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RESUMEN

La principal plaga de importancia econdmica en las cruciferas es la “Palomilla Dorso
de Diamante” Plutella xylostella, la cual es una especie cosmopolita altamente
destructiva, que afecta la calidad del producto debido a la contaminacién por huevos y
larvas, ocasionando su rechazado para exportacion, los insecticidas son el principal
método para su control, siendo las diamidas, avermectinas, piretrinas y Bacillus
thuringiensis (Bt) los mas utilizados para el control de esta plaga. El aspecto mas
importante en el manejo de la resistencia, es el conocer los mecanismos responsables
de esta.

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue caracterizar la resistencia
a abamectina en larvas de tercer instar de P. xylostella. Para esto se realizo presion
se seleccion (CL2o) durante 10 generaciones y se determino el desarrollo de resistencia
entre las generaciones en estudio, mediante bioensayos de pelicula residual, asi como
pruebas bioquimicas para cuantificar el contenido de a y B Esterasas, Glutation S
Transfersas, Acetil Colinesterasas y Oxidasas, enzimas relacionadas con la resistencia
a insecticidas. Los resultados obtenidos demuestran que P. xylostella es capaz de
desarrollar resistencia facilmente a Abamectina al obtener un factor de resistencia de
33.40 con base a una linea susceptible. La principales enzimas detoxificativas a
abamectina es la ay B Esterasas al reportar una proporcion de resistencia de 49.99 y
45.55 % y una clasificacion de medianamente alterado. Por otro lado, Glutation S

Transferasas presentd una resistencia nula para este insecticida.

Palabras clave: Plutella xylostella, Abamectina, enzimas Detoxificativas, resistencia,

la ay [ Esterasas.



ABSTRAT

The main pest of economic importance in crucifers is the “Diamondback Moth” Plutella
xylostella, which is a highly destructive cosmopolitan species that affects the quality of
the product due to contamination by eggs and larvae, causing rejections for
exportation,insecticides are the main method for its control, being diamides,
avermectins, pyrethrins and Bacillus thuringiensis (Bt) the most used for the control of
this pest. The most important aspect in managing resistance is knowing the
mechanisms responsible for it.

Therefore, the objective of the present investigation was to characterize the resistance
to abamectin in third instar larvae of P. xylostella. For this, selection pressure (CL20)
was carried out for 10 generations and the development of resistance between the
generations under study was determined, through residual film bioassays, as well as
biochemical tests to quantify the content of a and @ Esterases, Glutathione S
Transfersas, Acetyl Cholinesterases and Oxidases, enzymes related to resistance to
insecticides. The results shows that P. xylostella is able to develop resistance to
Abamectin by obtaining a resistance factor of 33.40 based on a susceptible line. The
main detoxifying enzymes of abamectin are a and 3 esterases, reporting a resistance
ratio of 49.99 and 45.55% and a classification of moderately altered. On the other hand,

Glutathione S Transferases showed zero resistance to this insecticide.

Keywords: Plutella xylostella, Abamectin, Detoxifying enzimes, Resistance,

ay B Esterases.
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INTRODUCCION

El brocoli (Brassica oleracea L.) es originario de las costas del Mediterraneo
Oriental y es considerada como una verdura con alto valor nutricional ya que se le
atribuyen propiedades para la prevencion de algunas enfermedades (Zilli, 2018).

Es un cultivo que se desarrolla principalmente durante las estaciones de otofio
e invierno, para un crecimiento normal de la planta es necesario que las temperaturas
durante la fase de crecimiento oscilen entre 20y 24 °C; para iniciar la fase de induccién
floral necesita entre 10 y 15 °C durante varias horas del dia. Prefiere suelos con
tendencia a la acidez y no a la alcalinidad, un nivel éptimo de pH (acidez) entre 6.5y
7.0, con textura media para soportar la salinidad excesiva del suelo y del agua de riego
(Santoyo y Martinez, 2011).

A nivel mundial, se producen 26 millones de toneladas, China es el principal
productor, aporta 10 millones de toneladas; México es cuarto lugar con 717,424
toneladas. A nivel nacional se siembran 31,900 hectareas de brocoli, lo que representa
3.3% de la produccion de hortalizas (FAO, 2019). En el 2016, el volumen de
produccion fue de 507,482 ton, de las cuales Guanajuato ocupo el primer lugar con
320,268 ton; seguido de Michoacan 48,456 ton; Puebla 41,258 ton; Jalisco 25,436 ton;
Sonora 15,854 ton (Zilli, 2018).

De la produccion de brocoli en México, 70% se destina a la exportacion, siendo
Estados Unidos su principal destino, asi como Canada, Japon y algunos paises de
Europa, entre un 70 y 80% del brocoli que se exporta se envia congelado y el resto
llega fresco hasta su ultimo destino (Zilli, 2018).

La principal plaga de importancia econdémica en las cruciferas es la palomilla
‘Dorso de Diamante” Plutella xylostella (INIFAP, 2013), la cual es una plaga
cosmopolita altamente destructiva (Heckel, 2006), que afecta la calidad del producto
debido a la contaminacién por huevos y larvas, ocasionando su rechazado para
exportacion (INIFAP, 2013).

P. xylostella se considera que es una de las plagas mas dificiles de controlar,

hasta ahora los productos de sintesis quimica son el principal método para su control,



siendo las diamidas, avermectinas, piretrinas y Bacillus thuringiensis (Bt) los
principales grupos de insecticidas utilizados para erradicar esta plaga (Xia et al., 2014).

Debido a la alta presion de seleccion de los insecticidas, ha generado
resistencia a la mayoria de materias activas utilizadas para su control, 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 que los mecanismos de resistencia de insectos a los insecticidas
involucra mutaciones de aminoacidos de destino, la sobreexpresion o mutaciones de
desintoxicacién, enzimas detoxificantes, 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).

