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RESUMEN

Tribolium confusum es unas de las plagas mas importantes en
productos almacenados, se alimentan de cereales y otros subproductos, causa
grandes pérdidas econdmicas por la contaminacion de los dicho alimentos,
bajando su valor nutritivo, contaminacién indirecta al crear condiciones
favorable para el crecimiento de moho, se ha estimado que las pérdidas
econdémicas causadas por las plagas de productos almacenados hacienden
desde 1,25 hasta 2,5 mil millones de ddélares anuales en estados unidos. El
objetivo de este trabajo es determinar a través de varios métodos de
diagnéstico la susceptibilidad y los mecanismos de resistencia de Tribolium
confusum que provenientes de la harina. Se realizaron bioensayos, mediante de
la técnica de pelicula residual para terminar la susceptibilidad de poblaciones de
T. confusum a deltrametrina. En los resultados el CLso requiere 187.677 ppm
para matar el 50% de su poblacion, la razén entre estos es de 4.443 veces
mayor la poblacion tolerante las concentraciones deltrametrina. En las pruebas
bioquimicas los resultados presentaron una sobreproducciéon de B- Esterasas,
Glutation S-Transferasa y Acetilcolinesterasas, por lo que pudieran ser el

mecanismo enzimatico implicado en la tolerancia en Tribolium confusum.

Palabras clave: gorgojé de la harina, resistencia, susceptibilidad, niveles

enzimaticos, concentracion linea media.
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INTRODUCCION

La produccion de cereales y oleaginosas constituye uno de los
principales soportes de la economia nacional, el almacenamiento de granos
surge como consecuencia de la aleatoriedad y estacionalidad de la produccion
agricola, el consumo directo e industrializaciéon dependen de la preservacion de
su calidad durante el transporte y almacenamiento (Cassini et al., 2005), México
figura en el quinto lugar, tanto como productor de grano como de semilla;
siendo Estados Unidos y China ocupan los primeros lugares, por otro lado, en
cuanto a demanda de alimentos se refiere (FAO, 2013). Aproximadamente el
6% de la produccion se pierde en la etapa de post-cosecha, debido a fallas en
el transporte, el secado Yy principalmente, por dafio de insectos
(Descamps et al., 2004).

Gutiérrez-Diaz (1999) en lista 55 especies de insectos asociados con
granos y productos almacenados mencionando sus hospederos y distribucion,
entre los mas frecuentes en nuestro pais, se hallan los Curculiénidos del género
Sitophilus que causan importantes pérdidas en granos almacenados
considerando los plagas de interés primario, seguido de las especies de
Tribolium (Tenebrionidae), que son plagas que se alimentan de granos partidos
o lesionados a consecuencia de las infestaciones primarias, asi como de las
harinas, cereales y derivados amilaceos. La familia Tenebrionidae se encuentra
en diversos habitats, humus del suelo, raices y tallos de plantas, otras se han

adaptado a las condiciones aridas y forman parte de la fauna de los desiertos.

Algunas especies habitan en los bosques viviendo en la cubierta
vegetal, en los hongos de los arboles, detras de las cortezas o en la madera de
los arboles en descomposicion, frecuentemente se les encuentra asociados con
otros insectos barrenadores de la madera, algunas de las especies son plagas
agricolas que atacan plantas y semilleros en el campo (Gutiérrez-Diaz, 1999).

Un numero relativamente pequefio son plagas de granos y otros productos



almacenados, los cuales son considerados plagas secundarias de los granos y
primarias de los productos de su molienda; otras especies como Palorus spp.,
y Tenebrio molitor (gusano de la harina, escarabajo molinero) son capaces de
permanecer tanto en sus habitats naturales infestando productos almacenados
(Gutiérrez-Diaz, 1999)

El objetivo esencial de detectar insectos en alimentos almacenados es
localizarlos en la etapa temprana de infestacion, la presencia de insectos puede
conducir a la destruccién del producto y por lo tanto las pérdidas econémicas,
existen diferentes métodos de deteccion convencionales, los cuales pueden
resultar menos sensibles a la baja densidad de poblacion, por lo que se deben
desarrollar de mejores métodos de deteccion de insectos en grano, semillas,

frutas y alimentos (Flinn et al., 2007).

El escarabajo  Tribolium confusum es una de las plagas mas
destructivas de los granos almacenados y productos relacionados (Aitken,
1975). Es plaga secundaria en los productos almacenados, este insecto causa
grandes pérdidas econdémicas por la contaminacion de los alimentos, bajando
su valor nutritivo y la creaciéon de condiciones favorable para el crecimiento de
moho, se ha estimado que las pérdidas econdmicas causadas por las plagas de
productos almacenados pueden variar desde 1,25 hasta 2,5 mil millones de

dolares anuales en el estados unidos (Flinn et al., 2007).

Tribolium confusum es una de las plagas de importancia econémica en
todo el mundo, se puede encontrar en instalaciones de procesamiento de
alimentos y almacenes (Trematerra y Sciarretta, 2004; Abdelghany et al.,
2010). Los adultos pueden volar solo distancias muy cortas (Rees, 2004)

prefiriendo harina acondicionada (Naylor, 1959; Gante, 1966; Ogden, 1970).

La disponibilidad constante de granos enteros y productos molidos

proporciona una excelente sitios de alimentacion y ovoposicion para muchos



producto almacenado insectos, (Good, 1937; Campbell y Runnion, 2003; Arthur
y Campbell, 2008; Toews et al., 2009). Estas especies pueden explotar con
éxito parches de alimentos de diferentes tamafios y calidad (Campbell y
Hagstrum, 2002; Campbell et al., 2010; Ming y Cheng, 2012).

Que se generan durante las diversas operaciones de fresado, como la
molienda, cernido y traslado de productos alimenticios procesado, aunque esta
especie se considera que es un colonizador, secundario, puede infestar en
granos (Aitken, 1975). Para su control, pesticidas residuales y fumigantes son
ampliamente utilizados; sin embargo, Tribolium spp. ha mostrado una tendencia
a tolerar diferentes insecticidas, por lo que se cree que existen poblaciones que
son resistentes a muchos de estas sustancias (Champ y Dyte, 1976; Arthur,
1996).



JUSTIFICACION

El escarabajo Tribolium confusum (Coledptera: Tenebrionidae), es una
de las plagas méas destructivas de los granos almacenados y relacionados
productos en todo el mundo, su control estd basado en el uso de insecticidas
organo sintéticos, de los cuales existen diferentes reportes de resistencia a
dichas sustancia, a su vez se desconocen los mecanismos enzimaticos

asociados.

OBJETIVO

El presente trabajo de investigacion, tiene como objetivos determinar

concentraciones letales medias y limites fiduciales de ambas poblaciones.

Determinar los niveles enzimaticos en Tribolium confusum tolerantes a

deltametrina.

