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RESUMEN

La region papera de Coahuila y Nuevo Leon es una de las mas importantes a nivel
nacional por registrar altos rendimientos, donde se presentan problemas fitosanitarios de las
cuales sobresale el complejo punta morada, provocado por “Candidatus Liberibacter
Solanacearum” donde Bactericera cockerelli es su principal vector y el insecto mas abtindante,
aunado a esto, el dafio directo al alimentarse provoca amarillentos foliares, por lo que se ha
incrementado el uso de insecticidas para disminuir las altas densidades de este triozido. El uso
irracional, mal manejo y otros factores que dificultan las aplicaciones traen consigo problemas
de resistencia, por lo que este trabajo tiene como objetivo: Determinar la actividad enzimatica de
de 20 poblaciones de este insecto provenientes de la region papera del noreste de México. Para
esto, se recolectaron veinte poblaciones en diferentes localidades de la region papera de Coahuila
y Nuevo Leodn, una vez obtenidas las muestras, en el laboratorio se determind la cantidad de
enzimas mediante el método de Brogdon (1984). Los datos de las pruebas bioquimicas se
clasificaron seglin la comparacion de medias, la proporcion de resistencia se determino mediante
un umbral obtenido de la media del valor maximo respecto al minimo y se clasifico segin
Montella et al. (2007). Los resultados obtenidos mostraron la presencia elevada de Esterasas,
Oxidasas, Acetilcolinesterasas y Glutation S-Transferasas. Las medias fueron de, 3.4456,
0.9245, 0.2977, 0.0309 con un 98 %, 70.5 %, 33.5 % y 1.5 % de proporcion de resistencia y en
base a Montella (2007), los resultados fueron clasificados como: Muy alterado, alterado,
moderadamente alterado, inalterado para dichas enzimas respectivamente. También encontramos

diferencia en el contenido enzimatico segun el hospedero.

Palabras clave: pulgén saltador de la papa, Esterasas, Oxidasas, Acetilcolinesterasas,

Glutation S-Transferasas, actividad enzimatica, proporcion de resistencia.
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INTRODUCCION

La region noreste de la republica mexicana, es una de las mas importantes a nivel
nacional en la produccién de papa (Solanum tuberosum L.) principalmente el sur de los estados
de Coahuila y Nuevo Leon, en donde se siembra una superficie aproximada de 6 000 ha bajo
condiciones de riego con un rendimiento promedio de 31 ton/ha (Almeyda er al., 2008).

Aportando el 15 % de la produccion nacional (SAGARPA, 2008).

Existen diversos factores que limitan los rendimientos y su rentabilidad, donde destacan
la incidencia de insectos plaga y enfermedades causadas por algas fitopatdgenas, hongos,

nematodos, bacterias, virus y viroides (Flores-Olivas et al., 2004).

Entre ellos resalta una enfermedad complejo denominada punta morada de la papa, cuya
sintomatologia demerita la calidad del tubérculo, lo que dificulta la comercializacion y consumo
en fresco (Cadena et al., 2003). En la industria, los tubérculos muestran defectos al freirse como,
coloraciones oscuras que se asemejan a una necrosis radial, por lo que en Estados Unidos a esta

enfermedad se le conoce como “Zebra Chip” (Munyaneza et al., 2007).

El agente causal esta asociado a organismos tipo bacteria: “Candidatus Liberibacter
psyllaurous” (Hansen et al., 2008) o “Candidatus Liberibacter solanacearum” (Liefting et al.,
2009a, b). Donde Bactericera cockerelli es un insecto vector de dicho patéogeno (Segonda et al.,
2010). Ademas, en monitoreos realizados en campo, es el insecto mas comun y abundante en
cultivos afectados (Marin e al., 2009), el cual esta altamente distribuido en nuestro pais en las

principales zonas paperas (Garzon et al., 2005).

También se han reportado dafios mecéanicos por la alimentacion de este insecto, ademas
de la inyeccion de toxinas al succionar la savia (Munyaneza et al., 2007), estos dafios ha
ocasionado la destruccion masiva de cultivos enteros, por lo que para el manejo de esta
enfermedad debe ser prioritario el control de Bactericera cockerelli orientado a disminuir de sus

elevadas poblaciones (Almeyda, 2008).



Existen diferentes alternativas para el control de este triozido. Pero debido a las limitantes
como: las irrupciones espontaneas, elevada tasa de oviposicion con la cual incrementan
disparadamente su poblacion, escasa presencia de enemigos naturales y la falta de informacion,

imposibilitan la implementacion de un manejo integrado y el desarrollo de certeras estrategias.

Su control se basa en la aplicacion de insecticidas (Liu y Trumble, 2007), los cuales en su
mayoria resultan efectivos. Aunque en los tltimos afios en la region de Coahuila y Nuevo Ledn
se perciben resultados no satisfactorios, por lo que los productores realizan hasta 30 aplicaciones

de insecticidas (Almeyda et al., 2008).

JUSTIFICACION

El uso irracional de insecticidas contra Bactericera cockerelli sugiere el desarrollo de
resistencia a los productos utilizados para su manejo (Vargas et al., 2005), ya que este fendmeno
se ha confirmado para la mayoria de los insecticidas de uso indiscriminado (Georghiou y

Lagunes, 1991).

Vega et al. (2008) mencionan que la falta de control se puede deber a factores como la
baja cobertura de aspersion. Luna (2010) reporta que un mal manejo provoca resistencia a corto
plazo, resultado de una expresion fenotipica de tipo fisiologica. Otorgada por la adicion de
enzimas como un mecanismo protector (Lagunes y Villanueva, 1994), ya que la accién de
sistemas enzimaticos presentes, permiten metabolizar insecticidas y transformarlos en productos

menos toxicos (Wilkinson, 1983).

En la region de Coahuila y Nuevo Ledn se desconocen los mecanismos enzimaticos
involucrados en la tolerancia de Bactericera cokerelli, por lo que el conocer dichos factores
permitira un manejo adecuado de la resistencia y por lo mismo un control mas eficiente de este

insecto.



OBJETIVOS

El presente trabajo de investigacion, tiene como objetivos determinar la actividad
enzimatica de resistencia de Bactericera cockerelli en diferentes localidades y/o poblaciones en

la region papera del noreste de México.
Conocer la proporcion de resistencia conferidas por enzimas detoxificantes (f3-Esterasas,

Oxidasas, Glutation S-Tranferasas y Acetilcolinestersas), en cada una de las localidades, asi

como la formacion de grupos geograficos con condiciones similares de resistencia.

HIPOTESIS

Dentro de la region papera de Coahuila y Nuevo Leon, la actividad enzimatica se

presenta en diferentes proporciones.



REVISION DE LITERATURA

Cultivo de la Papa (Solanum tuberosum L.)

Origen y distribucion

Vavilov en 1951 propone que el centro de origen de la papa esta ubicado en la cordillera
de los andes de Perti, extendiéndose por el sur de Bolivia, Argentina, Chile, norte de Ecuador y
Colombia (Inés-Juarez, 2007); presenta mas especies silvestres que cualquier otro cultivo, y
estan ampliamente distribuidas (Hawkes, 1990); fue introducida a Europa a finales del siglo

XVI, extendiéndose por todo el mundo en pocos siglos (Huaman et al., 1988).

Generalidades

Es una planta dicotiledonea, anual, herbacea, de naturaleza perenne, capaz de
reproducirse via tubérculo (Campos y Villarreal, 1989); Sus raices son adventicias, tallos aéreos
herbaceos y subterraneos llamados tubérculos (Cepeda y Gallegos, 2003), el cual es el principal

organo adaptado para el almacenamiento de reservas empleadas en la respiracion (Arce, 1996).

Importancia

En la region papera de Coahuila y Nuevo Leon se obtienen los rendimientos mas altos
por unidad de superficie a nivel nacional, llegando a obtener hasta 50 ton/ha (Inés-Juarez, 2007).
Actualmente en México la superficie sembrada es de 54,141.36 ha, para semilla alrededor de
27,000 ha, obteniendo un rendimiento promedio de 27.74 Kg/ha (SIAP, 2010). Dichos
rendimientos se ven afectados por problemas fitosanitarios originados por: insectos, hongos,
virus, viroides, bacterias que afectan al follaje y a tubérculos debilitando la planta, provocando la
muerte prematura (Rousselle ef al., 1999). En los tltimos afios la enfermedad punta morada se ha
convertido en una de las mas importantes limitantes para la produccion de papa a nivel nacional

(Flores-Olivas et al., 2004).



Complejo: Punta Morada de la Papa

Importancia

Descrita alrededor de 1994 en Saltillo, México., e identificada hasta el 2000 en Texas,
USA (Munyaneza et al., 2007). Esporadicamente los defectos en las plantas, fueron
econdmicamente importantes alrededor de 2004, 2005 y 2006 en zonas productoras, causando
perdidas millonarias a productores y procesadores en numerosas localidades de Estados Unidos y

México (Hernandez-Garcia et al., 2006; Salas et al., 2006).

La incidencia de ésta enfermedad se increment6 considerablemente, llegando al 100 % en
algunas 4reas productoras de la regiéon Sur de Coahuila y Nuevo Ledn, los rendimiento se
redujeron hasta en un 90% y las pérdidas registradas fueron del 100% (Flores-Olivas et al.,
2004); La presencia de los sintomas demeritan drasticamente su calidad, se reduce el consumo en
fresco, disminuyen el rendimiento, dificultan la comercializacion e imposibilitan el uso como

semilla (Cadena et al., 2003).

Sintomatologia

Se le denomina Punta Morada de la Papa a un conjunto de sintomas de los cuales se
incluyen: la disminucion en el crecimiento, enrollamiento apical, abultamiento del tallo en la
insercion de las hojas y coloracion purpuirea en los foliolos; los tubérculos dafiados muestran un
oscurecimiento en el interior imposibilitando la brotacion o los brotes resultan de forma hilada
(Cadena et al., 2003). En Estados Unidos se presentan sintomatologias similares, pero dicha
enfermedad se conoce como “Zebra Chip” debido a que al freir las papas, las hojuelas

desarrollaban una necrosis radial (Feng ez a/., 2009).



Etiologia

Las sintomatologias descritas, se debe a la interferencia que tienen los patégenos con el
transporte de nutrientes, a las toxinas inyectadas por Bactericera cockerelli al alimentarse, asi
como los dafios mecanicos ocasionados al succionar la savia (List, 1939; Garzon, 1984;

Munyaneza et al., 2007).

Primeramente se reportd que el agente causal de la punta morada esta relacionado con
organismos de tipo fitoplasma (Beres et al., 1998; Delgadillo, 1999), y esta relacionado con el
agente causal del permanente del tomate, debido a que pertenecen al mismo grupo (Almeyda et
al., 2002b), también se asocia con la presencia de hongos del suelo tales como: Fusarium sp.

(Jensen et al., 2004) y Verticillium sp. (Almeyda et al., 2004).

En tubérculos infectados con Punta Morada de la Papa o “Zebra Chip”, se detectaron tres
diferentes tipos de fitoplasmas, uno recientemente denominado “Candidatus phytoplasma

americanum’” aunque en bajas concentraciones (Salas et al., 2006; Sencor ef al., 2006).

Munyaneza et al. (2007) no detecta la presencia de fitoplasmas en plantas y tubérculos
que presentaban sintomatologia tipica. En plantas infestadas por B. cockerelli, que mostraron
sintomas de amarillamiento y pardeado de tubérculos, también se encontraron libres de
fitoplasmas (Diaz et al., 2008). Por su parte Feng er al. (2009) atribuyen las coloraciones

radiales en el interior de los tubérculos al deficiente contenido de almidon, glucosa y sacarosa.