Objetivo general
o Cuantificar los niveles enzimaticos en una linea de laboratorio de Plutella

xylostela en respuesta a la presion de seleccion del insecticida

abamectina durante 10 generaciones.

Objetivos especificos
o Desarrollar una linea resistente de Plutella xylostella mediante la
aplicacion de dosis subletales ClL2 de abamectina durante 10
generaciones
o Determinar los niveles de esterasas, glutation S transferasas,
acetilcolinesterasas y oxidasas en Plutella xylostela en relacién al
desarrollo de resistencia a abamectina.
Hipotesis
o Plutella xylostella desarrollara un factor de resistencia mayor a 50 x
durante 10 generaciones con presion de seleccion de abamectina.
o El principal mecanismo de resistencia a abamectina sera a causa de las

enzimas esterasas.



REVISION DE LITERATURA

Cultivo del brocoli (Brassica oleracea L.)

El brocoli (Brassica oleracea var. italica) pertenece a las antiguas cruciferas,
ahora familia Brassicaceae por derivar del tipico género, reciben asi el nombre
genérico de Brasicas, un selecto grupo de vegetales de mucha importancia como la
coliflor, repollo y brécoli. Se consume la inflorescencia que tiene que ser compacta y
de grano fino, como caracteristicas comerciales deseables; aunque en otros paises se
encuentran variedades que producen varios ramilletes por planta de tamafio pequefio
y menos compacto. Es un vegetal que se consume mucho a nivel mundial (USAID,
2008).

Se le atribuyen propiedades en la prevencion de algunas enfermedades, tiene
alto contenido en fibra, aporta vitamina C y B2, calcio, potasio, fésforo, contiene
antioxidantes y se considera con propiedades nutracéuticas y anticancerigenas (Zilli,
2018).

Origen

Su origen parece gue esta ubicado en el Mediterraneo oriental y concretamente
en el Proximo Oriente (Asia Menor, Libano, Siria, etc.). La zona noreste del
Mediterraneo (desde Grecia hasta Siria) seria el centro de origen mas probable de esta

hortaliza (Corpocauca, 2007).

Taxonomia de Brassica oleracea

Order: Brassicales

Familia: Brassicaceae

Tribu: Brassiceae

Subtribu: Brassicinae



Género: Brassica

Especies: Brassica oleracea L

Produccién de brécoli en México

México ocupa el quinto lugar y Guanajuato esta en el primer lugar en produccion
nacional, y 70% de la produccion se destina al mercado de exportacion. Principalmente
brécoli congelado; 75% de las exportaciones se van en esta presentacion y 25% en
fresco (Zilli, 2018).

Estados Unidos es el mercado mas importante para el brocoli y coliflor
producidos en México, debido a que demanda la mayor parte del volumen producido
(Garcia, 2018).

El brocoli es el principal producto agricola que Guanajuato exporta, con
expectativas de crecimiento, representando una buena oportunidad para productores,
comercializadores y la agroindustria, a través de programas estatales cuyo objetivo es
contribuir a la sustentabilidad agricola y mejorar el nivel de vida de los habitantes (Zilli,
2018).

Produccioén de brécoli en Guanajuato

El total de produccion a nivel nacional es de 40.000 hectareas de brécoli, de las
gue Guanajuato se encarga de cosechar y distribuir 38.000 hectareas; de cada
hectarea, salen de 12 a 15 toneladas. El costo de la caja que contiene 9 kilos oscila
entre los 3y 8 dblares, lo que deja un ingreso de 60.000 a 70.000 pesos por extension
de terreno (Hernandez y Rodriguez 2018).

De acuerdo con informacién publicada por El Financiero, de esta producciéon
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agricola guanajuatense, solo se queda el 10% de este producto alimentario para el
consumo en la Republica, mientras que el restante se exporta a diferentes paises,
situandose Estados Unidos como principal comprador, seguido de Canad4a, Japén y
algunos paises europeos (Hernandez y Rodriguez 2018).

Palomilla dorso diamante (Plutella xylostella L.)

Plutella xylostella (L.) es el insecto plaga mas destructivo de las brasicaceas en
todo el mundo (Sanchez y Arregui, 2010).

También conocida como polilla de las cruciferas. Se trata de una pequefa
mariposa de color gris pardo y una linea sinuosa cuyos habitos son crepusculares y
nocturnos. Las larvas tienen un color blanquecino primero y verde claro después.
Aunque en las primeras fases estas orugas se alimentan de tejido foliar causando
pequefios y numerosos agujeros, en los ultimos periodos de gran voracidad atacan los
brotes terminales, es decir, el futuro cogollo comestible, siendo entonces muy

importante el dafio causado a las plantaciones (Nebreda, 2005).

Clasificacion taxondmica

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)

Ciclo de vida de Plutella xylostella

La palomilla dorso de diamante es una plaga que presenta metamorfosis
completa; es decir, pasa por los estadios biolégicos de huevecillo, larva, pupa y adulto
(Bujanos y Marin, 2001)

Huevo: La hembra oviposita poco mas de 200 huevecillos en forma individual,
formando pequefios grupos de 2 0 3 en el enveés y peciolos de las hojas, en los tallos
y floretes (Bujanos y Marin, 1996). Son de forma 6valo-aplanada, de color amarillo
claro recién colocados, cambiando de tonalidad hasta llegar a oscurecerse para el
tiempo de eclosion. La dimension promedio de los huevos es de 0.48 mm de longitud
y 0.28 mm de ancho. Los huevecillos tardan en eclosionar de tres a nueve dias
dependiendo de la temperatura ambiental.