HIPOTESIS

Las concentraciones letales media de ambas poblaciones seran
diferentes asi como el contenido de enzimas responsables de la tolerancia a

deltametrina



REVISION DE LITERATURA

Granos almacenados

Las cosechas y granos almacenados son productos alimenticios para el
consumo humano de primera necesidad (Padin et al., 2002), uno de los
grandes problemas que afronta la agricultura mundial es la pérdida de grandes
volumenes de productos alimenticios por la infesta de plagas, tanto en el
sistema de cultivo, como en los de cosecha y almacenamiento (Silva et al.,
2005), los granos de cereales que constituyen la mayoria de los productos
basicos, se mantienen en almacenamiento y representan un componente
importante de la oferta mundial (Weston y Rattlingourd, 2000).

La infestacidn de los granos almacenados establecidas por el comercio
entre los diferentes paises del mundo, permitid la introduccion de los diferentes
granos en las regiones apropiadas para su cultivo a otras en donde se
consumen, esto ha favorecido a que muchas plagas que atacan los granos
almacenados se distribuyan de manera cosmopolita, estableciéndose asi donde

quiera que las condiciones sean favorables para su duracion (Narvaez, 2003).

La presencia de insectos en granos almacenados trae como
consecuencia la reduccion de la calidad del grano, asi como para el consumo
humano y para el uso posterior de la semilla (Silva et al., 2005), por lo que es
prioridad proteger los productos almacenados contra el deterioro, pérdida de
calidad y de peso durante el almacenamiento, provocado por los insectos y
hongos (Pérez et al., 2004)



Plaga de almacén

Los granos alimenticios almacenados forman un agroecosistema
complejo por la serie de interacciones producidas entre la luz, temperatura,
humedad y agentes bidticos, como insectos y hongos, que repercuten en la
calidad del grano (Herndndez et al., 2009; Olakojo et al., 2004; y Heethirajan et
al., 2007).

Una de las plagas mas importantes de granos almacenados es el grupo
de las palomillas, como lo son: gusano elotero (Helicoverpazea), gusano
cogollero(Spodopterafrugiperda), barrenadores (Elasmopalpus angustellus) y
palomillas de almacén (Sitotroga cerealella), asi como los escarabajos
conocidos como gusanos de raiz y de alambre (Agriotes spp.), gallinas ciegas
(Phyllophagaspp.) gorgojos y barrenadores del grano, son algunos de los
insectos mas importantes y que mas dafios causan en granos almacenados
estas plagas atacan los cultivos durante el desarrollo de la planta o durante el
almacenamiento (Castro y Paredes, 2009).

Los granos se almacenan generalmente en las fincas o en grandes
ascensores comerciales, donde puede estar infestados por una variedad de
escarabajos, como de los orden Colebptera (Tenebrionidae) es una de las
plagas mas extendidas y destructivas alimentandose de diferentes productos de
grano almacenados (Weston y Rattlingourd, 2000; Mishra et al., 2012). La
familia Tenebrionidae ha sido asociada a los alimentos almacenados por mas
de 4.000 afnos (Levinson, 1994, 1985). Equivalente a 30.000 generaciones de
Tribolium confusum (Sokoloff, 1972), junto con otros géneros de plagas
almacenados (Levinson, 1994, 1995).

Las plagas de almacén pueden causar en los cereales pérdidas de
peso y calidad, entre las especies primarias destacan los coledpteros
Rhyzopertha dominica y Sitophilus granarius L, y secundaria T. castaneum y
T. confusum (Vifiuela et al., 1993; Rees, 1996).


https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&uact=8&ved=0CC8QFjAD&url=http%3A%2F%2Fes.slideshare.net%2Fpetersiku%2Fpalomilla-de-los-cereales-sitotroga-cerealella&ei=sEF3VaLwPMvQtQXEs4HwAw&usg=AFQjCNExw6AgwIA2awb4aNYBTr-dUeUQfA&sig2=3ymLUq7OUr00tTy14rJtFw

El género Tribolium, sin embargo, se desarrollé principalmente como
insectos saprofitos y naturalmente se producen bajo el corteza de los arboles,
en la madera muerta y ocasionalmente en los nidos de algunos Himenopteros,
su amplia distribucién mundial incluye desde humus del suelo, raices y tallos de
plantas, hasta h&bitats con condiciones aridas desiertos (Grimm, 2001;
Halstead, 1969; Magis, 1954; Sokoloff, 1974).

Robledo, (1986) indica que los insectos encontrados en los productos
alimenticios almacenados pueden ser clasificados, en los siguientes tres

grupos:

Plagas primarias: son aquellas que tienen aparato bucal masticador y
son capaces de romper el pericarpio (cubierta exterior del grano) para
alimentarse o para depositar ahi sus huevecillo ejemplo de este grupo son
gorgojos del trigo, del maiz y del arroz, representados por el género Sitophilus y

el pequefio barrenador de granos Rhizopertha dominica.

Plagas secundarias: generalmente se desarrollan, indica presencia,
por lo tanto que existen otras plagas mas peligrosas que estan o estuvieron
dafiando el grano, un ejemplo tipico Es el gorgojo de las harinas Tribolium

confusum.

Plagas terciarias: son aquellas que se desarrollan una vez que el
grano ha sido dafado por insecto primario y secundario. Por ejemplo el gorgojo
plano del género Cryptos poridium estés, conviene mencionar que dentro de las
especies que dafan los productos almacenados existen unas que no son
insectos, pero que también se constituyen en una plaga bastante molesta una

de ellas son las garrapatas que también afectan los grano almacenados.



Tribolium confusum

Origen y Distribucion

El gorgojo confuso de la harina fue notado primeramente en la India en
1893, (Metcalf y Flint, 1979), T. confusum tienen distribucién cosmopolita
(Arrojo, 2004) comun para el almacén de granos y alimentos, este destacado
insecto tiene una amplia distribucion mundial y es muy abundante en los
Estados Unidos (Athanassiou et al., 2006).En México se ha localizado en los
estados de Guerrero, Michoacan, Chiapas, Guanajuato y Morelos (Gutiérrez-
Diaz, 1999).

Otros lugares donde se almacenan granos o productos de granos, una
especie estrechamente relacionada, el escarabajo rojo de la harina, se
encuentra a menudo asociado con el escarabajo de la harina, esta especie son
dificiles de distinguir, particularmente en la etapa larval, la coexistencia de
especies en las instalaciones de almacenamiento de las fuerzas insectos para
regular su valor biologico, ecolégico y caracteristicas de comportamiento
(Trematerra et al., 2000; Athanassiou et al., 2006).



Ubicacion taxondmica

Fue clasificado y descrito por Jacqueline Duval en 1868 citado por Cotton,
(1979).

Reino: Animal
Phylum: Arthropoda
Subphylum: Mandibulada
Clase: Insecta
Subclase: Pterygota
Orden: Coledptera
Suborden: Polyphaga
Superfamilia: Tenebrionioidea
Familia: Tenebrionidae
Geénero: Tribolium

Especie: T. confusum

Importancia econémica

Las principales pérdidas causadas por Tribolium confusum es
principalmente por la alteracién en la calidad del producto, provocando una
disminucién del valor nutritivo en los granos atacados y pérdida de calidad en la
panificacion de las harinas, a su vez también disminuye el grado de higiene del
producto por la presencia de otros insectos, excrementos, huevecillos, etc.
(Arthur, 1996).

