mientras L6 presentd el valor menor con 11.39 ppm, estos resultados son
menores a los obtenidos por Nehare et al. (2009) con una CLsp de 50.83 ppm a 167.82
ppm, por su parte Santos et al. (2011) y Barrera et al. (2006) obtuvieron CLsy inferiores
a las reportadas en este estudio que van de 0.2 ppm a 7.6 ppm y 0.56 ppm a 0.77 ppm
respectivamente. De acuerdo a los resultados reportados por Barrera et al. (2006) se
puede observar un disminucién en la eficacia de indoxacarb en la zona del estado de
Guanajuato. En relacion a chlorphenpyr las poblaciones de la L1 a la L5 se comportaron

de manera similar con CLsyde 4.10 ppm a 4.75 ppm, mientras que la L6 reporto la CLs
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mas alta (7.33 ppm). Estos resultados son similares a los reportados por Zhang et al.
(2016) en un estudio sobre lineas de campo donde determino una CLsy maxima de 5.38
ppm para este insecticida. Los resultados de la CLsp para abamentina reportaron una
variacion de 0.69 ppm a 2.44 ppm, presentado una similitud con el comportamiento de
otras lineas de campo evaluadas por Zhang et al. (2016) y Oliveira et al. (2011), donde
determinaron CLsode 0.48 ppm a 1.90 ppm y 1.83 ppm a 2.61 ppm respectivamente. Por
otro lado Barrera et al. (2006) en un estudio realizado en lineas de campo del estado de
Guanajuato reporto CLsp de 0.005 ppm a 0.008 ppm para el insecticida benzoato de
enamectina, por lo que se puede considerar que existe una disminucién en la toxicidad

para insecticidas pertenecientes al grupo avermectinas en el estado de Guanajuato.

Tabla 5. Concentracion letal, limites fiduciales y ecuacion de prediccion de insecticidas
aplicados a la linea de campo Abasolo (L4) de larvas de tercer instar de Plutella
xylostella y su proporcion de resistencia contra la linea susceptible.

Abasolo (L4)

Insecticida n CLso LFI -LFS CLoo Ecu. Prediccién P.Rso
(ppm) (ppm)
Cipermetrina 30 245.489 219.024 - 273.324 822.396 y=-10.1825+3.9325 5.7
Imidacloprid 30 1156 1043 - 1279 3749 y=-6.2469+2.3898 1.1
Lambda cyhalotrina 30 382.204 298.857 - 507.508 965.839 y=-8.3006+3.2102 1.3
Spinosad 30 1.508 0.533 - 3.027 13.910 y=-0.2372+1.3284 0.6
Fipronil 30 0.154 0.091 - 0.253 1.406 y=1.0835+1.3376 1.6
Indoxacarb 30 14.595 7.074 - 28.519 428.855 y=-1.0162+0.8729 1.4
Chlorphenapyr 30 4,780 3.961 - 5.683 37.102 y=-0.9785+1.4401 1.4
Abamectina 30 2.445 2.010-3.014 22.477 y=-0.5165+1.3302 34

n=Numero de individuos, LFI= Limite Fiducial Inferior, LFS = Limite Fiducial superior, P.R=
Proporcion de resistencia.
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Tabla 6. Concentracion letal, limites fiduciales y ecuacién de prediccion de insecticidas
aplicados a la linea de campo Celaya (L5) de larvas de tercer instar de Plutella xylostella

y su proporcidn de resistencia contra la linea susceptible.

Celaya (L5)
Insecticida n Cls LFI -LFS Clo Ecu. Prediccion P.Rsp
(ppm) (ppm)

Cipermetrina 30 388.44 330.844 - 464.440 822.643 y=-10.1825+3.9325 9.0
Imidacloprid 30 411.108 367.549 - 457.749 1413 y=-6.2469+2.3898 0.4
Lambda cyhalotrina 30 457.620 425.628 - 494.524 13.707 y=-10.1208+3.8041 1.6
Spinosad 30 5.175 3.340 - 8.557 22.792 y=-0.8572+1.2006 1.9
Fipronil 30 0.482 0.383-0.615 5.693 y= 0.3786+1.1954 4.9
Indoxacarb 30 36.423 26.593 - 50.774 1151 y=-1.3343+0.8546 3.6
Chlorphenapyr 30 5.678 1.762 - 9.465 22.792 y=-1.6016+2.1234 1.7
Abamectina 30 0.698 0.320 - 1.383 13.707 y= 0.1546+0.9911 1.0

n=Numero de individuos, LFI= Limite Fiducial Inferior, LFS = Limite Fiducial superior, P.R=

Proporcion de resistencia.

Tabla 7. Concentracién letal, limites fiduciales y ecuacion de prediccién de insecticidas

aplicados a la linea de campo Juventino Rosas (L6) de larvas de tercer instar de Plutella

xylostella y su proporcion de resistencia contra la linea susceptible.

Juventino Rosas (L6)
Insecticida n CLso LFI -LFS CLao Ecu. Prediccion P.Rsg
(Ppm) (ppm)

Cipermetrina 30 420.081 345.993 - 524.389 783.729 y=-12.4133+4.7319 9.7
Imidacloprid 30 1054 962.329 - 1147 2790 y=-9.1598+3.0303 1
Lambda cyhalotrina 30 375.327 319.441 - 445.161 45.145 y=-9.5010+3.6905 1.3
Spinosad 30 4.352 3.535-5.376 834.953 y=-0.8059+1.2616 1.6
Fipronil 30 0.407 0.226 - 0.787 153.858 y=0.4174+1.0696 4.2
Indoxacarb 30 11.396 5.177 - 21.927 6.426 y=-1.1981+1.1338 1.1
Chlorphenapyr 30 7.339 5.338 - 10.176 32.710 y=-1.7094+1.9746 2.2
Abamectina 30 0.779 0.464 - 1.262 17.795 y=0.1022+0.9432 1.1

n=Numero de individuos, LFI= Limite Fiducial Inferior, LFS = Limite Fiducial superior, P.R=

Proporcién de resistencia.