Mediante técnicas moleculares modernas Hansen e «al. (2008) basado en la
caracterizacion genética y ecoldgica, reportan una nueva especie de Huanglongbing
tentativamente “Candidatus Liberibacter psyllaurous” como agente causal de la enfermedad
“psyllid yellows” describiéndolo de tipo bacteriano ya que posee un 97% de similitud con las

secuencias gendmicas de “Candidatus Liberibacter asiaticus”.



En Nueva Zelanda, tubérculos con sintomas de “Zebra Chip” resultaron positivas a
liberibacter (Anderson, 2008; Liefting et al., 2008), en Estados Unidos Abad er al. (2009)
descubre la misma especie de liberibacter en plantas afectadas. Liefting er al. (2009a, b)
proponen “Candidatus Liberibacter solanacearum”. Aunque en Nueva Zelanda, (L.W. Liefting,
comunicado personal) sugiere la asociacién de dichos sintomas con “Candidatus Phytoplasma

australiense” el cual fue descubierto recientemente en cultivos de papa (Teulon, 2009).

Ultimamente Segonda er al. (2010) sugieren que ambas especies de liberibacter son
sinonimias y que no todas las poblaciones de B. cockerelli pueden vectorear a dicho patdgeno, la
planta puede reponerse de dafios provocados por la constante alimentacion de triozidos, cosa
contraria a liberibacter, por lo que se diferencia “psyllid yellows” con “zebra chip”. Este tltimo
puede trasmitirse via tubérculo, el movimiento de semilla infectada a otras regiones desempefia

un papel importante en el ciclo de vida de este patégeno (Pitman ef al., 2011).

Vectores

En estados unidos Munyaneza y Upton (2005) describen al cicadelido Circulifer tenellus
(Baker) como vector del agente causal, La chicharrita Macrosteles quadrilineatus Forbes [=
Macrosteles fascifrons (Stal)] es vector del fitoplasma “aster yellow” uno de los causante del

manchado de tubérculos al freirse (Pavlista, 2002b).

En México Almeyda, et al. (2008) reportan como portadores de fitoplasma al psilido
Heteropsylla texana, a cicadelidos del género Empoasca spp. y Aceratagallia spp; tambien a
maleza hospedera como el polocote (Helianthus annuus) y a la correhuela (Convolvulus

arvensis) como reservorios de fitoplasmas.

B. cockerelli muestra una fuerte relacion con la enfermedad punta morada, ya que es el
insecto mas comun y abundante en cultivos afectados (Marin, ez al., 2009), entre el 53 y 57% de
cultivos expuestos a este triozido presentaron sintomas tipicos (Munyaneza et al., 2007), donde

las plantas mas jovenes son mas susceptibles a su ataque (Feng ez al., 2009).
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Bactericera cockerelli (Sulc)

Origen

Historicamente se describio por primera vez en 1909 por T. D. Cockerell en el estado de
Colorado (Richards, 1928). Como reconocimiento, el Dr. Sulc lo denomina cientificamente
como Trioza cockerelli (Sulc 1909). Posteriormente en 1911 se le asigna a la especie al género
Paratrioza (Crawford, 1911); recientemente mediante procesos de revision se ha asignado al

género de esta especie como Bactericera (Burckhardt y Lauterer, 1997; Abdullah, 2008).

Distribucion

En Norteamérica, dicha especie se han identificado dos biotipos, el nativo e invasor (Liu
et al., 2006), el nativo inverna en México y Texas, migra en primavera y verano hacia el norte
(Wallis, 1955). El invasor esta asociado a las regiones occidentales California y Baja California
(México) (Liu et al., 2006). El invasor presenta elevados valores de CLsp, son menos

susceptibles hacia algunos insecticidas que el biotipo nativo (Liu y Trumble, 2007).

Esporadicamente en México, la incidencia de esta especie ha sido sefialada desde 1947,
cuando Pletsch reportd antecedentes de poblaciones en los estados de Durango, Tamaulipas,
Estado de México, Guanajuato y Michoacdn, posteriormente se extendid a otros estados
denominéndolo cominmente como pulgoén saltador, encontrados también en climas calidos como
Morelos, Nayarit y Sinaloa (Garzon er al., 2005), para Centroamérica existen reportes en

Guatemala y Honduras (Rojas, 2010).



Ubicacion taxonomica

Segiin Triplehorn y Johnson (2005) consideran a Bactericera cockerelli dentro de la
familia Psyllidae, posteriormente Hudkingson (2009) la incluyen dentro de la familia Triozidae,

quedando como clasificacion taxondémica de la siguiente manera:

Reyno: .............. Animal
Phyllum: ..........Artropoda
Clase: .............Hexapoda
Orden: ........... Hemiptera
Suborden: ......... Sternorryncha

Superfamilia: ...Psylloidea

Familia: ......... Triozidae
Genero: ......... Bactericera
Especie: ..........B. cockerelli
Biologia y habitos

Estos insectos presentan metamorfosis incompleta, es decir que pasan por los estadios de
huevo, ninfa y adulto (Wallis, 1951). Pertenece a la Superfamilia Psylloidea los cuales se
alimentan introduciendo su estilete y succionando la savia de los conductos del floema de las

plantas hospederas aprovechando azucares y aminoacidos (Percy, 2003).

Las hembras ovipositan los huevecillos en el envés de las hojas medias e inferiores de la
planta (Castellanos, 2004), entre la primera a cuarta hojas verdaderas (Garzon et al., 2005); sin
embargo Knowlton y Janes (1931) reportan que son puestos preferentemente sobre la yemas
apicales mas jovenes. Con frecuencia en hilera en los bordes marginales o distribuidos en la

superficie de las hojas (Cranshaw, 2007).



La hembra vive 21 dias, tres veces mas que los machos (Garzon et al., 2005), depositando
alrededor de 300 huevecillos (Wallis, 1951). Puede incrementar la poblacion ovipositando hasta
1400 huevos (Liu ef al., 2006). Cada hembra deposita entre 1 y 11 huevecillos por dia (Becerra,
1989), el promedio de oviposturas diarias es de 37.6 huevecillos, los cuales requeriran de 3 a 15
dias para incubar y de 14 a 17 dias para completar los instares ninfales (Knowlton y Janes,
1931), con un intervalo alrededor de 30 dias desde la copula hasta la formacion del nuevo adulto

(Garza y Rivas, 2003), mientras que Abdullah (2008) reporta un ciclo completo en 34 dias.

Como su velocidad de desarrollo depende en gran parte de la temperatura, Montero
(1994) determina su edad fisioldgica en unidades calor (U. C.) obteniendo de huevecillo a adulto
139.3 U. C. Sin embargo (Becerra, 1989) reporta un total de 356 U. C. con un umbral de
desarrollo de 7 °C a 35 °C y un optimo de 27 °C (List, 1939b), a los 16 y 21 °C las poblaciones
aumentan con rapidez (Knowlton y Janes, 1931), y a temperaturas superiores a los 32 °C se
detiene la oviposicion, eclosion de huevos y supervivencia de ninfas, a los 37 °C, resultan letales

tanto para huevecillos y ninfas en un transcurso de dos horas (Pavlista, 2002).

Las ninfas se encuentran cerca de los huevecillos, adheridas en un solo lugar de la hoja,
son casi inmoviles en los tres primeros estadios y van adquiriendo movilidad (Bravo er al,
2006), a veces se desplazan buscando mayor ventilacion y temperatura (Castellanos, 2004), las
ninfas mas viejas se encuentran en el tercer inferior de la planta, por esta razéon se hace mas

dificil el control quimico (Garzon et al., 2005).

Los adultos se encuentran en cualquier parte de la planta, incluso en el haz de las hojas
mas altas (Castellanos, 2004). Estos vuelan alrededor de dos horas al dia, son los responsables
de la diseminacion a corta y larga distancia, tienen habitos migratorios llegando alcanzar hasta
1.5 km de altura, pudiendo ser arrastrados por los vientos dominantes, a su vez infestar cultivos

vecinos (Garzon et al., 2005).



Descripcion morfologica

Huevo

Los huevos de esta especie son anaranjado-amarillentos, con corion brillante (Marin,
2004), presentan en uno de sus extremos un pedicelo corto que se adhiere a la superficie de las
hojas (Garza y Rivas, 2003). Los proximos a eclosionar, se les puede notar los ojos de las ninfas
de primer instar (Becerra, 1989). La incubacién varia de 3 a 9 dias en donde la mayor eclosion

se presenta durante el quinto o sexto dia (Knowlton y Janes, 1931).

Ninfa

Presenta cinco instares que son en gran parte similares en sus caracteristicas
morfoldgicas, las ninfas al eclosionar adquieren un color amarillo-verde palido, son ovales y
aplanadas dorso-ventralmente, con ojos rojos bien definidos (Lorus y Margery, 1980). Las
antenas presentan sensilias placoides (estructuras circulares de funcion olfatoria) (Marin, 2004).
Los cambios estructurales en los instares segiin Rowe y Knowlton (1935) son el aumento en el
tamafio del cuerpo, desarrollo de las alas y la presencia de estructuras cilindricas que contienen

filamentos cerosos, los cuales forman un halo en el perimetro del cuerpo.

Primer instar.- son anaranjadas o amarillas (Garza y Rivas, 2003). Antenas con
segmentos basales cortos y gruesos que se adelgazan en un pequeilo segmento terminal con dos
setas sensoriales, ojos anaranjados notorios en vista ventral y dorsal (Becerra, 1989). Cabeza y
torax fusionados, la division del cuerpo no esta bien definida, paquetes alares poco notables y la
segmentacion en las patas es poco visible (Marin, 2004). Su estilete es casi del largo del cuerpo,
el abdomen con segmentacion poco visible, poros anales externos poco definidos y el margen del

cuerpo con una hilera de setas truncadas (Vargas-Madriz, 2010).



Segundo instar.- Se aprecian notablemente las divisiones entre la cabeza, térax y
abdomen (Pletsch, 1949), la tonalidad de los ojos es naranja rojiza y el torax amarillento con los
paquetes alares visibles (Becerra, 1989). La segmentacion en las patas es notoria, en el abdomen

se aprecia un par de espiraculos en cada uno de los primeros segmentos (Marin, 2004).

Tercer instar.- las antenas se adelgazan en la parte media para terminar con dos setas
sensoriales, se definen perfectamente las constricciones del cuerpo, se observan los paquetes
alares en el mesotorax y metatorax (Becerra, 1989). El térax comienza a tornarse de color verde
amarillento (Pletsch, 1949). A partir de este instar las glandulas de cera son prominentes

alrededor del cuerpo (Rojas, 2010).

Cuarto instar.- las antenas con tres sensilias, en los 0jos se hacen evidentes las omatidias
(Marin, 2004), las divisiones del cuerpo presentan las mismas caracteristicas al instar anterior
Garza y Rivas (2003), La diferencia esta en la parte terminal de las tibias posteriores donde se
aprecian dos espuelas, los segmentos tarsales y un par de uiias asi como los paquetes alares bien
definidos (Becerra, 1989), la separacion entre el protérax es muy notoria, en cada uno de los

cuatro primeros segmentos abdominales tienen un par de espirdculos (Marin, 2004).

Quinto instar.- Cabeza, torax y abdomen se distinguen claramente, antenas de tres
segmentos, con dos setas sensoriales y cuatro sensilias placoides diferenciadas (Marin, 2004), la
base de la antena es gruesa y la apical filiforme divididas por una hendidura muy marcada,
presenta tres espuelas en la parte terminal de las tibias posteriores y abdomen adquiere una forma
semicircular (Becerra, 1989). Paquetes alares anteriores con angulos humerales proyectados

hacia la parte anterior (Burckhardt y Lauterer, 1997).
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Adulto

Al emerger su coloracion es verde (Wallis, 1951), posteriormente en tres dias se tornan
negros (Garcia y Rivas, 2003), de 2 a 6 mm de longitud (Lorus y Margery, 1980). Cabeza
ligeramente inclinada respecto al eje longitudinal (Burckhardt vy Lauterer, 1997),
proporcionalmente equivale a una décima parte de su cuerpo, ojos grandes cafés, las antenas
filiformes, térax con manchas cafés bien definidas (Marin, 2004). Alas claras transparentes y
membranosas en forma de azotea sobre el abdomen (Pletsch, 1947), alas anteriores con

trifurcacion en las venas: I + M + Cu. (Burckhardt y Lauterer, 1997).