Unos de los grande detrimentos que causan Tribolium confusum son
las infestaciones dentro de molinos de harina y traen consecuencias
econdémicas incluyendo la contaminacion directa y los costos asociados con el
tratamiento y el seguimiento, el rechazo y la devolucién de los productos

contaminados, y (Campbell y Arbogast, 2004).



Mundialmente entre el 5 y el 15% del peso total de los cereales, de los
granos oleaginosas y leguminosas se pierden en postcosecha, entre el 5y el
10% de estas pérdidas son causadas directamente por plagas (Hill, 1990). Por
ejemplo, solamente los gorgojos son responsables de cerca del 34% en la

reduccion del rendimiento de cosechas a nivel mundial (Oerke, 2006).

Por otra parte la contaminacion del producto por los insectos conjunto,
huevos, insectos fragmentos, excrementos, y las pieles de fundicién pueden

ocurrir en las plantas de procesamiento y almacenes (Baur, 1984).

Las larvas, son las responsables de los mayores perjuicios, horadan en
granos alojandose en su interior, los productos atacados se contaminan y
guedan con un olor nauseabundo (Bentancourt et al., 2010). Unos de los
porcentaje de pérdidas de los granos almacenados producidas por insectos
son de un 10% en paises en desarrollo; sin embargo, en paises tropicales se

concluye que pueden ser mas alta su pérdidas econémica (Landaverde, 2003).

Alimentacion

se alimentan de cereales quebrados o que han sido dafiados por otros
insectos, productos de la molienda de los cereales como harina, salvado
(afrecho), semillas de oleaginosas y sus productos, nueces, almendras partidas,
mani, alimentos suaves o0 molidos como galletas, cacao, concentrados
alimenticios para animales, tortas de oleaginosas, frutas secas y otros
productos (Halstead, 1969).

Biologia y habitos

T. confusum presentan metamorfosis completa, es decir que pasan por
los estadios huevo, larva, pupa y adulto son pequefios, prefieren sitios oscuros,
se esconden en grietas muy reducidas y tienen alta capacidad de reproduccion
(Landaverde, 2003). Cuerpo de forma alargada y ligeramente aplanado,

antenas ensanchandose gradualmente desde la base a los extremos, ojos
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pequefios, redondos y la distancia entre ellos es tres veces el didmetro del ojo.
Protérax densamente cubierto con diminutos puntos negro, los élitros tienen

bandas longitudinales dificiles de ver a simple vista (MANTIX, 2014).

El adulto mide de 3 a 4 mm y es de color café rojizo brillante, no es
capaz de volar (OIRSA, 1999) La hembra oviposita hasta 450 huevecillos entre
la harina o residuos los huevecillos estan cubiertos con una secrecion pegajosa
gue permite que se adhieran a la superficie y facilita la infestacion, los huevos
incuban entre 5 y 12 dias, dando origen a larvas pequefias, delgadas,
cilindricas que llegan a medir 5 mm de longitud, de color blanco matizado de
amarillo (MANTIX, 2014).

Orden: Coleoptera

Famailia: Tenebrionidae

Adulio

Figura 1. Ciclo de vida de Tribolium confusum
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Descripcién morfologica

Huevo: Estos son muy pequefios de colores blanco claro cubiertos con
una secrecion pegajosa que les permite adherirse directamente en el material
alimenticio facilitando la trasmision, que crean en un periodo de 5 a 12 dias
(Metcalf y Flint, 1979).

Larva: Las larvas son pequefias, delgadas y cilindricas que llegan a
medir 5mm de longitud de color blanco con matices amarillos, alcanzando su
completo desarrollo en 1 a 4 meses dependiendo de la temperatura y la
disponibilidad de alimento (Metcalf y Flint, 1979).

Pupa: La pupa al principio es blanca, gradualmente cambia a amarillo,
después a café y finalmente se transforma en adulto, el ciclo completo demora
de 6 a 8 semanas y los adultos viven de 12 a 18 dias (MANTIX, 2014).

Adulto: Los insectos adultos son muy activos moviéndose con rapidez
cuando son perturbados, pueden sobrevivir a los inviernos moderadamente
frios si no hay una temperatura controlada, y con frecuencia viven dos afios o
mas en el estado adulto, en cuyo periodo la hembra puede llegar a producir de
350 a 500 huevecillos (Metcalf y Flint, 1979).
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Alternativas de control

Los métodos de control de plagas en granos almacenados son de muy
variada naturaleza, existiendo desde métodos muy sencillos como son: exponer
los granos al calor del sol, limpieza de almacenes, uso de métodos como la
radiacion, temperaturas controladas, hasta la aplicacion de insecticidas
sintéticos, lo cual contribuye sin duda a la conservacion del producto en

almacenamiento (Acerca, 2009).

En la actualidad, el hombre en conjunto con los avances tecnolédgicos
ha desarrollado una variada gama de técnicas de control, basadas en el
conocimiento preciso de la biologia y comportamiento de las especies
consideradas como plagas, uno de las principales alternativas de control en los
granos almacenados se encuentra los siguientes controles (Lagunes y
Rodriguez, 1989).

Control cultural: Puede hacerse mediante distintas practicas como
rotacion de cultivos, manejo del suelo y restos culturales, poblacion adecuada
de plantas, riego, abonos verdes, composta, fertilizaciéon del suelo, época y
profundidad de siembra, de estas herramientas la mas antigua, mas eficiente y
menos agresiva al ambiente, es la rotacién de cultivos y es por eso la que mas
contribuye a la sustentabilidad ecoldgica de la agricultura, sin embargo, su
potencialidad y uso ha sido poco investigada y adoptada en argentina debido a
gue la eleccién de cultivos que integren un sistema de rotacion depende de
factores fitosanitarios, técnicos y econdémicos que no han sido suficientemente

analizados (Barreto y Lopez, 2004).

Limpieza: En primer lugar, la limpieza prevencion de los locales
y maquinaria es fundamental y debe realizarse antes de introducir la mercancia,
ya que los restos de suciedad, de grano viejo, pueden favorecer el desarrollo de
insectos, para efectuar esta limpieza son Uutiles  debiéndose quemar
posteriormente los desechos ya que pueden estar infestados, igualmente es

importante reparar paredes y techos, con el fin de que no tengan grietas que
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sirvan de refugio a las posibles plagas, hay que tener en cuenta que la entrada
de cualquier mercancia en el almacén puede ser fuente de re infestaciones, por
lo que deben ser examinadas antes de introducirlas y siempre que sea posible,
a una cuarentena con el fin de detectar niveles pequefios de contaminacion
(L6pez, 2004).