Larva: La larva del primer estadio es de color amarillo-blanquecino, con la
capsula cefalica oscura; se alimenta del envés de las hojas haciendo pequefios
agujeros. Por lo general las larvas de primer y segundo instar minan entre la capas
cerosas epidermales de las hojas, mientras que las larvas del tercer y cuarto instar se
alimentan por el envés consumiendo toda la lamina foliar. Las larvas maduras del
cuarto instar miden un poco menos de 1 cm de longitud y pueden ser de color verde
palido, ocre palido, amarillo claro y castafio oscuro, con las manchas oculares negras.
El dltimo par de falsas patas se encuentra ampliamente separado formando una “V”
invertida, caracteristica que permite identificar a las larvas de esta especie.

Pupa: La pupa mide de 0.5 a 0.6 cm de longitud y es de color amarillo claro,
amarillo verdoso o verde claro con bandas longitudinales de color café oscuro. Durante
el estadio de prepupa la larva teje un cocén blanco dentro del cual se transforma en
pupa; esta estructura la adhiere firmemente a diferentes partes de la planta y es una

proteccion fisica contra algunos parasitos o depredadores.



Adulto: El adulto de dorso de diamante es una palomilla pequefia que mide de
1.2 a 1.5 cm de expansion alar, y de 0.5 a 0.8 cm de longitud. La hembra es color gris
pardo oscuro y por lo general es mas grande que el macho. El macho en su parte
dorsal presenta un patron de color crema con forma de tres diamantes, los cuales se
distinguen cuando las alas estan 10 plegadas; las alas anteriores de los machos tienen
pequefios puntos negros en sus margenes que le dan una coloracion oscura

resaltando la figura de los diamantes (Bujanos y Marin, 2001).

Hospederos

Las orugas de la palomilla dorso de diamante se alimentan exclusivamente de
las brasicaceas, incluyendo cultivos en los que se consume la cabeza y los tallos, como
la col, el brocoli, la coliflor y las coles de Bruselas; los cultivos de hojas anchas como
bok choy, acelga, col rizada y mostaza, ademas de los tubérculos como rabano y
nabos. Las plantas de esta familia contienen compuestos bioquimicos llamados
glucosinolatos que la palomilla dorso de diamante utiliza como estimulantes de
ovoposicion. Aun cuando las palomillas son especialistas en brasicaceas, también se
sienten atraidas de manera preferente hacia otros tipos de cultivos y la palomilla dorso
de diamante tiene marcada preferencia por las acelgas. Las mostazas, el nabo y el

colinabo son sus ultimas opciones (Wells, 2018).

Dafios

Las larvas se alimentan de la superficie inferior de la hoja, dejando la capa
cerosa de la superficie superior intacta, por lo que se forman ventanas transparentes.
En caso de infestacion grave, se pueden llegar a destruir hojas enteras, dejando solo
los nervios. Las larvas también se alimentan de las partes verdes y ricas en clorofila
de los tallos y vainas, provocando el blanqueamiento del cultivo. Las plantas muy
dafadas tienen un aspecto atrofiado y, en la mayoria de los casos, mueren. En las
plantas de colza, las larvas también se alimentan de las yemas florales, flores y de las

vainas de semillas, provocando la pérdida de las mismas (Koppert, 2018).



Control cultural.

Debido a que la palomilla dorso de diamante es repelida por compuestos
volatiles que genera el tomate, se sugieren siembras intercaladas de este cultivo en
col; asi mismo los riegos intermitentes provocan la mortalidad de las larvas,
principalmente las de primer instar.

Destruccion de los residuos de cosechas.

El repollo es muy atractivo para la palomilla dorso de diamante, por lo que se puede
usar esta planta como cultivo trampa, este debe ser manejado en forma adecuada para
evitar que sea un foco de infestacion para otros sembradios (Monroy, 2015).

Control bioldgico

Se han reportado cerca de 90 especies parasitoides para palomilla dorso de
diamante de los cuales, han resultado mas eficientes en la reduccion de la poblacion
los siguientes:

- Apanteles plutellae (Braconidae) (ataca los primeros 3 instares larvarios).

- Diadegma insulare (Ichneuminidae) (parasita larvas).

- Diadromus plutellae (parasita pupas).

- Trichogramma chilonis, T. minutum, T. pretiosum (Trichogrammatidae)

(parasita huevecillos).

La identificacién de especies parasitoides, evaluacion del nivel de parasitismo y
sSu manejo (proteccion contra insecticidas), en la actualidad se estan valorando como

una de las mejores salidas para enfrentar las poblaciones de la PDD (Monroy, 2015).

Control quimico

Debido a que esta palomilla desarrolla resistencia rapidamente (por ser una
especie multivoltina) el control quimico debe estar encaminado a pruebas de
resistencia por medio de sinergistas y rotacion de insecticidas, especialmente con
productos de ingredientes activos como nicotinoides, abamectinas, etc (Monroy,
2015).



Cuando se apliquen insecticidas a base de Bacillus thuringiensis se debe
asegurar tener buena cobertura para garantizar que todas las larvas ingieran la
bacteria.

Entre los insecticidas organicosintéticos utilizados para el control podemos

encontrar:

- Bifentrina: 240 - 400 mL - ha-1.

- Esfenvalerato 5%: 1,0-1,5L - ha-1.

- Imidacloprid: 0,75 L - ha-1.

- Indoxacarb: 100 - 250 g - ha-1.

- Metoxifonozide: 0,33 -0,5L - ha-1.

- Thiamethoxam + clorantraniliprole: 0,75 — 1,0 L - ha-1 (al suelo empapado o
goteo).