En las Tablas 2, 3, 4, 5, 6 y 7 se presentan los resultados de la proporcién de resistencia

de las poblaciones en estudio en funcion a la linea susceptible. La proporcion de
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resistencia, nos permite discriminar poblaciones con problemas de resistencia,
considerando resistentes aquellas que presentan un factor de 10 veces al comparar las
lineas de campo y la linea susceptible. Jiang et al. (2015) reportan factores de resistencia
mayores a 25.1 veces en lineas de campo para cipermetrina, por su parte Zhang et al.
(2016) determinaron una resistencia superior a 69.76 veces en relacion a su linea
susceptible para este mismo insecticida, mientras que Bujanos et al. (2003) no
reportaron resistencia (8 veces) para una linea de campo de P. xylostella en el estado de
Guanajuato, estos resultados difieren a lo reportado en este estudio, donde se encontro
resistencia a cipermetrina en las lineas L1 (12.2 veces) y L3 (11.4 veces), mientras que
el resto de las lineas evaluadas presentan una tendencia a generar resistencia,
demostrando que ha habido una pérdida de toxicidad de cipermetrina en el estado de
Guanajuato. Ninsin, (2004) reporto una resistencia de 77.3 veces para un insecticida
neonicotinoide (acetamiprid), lo cual difiere a lo encontrado en esta investigacion donde
también se evalué un insecticida del mismo grupo toxicoldgico (imidacloprid) y se
reportd una proporcién de resistencia maxima de 1.2 (L2) veces. Balasubramani et al.
(2008) reportaron un factor de resistencia (107 veces) en lambda cyhalotrina para lineas
de campo de P. xylostella, por otro lado Bujanos et al. (2003) en un estudio sobre una
linea de campo del estado de Guanajuato no reportaron resistencia (1 veces) de este
insecticida en P. xylostella, lo cual concuerda con los resultados de esta investigacion
donde no se muestran problemas de resistencia con un valor méximo de 1.6 veces (L5).
En relacion a spinosad Jiang et al. (2015) y Zhang et al. (2015) reportaron resistencia en
diferentes lineas de campo de P. xylostella con valores maximos de resistencia de 34.4 y
21.4 veces respectivamente. Por su parte Barrera et al. (2006) obtuvieron factores de
resistencia de 12.5 y 10 veces para lineas de campo del estado de Guanajuato, superando
lo reportado en este estudio donde la resistencia méas alta para spinosad se presento en
L5 (1.9 veces), significando una disminucion en la resistencia de P. xylostella en el
estado de Guanajuato a spinosad, lo cual se les puede atribuir al buen manejo y rotacién
de este insecticida. Sayyed et al. (2005) y Barrera et al. (2006) no reportaron resistencia
de P. xylostella al producto fipronil con proporciones de resistencia de 1 y 0.7 veces,
coincidiendo con los resultados de esta investigacion donde no se reporta resistencia a

fipronil y se presenta un valor maximo de 4.9 veces (L5). Para el insecticida indoxacarb
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Nehare et al. (2010) reporto una resistencia de 31.3 veces en lineas de campo de P.
xylostella, por su parte Barrera et al. (2006) en un estudio realizado sobre diferentes
poblaciones de campo de P.xylostella en el estado de Guanajuato no reporto problemas
de resistencia (1.7 veces), lo cual coincide con lo encontrado en esta investigacion
donde no se reporta problemas de resistencia un valor maxima de 4.9 veces (L5), pero se
puede apreciar una pequefia disminucion en la toxicidad de este insecticida. En relacion
al insecticida chlorphenapyr, Jiang et al. (2016) determinaron factores de resistencia en
lineas de campo de P. xylostella que van de 2.9 a 260.1 veces, mientras que Zhang et al.
(2015) reportaron una resistencia de 13.4 veces, estos resultados difieren a los
presentados en este estudio donde se reporta una valor de resistencia maximo de 2.2
veces (L6). Para el producto abamectina Zhang et al. (2016) y Jian et al. (2015)
reportaron resistencia en lineas de campo de P. xylostella con valores de 95.15 y 31.4
veces respectivamente, mientras que Santos et al. (2011) y Oliveira et al. (2011) no
reportaron resistencia de P. xylostella para este insecticida con proporciones de
resistencia de 1.4 y 3.3 veces respectivamente, por su parte Barrera et al. (2006) en un
estudio realizado en lineas de campo de P. xylostella en el estado de Guanajuato reporto
una resistencia de 2.0 veces para benzoato de enamectina, de acuerdo a lo reportado en
esta investigacion demuestra que no hay aumento en la resistencia de P. xylostella para

insecticidas del grupo toxicoldgico avermectinas en la zona en estudio.

Conclusiones

De acuerdo a la informacion generada en esta investigacion, las poblaciones San Luis de
la Paz y Valle de Santiago reportan resistencia para cipermetrina, mientras que el resto
de las poblaciones en estudio presentan una tendencia a desarrollar resistencia a este
producto, por lo que se recomienda la disminucion de las aplicaciones y rotacion de
cipermetrina en el estado de Guanajuato. Para el resto de los insecticidas evaluados no se
reporta resistencia en ninguna de las poblaciones en estudio, por lo que se consideran

efectivos para el control de P. xylostella en el estado de Guanajuato.
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