Eliminacion de residuos: Después de la cosecha, se deben
eliminar al maximo los granos quebrados, los residuos de cosecha, polvo y los
restos de tierra e insectos vivos o muertos, ya que el grano sucio o dafiado se
deteriora mas rapido en el almacén y facilita el calentamiento y el desarrollo de

plagas y enfermedades (Lindblad, 1979).

Control mecanico: El control mecanico de las plagas comprende las
técnicas mas antiguas y simples de la lucha contra los insectos, estas técnicas
consisten en la remocion y destruccion de los insectos y 6rganos infestados de
las plantas, también se incluye la exclusion de los insectos y otros animales por
medio de las barreras y otros dispositivos, la aplicacién de estas técnicas
demanda mucha mano de obra por lo que tienden a desaparecer de las
grandes y medianas areas de cultivo, en ciertos casos, particularmente cuando
se trata de la pequefa agricultura, el control mecénico puede aplicarse con
relativa eficiencia (Cisneros,1995).

Control fisico: Ademas de la destruccion de los insectos que puede ser
realizada por las practicas agricolas ordinarias, hay ciertas medidas especiales
fisicas y mecanicas, que resultan valiosas; estas difieren de las medidas de
combate quimico en la naturaleza de su efecto sobre los insectos, el cual es
una accion fisica que no incluye accion quimica sobre el insecto, pueden ser
distinguidos arbitrariamente de las mediadas culturales de combate, en que
incluyen el uso de ciertas operaciones o0 equipos especiales y generalmente
dan resultados inmediatos y tangibles (Metcalf y Flint, 1979). La humedad y la

temperatura: son muy importantes en el control de plagas de los granos
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almacenados es importante almacenar los granos con contenidos bajos de

humedad que reduce la posibilidad de incidencia de insectos (FAO, 1993).

Temperatura: El uso de temperaturas elevadas, o
tratamientos de calor, se esta convirtiendo en popular como una alternativa de
bromuro de metilo para desinfectar las instalaciones de procesamiento de
alimentos (Mahroof et al., 2003; Roesli et al., 2003). Debido a la inminente

eliminaciéon del bromuro de metilo (Makhijani y Gurne, 1995).

Impacto: El control de los insectos a través del imparto
consiste en lanzar los granos por fuerza centrifuga contra una superficie, lo que
mata los insectos en el exterior e interior de los granos, los granos infestados
se rompen y los insectos expuestos son retirados por aspiracion. Este proceso
solo se usa en plantas introducidas que procesan granos para consumo

humano a gran escala (FAO, 1993).

Radiacion: existe varios modos de utilizar la energia radiante
en el control de insectos se puede emplear la luz en trampas luminosas para
atraer a los insectos y de esta manera disponer de una idea del grano de
infestacion (FAO, 1993).

Control biolégico: El control biolégico es una practica muy importante
para el manejo de plagas, que consiste en la utilizacion de organismos vivos
para reducir y mantener la abundancia poblacional de una plaga por debajo de
los niveles de dafio econdmico, su valor recae en que puede resultar en un
control eficiente de una plaga tanto a mediano como a largo plazo, compatible
con un bajo riesgo ambiental y una produccion sustentable, resulta fundamental
para los programas de control biolégico considerar la ecologia, biologia y
comportamiento de los enemigos naturales de la plaga y de la plaga misma,
ademas de aguellos factores que podrian ser causantes de cambios

poblacionales (Brower et al., 1996).
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El uso del control biolégico en granos almacenadas presenta muchas
ventajas, la liberacion de los enemigos naturales en ambientes confinados, los
agentes controladores sobreviven hasta las ultimas etapas del almacenamiento,
no son dafinas como pueden llegar a serlo los residuos de plaguicidas, no se
conoce resistencia por parte del insecto plaga (huésped) y no ponen en peligro
a los operadores que realizan la aplicacion liberacion en este caso (Brower et
al., 1996).

Estos métodos han resultado eficaces en algunas situaciones, se ha
utilizado Bacillus thuringiensis para controlar algunas especies de plagas de

insectos en cereales almacenados (Stefanazzi, 2010).

Existen tres categorias principales de control biolégico: 1- el clasico, 2-

el aumentativo y 3- el conservativo (Villacide y Corley, 2012).

Control bioldgico clasico: se basa en la introduccion de un
enemigo natural en un nuevo ambiente con el fin de que se establezca de forma
permanente y regule a la plaga de manera sostenida en el tiempo, este método
es especialmente un paso critico en los programas de control biolégico clasico

es el establecimiento del enemigo natural en el area de liberacién.

Control biolégico aumentativo: tiene como objetivo inmediato
aumentar la abundancia de los enemigos naturales que ya estan presentes en
un area afectada, aunque en un namero tan bajo que no alcanzan un control
efectivo; otro objetivo de esta misma estrategia es la liberacion periédica de
enemigos naturales ausentes en la zona afectada, debido esto, a que no logran

establecerse permanentemente.

Control biolégico conservativo: Apunta a implementar varias
medidas para proteger, aumentar la abundancia y mejorar las actividades
de los enemigos naturales ya presentes en el area, para esto, es
importante identificar cuales son los factores que limitan a la poblacion de
enemigos naturales o que influyen de manera negativa su accion

reguladora y de este modo manipular el habitat en consecuencia, es
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decir, es critico conocer la biologia, la ecologia y el comportamiento tanto
de los enemigos naturales como de la especie plaga. México existen tres
especies de depredadores de plagas de granos almacenados:
Tephalonomia tarsalis, Teretriosomani grescens y Xolocoris flavipes, un
ejemplo exitoso de control biolégico de los granos almacenados es el de
Plodia interpuctella (Hubner) (Lepidoptera: Pyralidae) por la aplicacion de
Bacillus thuringiensis, esta bacteria actua ocasionando una reduccion de

las infestaciones en mas de un 80% (Mc Gaughey, 1985).

Control quimico

A raiz del uso irracional de los insecticidas quimicos se produjo
resistencia de las plagas a los mecanismos de accion de muchos plaguicidas y
se pudo establecer que se necesita un método mas inteligente para manejary
no necesariamente eliminar las plagas. Es a partir de estas consideraciones
que surge el concepto de manejo integrado de plagas cuyas definiciones y
estrategias, a pesar de todo, los insecticidas de sintesis quimica contindan
siendo la herramienta del M.I.P. que se usa con mayor frecuencia y efectividad
(INC, 2014).

Unos de los principales controles de granos almacenados se encuentra
los plaguicidas quimicos y especialmente los insecticidas en muchas ocasiones
los Unicos disponibles, después de la segunda guerra mundial, en los afios
1950 se generalizé el uso de los organoclorados y a partir de ahi se desarrollé
toda una gama de sintesis quimica que llevé al descubrimiento de muchos otros
grupos quimicos con acciéon biacida muy eficaces para el control de plagas
insectiles, a raiz del uso irracional de los insecticidas quimicos se produjo
resistencia de las plagas a los mecanismos de accion de muchos plaguicidas
(Barreto y Lopez, 2004).