- Triclorfon PS 80: 1,0 - 1,5 kg - ha-1.

Entre los productos de origen biolégico o botanico encontramos:

- Argemonina + berberina: 1,0a 2,0 L - ha-1.

- Azadiractina: 0,36 — 1,53 L - ha-1.

- Bacillus thuringiensis var. kurstaki 17.6 % S.C.: 0,5 a 1,5 kg - ha-1.
- Benzoato de emamectina: 0,15a 0,3 L - ha-1.

- Spinosad: 100 mL - ha-1 (Monroy, 2015).

Resistencia

La resistencia se define como un cambio genético en un organismo como
respuesta a la seleccién por sustancias toxicas. El desarrollo de la resistencia no
conlleva automéaticamente al deterioro del control de la plaga. Por ejemplo, niveles
bajos de resistencia pueden observarse en el laboratorio sin que surjan problemas

inmediatos en el campo. Sin embargo, si la prevencion es alentada, la resistencia
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debera detectarse y abordarse en estadios tempranos antes que el fallo en el control
de plagas ocurra en el campo (FAO, 2012).

La resistencia ocurre cuando naturalmente ocurren mutaciones genéticas que
permiten a una proporcion pequefia de la poblacion resistir y sobrevivir los efectos del
plaguicida. Si esta ventaja se mantiene, al usar continuamente el mismo plaguicida,
los organismos resistentes se reproducirdn y los cambios genéticos que puedan
causar la resistencia seran transferidos de los progenitores a las futuras generaciones
(FAO, 2012).

Tipos de resistencia

Resistencia metabolica — resistencia inferida por un proceso metabdlico, p.ej.
en insectos que son capaces de desintoxicar o descomponer la toxina mas
rapidamente que los insectos susceptibles, o que rapidamente eliminan las moléculas
toxicas de sus cuerpos. Los insectos usan sus sistemas enzimaticos para
descomponer los insecticidas y las cepas resistentes pueden poseer niveles mas altos
de estas enzimas o de enzimas que son mas eficientes durante la desintoxicacion,
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).

Resistencia de conducta — cualquier modificacidon en la conducta de la plaga
gue le ayuda a evitar los efectos letales de los plaguicidas. El organismo- plaga es aun
sensible al plaguicida y sera 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 — cuando la resistencia a un plaguicida es transferida a
otro plaguicida aun cuando la plaga no ha estado expuesta a este ultimo producto. La
resistencia cruzada ocurre debido a que dos 0 mas compuestos actiian sobre el mismo
sitio objeto de accién o se afectan por igual mecanismo de resistencia. La resistencia

cruzada se desarrolla mas comunmente con compuestos que tienen el mismo modo
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de accion y que son con frecuencia, pero no siempre, quimicamente relacionados
dentro de un mismo grupo quimico. La resistencia puede ser completa o parcial (si hay
mas de un mecanismo responsable de la resistencia) (FAO, 2012).

Resistencia multiple — la presencia simultdnea de varios mecanismos
diferentes de resistencia en el mismo organismo. Los distintos mecanismos de
resistencia pueden combinarse para aportar resistencia a clases mdltiples 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 de penetracion — mecanismo de resistencia esencialmente
limitado a insectos, en los que la cuticula retarda la penetracion del plaguicida en el
cuerpo de la plaga. La resistencia de penetracion esta usualmente presente con otras
formas de resistencia y la penetracion reducida intensifica los efectos de aquellos otros
mecanismos (FAO, 2012).

Resistencia (técnica) — un cambio genético en un organismo como respuesta
a la seleccion por los plaguicidas, que puede influir negativamente en el campo.

Resistencia (practica) — un cambio heredable en la sensibilidad de una
poblacién de plagas que se refleja en el fallo repetido (mas de una vez) del producto
para lograr el esperado nivel de control cuando se usa de acuerdo a las
recomendaciones de la etiqueta para la especie de plaga de interés y donde los
problemas del almacenamiento del producto, de aplicacion y de las poco usuales
condiciones ambientales y climaticas pueden ser eliminadas entre las causas de tales

fallos (FAO, 2012).

Determinacion de resistencia

La deteccion de la resistencia es la identificacion de un cambio significativo en
la susceptibilidad de una poblacion de plaga a los plaguicidas. La resistencia puede
detectarse a través de observaciones ad hoc realizadas por investigadores o
agricultores, o a través de sistematicas observaciones de seguimiento. La observacién
regular del desarrollo de la resistencia pretende medir los cambios en la frecuencia o

grado de resistencia en tiempo y espacio. La observacién puede usarse para evaluar
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la efectividad de diferentes tacticas que son empleadas para prevenir, retardar o
manejar el desarrollo de la resistencia. Tanto la deteccion como el manejo de
resistencia son mas Uutiles cuando se hace tempranamente en un episodio de
resistencia (FAO, 2012).

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 DLso, DLoo 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 (lbel et 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 et al., 1994).
Pruebas bioquimicas: son ensayos multiples que permiten analizar a una poblacion
de insectos cuantifican los niveles de una reaccion enzimatica (Brown 14 y Brodon,
1987). Desarrollados para cuantificar niveles de Esterasas (Brogdon y Dickinson,
1983), Acetilcolinesterasa (Devonshire y Moores, 1984), Glutation STransferasas

(Brogdon y Barber, 1990) y oxidasas (Brogdon et al., 1997)
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Enzimas detoxificativas
Esterasas

Las esterasas (CE3.1) son hidrolasas (CE3) que se encuentran distribuidas en
diferentes tejidos catalizando reacciones de hidrélisis 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 accidn que ejerce el
toxico en el organismo sino también, a una respuesta de defensa por parte del cuerpo
gue busca eliminar la sustancia. Dependiendo de la interaccion toxica — esterasa la
hidrdlisis de los fosfatos se puede abordar a partir de dos mecanismos (Kwong, 2002):

Hidrdlisis catalitica por las fosfotriesterasas (CE3.1.8), conocidas como
esterasas-A, porgue 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).

