UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DIVISION DE AGRONOMIA

DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA

Determinacion de Enzimas de Resistencia en Poblaciones de Spodoptera
frugiperda S. (Lepidoptera: Noctuidae) Procedentes del Estado de
Guanajuato

Por:
EDWIN GERMAN LOPEZ MOLINA

TESIS

Presentada como requisito parcial para obtener el titulo de:

INGENIERO AGRONOMO PARASITOLOGO

Saltillo, Coahuila, México

Mayo, 2017



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DIVISION DE AGRONOMIA

DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA

Determinacion de Enzimas de Resistencia en Poblaciones de Spodoptera
frugiperda S. (Lepidoptera: Noctuidae) Procedentes del Estado de
Guanajuato

Par:
EDWIN GERMAN LOPEZ MOLINA
TESIS

Presentada como requisito parcial para obtener el titulo de:

INGENIERO AGRONOMO PARASITOLOGO

Aprobada por el Comité de Asespria

Dr. Ernesto Cerna Chavez

///- ' Asesor Principal
Ing. José F co Rodriguez Rodriguez Dra. Yisa Mafia Ochoa Fuentes
Coasesor / Coasesor

JRhEdos Morales

Saltillp, Coahuila, México
Mayo, 2017



AGRADECIMIENTOS.

En primer lugar a Dios todo poderoso por darme la oportunidad de culminar mis
estudios profesionales, por acompanarme en este tiempo que estuve lejos de mi
familia asi como colmarme de bendiciones y sobre todo por darme la paciencia y
la fortaleza para lograr este objetivo en mi vida, por todo eso y muchas otras
cosas mas GRACIAS DIOS MiO.

A mis padres

Por haberme dado la vida, y por brindarme todo su apoyo para lograr este
objetivo que me trace en la vida, por todos sus consejos y por darme la confianza

para poder lograrlo. Muchas gracias papa y mama.

A la gloriosa ALMA TERRA MATER

Por haber sido mi segundo hogar y haberme albergado durante este tiempo que
me llevé mi formaciéon profesional, asi como darme la dicha de ser uno mas de

sus egresados.

Al Dr. Ernesto Cerna Chavez

Por brindarme su confianza y la oportunidad para la realizacion de este proyecto

de investigacion.

A la Dra. Yisa Maria Ochoa Fuentes

Por formar parte del comité de evaluacion y revision de este proyecto de

investigacion.



Al Ing. José Francisco Rodriguez Rodriguez

Por brindarme su apoyo y su tiempo para la realizacion de este proyecto de

investigacion.

A los profesores del departamento de parasitologia

Por haberme compartido de sus conocimientos durante el tiempo que llevo mi

formacion profesional.

A mis compafieros de la generacién CXXI|

Por pasar buenos y gratos momentos los cuales llevaré presentes a donde quiera

que valla.



DEDICATORIAS.

A mis padres

FELIPE LOPEZ VILLASENOR y BALDINUSI MOLINA VALDOVINOS, a través de
este logro quiero devolverles un poco de lo mucho que me han dado, y

demostrarles mi carifio y sobre todo lo mucho que los quiero.

A mi hermana

BRISEIDA LOPEZ MOLINA, por ser una de mis motivaciones para alcanzar este

gran objetivo.

A mis tios y tias
Que me apoyaron econémicamente asi como moralmente para poder realizar

este proyecto en mi vida.

A mis compafieros

Mario, Max, Molina, Alonso, Royer, Roy Huerta, al M.C. Alejandro, y a todos mis
paisanos michoacanos en la Narro por brindarme su amistad durante este tiempo

la cual me sirvié de mucho para no renunciar a mis estudios profesionales.