El uso de insecticidas ha sido el método méas generalizado para el

combate de plagas de granos almacenados, empleandose comunmente los
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organoclorados, organofosforados y piretroides (Mejia, 2003). El insecticida
malation que pertenece al grupo de los organofosforados ha sido el mas
utilizado para el control de granos en almacenes, pero se ha comprobado que

los insectos han desarrollado resistencia (Georghiou y Lagunes, 1991).

Entre los grupos toxicolégico mas utilizados encontramos:
organofosforados, piretroides y mezclas de fosforados y piretroides, formulados
como liquidos (contratado emulsionable) o como solidos (polvo), los gases
como el bromuro de metilo, fésforos de aluminio, fosforos de magnesio,
solidos inertes como la tierra de diatomeas (reguladores del crecimiento)
(INTA, 2013). Asi como

La fumigacion con fosfina la fosfina es un gas letal para los insectos
capaz de eliminar todos sus estadios de desarrollo, incluso los delas plagas

primaria ya que difunde hacia el interior del grano (Campbell et al., 2010).

Puede ponerse en contacto con insecticida tales como el malatién,
clorpirifos-metilo y diclorvos en algunas cepas de T. confusum (Zettler, 1991).
Imidacloprid y tiametoxam son nuevos insecticidas que pertenecen a los
neonicotinoides con el modo de accién neurotdxica, imidacloprid ha sido
ampliamente utilizado con resultados satisfactorios contra una amplia gama de
plagas (Ponsy Albajes, 2002; Zhang et al., 2011).

Los insecticidas seleccionados se deben aplicar adecuadamente de tal
forma que llegue a los estados del insecto que se quieren controlar, esto es
especialmente importante para aquellos compuestos que actien por contacto o
por ingestion o para los que no tienen accion translimitar, cuando se hacen
aplicaciones, se debe cuidar que se hagan en el momento apropiado
(INC,2014).
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Resistencia
Generalidades

La resistencia se define como un cambio genético en un organismo
como respuesta a la seleccidn por sustancias toxicas, que tolerar dosis toxicos,
las cuales resultan letales a la mayoria de los individuos en una poblacion

normal de la misma especie (WHO,1957).

El desarrollo de la resistencia no con lleva autométicamente 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 debera detectarse y
abordarse en estadios tempranos antes que el fallo en el control de plagas
ocurra en el campo, cuando el control de plagas falla en el campo debido a la

resistencia del plaguicida (Zettler, 1991).

La resistencia es una caracteristica de fundamento genético que
permite a un organismo sobrevivir a la exposicion con una dosis de un
plaguicida que normalmente podria resultar letal, los genes de resistencia
ocurren naturalmente en plagas individuales debido a mutaciones genéticas y
de caracter hereditario, los genes se diseminan a través de las poblaciones de
plagas debido a un proceso de seleccion provocado por el uso repetido del
plaguicida (FAO, 2012). La resistencia con Insecticidas residuales también se
han utilizado contra Tribolium confusum especie en molinos y plantas de
procesamiento de alimentos, tales como los organofosforados y piretroides
(Subramanyam et al., 1989; Collins, 1990).
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Tipos de resistencia

Resistencia por comportamiento: Se refiere a los patrones de
comportamiento que contribuyen a la resistencia, estos pueden ser habitos tales
como la preferencia a descansar en areas no tratadas con insecticidas en lugar
de &reas tratadas, o bien la deteccion del insecticida y la tendencia a evitarlo
antes de ponerse en contacto con €l (Carrillo, 1984).

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 dependera 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). Por otra parte
(Carrillo, 1984). Dice que la Resistencia morfolégica Se presenta cuando alguna
caracteristica morfolGgica ocasiona la resistencia, por ejemplo una menor area
de exposicién al toxico.

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).

Seleccidn de resistencia: es la sobrevivencia de individuos resistentes
en una poblacion mientras que los individuos susceptibles son eliminados por el
tratamiento del plaguicida, los individuos resistentes son “seleccionados” para
sobrevivir y producir nuevas generaciones resistentes, el resultado neto es que
el uso continuado del plaguicida termina seleccionando una poblacion de plagas
que se convierte menos susceptible al plaguicida, el proceso de seleccion
puede ser rapido, en uno o dos estaciones, o desarrollarse lentamente a lo
largo de varios afios, lo cual dependera de la plaga, la exposicion al plaguicida y

la genética de la resistencia a un plaguicida particular (FAO,2012).
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Resistencia cruzaday resistencia multiple

Resistencia cruzada es la necesidad de seleccionar un insecticida
alternativo, un insecto puede ser resistente a 2 insecticidas o0 mas y cada

resistencia puede ser atribuida a diferentes mecanismos (WHO, 1957).

Segun LA FAO (2012) La Resistencia cruzada 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 actian sobre el
mismo sitio objeto de accidn o se afectan por igual mecanismo de resistencia, la
resistencia cruzada se desarrolla mas cominmente con compuestos que tienen
el mismo modo 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).

Por otra parte la FAO (2012) Menciona que la 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 mdultiples 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.

Georghiou (1983) menciona que la resistencia multiple se basa en la
premisa de que el control se puede alcanzar mediante la accion de varios
factores que actuan de manera independiente, incluyendo a los insecticidas,
donde cada uno ejerce una presion de seleccidon que estd abajo desnivel que
puede conllevar al desarrollo de la resistencia, en un sentido amplio, este

enfoque incluye la aplicacion de insecticidas en mezcla o en rotaciones.
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Resistencia metabdlica: Marrero y Colomé (2006) han realizado
estudios recientes de detoxificacion en insectos revelan que la versatilidad en la
adaptacion de los insectos a su medio es provista por el fenomeno de
induccion, este es un proceso en el cual un estimulo quimico promueve la
actividad del sistema de detoxificacion mediante la produccion de enzimas
adicionales, un total de 12 especies de insectos responden a inductores
mediante la produccion de niveles incrementados de enzimas como las
oxidasas microsomales, deshidroclorinasas, fosfotransferasas,
carboxilesterasas, epoxidohidratasa y sulfotransferasas, los sistemas de
detoxificacion mas importantes que constituyen la resistencia metabodlica en
insectos son: las oxidasas microsomales, la glutation s-transferasa, de
importancia en el metabolismo de insecticidas organofosforados, y las
carboxilesterasas, las cuales degradan carbamatos, organofosforados vy
piretroides (Bisset, 2002).

La FAO (2012) reporta que la resistencia metabdlica en insectos
permite que sean capaces de desintoxicar o descomponer la toxina mas
rapidamente que los insectos susceptibles, o que rapidamente eliminen las
moléculas téxicas 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, resistencia de conducta,
cualquier modificacion en la conducta de la plaga que 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).
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Mecanismos genéticos de la resistencia

El fendmeno de la resistencia surge como resultado de la interaccion
insecto, insecticida, originando focos o poblaciones resistentes, como esta
capacidad llega a estar determinada genéticamente, es heredable a nuevas
generaciones, que siguen sobreviviendo al tratamiento con insecticida mientras
se disminuye la proporcion de individuos susceptibles en la poblacion, de esta
manera el insecticida actia como una fuerza selectiva poderosa que concentra

individuos resistentes en la poblacién (Cochran, 1989).