Hidrdlisis 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 éster
en presencia de radicales libres, que son los responsables del envejecimiento celular
(Costa, 2006).

Estos dos grandes grupos enzimaticos (fosfotriesterasas y carboxilesterasas)
presentan diferencias en sus reacciones de detoxificacion no solamente por la acciéon
gue 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, 15 mientras que una sola de carboxilesterasa hidroliza una del
toxico (Sogorb y Vilanova, 2002).

Glutatién-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 estan implicados en muchas

actividades fisiol6gicas celulares, tales como destoxificacibn de compuestos
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endogenos y xenobidticos, transporte intracelular y biosintesis de hormonas (Enayati
et al., 2005). Las enzimas protegen las células contra los toxicos, neutralizadndolas 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 util como indicador de
exposicion a plaguicidas (Taysse et al., 1998; Ezemonye y Tongo, 2010). Entre la
sustancia endogena, 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 activacion-destoxificacion
gue 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, sélo 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 actuan 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 atomo de
cloro del DDT para generar DDE [1,1-bis- (4-clorofenil) - 2,2-dicloroeteno] (Wang et al.,
2008).

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, paration 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 fosforilacion de GSH es menos definitivo
debido a que los metabolitos no se han caracterizado adecuadamente (Fujioka y
Casida, 2007).
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Oxidasas de funcién maltiple (MFO)

Son un grupo de enzimas que se encuentran en forma natural en el metabolismo
delinsecto 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 (O2) y nicotiamida-adenina dinucleétido 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
gue permite que sean capaces de metabolizar un nimero casi ilimitado de sustratos
(Bisset, 2002). Se ha observado en algunos insectos una relacion directa entre el
consumo de compuestos toxicos de plantas y la induccion del metabolismo de las P450
dando como resultado una mayor detoxificacion del xenobiético (Snyder y Glendinning,
1996).

Este sistema enzimatico 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 17 aumento de la resistencia en insectos frente a insecticidas
piretroides. La resistencia de T. absoluta frente a cartap demostrd, que la mayor
participacion de enzimas implicadas en la detoxificacion de este insecticida esta dado
por las MFO (Siqueira et al., 2001).

Acetilcolinesterasa

Se debe a que existen multiples formas mutantes de la acetilcolinesterasa en la
gue el insecticida no puede acoplarse y no ejerce su accion dado el cambio en su
conformacién. 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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Abamectina
La abamectina, es un producto de origen natural, producido por el

microorganismo del suelo Streptomyces avermitilis, que actia como insecticida y
acaricida, siendo muy eficaz sobre &caros, eriofidos, minadores y psilidos (IRAC,
2021).

Modo de accidon

Activan alostéricamente el glutamato en canales de cloro, causando pardlisis.
El glutamato es un importante neurotransmisor inhibidor en insectos, bloquean la
transmision de la actividad eléctrica en nervios y musculos al estimular la liberacion y
enlace del Y-4cido amino butirico (GABA) a los terminales nerviosos. Lo anterior causa
la entrada de iones cloruro al interior de las células, hiperpolarizandolas, resultando la
pardlisis del sistema neuromuscular. Los receptores del GABA se encuentran en las

uniones neuromusculares (IRAC, 2021).

Resistencia en Plutella xylostella

A partir de 1953, la palomilla dorso de diamante fue el primer insecto plaga de
cultivos agricolas en el mundo que desarrollo resistencia hacia el DDT ademas, el
comportamiento de los insectos puede jugar un papel importante en el desarrollo de
resistencia de algunas especies (Stone et al., 1991). Van Rie et al. (1990) y Ferre et
al. (1991).

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 aflo 2021, la polilla de la col habia desarrollado resistencia a aproximadamente
101 compuestos con diferentes modos de accion, incluyendo organoclorados,
organofosforados, carbamato, piretroide, analogo de nereistoxina, benzoilurea,
Bacillus thuringiensis, avermectina,espinosina, fenilpirazol, indoxacarb, diacilhidrazina
y diamida (APRD, 2021).

La resistencia a través de la desintoxicacion metabolica es mas frecuentemente
encontrada en insectos y es menos comun en malezas o patdgenos. La misma esta
basada en sistemas enzimaticos que los insectos han desarrollado para desintoxicar

las toxinas que ocurren naturalmente en sus plantas hospedantes y en la sangre de
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los insectos fitéfagos. Estos sistemas incluyen esterasas, mono-oxigenasas citocromo
P450, y S-transferasas glutation. Los insectos resistentes pueden tener elevados
niveles de una enzima en particular o formas alteradas de la enzima que metaboliza al
plaguicida a un nivel mas rapido que la forma no alterada. En uno y otro caso los
insectos resistentes pueden desintoxicar al plaguicida antes que el quimico los mate.

En la actualidad existen diferentes casos de resistencia a B. thuringiensis. La
palomilla dorso de diamante (Plutella xylostella L.), es la primera especie de insecto
gue a nivel mundial se consigna como resistente en el campo a las delta endotoxinas
contenidas en B. thuringiensis subsp. Kurstaki (Tabashnik et al., 1990; Shelton et al.,
1993).

Considerando que P. xylostella estd citada como resistente a mas de 46
insecticidas en el mundo, que en México es la plaga principal de las cruciferas,
sometida a presion de seleccion con diferentes plaguicidas, incluyendo B.
thuringiensis, y que es creciente el nimero de productores que dependen de su uso

para controlar plagas (Diaz y Martinez, 2005).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del experimento

La presente investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Toxicologia del
Departamento de Parasitologia de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro en
Saltillo, Coahuila, México.