En la base del abdomen presenta una franja transversal blanca (Bautista, 2006), y en la
parte media dorsal hay una mancha en forma de “Y” con los brazos hacia la parte terminal del
abdomen (Marin, 2004). El abdomen de las hembras tiene cinco segmentos visibles mas el
segmento genital que tiene forma conica, los machos tienen seis segmentos visibles mas el
genital que esta plegado sobre la parte media dorsal del abdomen (Marin, 2004). Las hembras
termina con ovipositor corto, redondeado y mas robusto, mientras que los genitales de los

machos tienen aspecto mas obtuso en las extremidades (Pletsch, 1947).

Hospederos

B. cockerelli presenta un amplio rango de hospederos incluyendo varias especies en 20
familias, de las cuales tienen una preferencia muy fuerte a las especies de las solandceas (Liu y
Trumble, 2006). De las cuales resaltan chile, tomate y papa, en berenjena (Solanum melongena
L.) el tiempo de desarrollo es mas rapido (Martin, 2008). Puede invernar en otras solanaceas
silvestres en regiones calidas (Cranshaw, 2007; Hodkinson, 2009), consiguiendo sobrevivir en

convolvuldceas y amarantaceas, incluyendo cultivos y malezas nativas (Pavlista, 2002).
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Darios e Importancia economica

Dentro de la sintomatologia provocada por B. cockerelli, Las plantas enfermas muestran
una disminucion en el crecimiento, desarrollo prematuro, clorosis o amarillamiento (List, 1935,
1939). Otros sintomas son la formacion de tubérculos aéreos, entrenudos cortos, enrollamiento
apical, coloracion purpurea en los foliolos y oscurecimiento en el interior de los tubérculos
(Munyaneza et al., 2007). Reduciendo la longevidad del cultivo, el tamafio y la calidad,

provocando pérdidas cuantiosas en el rendimiento (Al-Jabar 1999).

Garzon (1984) Reporta en tomate, una enfermedad denominandola “Permanente del
tomate”. Siendo B. cockerelli uno de sus principales vectores (Garzon, 1986). Tanto en tomate y
papa, este insecto es un vector potencial de enfermedades para ambos cultivos por la capacidad

de incubar patdgenos (Almeyda ef al., 2002a).

Los dafos provocados por Bactericera cockerelli se categorizan en dos tipos:

Directo

Primeramente se reportd a Bactericera cockerelli provocando amarillamientos foliares o
“psyllid yellows”, dicho sintoma se asoci6 con la alimentacion de los instares ninfales (Blood et
al., 1933), al succionar la savia en los conductos de floema (Munyaneza et al., 2007). Por su
parte Carter (1950) descubrié que no todas las ninfas tiene la habilidad para producir una
reaccion toxica. Sin embargo, el desorden metabdlico pudiera ser por la presencia de metabolitos
producidos e inyectado por las ninfas (Rubio ez al., 2006), ya que dicha toxina no ha sido aislada
(Munyaneza et al., 2007). Mientras que en tomate Garzon et al. (2009) elimina la posibilidad de

que los sintomas se deban a toxinas inyectadas por ninfas.
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Indirecto

Como vector, incubador y transmisor de patégenos, tales como: Fitoplasmas (Salas et al.,
2006), uno de los agentes que provocan los sintomas del complejo “punta morada de la papa”

(PMP) (Garzon et al., 2005).

“organismos tipo bacteria no cultivable” (OTB), provocando el permanente del tomate,
en donde para adquirir al agente causal, las ninfas de B. cockerelli, requieren de 15 minutos
mientras que los adultos necesitan alrededor de 30 minutos, la transmision es persistente y

posiblemente transovarica (Garzon ef al., 2009).

Huanglongbing, “Candidatus  Liberibacter  psyllaurous” (CLP) provocando
amarillamientos “psyllid yellows” (Hansen et al., 2008), “Candidatus Liberibacter
solanacearum” (CLS) los cuales estan asociados con el manchado de tubérculos “Zebra chip”
(ZC) (Liefting et al., 2008). Dichos agentes provocan sintomatologias similares Munyaneza et
al. (2007b); Feng et al. (2009), tales como: oscurecimiento del tejido vascular, rayos medulares
decoloracion y manchado necrético que elevan el contenido de Zn, P, K y Ca, a su vez

disminuyen considerablemente las concentraciones de Mg, Cu 'y B (Miles et al., 2009).

Alternativas de control

Cultural

En su mayoria, las practicas culturales empleadas en el manejo de los insectos vectores es
la destruccion de focos de infestacion, eliminando plantas viejas después de la cosecha; la
destruccion de plantas hospederas, al menos en los margenes del cultivo y lotes adyacentes, asi
una buena nutricion para ayudar a reducir el efecto de las altas densidades (Avilés er al., 2003).
Dichas estrategias estan establecidas en la norma oficial mexicana NOM-081-FITO-2001, que se
refiere al manejo y eliminacion de focos de infestacion con establecimiento y reordenamiento de

fechas de siembra y destruccion de residuos de cosecha (SAGARPA, 2001).
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Control biologico

Dentro de los enemigos naturales de B. cockerelli se incluyen hongos entomopatogenos
como: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Verticilium lecanni. Depredadores como:
Afhis lion, Chrysoperla spp., Geocoris sp. € Hippodamia convergens (Guer), parasitoides de
ninfas: Metaphycus psyllidis (Comp.) (Bujanos et al., 2005; Bravo y Lopez, 2007).

Por su parte Rojas (2010) recomienda la inclusion de Tamarixia triozae (Burks)
(Hemiptera: Eulophidae) como un agente de control bioldgico dentro de un manejo integrado.
Pero debido a la poca presencia de enemigos naturales, no presentan un eficiente control, ya que
al alimentarse un grupo relativamente pequefio de estos insectos pueden provocar dafios a la

planta antes que los insectos benéficos efectlien su accion de control (Al-Jabar, 1999).

Control quimico

En cuanto a las recientes irrupciones, a las elevadas poblaciones y al incremento de
dafios, el control de B. cockerelli principalmente se efectia con el uso de insecticidas
organosintéticos (Liu y Trumble, 2007). La toxicidad dependera de la especie, insecticida, estado

bioldgico, dosis y forma de exposicion (Luna, 2010).

En campo Avilés et al. (2003) reporta que abamectina, spinosad, imidacloprid y
thiamethoxam son efectivos. Espinosad es muy persistente durando hasta 29 dias, de igual forma
azadiractina (Luna, 2010), aplicandose cuando existan alrededor de 30 ninfas por planta (Liu y
Trumble, 2005); siendo una de las dificultades en las aplicaciones por la disposicion de las ninfas

en el envés de las hojas (Pavlista, 2002).

Por su parte Vega ef al. (2008) mencionan que la falta de control se puede deber a
factores como una baja cobertura de aspersion, mala calibracion y equipo en mal estado. Un mal
manejo provoca contaminacién ambiental, desequilibrio ecologico y surgimiento de insectos

resistentes en corto plazo (Luna, 2010).
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En Coahuila y San Luis potosi, es comun que se realicen doce aplicaciones de
insecticidas por ciclo de cultivo (Vega et al., 2008). Aunque en algunas regiones productoras de
Meéxico realizan hasta 30 aplicaciones, incrementando los costos de produccién y representando
un riesgo de contaminacién ambiental y de dafio directo al hombre (Rubio ef al., 2006). Al
observar poblaciones altas en lotes comerciales de papa a pesar del elevado numero de
aplicaciones de insecticidas en Arteaga, Coahuila, Vargas (2005) sefala que B. cockerelli es

tolerante a altas dosis de plaguicidas.

Resistencia

Generalidades

Se define como el desarrollo de la capacidad de tolerar dosis de toxicos que serian letales
para la mayoria de los individuos de una poblacion de la misma especie (FAO, 1957). Resultado
de la seleccion intensiva, por lo que el insecto adquiere la aptitud de sobrevivir en un ambiente
contaminado (Metcalf, 1989), dicha habilidad es hereditaria en un conjunto de individuos y los
capacita fisiologica y etologicamente para bloquear la accion toxica de un insecticida (Lagunes

y Villanueva, 1994).

El desarrollo de la resistencia es subsiguiente a aplicaciones intensivas y repetidas, por lo
que es preciso utilizar dosis cada vez mayores que normalmente eran eficaces, las poblaciones
resistentes se distinguen por el efecto de tolerancia, en tanto las susceptibles siguen sucumbiendo

al insecticida en sus dosis normales (Barbera, 1989).

Clasificacion

Resistencia por comportamiento.- Se presenta en especies muy hiperactivas, un
indicador es la preferencia para descansar en areas no tratadas, o bien la tendencia de detectar el
insecticida y tratar de evitarlo (Carrillo, 1984).
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Resistencia morfolégica.- mecanismo fisico dado por la formacion de estructuras
cuticulares, no permiten que el toxico penetre la cuticula del insecto, la velocidad de penetracion
dependerd de las caracteristicas moleculares del insecticida y de las propiedades del integumento

del insecto, la cual varia considerablemente entre los estadios de vida (Barbera, 1989).

Resistencia fisiologica.- Esta puede ser de dos formas: No metabolico, por la

insensibilidad en el sitio de accidon, resistencia al derribo, Acetilcolinesterasa Insensible,
penetracion reducida, mayor almacenamiento y Excrecion (Vais et al., 1997). Resistencia
metabdlica, por la adicion de sistemas enzimaticos, donde los insecticidas son metabolizados y

transformados en productos menos toxicos (Lagunes y Villanueva, 1994).

Las enzimas responsables para la detoxificacion en los organismos son transcritas por
Esterasas, Oxidasas y Glutation S-Transferasas (GST) (Flores et al., 2001), el mecanismo de
resistencia mas comun en insectos es provocado por la actividad de esterasas detoxificativas que
metabolizan (hidrolizan enlaces éster) un amplio rango de insecticidas comprendidas en familias

proteicas pertenecientes a las o y B hidrolasas (Cygler ef al., 1993; Oakeshott, 1993).

En insectos resistentes se muestra una sobre-expresion de los niveles de oxidasas (Carino
et al., 1994). Los mecanismos de sobreproduccion de oxidasas parecen ser resultado de factores

cis- y trans- (Cohen et al., 1994; Liu et al., 1997).

La mayoria de los organismos poseen multiples Glutation S-Transferasas (Hayes, et al.,
1995). Las GST implicadas en la resistencia al DDT estan presentes como grupos de genes que

han sido mezclados a través del genoma por recombinacion (Zhou et al., 1997).

Determinacion de resistencia

Como consecuencia, la resistencia profiere cambios genéticos alterando procesos
bioquimicos a nivel individual, se hace notable en una poblacion cuando la proporcion de
resistencia sea tal, que se refleje en una falla en el control (Devonshire, 1990),

convencionalmente se puede detectar la resistencia mediante:
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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 biologica del pesticida, determinando la magnitud del
estimulo mediante la respuesta del insecto (Hubert, 1980), generalmente involucran

comparaciones de la DLso, DLgy 0 de la concentracion letal (Twine y Reynolds, 1980).

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).

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 ez al., 1990).

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 e al., 1994).

Pruebas bioquimicas.- son ensayos multiples que permiten analizar a una poblacion de
insectos cuantifican los niveles de de una reaccién enziméatica (Brown 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 er al., 1997).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion

El presente trabajo fue realizado en el Laboratorio de Toxicologia de insectos y en el
Laboratorio de Parasitologia Molecular, ambos del Departamento de Parasitologia de la
Universidad Autébnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) en Buenavista Saltillo, Coahuila,

Meéxico.