Deteccion de los mecanismos de la resistencia.

Los conocimientos adquiridos a través de estudios genéticos y
bioquimicos permiten establecer dos conceptos importantes al momento de
estudiar y comprender el fendmeno de la resistencia en poblaciones de insectos
el primero de ellos es el de la resistencia cruzada la cual ocurre cuando la
seleccién para un compuesto produce simultaneamente resistencia a uno o mas
compuestos a los que el insecto no ha sido expuesto (Soderlund y Bloomquist,
1990).

Determinacion de resistencia

La resistencia se ha mostrado mediante la utilizacion de pruebas de
susceptibilidad a insecticidas, conocidas también como bioensayos, basados
principalmente en pruebas de dosis-mortalidad, estos meétodos permiten
cuantificar el nivel de resistencia a insecticidas, pero no detectan los

mecanismos responsables de ésta (Cruz y Rodriguez, 2014).

Bioensayos

El bioensayo es considerado como cualquier método por medio del

cual alguna propiedad de alguna sustancia o material, es medida en términos
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de la respuesta biologica que produce, los objetivos de mayor importancia al
realizar un bioensayo, se encuentran: la determinacién de varios téxicos contra
una poblacién de insectos, la determinacion de la susceptibilidad de diferentes
especies de artropodos a un toxico, asi como la cantidad de un téxico en un

sustrato (Cruz y Rodriguez, 2014).

Electroforesis

Separa moléculas en dependencia fundamental de su carga,
desplazando proteinas bajo influencia de un campo eléctrico, 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

Métodos moleculares se pueden usar tanto para verificar la presencia
de un organismo como para identificarlo métodos diagndsticos moleculares
para la deteccion precoz de esta enfermedad, incrementa la precision y reduce
la variabilidad asociada a los bioensayos (Devonshire, 1990). Se obtienen
patrones de banda de ADN que son utilizados como marcadores genéticos para
una especie (Ffrench et al., 1994).

Pruebas bioguimicas

Pruebas bioquimicas, son ensayos multiples que permiten analizar a
una poblacion de insectos cuantifican los niveles de una reaccion enzimatica
(Brown y Brodon, 1987). Desarrollados para cuantificar niveles de este razas
(Brogdon y Dickinson, 1983). Acetilcolinesterasa, (Devonshire y Moores, 1984).
Glutation S-Transferasas (Brogdon y Barber, 1990). Y oxidasas (Brogdon et al.,
1997). Para la identificacion de los distintos microorganismos aislados se
realizaran pruebas bioquimicas, fisiol6gicas y seroldgicas, estos procedimientos

nos permiten aplicar técnicas de siembra por estria en el medio, obtener

24



cultivos puros del microorganismo y luego proceder a la identificacion de cada
uno de los aislados clinicos (Marrero, y Colomé, 2006).

Enzimas de resistencia

Las enzimas son proteinas que catalizan reacciones centrales en
procesos metabdlicos (Mahan et al., 2004). y sus inhibidores estan presentes
en la naturaleza jugando importantes papeles fisiolégicos, como la regulacion
de actividad de enzimas propias (Garcia y Hernandez, 2000). Los inhibidores
proteinicos de enzimas proteoliticas han sido reportados en todos los taxas y
son particularmente abundantes en 6rganos de almacenamiento, como semillas
o huevos, donde representan una gran proporcion de la fraccion soluble de

proteinas (Konarev et al., 2000).

Esterasas

Esterasas constituyen una gran familia de enzima que son
responsables el metabolista lipidico y de la detoxificacion de xenobiotico, entre

otras funciones, (Oakestott et al., 2005).

Acetilcolinesterasa

La acetilcolinesterasa es una enzima clave del sistema colinérgico
porque regula el nivel de la acetilcolina en las terminaciones de los impulsos
nerviosos mediante la catalizacion de la hidrolisis de la acetilcolina, los
insecticidas y carbamatos se han desarrollado como inhibidores de esta
enzima, estos insecticidas tienen propiedades similares a la acetilcolina pero
son hemisubstratos porque fosforilan o carbamilan la serina de sitio activo que

conduce a la inhibicion irreversible de la enzima, (Bourguet et al., 1997).

En la acetilcolinesterasa modificada, se produce una disminucion de la
reaccion con el insecticida, perdiendo éste su efectividad, en ocasiones también

se ve disminuida la funcién catalitica de la enzima, pero debido a su funcién
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vital, nunca lo hace por debajo de un valor umbral compatible con la
supervivencia, también puede darse el caso de que la resistencia se deba a un
incremento de la actividad, causada a su vez por una mayor efectividad
catalitica o por un incremento en la cantidad de enzima, pero este hecho suele

ser menos frecuente (Fournier y Mutero, 1994).

Glutatién-S-Transferasa

Segun Jakoby y Habig (1980) son un grupo de enzimas que catalizan
la conjugacion de componentes hidrofébicos con el 30 tripéptido glutation en la
reaccion, el grupo tiol del glutatibn reacciona con un lugar electrofilico del
compuesto para formar el conjugado que puede ser metabolizado o excretado.
GST pueden metabolizar los insecticidas al facilitar su deshidrocloracién
reductiva o mediante las reacciones de conjugaciones con glutation reducido,
para producir metabolitos solubles en agua que se excretan mas facilmente
(Enayati et al., 2005).Se ha asociado como uno de los mecanismos de
resistencia a los insecticidas carbamatos (Lalah et al., 1995). En estudios
bioquimicos realizados con DDT se relacion6 con el incremento de las GST
(Mourya et al., 1994; Ranson y Hemingway, 2004; Lumjuam, et, al., 2011).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del experimento

El presente trabajo se realiz6 en la Universidad autbnoma Agraria
Antonio Narro En Saltillo, Coahuila, México. En el laboratorio de toxicologia del

departamento de Parasitologia Agricola.

Material bioldgico

El trabajo se desarroll6 a partir de una colonia de Tribolium confusum,
facilitado por el laboratorio de toxicologia del departamento de parasitologia, Se
realiz6 la identificacion de Tribolium confusum segun las caracteristicas
seflaladas en la revision de literatura, posteriormente los insectos se
mantuvieron en la camara bioclimatica LAB-LINE ® colocados en frascos de
vidrio con capacidad de 3900 ml. con harina integral y se mantuvieron a una
temperatura de 30 £ 2 ° C, con una humedad relativa de 30 %, con oscuridad
las 24 horas, se dej6 para su reproduccion hasta tener la cantidad de adultos

suficientes para realizar pruebas futuras

Bioensayos

Se utilizé la técnica de pelicula residual (Dennehy et al., 1987). Se
realizaron diferentes concentraciones de deltametrina del producto DECIS ® al
10.7 % con tres repeticiones mas un testigo al cual solo se le aplicé acetona.
Se tomd 1ml de cada concentracion y se distribuy6 uniformemente en toda la
superficie de caja Petri, se esper0 a que se volatilizara el solvente,

posteriormente se introdujeron diez insectos por repeticion,
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.Cuadro 1. Concentraciones utilizadas de ingrediente activo deltametrina Para
evaluar la mortalidad y resistencia en Tribolium confusum.