Figura 1. Departamento de parasitologia agricola.

Colecta de material bilégico

La recoleccion del material biologico se realizé en lotes comerciales del brocoli
en el municipio de Celaya, en el Estado de Guanajuato. Se recolectaron de forma
manual larvas, pupas y adultos de P. xylostella, las cuales se colocaron en
contenedores de plastico y se depositaron en hieleras para su posterior traslado a
cajas entomoldgicas (60 x 40 x 40 cm) en condiciones controladas de 25 +- 2 ° C, 50
% de humedad relativa y un fotoperiodo de 16:8 h luz: oscuridad, esto se realizé con
la finalidad de eliminar entomopatégenos o parasitoides que pudieran estar presentes

en los individuos traidos de campo. La linea de campo de llevo hasta F3 para 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 seleccidn a insecticidas.

Insecticida
Se evalud el insecticida abamectina utilizando un disefio experimental
completamente al azar con 6 concentraciones (5, 3, 1, 0.5, 0.1 y 0.05 ppm) y cuatro

repeticiones y un testigo blanco el cual consistié de agua méas adherente.

Bioensayos

Para llevar a cabo la evaluacion del insecticida abamectina se empleo el método
de inmersion (IRAC, 2017), utilizando larvas de Plutella xylostella de tercer instar. Se
recortaron circulos de hojas de brécoli de 6 centimetros de diametro, y se sumergieron
en las soluciones en estudio por un tiempo de 10 segundos y se colocaron en papel
absorbente para eliminar los excesos de humedad durante una hora, de ahi se pasaron
a cajas Petri con papel absorbente saturado de agua, posteriormente se transfirieron
10 larvas de P. xylostella en cada circulo de la hoja, con 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 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 al estimulo era considerado como muerto.

Induccion de resistencia

Una vez terminado el bioensayo a la generacion inicial y obtenida la curva de
concentracion-mortalidad, a las siguientes 10 generaciones, se les realizo la presion
de seleccion aplicando la CL2 mediante un atomizador, realizando coberturas
uniformes a las plantas de broécoli infestadas con larvas de P. xylostella. Las
aplicaciones se realizaron semanalmente, con un promedio de dos aplicaciones por

generacion. 48 h después de la segunda aplicacion de cada generacion se tomé una
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nuestra de larvas de tercer instar, las cuales fueron colocadas en tubos de eppendorf

y se congelaron para posteriormente cuantificar sus niveles enziméaticos.

Pruebas bioquimicas

Cuantificaciéon de proteina a larvas de Plutella xylostella

Para determinar el contenido de proteina en las larvas de Plutella xylostela se
us6 el método de Bradford (1984), con el kit-1l 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
0.05Myun pHde 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 micro placa de 96 pozos se agregd en cada cavidad 20 pL de
homogenato posteriormente se adicionaron 80 pL de solucién (Buffer KPO4) mas 200
UL de colorante diluido, esto se realiz6 por triplicado para cada repeticion. Se tomaron
lecturas de absorbancia en un lector de microplacas (BioTek El x 800) utilizando el
filtro de 630 nm y se calcularon los valores de pg mL-1 de proteina comprendidos en

el rango de 80 a 120 pL.

Preparacion de homogenatos
Una vez determinada la cantidad de muestra en relacion a la proteina, 1.75
larvas = 100 pL de proteina se homogenizé en 500 mL de solucion Buffer (KPOjs) y

posteriormente se aforo a 1 mL (Brogdon, 1984).

Determinacion de a y B-esterasas
Preparacion de reactivos: Se disolvieron 5.6 mg de a 6 B-naphthyl acetate en
2 mL de acetonay se adicionaron 8 mL de solucién Buffer (KPO4). Como colorante se
utilizé 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 pL
del homogenato mas 100 pL de acetato de a 6 B-natftil, se dejo incubar por 10 minutos,

pasado el tiempo, se agregaron 100 pL de Fast-blue, estos pasos se realizaron por
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triplicado para cada repeticion, se dejaron incubar durante 2 minutos y se corri6 en el

lector de placas usando un filtro de 540 nm (Brogdon y Dickinson, 1983).

Determinacion de Glutation-S-transferasa

Preparaciéon de reactivos: Se disolvieron 0.0122 g de reduce glutation en 20
mL de Buffer (KPO4). Para CDNB (1 — cloro- 2,4 dinitrobenceno) se disolvieron 4 mg
de CDNB en 2 mL de acetona + 18 mL de solucion Buffer (KPOa).

Lectura de absorbancias: Se colocaron 100 pL del homogenato, se agregaron
100 pL de reduced glutation, y 100 puL de CDNB, estos pasos se realizaron por
triplicado para cada repeticion, se corrié inmediatamente (TO) en el lector de placas
usando un filtro de 340 nm, se volvio a correr transcurridos 5 minutos (T5). Para el
analisis estadistico a las lecturas de absorbancia se les saco la diferencia entre ambos
tiempos (T5-T0) y los nUmeros negativos se consideraron como O (Brogdon y Barber,
1990).

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 solucién Buffer (KPO4). Para el DTNB
(Acido- DitioBisNitrobenozoico) se prepararon 13 mg de DTNB y se le agregaron 10
mL de solucion Buffer (KPOu).