Recolecta del material biologico

Se realizaron muestreos a partir de marzo a junio de 2010, en las zonas productoras de
Coahuila (Huachichil, Emiliano Zapata, El Huizache) y Nuevo Ledn (Navidad, San Rafael, La
Hediondilla), asi como una poblacion recolectada en el invernadero del departamento de

parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, sobre plantas de chile y papa.

Para cada sitio, se recolectaron en hojas infestadas en cultivos de papa, papa mostrenca
en pivotes abandonados de un ciclo anterior y maleza aledafia a los cultivos las cuales son
reservorio de B. cockerelli durante el invierno como: jarilla (Senecio salignus), cilindrillo

(lycium berlandlen) y trompillo (Solanum elagnipholium).

Se tiraron redazos entomologicos para la captura de adultos de B. cockerelli, en el caso de
papa mostrenca, debido a su tamafo, se colocaba una bolsa de plastico sobre las primeras ramas

y se sacudian, en ambos casos hasta obtener una suficiente cantidad de adultos.

Para cada localidad se obtuvo su ubicacion geografica mediante la ayuda de un GPS,
arrojandonos las coordenadas via satélite, donde las distancia entre localidades van de 1.85 km a

58.34 km



Cuadro 1. Coordenadas de los 20 sitios recolectados en la region papera.

Localidad N 6] Altitud hospedero
1 25°16' 25.89" N 100°47'51.81" O 2063 maleza
2 25°16'10.96" N 100°45'48.31" O 2029 maleza
3 25°15'29.39" N 100°44' 14.51" O 1060 maleza
4 25°2'45.92" N 100°38'10.08" O 1877 Mostrenca
5 25°3'20.32" N 100°36' 9.49" O 1891 Mostrenca
6 25°4' 472" N 100°37' 45.45" O 1887 Maleza
7 25°2'9.16" N 100°35'58.04" O 1884 Mostrenca
8 25°5'57.49" N 100°47 '2.60" O 1960 Papa
9 25°2'45.74" N 100°39'53.37" O 1881 Mostrenca
10 24°59'41.35" N 100°41'42.23" O 1888 Mostrenca
11 24°59'7.38" N 100°39'11.58" O 1885 Papa
12 25°1'3.40" N 100°38'13.05" O 1881 Papa
13 25°0'38.91" N 100°36'9.26" O 1883 Papa
14 25°1'8.73" N 100°34' 33.41" O 1894 Papa
15 25°12'23.80" N 100°47' 37.16" O 2032 Papa
16 24°57'42.32" N 100°42'19.73" O 1875 Maleza
17 24°54' 54.94" N 100°43' 36.96" O 1870 Maleza
18 25°12'18.82" N 100°46' 32.59" O 2011 Papa
19 25°1'35.59" N 100°42'16.67" O 1833 Mostrenca
20 25°21'8.35" N 101°1' 37.82" O 1750 Invernadero

Figura 1. Mapa de la ubicacion de las localidades

muestreadas




Manejo de material bioldgico en laboratorio

Una vez en el laboratorio, se mantuvieron en refrigeracion, se realizo la identificacion de
Bactericera cockerelli segin las caracteristicas sefialadas en la revision de literatura,
posteriormente se separaron de otras especies contenidas en las muestras. Una vez separadas y
agrupadas, se colocaron en tubos eppendorf seguin la localidad, se etiquetaron y se conservaron

en refrigeracion.

Cuantificacion de proteina

Para conocer la cantidad de proteina total se empled la metodologia descrita por Brogdon
(1984). Dicho método consiste en cuantificar una proteina de referencia “Albumina sérica
bovina” (BSA) para la obtenciéon de una curva estdndar, donde se consideraran los datos

comprendidos entre 80 y 140 pg/mL de proteina.

Preparacion de reactivos.- Reagente: Se disolvié 20 mL de colorante (reagente) con 80
mL de H,O esterilizada, se pasé por papel filtro para obtener una dilucion, posteriormente la
preparacion de Buffer (KPQOy), se disolvid 6.6 g de fosfato dibasico con 1.7 g fosfato

monobasico, aforando a 1000 mL de H,O esterilizada.

Preparacion de homogenatos.- En tubos eppendorf de 1.5 mL se colocaron 4 muestras
con diferente cantidad de insectos: 1, 3, 7 y 10, cada muestra con 10 repeticiones. Se agrego 500
uL de diluyente buffer KPO, (fosfato de potasio), se trituraron con un homogenizador de

tejidos, se afor6 a 1 mL adicionandole 900 pL de diluyente.

Lectura de absorbancias.- Se empled una microplaca de 96 pozos, en cada cavidad se
colocaron 20 pL de homogenato, se agregaron 80 pL de buffer (KPO,) y 200 uL de colorante
diluido, estos pasos se realizan por triplicado para cada repeticion. Consecutivamente se
colocaron en el lector de placas obteniendo los valores de absorbancia con un filtro de 630 nM,

sin filtro diferencial.
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Interpretacion de resultados.- A los datos arrojados por el lector de placas, se les
obtuvo la media de cada repeticion (tres pozos), mediante la ecuacion de la curva estandar de
referencia del método de Brogdon (1984) dada por la interpolacion de pg/mL de proteina y la
absorbancia, se obtuvieron analiticamente los valores comprendidos en un rango establecido por
el autor. La ecuacion de la recta fue: y = - 0.5033 + 0.7249 (x); donde se sustituyen los valores
de las medias de las absorbancias, obteniendo los valores de pg/mL de proteina, fueron
tabuladas y se obtuvo la media del contenido de proteina, comparandolas para decidir la

cantidad de insectos a emplear para la determinacion de enzimas.

Pruebas bioquimicas

Prueba de esterasas elevadas no especificas (f-Esterasas)

Mide los niveles de B-Esterasas no especificas presentes.

Preparacion de reactivos.- Acetato de B-naftil: se disolvido 56 mg de B-naphthyl acetate

en 20 mL de acetona y se agreg6 80 mL de buffer (KPO,). Para preparar O-Dianisidina (fast-
blue), se disolvié 50 mg de O-Dianisidine (fast-blue) en 50 mL De H,O esterilizada. Este tltimo

reactivo se prepard inmediatamente antes de usarlo, ya que se degrada facilmente, un indicador

es su coloracion, cuando adquiere una tonalidad &mbar se descarta y se prepara uno nuevo.

Lectura de absorbancias.- En cada pozo de la microplaca, se colocaron 100 uL del
homogenato de insectos, se agregd 100 puL de acetato de B-naftil, se dejo incubar por 10 minutos,
pasado el tiempo, agregando 100 pL de Dianisidina, estos pasos se realizan por duplicado para
cada repeticion de las 20 localidades, se dejaron incubar durante 2 minutos y se corre en el lector
de placas usando un filtro de 540 nM. Una vez arrojadas las lecturas de absorbancias, se
promedian segun su muestra y su repeticion para el analisis de resultados. Se emplearon los
pozos G10, G11, G12 como control positivo donde se agregd 300 pL de B-naftil a cada uno y
H10, H11, H12 para control negativo agregando 300 uL de de buffer (KPO4).
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Prueba de reacciones de oxidasa

Mide los niveles de peroxidasas

Preparacion de reactivos.- Buffer de Acetato de Na (0.25 M): se disolvi6é 16.6 mL de

3M Sodium Acetate en 180 mL de H,O esterilizada, después se aforé a 200 mL, ajustando el pH
5.0 adicionandole acido acético glacial. Para el TMBZ, se disolvié 50 mg de 3, 3°, 5, 5°-
Tetramethyl-Benzidina Dihydrochloride, en 25 mL de Metanol, agregando 75 mL de 0.25 M Na

Acetate buffer, se dejo disolver durante varios minutos. Por ultimo para el Cytochrome-C: se

pesaron 10 mg de Cytochrome-C (de corazén de bovino) y fueron disueltos en 100 mL de Buffer

de Acetato de Na (0.25 M) pH 5.

Lectura de absorbancias.- Se colocaron 100 pL del homogenato de insectos, se agregan
200 pL de TMBZ, agregado una gota (25 pL) de peroxido de hidrogeno (H»O;) al 3%, estos
pasos se realizaron por duplicado para cada repeticion de las 20 localidades, se dejé incubar por
5 minutos, pasado el tiempo se corrid en el lector de placas usando un filtro de 620 nM. Una vez
arrojadas las lecturas de absorbancias, se promediaron segiin su muestra y repeticion para el
analisis de resultados. Se emplearon los pozos G10, G11, G12 como control positivo donde se
agreg6 300 uL de Cytochrome-C a cada uno y H10, H11, H12 para control negativo agregando
300 pL de buffer (KPOy,).

Prueba Glutathion S-transferasa

Mide los niveles de Glutathion S-transferasa presentes

Preparacion de reactivos.- Reduced glutathione: se disolvieron 61 mg de reduced

glutathione en 100 mL de buffer (KPO,4). Para cDNB, fueron disueltos 20 mg de 1-chloro-2,4’-

dinitrobenzene en 10 mL de Acetona y se agregaron 90 mL de buffer (KPO,); este reactivo es

viable de 3 a 4 dias a 4 °C.
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Lectura de absorbancias.- se coloc6 100 pL del homogenato de insectos, se agregaron
100 uL de Reduced glutathione, y 100 uL de cDNB, estos pasos se realizaron por duplicado
para cada repeticion de las 20 localidades, se corrido inmediatamente (Ty) en el lector de placas
usando un filtro de 340 nM, se volvid a correr transcurridos 5 minutos (Ts). Las lecturas de
absorbancias, se promediaron segiin su muestra y su repeticion en donde se tomaron en cuenta
las diferencias de ambos tiempos (Ts - Ty) para el analisis de resultados. En esta prueba en
particular no se contemplan controles, tanto los positivo como los negativos por lo que se

dejaron los espacios vacios.

Prueba de acetilcolinesterasa

Mide la cantidad de acetilcolinesterasa presente

Preparacion de reactivos.- ATCH: se disolvio 70 mg de Acetylthiocholine iodide
(ATCH) en 10 mL de acetona y se agregdé 90 mL de buffer (KPO,); para el DTNB, se prepararon
13 mg de Dithio-bis-nitrobenzoic acid (DTNB) y fueron agregados 100 mL de buffer (KPOy),

este reactivo puede durar de 3 a 4 dias a 4 °C.

Lectura de absorbancias.- Se colocaron 100 pL del homogenato de insectos, se
agregaron 100 pL de ATCH y 100 nL de DNTB, estos pasos se realizan por duplicado para cada
repeticion de las 20 localidades, se corrieron inmediatamente (Ty) en el lector de placas usando
un filtro de 414 nM, se volvio a correr transcurridos 10 minutos (Tj¢). Las lecturas de
absorbancias se promediaron segiin su muestra y su repeticion en donde se tomararon en cuenta
las diferencias entre ambos tiempos (T - Tp) para el analisis de resultados. Se emplearon los
pozos G10, G11, G12 y H10, H11, H12 para control negativo, los cuales se les agreg6 300 puL de
buffer (KPO4) a cada uno.
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Analisis estadistico

los resultados se analizaron para obtener las proporciones de resistencia mediante el
método grafico, para poder referenciar las poblaciones respecto a su contenido de enzimas
cuantificadas en absorbancias, las cuales fueron arrojadas por un espectrofotometro, leidos con
diferentes filtros segln la enzima a analizar; posteriormente se obtuvieron los porcentajes de la
proporcion de resistencia para cada enzima en cada poblacion, en ausencia de una linea
susceptible, se tomd como referencia un umbral que se establecié en base a la media entre el
valor méximo y el minimo, obteniendo por lo consiguiente los porcentajes totales de proporcion

de resistencia a nivel region.