Producto Concentracion(ppm)

Deltametrina 100 150 200 250 300 350 400

Se tomaron las lecturas de mortalidad en cada concentracion, los
conteos se realizaron a las 24 horas después de haberlos introducido en las
cajas Petri, se utilizé un termo agitador, cuya funcion es la de transmitir calor y
estimularlos al movimiento y diferenciar a los insectos vivos de los muertos se
consideré como criterio de muerte apéndices pegadas al cuerpo, cambio de

coloracion, movilidad nula al estimulo del pincel y de calor.

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 obtencion de una curva
estandar, donde se consideraran los datos comprendidos entre 80 y 140 pL/mL

de proteina.

Preparacion de reactivos.

Reagente: Se disolvid 20 mL de colorante (reagente) con 80 mL de H20
esterilizada, se paso por papel filtro para obtener una dilucion, posteriormente la
preparacion de Buffer (KPO4). Se disolvid 6.6 g de fosfato dibasico con 1.7 g

fosfato monobasico, aforando a 1000 mL de H20 esterilizada.
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Preparacion de homogenatos.

En tubos eppendorf de 1.5 mL se colocaron una muestra de un insecto:
(1), cada muestra con 3 repeticiones. Se agregd 500 mL de diluyente buffer
KPOas (fosfato de potasio) se trituraron con un homogenizador de tejidos, se

aforé a 1 mL adicionandole 900 pL de diluyente.

Lectura de absorbancias

Se coloco un insecto T. confusum en el tubo Eppendorf y se trituré con
ayuda de un macerador de tejidos, para eliminar los restos de los élitros, se
extrajeron las hemolinfas con ayuda de una piteta y se colocan ordenadamente
con diferentes concentrados de 0.25 a 3 insectos en tubos de Eppendorf,
posteriormente se aforan con una solucion buffer a 1 mL y se mantuvieron en
refrigeracion durante 24 horas. Posteriormente se coloco en la placa 20puL de
homogenato 80 pL de solucion buffer y 200 microlitros de colorante diluido por
altimo se colocan en las placas de 96 pozos que es el lector de placas en donde
nos da la absorbancia de resultado. Las pruebas se corrieron por triplicado cada
una en placas de 96 cavidades, posteriormente fueron leidas mediante el lector
de placas (BIOTEK® ELx800, BioTek Instruments). Obteniendo los valores de

absorbancia con un filtro de 630 nM, sin filtro diferencial.

Ensayos en Microplacas

Se realiz6 una serie de pruebas bioquimicas (ensayos en microplacas),
los métodos en microplacas se tuvieron que adaptar a partir de los métodos ya
descritos para mosquitos (Brogdon et al., 1983, 1984, 1988, 1990, y 1997).Para
poder determinar los niveles de a-esterasas, 3-esterasas, oxidasas, glutation s-

transferasas y acetilcolinesterasa
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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 ecuacidén de la curva estandar de
referencia del método de Brogdon (1984) dada por la interpolacion de pL/mL de

proteinay 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 uL/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 (3-Esterasas)

Mide los niveles de B-Esterasas no especificas presentes.

Preparacién de reactivos. Acetato de B-naftil: se disolvié 56 mg de B-
naphthyl acetate en 20 mL de acetona y se agregé 80 mL de buffer (KPOy).
Para preparar O-Dianisidina (fastblue), se disolvido 50 mg de O-Dianisidine (fast-
blue) en 50 mL De H,O esterilizada. Este ultimo reactivo se prepard
inmediatamente antes de usarlo, ya que se degrada facilmente, un indicador es
su coloracién, cuando adquiere una tonalidad ambar se descarta y se prepara

uno nuevo.

Lectura de absorbancias. En cada pozo de la microplaca, se
colocaron 100 puL del homogenato de insectos, se agrego 100 uL de acetato de
B-naftil, se dej6 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
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placas usando un filtro de 540 nM. Una vez arrojadas las lecturas de
absorbancias, se promedian segin su muestra y su repeticion para el anélisis
de resultados. Se emplearon los pozos G10, G11, G12 como control positivo
donde se agreg6 300 pL de B-naftil a cada uno y H10, H11, H12 para control
negativo agregando 300 L de de buffer (KPOy).

Prueba de reacciones de oxidasa

Mide los niveles de peroxidasas

Preparacién de reactivos. Buffer de Acetato de Na (0.25 M): se
disolvio 16.6 mL de3M Sodium Acetate en 180 mL de H20O esterilizada,
después se afor6 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) uL de peroxido
de hidrogeno (H20,) al 3%, estos pasos se realizaron por duplicado para cada
repeticion de las 20 localidades, se dejo incubar por 5 minutos, pasado el
tiempo se corrié en el lector de placas usando un filtro de 620 nM. Una vez
arrojadas las lecturas de absorbancias, se promediaron segin su muestra y
repeticion para el analisis de resultados. Se emplearon los pozos G10, G11,
G12 como control positivo donde se agreg6é 300 L de Cytochrome-C a cada

uno y H10, H11, H12 para control negativo agregando 300 L de buffer (KPO,).
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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,). Para cDNB, fueron
disueltos 20 mg de 1-chloro-2,4’- dinitrobenzene en 10 mL de Acetona y se

agregaron 90 mL de buffer (KPO4); este reactivo es viable de 3 a 4 dias a 4 °C.

Lectura de absorbancias. Se colocé 100 pL del homogenato de
insectos, se agregaron 100 pL de Reduced glutathione, y 100 uL de cDNB,
estos pasos se realizaron por duplicado para cada repeticion de las 20
localidades, se corrié inmediatamente (TO) en el lector de placas usando un
filtro de 340 nM, se volvié a correr transcurridos 5 minutos (T5). Las lecturas de
absorbancias, se promediaron segun su muestra y su repeticion en donde se
tomaron en cuenta las diferencias de ambos tiempos (T5 - TO) 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

Preparaciéon de reactivos. ATCH: se disolvi6 70 mg de
Acetylthiocholine iodide (ATCH) en 10 mL de acetona y se agregd 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 (KPQO,), 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 pL de DNTB, estos pasos se
realizan por duplicado para cada repeticion de las 20 localidades, se corrieron

inmediatamente (TO) en el lector de placas usando un filtro de 414 nM, se volvio

32



a correr transcurridos 10 minutos (T10). Las lecturas de absorbancias se
promediaron segln su muestra y su repeticion en donde se tomararon en
cuenta las diferencias entre ambos tiempos (T10 - TO) para el analisis de
resultados. Se emplearon los pozos G10, G11, G12 y H10, H11, H12 para
control negativo, los cuales se les agregd 300 de pL buffer (KPO4) a cada uno.