Lectura de absorbancias: Se colocaron 100 pL del homogenato, se agregaron
100 pL de acetilcolina-yodisada y 100 uL de DNTB, estos pasos se realizan por
triplicado para cada repeticion, se corrieron inmediatamente (TO) en el lector de placas
usando un filtro de 414 nm, se volvid a correr transcurridos 10 minutos (T10). Para el
analisis estadistico las lecturas de absorbancia se les saco la diferencia entre ambos

tiempos (T10-TO) y los niumeros negativos se consideraron como 0 (Brogdon, 1988).

Determinacion de oxidasas
Preparaciéon de reactivos: Buffer de Acetato de sodio (0.25 M): se disolvio

3.32g 3M de sodio acetato en 37.35 mL de H2O destilada, después se aforo a 40 mL,
ajustando el pH 5. Para el TMBZ (Tetramethyl-Benzidina Dihydrochloride), se

21



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.

Lecturade absorbancias: Se colocaron 100 pL del homogenato, se agregaron
200 pL de TMBZ y se adiciono una gota (25 pL) de agua oxigenada (H20>) estos pasos
se realizaron por triplicado para cada repeticion, se dejé incubar por 5 minutos, pasado
el tiempo se corrio en el lector de placas usando un filtro de 620 nm (Brogdon et al.,
1997).

Analisis estadistico

Con los datos obtenidos de los bioensayos se realizé una correccién 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, utilizando el programa SAS system for Windows
ver 9.0 (SAS, 2002).

Con las absorbancias de cada enzima se realizé una distribucion de frecuencias
y se establecio el umbral de resistencia. La proporcion de resistencia se estimo
mediante el numero de medias que excedia dicho umbral y se clasificaron segun
(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%Con los valores obtenidos en las pruebas
bioquimicas se realiz6 un analisis de varianza (ANVA), cuando este nos indicé que
habia diferencia significativa entre los tratamientos se aplicé la prueba de Tukey (P=

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

22



RESULTADOS Y DISCUSION

Bioensayos

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos de la respuesta a la
abamectina durante 10 generaciones. La CLso para la primera generacién fue de 1.32
y de 1.31 para la linea susceptible. Observandose un aumento en la proporcién de
resistencia desde la generacion 1 hasta 10 donde se alcanz6 un factor de resistencia
de 33.40 veces con base a la linea susceptible, ya que se sabe que P. xylostella tiene
una gran capacidad para desarrollar resistencia rapidamente a casi todas las clases
de insecticidas. Abbas et al. (2014) obtuvieron una proporcion de resistencia para este
mismo insecticida de 140.25 veces en 11 generaciones en estudio sobre Mosca

domeéstica.

Tabla 1. Concentracion letal media (CLso) de abamectina en diferentes generaciones

de plutella xylostella.

Generacion Clso LFI-LFS Cl2o P.R
(ppm) (Ppm)

LS 1.31 0.706 - 2.215 0.210 -

Gl 1.32 0.585-2.762 0.282 1.01
G2 1.86 1.029 - 3.466 0.43 1.42
G3 4.38 3.080 - 5.936 1.57 3.34
G4 9.33 7.556 - 11.627 3.57 7.18
G5 17.28  15.971 - 18.664 9.71 13.29
G6 22.78  21.250 - 24.363 12.89 17.52
G7 31.65 25.659-42.461 21.25 24.16
G8 32.52  30.404 - 34.738 21.91 24.82
G9 40.62 36.92 - 44.32 31.39 31.01
G10 43.75 41.36 - 46.22 28.43 33.40

LFI: limite fiducial inferior; LFS: Limite fiducial superior; P.R: Proporcion de resistencia



Pruebas bioquimicas

Para la determinacion de los niveles enzimaticos se obtuvo el calculo de la
cantidad de proteina contenida en larvas de P. xylostellay asi obtener el nimero de
individuos por muestra, las densidades 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 estan
dentro del limite permitido; seleccionando 1.75 larvas como ndamero 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.

010 015

0.05

Microgramo/ml de proteina
0.00

-0.05

®
T T T T
0.5 1.0 1.5 20

Numero de larvas

Figura 2. Absorbancias de proteina en homogenatos de Plutella xylostella en diluyente
buffer de fosfato (pH: 7.2).

En la Tabla 2 se muestran las medias de absorbancia para a-Est y p-Est, donde
se observa que en ambas enzimas hay diferencia significativa entre las generaciones
en estudio de P. xylostella con presion de seleccién a abamectina. a-Est presentd una

mayor expresion en la generacion 5 con una media de 6.198, seguido de la generacion
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8 con una absorbancia de 4.045, mientras que la generacién 7 reporto el valor mas
bajo (3.500). Por su parte B-Est se expreso su mayor contenido para la generacion 6
con valor medio de 5.523. 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 2. Comparacion de medias de a- Esterasas y 3- Esterasas en 10 generaciones

de Plutella xylostella con presion de seleccion a Abamectina.

Gt a-Esterasas B-Esterasas
(Media + SD?) (Media + SD?)

LS® 3.800 + 0.096 bcde 3.818 +0.080 b
Gl 3.626 £ 0.090 cde 3.631 £ 0110 bc
G2 4.00+0.180b 3.818 £ 0.203 b
G3 3.895 + 0.116 bcd 3.693 + 0.086 bc
G4 3.768 + 0.118 bcde 3.595 +0.198 bc
G5 3.793 + 0.252 bcde 3.683 + 0.246 bc
G6 5.198 £+ 0.489 a 5.523 +0.802 a
G7 3.500 £ 0.033 e 3.336 £ 0.096 c
G8 4.045+0.124 b 3.861+0.143b
G9 3.926 + 0.290 bc 3.467 + 0.040 bc
G10 3.589 + 0.107 de 3.448 + 0.150 bc

Medias seguidas de la misma letra dentro de cada columna no presentan diferencia

significativa (Tukey, a<0.05); '‘Generacion; 2Desviacion estandar; 3Linea susceptible.