Con la finalidad de conocer la variacion entre los individuos de cada localidad, como
entre las poblaciones, los resultados se analizaron estadisticamente mediante el Software SAS
System for Windows 9.0, para obtener andlisis de varianza con un 0.05 % grado de significancia
y comparaciones de medias mediante “diferencia minima significativa” (dms), cuando las
agrupaciones similares se traslaparon formando numerosos grupos estadisticos se compararon

mediante el método de “tukey” para reducir agrupaciones y hacer mas marcada la diferencia.

Los andlisis estadisticos ayudaron a determinar la enzima prioritaria, tanto las diferencias
entre ellas, como entre poblaciones, asi como la distribucion de la resistencia en las diferentes
localidades de la zona papera; la proporcion de resistencia se clasifico mediante la escala
propuesta por (Montella et al., 2007) con pequefias modificaciones para contrastar los resultados,
“inalterado” de 0-5 %, “incipientemente alterado” 6-30 %, “moderadamente alterado” de 30-
50%, “alterado” de 51-75 %, “muy alterado” de 76-100 %, similarmente en la comparacion de
medias del contenido de enzimas, se formaron grupos de resistencia, bajo la siguiente escala
ascendente: baja, medianamente baja, media, medianamente alta y alta, como los grupos que
presentaron un traslape se correlacionaron con: la ubicacion, proporcion de resistencia y
hospedero. Con ayuda de su ubicacion geografica satelital (GPS), nos permiti6 elaborar un mapa
donde se sefialan las agrupaciones de dichas localidades respecto a la enzima

estudiada.
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RESULTADOS

A continuacion se muestran los resultados obtenidos, analizados mediante la comparacion

de graficas para cada enzima en particular y sus respectivas repeticiones; estadisticamente se

obtuvieron sus andlisis de varianza y posteriormente la comparacion de medias. Cabe mencionar

que las absorbancias e intervalos de frecuencia se incluyen el apéndice.

Figura 2. Contenido de B-Esterasas en las 20 localidades respecto al umbral de resistencia, en la
grafica “totales” se muestra el conjunto de todas ellas.
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Respecto a la Figura 2, las poblaciones registraron alto contenido de p-Esterasas, dado

que en 18 localidades, la proporcion de resistencia fue del 100 %, tan solo las poblaciones 8 y 10

presentaron un 90 y 70 % respectivamente, dentro de ambas localidades se encuentra el 2 % de

individuos susceptibles de todas las poblaciones, en general la actividad enzimatica se considera

“Muy Alterado” al presentar un 98 % de proporcion de resistencia.
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Figura 3. Contenido de Oxidasas en las 20 localidades respecto al umbral de resistencia, en la
grafica “totales” se muestra el conjunto de todas ellas.

REPETICIONES

Oxidasas

10

LOC: 1
umbral D.850

resistentes

susceptibles

0.309 ' 0.526 0.743 ' 0.959 ' 1.176
0.525 0.742 0958 1.175 1.392
ABSORBANCIAS

REPETICIONES

REPETICIONES

Oxidasas

1]

Oxidasas

10

LocC: 4
umbral 0.850

susceptibles resistentes

0.300 ' 0.526 0.743 ' 0,959 1.176
0.525 0742 0.958 1.175 1.392
ABSORBANCIAS

Loc: ¥
umbral 0.850

resistentes

susceptibles

0.300 ' 0.526 ' 0.743 ' 0.959' 1.176
0.525 0742 0958 1175 1.392
ABSORBANCIAS

REPETICIONES

Oxidasas

10

1]

LOC: 10
umbral 0.850

resistentes

susceptibles

:

0300 ' 0.526 ' 0.743 ' 0,959 1.176

0.525 0742 0958 1.175 1.392
ABSORBANCIAS

Oxidasas Loc: 2 Oxidasas Loc: 3
umbral 0.850 umbral 0.850
w0 susceptibles resistentes w susceptibles resistentes
w10 | w 10 |
Ed X 2 '
] ! ] 1
— ! - !
O g : U g :
- I - I
- - '
[¥8) ' W 1
=N ! =% 1
“on ! w g X
& 0.309 ' 0.526 0.743 ' 0.959' 1.176 e 0.309 ' 0.526 ' 0.743 ' 0.959 ' 1.176
0525 0.742 0958 1.175 1.392 0.525 0742 0958 1175 1.392
ABSORBANCIAS ABSDODRBANCIAS
Oxidasas LOC: 5 Oxidasas LOC: 6
umbral 0.850 umbral 0.850
w susceptibles resistentes o) susceptibles resistentes
w 10 | w 10 !
=z ! = .
] ' ] |
— ! b
] ]
~ 3 : o5 !
- I - I
e : w :
=N ! =% |
W oo X “wool e .
@ 0.309 ' 0,526 ' 0.743 ' 0.959' 1.176 & 0309 ' 0.526 ' 0.743 ' 0.959' 1176
0.525 0.742 04958 1.175 1.392 0.525 0742 0958 1.175 1.392
ABSORBANCIAS ABSORBANMNCIAS
Oxidasas Loc: 8 |1 Oxidasas Loc: 9
umbral 0.850 umbral 0.850
7o) susceptibles resistentes w susceptibles resistentes
w 10 | w 10 |
= : = :
Q ! o I
L) ! o 1
U g | U g |
- I — I
- I - I
w | w
[=H ! =8 |
w g ' . . w ool e I
& 0.309 ' 0.526 ' 0.743 ' 0.959 ' 1.176 4 0309 ' 0.526 0.743 ' 0.959 1.176
0525 0742 0958 1.175 1.392 0.525 0.742 0958 1.175 1.392
ABSORBANCIAS ABSORBANCIAS
Oxidasas Loc: 11 Oxidasas LOC:12
umbral 0.850 umbral 0.850
wn susceptibles , resistentes wm susceptibles resistentes
w 10 ' w 10 |
= . et X
] ' (] 1
- — :
o ]
= S s |
- — !
w ] ,
o o 1
u D o T T T T u D - .
& 0309 0526 0.743 0959 1.176 =4 0.309 ' 0.526 ' 0.743 ' 0959 1.176
0.525 0.742 0958 1.175 1.392 0.525 0.747 0958 1.175 1.392
ABSORBANCIAS ABSORBANCIAS

27




Oxidasas

LocC: 13
umbral 0.850

o -

susceptibles = resistentes

REPETICIONES
t

0.309 '
0.525

Oxidasas

0.526 ' 0.743 ' 0.959 1.176
0742 0.958 1175 1.392

ABSORBANCIAS

LOC: 16
umbral 0.850

10

susceptibles  resistentes

REPETICIONES
tn

0.309 '
0.525

Oxidasas

0.526 ' 0.743 ' 0,959 1.176
0.742 0.958 1175 1392

ABSORBANCIAS

LocC: 19
umbral 0.850

REPETICIONES
t»

susceptibles  resistentes

0.309 '
0.525
A

0.526 ' 0.743 ' 0.959 ' 1.176
0.742 0.958 1.175 1.392
BESORBANCIAS

Oxidasas toc: 14 || Oxidasas LOC: 15
umbral 0.850 umbral 0.850
@ susceptibles resistentes “ susceptibles  resistentes
w 10 \ w 10 h
z ! = .
=} ' ] I
st ! - !
[}
o s : -5 :
- I - |
[ j w 1
=N [=H :
= l] - T T : T T o u . T T L T T
e 0.309 0.526 0.743 0959 1.176 &= 0309 0.526 0.743 0959 1.176
0.525 0.742 0958 1.175 1.392 0.525 0742 0956 1.175 1.392

Oxidasas Loc:17 11 Oxidasas Loc: 18
umbral 0.850 umbral 0.850

w susceptibles  resistentes w susceptibles resistentes

w10 w10 ;

z = X

[} [} !

—- — I

U 5 [~ I

- —

- -

W W |

o o '

u u * T T L T T w D > T T L T T

o 0309 0.526 0.743 0959 1.176 24 0.309 0526 0743 0.959 1.176

Oxidasas Loc: 20 || Oxidasas TOTALES
umbral 0.850 umbral 0.850

o) susceptibles resistentes o] susceptibles  resistentes

w10 : wloo i

= I 2 I

] 1 o |

— ' —_ !

Q5 ' 1]

— | et !

- . - .

w I w |

o 1 o 1

wool e . w g I

& 0.309 ' 0.526 0.743 ' 0.959' 1.176 e 0309 ' 0.526 0.743 ' 0.959' 1.176
0.525 0.742 0958 1175 1.392 0525 0742 0.958 1175 1.392

ABSORBANCIAS ABSDRBANCIAS

ABSORBANCIAS

ABSORBANCIAS

0.525

ABSORBANCIAS

0.742 0958 1.175 1.392

0.525

0.742 0958 1.175 1.392
ABSORBANCIAS

Analizando el conjunto de graficas de la de Figura 3, se observa que las localidades: 4, 6,

10, 13, 14, 17 y 19 presentaron mayor contenido de Oxidasas llegando a registrar hasta un 100

% de proporcion de resistencia, ya que todos sus valores rebasaron el umbral establecido, en las

localidades 8 y 12 fueron las poblaciones en que ninguno de sus registros superd dicha

referencia, por lo que se les atribuye un 0 %, en tanto las poblaciones: 1, 2, 3, 5, 7,9, 11, 15, 16,

18 y 20 registraron los porcentajes: 40, 60, 70, 60, 50, 90, 90, 90, 70, 80 y 10 respectivamente,

resultando un total de 70.5 % de proporcion de resistencia para todas las poblaciones, por lo que

la actividad enzimatica se considera “Alterado”.
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Figura 4. Contenido de Glutation S-Transferasas en las 20 localidades respecto al umbral de
resistencia, en la grafica “totales” se muestra el conjunto de todas ellas.
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Como podemos observar en el conjunto de graficos en la Figura 4, la mayoria de las
poblaciones se encuentran por debajo del umbral de resistencia, solo las poblaciones 12, 14 y 17
las que registran un 10 % cada una, encontrandose tan solo un 1.5 % de proporcion de resistencia
entre todas las poblaciones. Dicha proporcion es menor que el 5 %, por lo que la actividad

enzimatica se considera como “inalterado”.
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Figura 5. Contenido de Acetilcolinesterasa en las 20 localidades respecto al umbral de
resistencia, en la grafica “totales” se muestra el conjunto de todas ellas.
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En relaciéon al contenido de acetilcolinesterasas en la Figura 5, sobresalen las

poblaciones: 7, 14 y 15 quienes presentaron elevada cantidad de acetilcolinesterasa, superando el

umbral establecido, cada uno con un 100 % de proporcion de resistencia, mientras que en las

poblaciones: 1, 2, 3, 4, 10, 18, 19 y 20 registran un 0 %; en las localidades: 5, 6, 8, 9, 11, 12, 13,

16 y 17 mostraron porcentajes de: 40, 20, 70, 50, 60, 70, 20, 30 y 10 respectivamente. En

conjunto se reporta un 33.5 % de las poblaciones son resistentes mediante la produccion de

acetilcolinesterasas, la actividad enzimatica esta comprendida entra 30 y 50 % por lo que se

clasifica como “Moderadamente Alterado™.
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Cuadro 2. Porcentajes de resistencia de
cada enzima en todas las poblaciones.

Proporcion de resistencia en %

Pob. p-Est. Oxid. GST. ATChE.
1 100 40 0 0
2 100 60 0 0
3 100 70 0 0
4 100 100 0 0
5 100 60 0 40
6 100 100 0 20
7 100 50 0 100
g8 90 ] 0 70
g 100 90 0 50
10 70 100 0 0
11 100 90 0 &0
12 100 a 10 70
13 100 100 0 20
14 100 100 10 100
15 100 90 0 100
16 100 70 0 30
17 100 100 10 10
18 100 a0

19 100 100

20 100 10

X 98 70,5 1.5 33.5

Cuadro 3. Clasificacion de la actividad
enzimatica segun las proporciones de
resistencia.