INDICE GENERAL

AGRADECIMIENTOS. ...t e e e e e a e e e eaanns v
DEDICATORIAS. et e e e e e e e e e e e aba e e e eeaans Vil
INDICE GENERAL ... ..t eeeaaans Vil
INDICE DE FIGURAS ... e e e Xi
INDICE DE TABLAS ... e eeennans Xii
RESUMEN. L. e e e e e e ennans Xiv
INTRODUGCCION ..ottt 1
(@ o1 T=2 1AV 0T o T=T =T > IS 3
ODbJetiVO ESPECITICO.....cuuiiiiii i 3

[ T 0T 0] (=3]SR 3
REVISION DE LITERATURA. ....ooviitiiiececeeee e ee ettt 4
Origen del MAIZ. ... 4
Importancia del MaIZ.........ccueuiiii e 4
Produccion MUNAI@l. .........ooeuiiiiiiieee e 5
Produccion NACIONAL...........c..uiiiiiiiiee e e e 5
Produccion €n GUANGJUALO. ........cceeeeeiiiiiiiiiiiieieee e e e e e e e e e eeeeae e e e e anns 6
Taxonomia del MAIZ. .......ooeiiiiiiiie e 7
DeSCripCION DOLANICAL. .........oviiiii e e e 7
RAIZ. e 7
TAll0. 7

[ 10 = 1P 7
FIOTES. ettt 8
FTUTO. e 8
Principales plagas €n €l Maiz. ... 8
Gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) en maiz. .........cccccceeeeeeieeeiiieiiiccee e 8

ClasificaCioOn tAXONOMUCAL . ...vuee e e 9



(@3Tei [0 11 =10] [0 To | (oo JA PP TP 9

HUBVOS. ..ttt e e e e e e 10
LAV, ettt et e e e e e e e 10
PUDa e 10
0 1] o SN 11

[ [0 1S 1= 0 (= 0 1 USRS 11
DAf0S €N €I MAIZ. ..o, 11
MEtOdOS de CONLIOL. ..o 12
(@] g1 0] INo1 U1 11U = | 12
(@] a1 £o] I o]0 ] (o o oo JAm SO 12
(@] a1 £o] o [U]15 0] [lo TR 12
RS ISTENCIA. ..ot 13
Resistencia de comportamiento. .........coooeeiiiiii i 14
RESISIENCIA CrUZAQA. .....ccieeeeeiiieie e e e e e e e e e e e eeeenes 14
Resistencia de PENEIaCION..........couu i e e 14
Resistencia al Sitio de aCCiON. ..........ccooeeeiieie e, 14
Resistencia metaboilica. ..., 14

B S O ASAS. ... i e 15

L@ ([0 F= 1S T3 15
GlUtatiON-S-TranSfEraSaS. .......uuuuurriiiiiiiiiiiiiiiiiii e aenaane 15
ACELICONNESIEIASA. .. .ceeivieiiiee e 16
Determinacion de reSIStENCIA. ......coeeeei e 16
BIOBNSAYOS. ...eui it r e aan 16
ElECITOfOIESIS. ..t eeaee 17
Pruebas bioqUIMICAS. ...........uuuiiiiii et eaaans 17
MATERIALES Y METODOS. ...ttt 18

Ubicacion del eXperimento.........ccoviviuuiiiiiiie e e e e e e e e e aaanas 18



Colecta del material BiolOQICO. ..........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiii e 18

Determinacion de ProteiNGa. .........ccuu i e e 19
Preparacion de hOmMOQgENALOS. ........cooiiiiiiiiiiiiiee e 19
Pruebas BioqQUIMICAS ........cc.uuiiiiiiieee e 19
Determinacion de a y B-ESterasas..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeee e 19
Determinacion de Glutation-S-transferasa...........ccccovviiiiieieiei e 20
Determinacion de acetilcoliNeSterasa. ...........uvvveiiieeeiiiiiiiieee e 21
Determinacion de OXIOASAS. .........uuuiiieeeiiiiiiiiiiiie e e e e e e e 22
ANAIISIS de reSUIAdOS. ......uueiiiiiiiiii e 23
RESULTADOS Y DISCUSION. ...t e 24
CONGCLUSIONES. .. et e e e e e e e e e e e 36

LITERATURA CITADA. .. 37



Figura.l.
Figura.2.