La enzima GST no presenta diferencias significativas entre las generaciones de
estudio, como se muestra en la Tabla 3. La generacion 2 fue la que reporté el valor
maximo con una media de 0.030, mientras que las generaciones 4 y 9 obtuvieron el

valor mas bajo para con 0.016. Estudios previos demuestran que la sobreexpresion de
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glutation S-transferasa es responsable de la resistencia a los organofosforados,
piretroides y diamidas, asi como indoxacarb (Furlong et al., 2013; Hu et al., 2014). En
el caso de las oxidasas se presentan diferencias significativas en las generaciones en
estudio, sin embargo, ninguna generacion sobre paso el valor medio de la linea

susceptible (3.470) como se observa en la Tabla 3.

Tabla 3. Comparacion de medias de GST y oxidasas en 10 generaciones de Plutella

xylostella con presion de seleccién a Abamectina.

Gt GST Oxidasas
(Media + SD?) (Media + SD?)

LS® 0.026 £0.041 a 3.470 £ 0.306 a
Gl 0.019 £ 0.009 a 3.298 + 0.062 abcd
G2 0.030 £0.013 a 3.368 + 0.033 abc
G3 0.018 £+ 0.013 a 3.303 + 0.055 abcd
G4 0.016 + 0.006 a 3.191 £0.039 cd
G5 0.017 £+0.010 a 3.193+0.078 cd
G6 0.022 £+ 0.015 a 3.233 + 0.046 bcd
G7 0.020 £ 0.007 a 3.102 +0.027d
G8 0.018 £+ 0.017 a 3.424 + 0.215 ab
G9 0.016 £+ 0.010 a 3.269 + 0.101 abcd
G10 0.025+0.014 a 3.261 + 0.162 bcd

Medias seguidas de la misma letra dentro de cada columna no presentan diferencia

significativa (Tukey, a<0.05); '‘Generacion; 2Desviacion estandar; 3Linea susceptible.

En la Tabla 4 se muestra la comparacion de medias para la enzima Acht, donde
se puedo observar que hay diferencias significativas en las generaciones en estudio,
sin embargo, ninguna de las generaciones con presion se seleccién supero en

contenido enzimatico a la linea susceptible que presenta una absorbancia media de
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0.040 seguida de la generacion 9 con un valor de 0.037, mientras que la generacion 1
reporta un contenido nulo para esta enzima. Esto se puede deber a que
investigaciones previas han demostrado que la enzima Acht es considera un
mecanismo de resistencia principalmente para organofosforados y en mayor medida a

carbamatos (Bisset, 2002)

Tabla 4. Comparacion de medias de Acht en 10 generaciones de Plutella xylostella

con presion de seleccion a abamectina.

Gt Acht
(Media + SD?)
LS® 0.040 £0.033 a
Gl 0.000£0.001 c
G2 0.003 +£0.005c
G3 0.002 £ 0.005 c
G4 0.004 £ 0.004 c
G5 0.008 £+ 0.007 bc
G6 0.004 £ 0.005 c
G7 0.011 £0.008 bc
G8 0.002 £ 0.004 c
G9 0.037+x0.11a
G10 0.024 £0.013 ab

Medias seguidas de la misma letra dentro de cada columna no presentan diferencia

significativa (Tukey, a<0.05); '‘Generacion; 2Desviacion estandar; 3Linea susceptible.

Durante 10 generaciones a y B Esterasas es el principal mecanismo de
detoxificacion a la Abamectina con valores promedio de 49.99% y 45.55%
clasificandose moderadamente alterada. Flores et al. (2006) determinaron frecuencias
de resistencia de 100% en mosquitos Aedes aegypti (Linnaeus) a causa de a-Est con
el insecticida de Abamectina. Glutation-S-Transferasas, oxidasas y Acht no presentan

un efecto importante, dado que la proporciéon fue de 0, 3.3 y 1.11 respectivamente,
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clasificandose como una resistencia inalterada. Siqueira et al. (2001), menciona que
en general las enzimas GST tienen un rol secundario en la detoxificacion de

insecticidas.

Tabla 5. Proporcion de resistencia del contenido de enzimas en 4 generaciones de

Plutella xylostella.

Generacién  a-Esterasas B-Esterasas GST Oxidasas Acht

1 88.88 E 66.66 D 0.00 A 0.00 A 0.00 A

2 77.77 E 77.77 E 0.00 A 0.00 A 0.00 A

3 33.33C 33.33C 0.00 A 0.00 A 0.00 A

4 11.11 B 55.55 D 0.00 A 0.00 A 0.00 A

5 33.33C 33.33C 0.00 A 0.00 A 0.00 A

6 100 E 100 E 0.00 A 0.00 A 0.00 A

7 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.00 A

8 100 E 88.88 E 0.00 A 33.33C 11.11 B

9 55.55D 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.00 A

10 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.00 A
Promedio 49.99 45.55 0 3.33 1.11

A: Inalterado (0-5%); B: Incipientemente alterado (6- 30%); C: Moderadamente
alterado (31-50%); D: Alterado (51-75%); E: Muy alterado (> 76%). Montella et al. 2007.
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CONCLUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye lo siguiente:

P. xylostella es un insecto que desarrolla rapidamente resistencia a la
Abamectina, realizando una presion de seleccion en las 10 generaciones utilizadas

durante este estudio.

A-Esterasas y B-Esterasas son el principal mecanismo de detoxificacion para la
Abamectina en P. xylostella, sin embargo, en Glutation S-tranferasas se puede

considerar como un mecanismo detoxificativo poco relevante para Abamectina.
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