Actividad enzimatica

Enzima % Clasificacion
B-Est. 98 Muy Alterado
oxid. 71 Alterado
GST. 15 Inalterado

ATChE. 34 Moderadamente Alt.
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En contraste con las graficas
anteriores, en el cuadro 2, se muestra la
los

comparacion  de porcentajes  de

proporcion de la resistencia en cada
poblacion para cada enzima especifica, se
observa que, en la misma poblacién varia la
proporcion de resistencia segin la enzima
estudiada, y que las B-Esterasas presentan
poca variacion en su cuantificacion asi como
glutation S-Transferasas ya que se presentan
de forma uniforme, caso distinto en oxidasas
donde las

y en acetilcolinesterasas,

proporciones son muy variadas.

Observando el cuadro 3, B-Esterasas

resulté segiin montella et al. (2007) “Muy

Alterado”, seguido de oxidasas, cuya
actividad  enzimatica se considera
“Alterado”, acetilcolinesterasa como
“Moderadamente alterado”, por ultimo

Glutation S-Transferasas como “inalterado”.



Cuadro 4. Anédlisis de varianza del contenido de -Esterasas en las 20 poblaciones.

Andlisis de Varianza B-Esterasas

FV GL SC cM F P>F
Trat. 19 3.55635966 0.18717682 8.64 0.000
Error 171 3.70633069 0.02167445
Total 199 7.44991236

C. V.= 4.272413 %

Tomando encuentra el coeficiente de variacion en el Cuadro 4, se observa que la
produccion de B-Esterasas, entre las localidades de la zona papera en cuestion, se presenta de una

forma homogénea, dado a que se encontré muy poca variabilidad entre dichas poblaciones.

Cuadro 5. Comparacion de medias del En observacion al Cuadro 5, del

contenido de (-Esterasas en las poblaciones. . .,
B P contenido de p-Esterasas, en la region

B — Esterasas muestreada se formaron cuatro grupos
Comparacion de medias (sign. 0.05) estadisticos; la poblacion 3 registré la mayor
Trat. Media Agrupacion . .
3 35061 n cantidad de B-Esterasas presentes, seguido de
5 3.5057 A, las poblaciones: 5, 1, 9, 16, 4, 7, 15, 19, 2,
1 .
3.5003 A 14 y 13, los cuales se encuentran dentro del
9 3.4985 A
16 3.4961 A primer grupo; en los grupos intermedios
4 3.4960 o tenemos a: 17, 11, 20, 18, 6 y 12; la
7 3.4940 A .y .
15 34937 A poblacion 8 se incluye dentro de otro grupo
19 3.4922 A intermedio, sefialando que existe una
2 34316 A diferencia significativa respecto al los
14 3.4875 A . . - ]
13 34850 A anteriores. Por ultimo la poblacion mas
17 3.4840 A B diferenciada entre ellas con el menor
11 34817 . . .
ALE registro de absorbancias se encontr6 a la
20 3.4800 A B
18 3.4587 A B poblacion 10, la cual es estadisticamente
6 34375 A B diferente a los demas debido a que en esta
12 3.3855 A B 1 lidad el tenido d E
a 3 3545 5 ocalidad el contenido de p-Esterasas se
10 2.8896 C presenta en niveles bajos.
dms= 0.13
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Cuadro 6. Analisis de varianza del contenido de Oxidasas en las 20 poblaciones.

Analisis de Varianza Oxidasas

FV GL SC ™M F P>F
Trat. 19 6.98963478 0.36787551 23.22 0.000
Error 171 2.70924452 0.01584354
Total 199 9.83173078

C.V.= 13.61225 %

En relacion al andlisis de varianza el contenido de oxidasas de Cuadro 6, al igual que en
B-Esterasas en las localidades muestreadas, la variabilidad es poca aunque en oxidasas es un poco

mayor el coeficiente de variacidon respecto a la enzima antes mencionada.

Cuadro 7. Comparacion de medias del Referente a la comparacion de

contenido de Oxidasas. medias mediante el método diferencia

Oxidasas (tukey) minima significativa” (dms), se observo una
Comparacion de medias (sign. 0.05) numerosa formacion de grupos estadisticos,
Trat. Media Agrupacion .
£p dado que muchas de las agrupaciones
4 1.2257 A
6 1.1100 A B resultantes presentaron traslape entre ellas,
10 11023 A B lo que los hace estadisticamente similares,
13 1.0726 A B C 1 diant 1
15 Los0l A B C por lo que se compararon mediante e
17 1.0401 A B C método de “tukey” (Cuadro 7), alcanzando
14 10112 8 CE a reducir las agrupaciones, a su vez, se ve
11 0.9914 B CE _ '
0.9898 8 CE marcada la diferencia entre estas, donde
0.9783 BCE resaltan la poblacion 4 con el mayor
15 0.9622 B CE . . .y
contenidos de oxidasas y la poblacion 8
18 0.9408 B CE
5 0.9180 B CE como la localidad que present6 las menores
1g 0.8820 CE cantidades.
7 0.8746 C E
0.8559 E
1 0.8348 E F
20 0.6396 F G
12 0.5735 G H
3 0.4243 H
dms= 0.2027
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Cuadro 8.

Analisis de varianza del contenido de Glutation S-Transferasas en las 20 poblaciones.

Andlisis de Varianza Glutation S-Transferasas

FV GL CM F P>F
Trat. 19 0.03994798 0.00210253 6.85 0.000
Error 171 0.05248852 0.00030695
Total 199 0.09485158

C.V.= 56.3163 %

En el Cuadro 8, encontramos un coeficiente de variacion muy elevado, indicando que

dentro de cada poblacion el contenido de Glutatién S-Transferasas es muy heterogénea resultado

de la variabilidad de los individuos para la produccion de la enzima en mencion.

Cuadro 9. Comparacion de medias del
Glut.

contenido de
poblaciones.

S-T.

cn

Glutation S-Transferasas

Comparacion de medias (sign. 0.05)

Trat. Media Agrupacion
14 0.0568 A

13 0.055% A

17 0.0558 A

3 n.0s05 A B

11 0041 A B C

12 0.0397 B CD

g 0.0368 BCDE

15 0.0304 CDEF

] 0.0285 CDEF
13 0.028 CDEF

1 0.0272 CDEF
7 0.0253 OCEFG
8 0.0235 EFG
16 0.0221 EFG
15 0.0217 EFG
2 0.0188 F G
4 0.0175 F G
10 0.0153 F G
3 0.0151 FG
20 0.0111 €

dms= 0.0155

36

Simplificando el contenido del
Cuadro 9. Obtenemos que las poblaciones:
14, 13 y 17 registraron mayor contenido de
Glutation S-Transferasas, mientras que la
poblaciéon 20 fue la localidad en donde se
presenta el menor contenido de esta enzima.
Al igual que en los resultados obtenidos en
oxidasas, se forman grupos intermedios,
solo que en la cantidad de Glutation S-
Transferasas entre las poblaciones es mas
marcada la diferenciacion de estos grupos

estadisticos.



Cuadro 10. Analisis de varianza del contenido de Acetilcolinesterasa en las 20 poblaciones.

Analisis de Varianza Acetilcolinesterasas

FV GL SC CM F P>F
Trat. 19 9.91639005 0.52191527 69.22 0.000
Error 171 1.2892762 0.00753963
Total 199 11.32871095

C.V.= 29.26214 %

Referente al cuadro 10, se registra un coeficiente de variacion elevado, aunque se

presenta con menor heterogeneidad en comparacion a Glutation S-Transferasas.

Cuadro 11. Comparacion de medias del
contenido de ATChE. en las 20 poblaciones.

Acetilcolinesterasa

Comparacion de medias (sign. 0.05)

Trat. Media Agrupacion
8 0.6091 A
15 0.5706 A B
705656 A B
14 05353 A B C
12 0.5105 BCD
11 0.4686 coD
9 0.4604 coD
13 0.4499 D E
5 04383 D E
6 0.3740 EF
16 0.3444 F
10 0.2385 G
17 0.2085 G
0.0423 H
0.0348 H
20 0.0230 H
2 0.0222 H
15  0.01%9& H
13 0.0143 H
4 0.0058 H
dms= 0.0767
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Analizando la informacion del
Cuadro 11, se observa que la localidad 8
fue la poblacion que registré el mayor
contenido de Acetilcolinesterasa; las
poblaciones: 1, 3, 20, 2, 18, 19 y 4, se
contemplan dentro de la agrupacion con el
menor contenido de dicha enzima, mientras
que el resto de las localidades muestran
traslape entre sus agrupaciones, formando

grupos estadisticos intermedios.



Cuadro 12. Anélisis de varianza del contenido de cada enzima en las 20 localidades.

Analisis de Varianza

FV GL SC CM F P>F
Trat. 3 145.94 48.64666 1696.03 0.0001
Error 57 1.6349 0.028682
Total 79 147.993

C.V. = 14.42 %

Referente al Cuadro 12, podemos mencionar que el coeficiente de variacion esta dentro
de los rangos normales, enfatizamos que este ANVA es el mismo para la comparacion de medias

en los cuadros 13 y 14, ya que se emplea el mismo modelo en el programa estadistico.

Cuadro 13. Contenido total de enzimas en Concerniente al Cuadro 13, se
las 20 localidades. .
contrastan las cantidades de cada una de las
Enzimas totales en 20 poblaciones cuatro enzimas en las 20 localidades, se
comparacion de medias (sign. 0.05) puede observar que en todas ellas el
Trat. Media Agrupacion ‘ .
1 3.4456 A contenido de enzimas estd grandemente
2 0.3245 B diferenciadas entre ellas, ya que la
4 0.2977 C .y . .y
comparacion de medias nos arrojo cuatro
3 0.0309 D
dms= 0.1072 grupos estadisticos, uno para cada enzima

en especifico, B-Esterasas fue la agrupacion

1. B-Esterasas
2. Oxidasas

3. Acetilcolinesterasa . . .
4. Glutation S-Transferasas énzimas, Segu1d0 de Oxidasas,

con mayor cantidad respecto a las demas

Acetilcolinesterasa 'y~ Glutation ~ S-

Transferasas sucesivamente.
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Cuadro 14. Contenido total de enzimas en
cada poblacion muestreada.

Enzimas totales en C/Poblacidn

Comparacion de medias (sign. 0.05)

Trat. Media Agrupacion
14 1.2727 A
13 1.2656 A
15 1.2640 A
9 1.2462 A
11 1.2456 A
7 1.23%6 A

1.2373 A
] 1.2279 A
17 1.1372 A
16 1.1816 A
4 1.1860 A
13 1.1468 A
3 1.1333 A
12 1.12586 A
18 1.1115 A
1.1026 A
1.1009 A
1.0970 A
10 1.0611 A
20 1.03582 A
dms= 0.24
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Referente al Cuadro 14, donde se
comparan las medias del total enzimas
contenidas en todas las poblaciones, se
observa que entre localidades no existe
diferencia estadistica dado a que el
contenido de estas proteinas es uniforme,
solo que en cada poblacion ciertas enzimas
estan en diferente proporcion. También se
puede observar que la localidad 14 registro
mayor contenido de enzimas, a su vez la
localidad 20 (invernadero) se presentd en
menor cantidad, probablemente se deba a
que se ejercid poca presion de seleccion; al
comparar el Cuadro 2, con las proporciones
de resistencia determinadas por el método
grafico, encontramos una amplia relacion,
ya que la poblacion con mayor cantidad de
enzimas, registrd los mas altos porcentajes
de resistencia, mientras que la poblacién 20,
reportd los menores porcentajes, a su vez el
resto de las poblaciones se ordenaron en

una forma muy similar.



Cuadro 15. Porcentaje del incremento de
enzimas respecto a la poblacion 20.