Figura.3.

Figura.4.

Figura.5.
Figura.6.

Figura.7.

Figura.8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

INDICE DE FIGURAS

Pag.
Produccion mundial del maiz...........cccooiiiiiiiiiii e, 5
Produccion nacional del maiz.............cooooiiiiiiiiiii 6
Ciclo biolégico de Spodoptera frugiperda...............ccceovvnennn.. 10
Incubacion de microplaca con Fast-blue para determinar a y -
L) (=] T PP 20
Lectura de absorbancias en el lector de placas........................ 21
Microplaca para determinar acetilcolinesterasa........................ 22
Incubacion de microplaca con H202 para determinar
(03 {0 F= LS TP 29
Absorbancias de proteina en homogenatos de Spodoptera
FIUQIPEIAA. ... o4
Mapa de la distribucion de B-Esterasas..........c.cocevviviiinannnnn. 33
Mapa de la distribucion de a-Esterasas.............ccocevviiiiinnnn.. 33
Mapa de la distribucién de Glutation s- transferasa.................... 34
Mapa de la distribucion de Acetilcolinesterasa.......................... 34
Mapa de la distribucion de Oxidasas...........cccceveeieiiiiieieinnnnnn.. 35



INDICE DE TABLAS

Pag.

Tabla 1. Poblaciones de Spodoptera frugiperda y su produccion de Maiz del

estado de GUANAJUALO.........cvuiieiie e e 18
Tabla 2. Porcentajes de resistencia de cada enzima en 5 poblaciones de

Spodoptera frugiperda del estado de Guanajuato.......................... 26
Tabla 3. Medias de proporcién de resistencia de cada enzima para las

poblaciones en estudio.............oiieiiiiiii

27

Tabla 4. Andlisis de varianza del contenido de B-Esterasas en 5 poblaciones

de Spodoptera frugiperda del estado de Guanajuato..................... 27
Tabla 5. Comparacion de medias del contenido de B-Esterasas en 5

poblaciones de Spodoptera frugiperda del estado de Guanajuato..... o8
Tabla 6. Analisis de varianza del contenido de Alfa-Esterasas en 5

poblaciones de Spodoptera frugiperda del estado de Guanajuato...... o8
Tabla 7. Comparacion de medias del contenido de alfa-Esterasas en 5

poblaciones de Spodoptera. frugiperda del estado de Guanajuato..... 29
Tabla 8. Andlisis de varianza del contenido de glutation s- transferasas en 5

poblaciones de Spodoptera frugiperda del estado de Guanajuato...... 29
Tabla 9. Comparacion de medias del contenido de glutation s-transferasas en

5 poblaciones de Spodoptera frugiperda del estado de 30

LC U = L= 11 o
Tabla 10.  Andlisis de varianza del contenido de acetilcolinesterasa en 5

poblaciones de Spodoptera frugiperda del estado de Guanajuato..... 30

Tabla 11. Comparacion de medias del contenido de acetilcolinesterasa en 5
poblaciones de Spodoptera frugiperda del estado de Guanajuato......



Tabla 12.

Tabla 13.

Andlisis de varianza del contenido de oxidasas en 5 poblaciones de

Spodoptera frugiperda del estado de Guanajuato...........................

Comparacion de medias del contenido de oxidasas en 5 poblaciones
de Spodoptera frugiperda del estado de Guanajuato