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron para obtener las proporciones de
resistencia, 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 segun la enzima a analizar.
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RESULTADOS Y DISCUCION
A continuacién se presentan los resultados observados en los experimentos:

Como se puede observar en el cuadro 2,el valor de la CLso para la
poblacion susceptible es de 42.231 ppm, mientras que, para la poblacién
tolerante requiere 187.677 ppm para matar el 50% de su poblacion, la razon
entre estos es de 4.443 veces mayor la poblacion tolerante, respecto a la
susceptible, por lo que no se puede hablar de resistencia, ya que para ello se
necesita una proporcién mayor a 10x.Los limites fiduciales al 95 % para la linea
tolerante es 179.829 y 195.273 ppm, mientras que para la susceptible es de
39.235y 45.394 ppm,

Arenas y Sanchez, (1988) Reporta una CLsy de 134.1 ppm para una
poblacién tolerante, estos resultados son menores en comparacion a los
reportados en esta investigacion, siendo 3.17x mas tolerante comparada con
nuestra linea susceptible, esto sugiere que nuestra poblacion susceptible
presenta una tendencia a tolerar concentraciones de deltametrina y su nivel de

susceptibilidad es baja

Cuadro 2. Concentraciones letales medias y limites fiduciales de ambas
poblaciones de T. confusum.

Concentracion letal media

: Ppm
Especie Pob : : Ec. pr.
CL50 Lim. Fid. CL05 CL95
L. 187.67 179.829- 118.56 297.07 Y=-
T. T. 7 195.273 6 2 33.561+14.763*log(x)
confusum
L. 100.67 Y=-12.686

42.231 39.235-45.394 17.715
5 +7.804*log(x)

Pob: poblacion, L. R.: linea resistente, L. S.: linea susceptible, Ppm: partes por millén, CL:
concentracion letal, Lim. fid.: limites fiduciales (95%), Ec. pr.: ecuacion de prediccion.
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En el caso de la cuantificacion de a-Esterasas, en (Cuadro 3) muestran
los valores de ambas poblaciones son 1.922 y 1.888 para T. confusum tolerante
y susceptible respectivamente, ambos valores se encuentran en el mismo grupo
estadistico, no habiendo diferencia estadistica entre ellos, por lo que el

contenido de a-Esterasas, es indistinto sea tolerante o sea susceptible.

Brown (1990) menciona que los insecticidas usados
convencionalmente en el control de plagas de granos almacenados, son
insecticidas organofosforados, carbamicos y piretroides, los cuales son
altamente susceptibles al ataque de enzimas esterasas, provocando en las
poblaciones de insectos el incremento de esterasas como medio de

detoxificacion de los plaguicidas.

En cuanto las B-esterasas (Cuadro 3) muestran que si hubo diferencia
significativa en la cuantificacion de ambas poblaciones, registrando 1.1385
y1.8427 para las poblaciones susceptible y tolerante respectivamente, por lo
tanto, las B-esterasas contenidas mayormente en las poblaciones tolerantes
permiten tolerar cierto grado mas al insecticida deltametrina, ya que se requiere
mayor concentracion para matar el 50 % de la poblacion (Cuadro 2), por lo tanto
la poblacion susceptible tienden a producir B-esterasas en menor cantidad

respecto a las tolerantes.

Ponce et al. (2009) reportan que la sobreproduccion de (B-Esterasas es
un mecanismo detoxificativo en insecticidas sintéticos, al registrar los valores
mas altos en adultos resistentes de Aedes albopictus; por su parte (Flores et al.,
2006) determina proporciones de resistencia del 100 % en mosquitos de Aedes
aegypti relacionadas a estas enzima, responsables de resistencia, atreves de la

detoxificacion de organofosforados y carbamatos.

35



Cuadro 3. Niveles enzimaticos en poblaciones de Tribolium confusum

Enzima Tribolium confusum (Media £ SD *)
Susceptible Tolerante
a-EST 1.9222 +0.308a 1.8888 +0.738a
B-EST 1.1385 +£0.186b 1.8427 +0.180a
Ox 0.0375 *=0.003a 0.0310 +0.002 a
GST 0.0082 +0.001b 0.0153 +0.004a
ACE 0.0146 +0.003b 0.1440 +0.006 a

S.D.: desviacion estandar, *: lineas con diferente letra son estadisticamente diferentes

Para el caso de las oxidasas en el (cuadro 3) nos ensefian los valores
de ambas poblaciones son 0.0375 y 0.0310para la poblacion tolerante y
susceptible respectivamente, el contenido de estas enzimas presentan los
mismos niveles estadisticamente, por lo que se puede asociar que las oxidasas

para este experimento en particular no inducen tolerancia de deltametrina.

Por su parte Pimentel et al. (2008), mencionan que las enzimas oxidasa
juegan un papel fundamental en la detoxificacion de varios compuestos
plaguicidas, estas participan directamente en la inhabilitacion del producto u
oxidandolo para que entren otros sistemas enzimaticos y los puedan detoxificar
(Benhalima et al., 2004).

Respecto a la enzima Glutation S-Transferasas, observando el (cuadro
3) entre las poblaciones se registra diferencia estadisticamente significativa con
valores de 0.0153 0.0153 y 0.0082 para tolerante y susceptible

respectivamente, siendo la poblacion susceptible la que presento menor
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contenido de GSTs, y por lo tanto la poblacion tolerante registré mayores
niveles, esto permite inferenciar que las GST confieren tolerancia a deltametrina
para T. confusum, con efecto similar se presenta el contenido de
acetilcolinesterasas siendo estadisticamente diferentes, donde la produccion de
acetilcolinesterasas es mayor en la poblacion tolerante con 0.1440, y 0.0146

para la poblacién susceptible.

Por otra parte, 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 entre
ellos los organoclorado y el DDT a través de la dehidroclorinacion (Brattsten et
al., 1986; Paton et al., 2000).En lo que respecta acetilcolinesterasa varios
autores reportan a estas enzimas como causa de resistencia en especies de

insectos, tanto que la actividad enzimética entre individuos (Dauterman, 1983)
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CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos en nuestros experimentos, podemos

concluir lo siguiente:

La poblacion tolerante requiere 187.677 ppm de deltametrina para matar
el 50% de su poblacion, siendo esta concentracion mayor respecto a la ClLsy de
la poblacion susceptible, la razon entre ambas concentraciones de 4.443 veces

mayor.

Las B-Esterasas, acetilcolinesterasas Y Glutation S-Transferasas se
encuentran mayormente en las poblaciones tolerantes, por o que en nuestra
poblacién de T. confusum, dichas enzimas confieren un cierto grado de

proteccién contra deltametrina.
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