Pobl. Media % Incrm.
14 1.2727 22.59
13 1.2656 21.91
15 1.2640 21.75
9 1.2462 20.04
11 1.2456 19.98

1.2396 19.40

1.2373 19.18
5 1.2275 18.27
17 1.1972 15.31
16 1.1918 14.78
4 1.1860 14.24
19 1.1468 10.46
3 1.1333 9.16
12 1.1286 8.71
18  1.1115 7.08
g 1.1026 6.21
1 1.1005 6.04
2 1.0970 5.66
10 1.06811 2.21
20 1.0382 0.00

Como se puede observar en el Cuadro
14, hacemos hincapié de que entre las medias
no existe diferencia estadistica, sin embargo
si observamos una variacion en el contenido
de las cuatro enzimas estudiadas, ya que se
presenta una tendencia al incremento, por lo
que en el Cuadro 15, se muestran los
porcentajes del desarrollo de enzimas segun
la diferencia de la cuantificacion entre ellas,
tomando como referencia la poblacion de
menor cantidad en caso la localidad 20, dicha
poblacion fue recolectada en invernadero de

la universidad Antonio Narro.

Por ultimo, conjuntando toda la informacion formamos grupos de resistencia, ilustrandolos

en mapas para cada enzima, en donde a cada poblacion se compard segun la clasificacion de la

actividad enzimdtica propuesta por Montella respecto a la proporcion de resistencia y su

agrupacion en la comparacion de

medias,
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quedando de la siguiente manera:



Figura 6. Mapa de la distribucion de PB-Esterasas.
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Figura 8. Mapa de la distribucion de Glutation S-Transferasas.
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DISCUSIONES

En la zona papera de Coahuila y Nuevo Ledn la distribucion de la resistencia mediante
el mecanismo de B-Esterasas es de forma homogénea, alcanzando un 98 % de proporcion de
resistencia, Trabajos similares como el realizado por Ponce ez a/. (2009), reportan que las -
Esterasas registran los valores mas altos en adultos de Aedes albopictus; por su parte Flores et
al. (2006) determina proporciones de resistencia del 100 % en mosquitos de Aedes aegypti
relacionadas a enzimas (a- y B-Esterasas); estas son las responsables de resistencia, atreves de
la detoxificacion de organofosforados y carbamatos (Lee et al., 1990; Georghiou, 1994;
Pasteur y Raymound, 1996). Asi mismo, otros autores mencionan que su actividad enzimatica
también esta asociada con resistencia a piretroides (Brogdon y Barber, 1990; Flores at al.,

2005, 2006).

Tomando en cuenta que las primeras poblaciones con mayor cantidad de B-Esterasas
(véase Cuadros: 1, 2, 5), fueron recolectados en maleza, y papa mostrenca, por lo que

podemos mencionar una relacion Hospedero-Insecto-Actividad enzimatica.

En relacién a la papa mostrenca, son poblaciones que se les ejercié presion de
seleccion y que después de la cosecha se establecieron en rastrojos y en los primeros brotes de
papa olvidada. Respecto a la maleza se plantea que dichas poblaciones proceden de cultivos
bajo presion de seleccion y que migraron para invernan en hospederos alternantes, por lo que

la actividad enzimatica es relativamente alta (Liu y Trumble, 2007).

Aunado a lo anterior, podemos mencionar que, los insectos que se alimentan del
floema, inyectan saliva en los conductos y en los espacios extracelulares, para prever la
respuesta de la planta sellan el sitio de alimentacion (Van der Westhiuzen er al., 1998), la
saliva contiene peroxidasas, -glucosidasas y otros factores que generan enzimas en plantas
(Milles,1999), que aparentemente inducen la transcripcion de genes asociados al estrés y a la
produccién de acido salicilico y 4cido jasmonico (Moran y Tompson, 2001), asi como la
produccién de sustancias aleloquimicas las cuales en insectos inducen la produccion de
enzimas que pueden incrementar la tolerancia a pesticidas (Kennedy, 1984; Brewer et al.,
1995). Incluso los estados de desarrollo de la planta, pueden afectar la resistencia (Attah y

Van Emden, 1993), como el cultivar seleccionado (Liu y Trumble, 2004).



Para el caso de oxidasas, se presento una situacion similar, donde la poblacion 17
procedente de maleza cilindrillo (lycium berlandlen) se report6 como una de las localidades
con alto contenido de oxidasas, sin embargo para las otras de enzimas el contenido fue
relativamente bajo (figura 4 y cuadros: 1, 2 y 7), por lo anterior, podemos decir, que en la
interaccion hospederio-fitofago las plantas son promovidas a desarrollar mecanismos de
defensa, en este caso como una barrera quimica para evitar ser consumidas (Brattsen,1992).
Principalmente aleloquimicos tales como metabolitos secundarios (glucosidos iridoides,
furanocumarinas, terpenos, acidos hidroxamicos), los cuales provocan efectos nocivos sobre
el insecto, incluyendo efectos antialimentarios, antibidticos y deterrentes (Berenbaum y

Zangerl, 1998).

Para alimentarse de sus plantas hospederas, los insectos fitéfagos han desarrollado
sistemas metabolicos para superar las defensas quimicas producidas por sus plantas
hospederas (Ahmad er al., 1986). Estos sistemas de defensa involucran principalmente
mecanismos de detoxificacion basados en sistemas enzimaticos, los cuales pueden catalizar la
degradacion de aleloquimicos producidos por las plantas, transformandolos en compuestos
polares de menor toxicidad y facil eliminacion (Berenbaum y Zangerl, 1998). Entre estos
destacan enzimas como las Esterasas, Oxidasas de Funcion Multiple, y Glutation S-

transferasa (Berenbaum y Zangerl, 1998; Miiller et al., 2003).

Las Oxidasas de Funcién Multiple, son una familia de enzimas que cumplen un
importante rol en la degradacién de esteroides y hormonas juveniles en insectos hemi y
holometabolos, asi como en la degradacion de compuestos quimicos de origen natural
(fitotoxinas) o sintético (insecticidas) (Danielson et al., 1998). Al observar que las
poblaciones presentan elevada actividad enzimatica y proporciones elevadas de resistencia
(véase cuadros 2 y 7), asi como la heterogeneidad en la que se presenta, deducimos que en la
region papera en estudio, la produccion de Oxidasas como mecanismo detoxificante depende
tanto de la ubicacion geografica especifica de cada poblacion como de los factores que

intervienen y/o inducen su produccion para posteriormente generar resistencia.
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En cuanto acetilcolinesterasa, a nivel region es muy heterogénea y se observa mucha
variacion en las proporciones de resistencia, tanto que la actividad enzimatica entre individuos
de la misma poblacion también presentan mucha variabilidad (véase Cuadros 2, 10 y 11) en
general se reporta un 33.5 % (Figura 4 y cuadro 2). Por lo que para la seleccion del
plaguicida para el control de Bactericera cockerelli tendra que tomarse en cuenta la ubicacion
geografica de la localidad y grupo toxicoldgico de insecticidas usados anteriormente

(Trumble, 1998).

Por otra parte, la Glutation S-transferasas y la cantidad de enzima individual presente
en insectos susceptibles y resistentes han demostrado ser uno de los factores responsables de
la resistencia a varios insecticidas (Brattsten ez al., 1986; Paton et al., 2000). Sin embargo en
la zona papera del sur de Coahuila y Nuevo Leon, el contenido de Glutation S-Transferasas
no es un factor determinante para la presencia de resistencia de Bactericera cockerelli a
insecticidas. Esto concuerda a los resultados obtenidos por (Diaz-Cristina et al., 2004) donde

la frecuencia de GST es muy baja.

Este sistema enzimatico generalmente estd involucrado en la resistencia a insecticidas
organofosforados (Ortelli ef al., 2003) podemos deducir que la baja cantidad se debe a la
elevada produccion de B-Esterasas, ya que son el principales responsables de la resistencia a
organofosforados (Bisset ef al., 1990). Aunque varios estudios correlacionan la resistencia a
insecticidas con niveles incrementados de actividad de GST y la produccion de diferentes
isoformas (Ku ez al., 1994; Ranson et al., 2002). Este sistema enzimatico provee la forma mas
importante de resistencia metabolica en insectos al organoclorado DDT a través de la
dehidroclorinacién (Rodriguez et al., 1998; Ortelli er al., 2003). Dentro del Cuadro 8,
encontramos un coeficiente de variacion muy elevado, 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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CONCLUSIONES

En general, podemos mencionar que en la zona papera de Coahuila y Nuevo Ledn, la
resistencia mediante sistemas enzimaticos de detoxificacion se da por la presencia de f-
Esterasas, ya que fue la agrupacion con mayor cantidad respecto a las demds enzimas,
presentindose de forma homogénea entre las poblaciones, seguido de Oxidasas y

Acetilcolinesterasa.

Ademas se encontré que las poblaciones con mayor cantidad de enzima, fueron
aquellas recolectadas en maleza: (Senecio salignus), (lycium berlandlen) y papa mostrenca,

corroborando la relacion Hospedero-Insecto-Actividad enzimatica.

Asi mismo podemos mencionar, que el reservorio es uno de los factores que pudieran
dificultar el control quimico de este vector al observar una alteracion en el contenido

enzimatico en poblaciones de B. cockerelli procedentes de maleza.

Proponiendo realizar futuros estudios enfocados en: el contenido de enzimas en
maleza hospederas, cuantificacion de enzimas de Bactericera cockerelli segin el hospedero, y

su interaccion.
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Cuadro 16. Absorbancias obtenidas en
diferentes cantidades de insectos y sus

medias.

Absorbancias
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0.062

0.117

Cuadro 17. Enzimas totales, g/mL de

Sus

Figura 10. Grafica del contenido de enzimas en mg, en 10 repeticiones con diferente cantidad
de insectos: 1, 3, 7 y 10; rango entre 80 y 140 ug/mL de proteina.

mg,/mL de proteina

0.150

0.100

0.050

0.000

-0.0540

-0.1040

-0.150

mg/mL de Proteina en cada repeticion

insectos




Cuadro 18. Cuantificacion de B-Esterasas en las 20 poblaciones y sus respectivas medias.

B-Esterasas

en

20 poblaciones

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

O 00 N o 1 & W N

[
o

3.493
3.504
3.504
3.505
3.490
3.509
3.502
3.512
3.511
3.473

3.501
3.500
3.488
3.525
3.520
3.479
3.405
3.496
3.508
3.494

3.519
3.530
3.519
3.514
3.506
3.509
3.487
3.471
3.517
3.489

3.481
3.499
3.437
3.525
3.509
3.513
3.499
3.491
3.494
3.512

3.496
3.520
3.502
3.500
3.499
3.502
3.503
3.525
3.489
3.521

3.516
3.465
3.493
3.398
3.264
3.370
3.475
3.433
3.475
3.486

3.501
3.494
3.510
3.501
3.500
3.516
3.500
3.417
3.488
3.513

3.518
3.505
3.523
3.493
1.959
3.494
3.514
3.517
3.530
3.492

3.523
3.515
3.527
3.502
3.483
3.511
3.512
3.502
3.422
3.488

2.993
2.554
2.562
3.098
3.138
2.925
3.194
2.937
3.242
2.253

3.488
3.489
3.515
3.505
3.439
3.508
3.501
3.479
3.478
3.415

3.514
3.497
3.493
3.506
3.397
2.777
3.500
3.499
3.497
3.175

3.454
3.500
3.507
3.417
3.514
3.495
3.503
3.473
3.499
3.488

3.485
3.440
3.493
3.493
3.496
3.479
3.504
3.472
3.497
3.516

3.508
3.435
3.487
3.493
3.481
3.514
3.514
3.492
3.512
3.501

3.485
3.503
3.481
3.491
3.519
3.526
3.481
3.458
3.506
3.511

3.487
3.509
3.443
3.491
3.481
3.491
3.493
3.503
3.461
3.481

3.506
3.498
3.515
3.482
3.482
3.507
3.478
3.121
3.492
3.501

3.491
3.512
3.466
3.496
3.509
3.485
3.507
3.487
3.499
3.470

3.467
3.448
3.512
3.493
3.419
3.490
3.511
3.481
3.503
3.476

X

35

3.491

3.506

3.496

3.505

3.437

3.494

3.354

3.498

2.889

3.482

3.385

Cuadro 19. Cuantificacion de Oxidasas en las 20 poblaciones y sus respectivas medias.

3.485

3.487

3.494

3.496

3.484

3.458

3.492

3.48

Oxidasas

en

20 poblaciones

1

2

3

a

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

O 0 N OO 1 A W N =

[
o

0.715
0.761
0.608
0.919
0.759
0.978
1.027
1.000
0.842
0.739

0.941
0.746
0.971
0.962
1.157
1.144
0.396
0.840
0.430
0.972

1.085
0.718
1.116
0.850
1.144
1.067
1.017
0.988
0.837
0.961

1.212
1.232
1.258
1.333
0.981
1.219
1.392
1.258
1.150
1.222

0.903
0.935
1.068
0.692
1.089
1.128
0.793
0.781
0.842
0.949

1.056
0.929
1.290
1.086
1.116
1.079
1.095
1.015
1.166
1.268

1.102
1.067
1.077
0.817
0.864
0.908
0.781
0.799
0.673
0.658

0.436
0.378
0.357
0.332
0.309
0.384
0.444
0.545
0.535
0.523

0.988
0.974
1.117
0.766
1.139
1.148
1.043
0.871
0.877
0.979

1.080
0.933
1.252
1.063
1.111
1.051
1.115
1.015
1.179
1.230

1.131
1.191
1.165
0.967
0.910
0.942
0.846
0.896
0.935
0.931

0.537
0.542
0.530
0.520
0.592
0.532
0.617
0.607
0.672
0.646

0.980
1.119
1.162
1.025
1.048
0.960
1.392
1.019
0.958
1.063

1.106
1.009
1.043
0.986
1.119
1.006
1.007
1.006
0.922
0.908

0.950
1.001
0.968
1.014
0.783
0.963
0.968
1.017
0.936
1.022

0.856
0.731
0.898
0.840
1.024
0.975
0.726
0.851
1.050
0.869

0.987
1.086
1.020
1.291
0.902
1.053
1.116
0.905
1.046
0.995

1.041
0.970
0.806
0.966
0.966
0.872
0.974
1.056
0.842
0.915

0.981
1.073
0.959
0.983
1.177
1.150
1.010
1.110
1.064
1.094

0.974
0.749
0.565
0.513
0.453
0.670
0.533
0.638
0.718
0.583

x

0.835

0.856

0.978

1.225

0.918

1.110

0.874

0.424

0.990

1.103
60

0.991

0.579

1.072

1.011

0.962

0.882

1.040

0.941

1.060

0.639



Cuadro 20. Cuantificacion de Glutation S-Transferasas (Ts - Tp) en las 20 poblaciones y sus respectivas medias.

Glutation S-Transferasas en 20 poblaciones ( T5-T0 )

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1 0.024 0.033 0.016 0.012 0.042 0.051 0.0130 0.030 0.008 0.036 0.032 0.023 0.047 0.095 0.023 0.028 0.047 0.027 0.013 0.011
2 0.022 0.040 0.016 0.013 0.028 0.082 0.0185 0.020 0.024 0.042 0.042 0.019 0.056 0.048 0.031 0.017 0.057 0.029 0.031 0.008
3 0.033 0.019 0.021 0.016 0.019 0.012 0.0305 0.023 0.038 0.003 0.039 0.017 0.044 0.065 0.025 0.007 0.036 0.023 0.032 0.003
4 0.037 0.005 0.020 0.013 0.051 0.013 0.0390 0.023 0.052 0.003 0.059 0.024 0.059 0.056 0.042 0.018 0.090 0.049 0.031 0.000
5 0.026 0.016 0.012 0.031 0.064 0.023 0.0245 0.034 0.061 0.018 0.032 0.024 0.077 0.017 0.023 0.038 0.040 0.049 0.013 0.012
6 0.028 0.014 0.006 0.025 0.066 0.028 0.0195 0.029 0.056 0.007 0.036 0.028 0.048 0.030 0.015 0.036 0.081 0.024 0.011 0.039
7 0.011 0.028 0.007 0.021 0.031 0.036 0.0255 0.019 0.014 0.014 0.036 0.168 0.055 0.065 0.014 0.022 0.047 0.030 0.017 0.016
8 0.021 0.015 0.008 0.019 0.068 0.029 0.0325 0.022 0.017 0.031 0.043 0.012 0.057 0.074 0.025 0.008 0.021 0.030 0.023 0.007
9 0.039 0.015 0.030 0.010 0.065 0.000 0.0355 0.027 0.065 0.000 0.056 0.056 0.063 0.059 0.057 0.032 0.078 0.009 0.031 0.013
10 0.031 0.003 0.015 0.015 0.071 0.011 0.0105 0.008 0.033 0.005 0.037 0.023 0.053 0.059 0.049 0.015 0.061 0.010 0.015 0.002
x 0.027 0.019 0.015 0.017 0.050 0.028 0.025 0.023 0.036 0.016 0.041 0.040 0.056 0.057 0.030 0.022 0.056 0.028 0.021 0.011
Cuadro 21. Cuantificacion de Acetilcolinesterasa (T - To) en las 20 poblaciones y sus respectivas medias.
Acetilcolinesterasa en 20 poblaciones ( T10 - TO )
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1 0.059 0.032 0.031 0.000 0.460 0.438 0.500 0.546 0.461 0.282 0.579 0.429 0.441 0.651 0.571 0.335 0.137 0.036 0.032 0.024
2 0.038 0.035 0.031 0.005 0.438 0.525 0.743 0.890 0.682 0.140 0.548 0.598 0.321 0.639 0.694 0.294 0.127 0.013 0.021 0.067
3 0.043 0.025 0.041 0.004 0.404 0.489 0.462 0.401 0.511 0.127 0.383 0.627 0.636 0.449 0.541 0.155 0.155 0.038 0.016 0.019
4 0.029 0.013 0.045 0.001 0.438 0.334 0.681 0.383 0.380 0.183 0.315 0.515 0.416 0.460 0.543 0.380 0.198 0.024 0.013 0.007
5 0.049 0.024 0.021 0.011 0.376 0.296 0.475 0.345 0.434 0.278 0.430 0.559 0.415 0.702 0.445 0.499 0.211 0.024 0.010 0.025
6 0.047 0.014 0.035 0.012 0.432 0.325 0.554 0.794 0.491 0.279 0.454 0.317 0.432 0.447 0.552 0.065 0.116 0.018 0.002 0.021
7 0.035 0.030 0.030 0.001 0.483 0.310 0.629 0.707 0.478 0.387 0.595 0.567 0.391 0.511 0.574 0.365 0.189 0.006 0.009 0.018
8 0.030 0.019 0.040 0.005 0.506 0.299 0.579 0.703 0.418 0.227 0.555 0.347 0.420 0.453 0.683 0.425 0.479 0.013 0.011 0.018
9 0.045 0.014 0.033 0.011 0.448 0.355 0.479 0.549 0.347 0.225 0.347 0.594 0.613 0.449 0.506 0.567 0.117 0.015 0.018 0.014
10 0.048 0.016 0.041 0.008 0.398 0.369 0.554 0.773 0.402 0.237 0.480 0.552 0.414 0.601 0.597 0.589 0.362 0.009 0.011 0.017
x 0.042 0.022 0.035 0.006 0.438 0.374 0.565 0.609 0.460 0.236 0.468 0.510 0.450 0.536 0.570 0.367 0.209 0.019 0.014 0.023
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Cuadro 22. Intervalos de frecuencia del contenido de [B-Esterasas de las 20 poblaciones y su proporcion de resistencia.

Intervalos de frecuencia B-Esterasas

Poblaciones
Interv. de a 5 Total

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 0

1 1959 2273 O 0 0 0 0 0 0 1 0 1 © 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
2 2.274 2587 O 0 0 0 0 0 o o0 o0 2 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
3 2588 2901 O 0 0 0 0 0 0 0 O 0 ©O 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
4 2902 3215 O 0 0 0 0 0 0O 0 0O 6 O 1 0 0 0 0 0 1 0 0 8
5 3.216 3529 10 10 10 10 10 10 10 9 10 1 10 8 10 10 10 10 10 9 10 10 187
Rebasan el umbral 10 10 10 10 10 10 10 9 10 7 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 196
% = Prop. Resist. 100 100 100 100 100 100 100 90 100 70 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 98

Cuadro 23. Intervalos de frecuencia del contenido de Oxidasas de las 20 poblaciones y su proporcion de resistencia.

Intervalos de frecuencia Oxidadas

Poblaciones

Interv. De a Total
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1 0.309 0525 0 2 O 0 0 0 0 8 0 0 0 1 0 0 0 O 0 0 0 2 13

2 0.526 0742 3 0 1 0 1 0 2 20 0 0 9 0 0 0o 2 0 0 0 6 26

3 0.743 0958 4 3 2 0 6 1 5 0 3 1 6 0 1 2 3 5 2 4 0 1 49

4 0.959 1175 3 5 7 2 3 7 3 0 7 6 3 0 8 8 7 3 7 6 9 1 95

5 1.176 1392 0 0 O 8 0 2 0 0 O 3 1 0 1 0 0 O 1 0 1 0o 17
Revasan el umbral 4 6 7 10 6 10 5 0 9 10 9 0 10 10 9 7 10 8 10 1 14

% = Prop. Resist. 40 60 70 100 60 100 50 O 90 100 9 O 100 100 90 70 100 80 100 10 71
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Cuadro 24. Intervalos de frecuencia del contenido de Glutation S-Transferasas de las 20 poblaciones y su proporcion de resistencia.

Intervalos de frecuencia Glutation S-Transferasas

Poblaciones

Interv. de A Total
12 3 4 567 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1 0.000 0034 8 9 10 10 3 7 8 10 5 8 2 8 0 2 7 8 1 8 10 9 133
2 0.035 0.067 21 0 0 522 0 5 2 8 1 9 6 3 2 6 2 0 1 57
3 0.068 0.101 00 O 0 210 0 O O 0 0 1 2 0 0 3 0 0 0 9
4 0.102 0.135 00 O 0O 000 O O O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0.136 0.169 00 O 0O 000 O O O 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Rebasan el umbral 00 O 0O 000 O O O 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 3

% = Prop. Resist. 00 O 0O 000 O O O 0O 10 0 10 O 0O 10 O 0 0 1.5

Cuadro 25. Intervalos de frecuencia del contenido de Acetilcolinesterasa de las 20 poblaciones y su proporcion de resistencia.

Intervalos de frecuencia Acetilcolinesterasa

Poblaciones
Interv. De a Total

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

1 0.000 0.178 10 10 10 10 O O 0 o o0 2 0 0 o 0 0 2 5 10 10 10 79
2 0.179 0.356 0O 0 O O o0 &6 0 1 1 7 2 2 1 0 0 2 3 0 0 O 25
3 0.357 0.534 0O 0 O o0 10 4 4 2 8 1 4 2 7 6 2 4 2 0 0 O 56
4 0.535 0.712 o 0 O O o0 o 5 4 1 0 4 6 2 4 8 2 0 0 0 O 36
5 0.713 0.890 o 0 O O 0 ©O 1 3 0 0 O 0 O 0 0 0O 0 O O O 4
Rebasan el umbral o 0 0 0 4 2 10 7 5 0 6 7 2 10 10 3 1 0 0 O 67
% = Prop. Resist. o 0O O O 40 20 100 70 50 O 60 70 20 100 100 30 10 O O O 34
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