31



RESUMEN
El maiz es uno de los cultivos de mayor produccion a nivel mundial y nacional, ya
que es uno de los cereales mas importantes para la base de la alimentacion
humana y de animales domésticos, sin embargo se ve afectado por organismos
plaga que reducen su produccion. El gusano cogollero Spodoptera frugiperda es
una de las principales plagas que afectan al cultivo del maiz, donde los
principales dafios que ocasiona al cultivo son: una reduccion en el rendimiento
del 13 al 60%, debido a la pérdida del area foliar y un retraso o inhibicién en la
emision de inflorescencias por lo que se ha incrementado el uso de insecticidas
para el control de esta especie lo que traen consigo problemas de resistencia a
los principales ingredientes activos empleados para su manejo, por lo que el
objetivo de esta investigacion fue Determinar la actividad enzimatica de
resistencia de Spodoptera frugiperda en diferentes poblaciones en la zona Laja-
Bajio en el estado de Guanajuato. Se realizaron pruebas bioquimicas de a y B
esterasas, Glutation s- transferasa, Acetilcolinesterasa y Oxidasas para
determinar y cuantificar niveles enzimaticos de resistencia en cinco poblaciones
gusano cogollero del estado de Guanajuato y una linea susceptible proporcinada
por el Inifap campus Celaya. Los resultados mostraron presencia de todas las
enzimas, las B esterasas y Glutation s transferasa fueron las que reportaron
mayor presencia, por su parte acetilcolinesterasa presento el menor contenido
para las poblaciones en estudio. Estos resultados sugieren que las (3 esterasas y
Glutation s transferasa son el principal mecanismo de resistencia para Spodoptera

frugiperda en el estado de Guanajuato.

Palabras clave: Spodoptera frugiperda, a y P esterasas, Glutation s-transferasa,
Acetilcolinesterasa, Oxidasas, Resistencia.

Correo electronico: Edwin German Loépez Molina: edwingermany_2009@hotmail.



INTRODUCCION
El cultivo del maiz (Zea maysL.), es considerado una de las principales
gramineas en el ambito nacional y mundial, por la importancia que representa en
la dieta alimenticia para las personas y animales asi como la gran cantidad de
empleos directos e indirectos que genera en toda su cadena de produccion
(Costa, 2002).

La produccidon de maiz entre los ciclos comerciales 2004/05 y 2014/15, en el
mundo presento un crecimiento promedio anual de 3.5 %, para ubicarse en este
altimo en 1,008.7 millones de toneladas, lo que representa el nivel de produccién
mas alto de la historia. La produccion mundial para el afio 2015/2016 sufrié una
reduccion de 3.6 % en relacion a 2014/15, lo que se traduce en 972.6 millones de
ton. (FIRA, 2015a).

De acuerdo con el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA),
(2017). La producciéon de maiz a nivel mundial en el afio 2016 fue de 960.73

millones de toneladas donde los principales productores son: Estados Unidos con
el 40 % seguido de China con el 22%, Brasil con 9 %, Unién Europea con el 3.7%,
Ucrania con 2.9%, México con el 2.7% y la India con 2.5%, donde México ocupa
el sexto lugar nivel mundial. Segun la SIAP (2017a) para el cierre de produccion
agricola del afio 2015 en México se reportdo una produccion de 109,509.65 ton
siendo los principales estados productores de maiz son: Sinaloa con el 21% de la
produccion nacional, Jalisco con el 13%, Estado de México con el 8%, Michoacan
con el 7%, Chihuahua y Guanajuato con el 5 % .El estado de Guanajuato ocupa el
quinto lugar nacional en produccion de maiz con una superficie de siembra de
7,251.00 ha de las cuales se obtuvo una produccion 29,844.10 ton con un
rendimiento de 4.12 ton/ha, lo cual significa un ingreso per cépita para el estado
de $ 365,255.10 (SIAP, 2017b).



Una de las principales plagas que afectan al maiz es el gusano cogollero,
Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) (Rojas et al., 2004; Murua
et al., 2006; Farias et al., 2008). La presencia de esta plaga se considera
endémica, es decir siempre existen poblaciones que causan dafio en mayor o
menor proporcion al cultivo (Zenner de Polania y Borrero, 1994; Zenner de
Polania et al., 2006). ElI dafio econdémico de esta especie generalmente es
importante, una infestacion no controlada de S. frugiperda puede ocasionar una
reduccion en el rendimiento del 13 al 60%. EI cogollero hace raspaduras sobre
las partes tiernas de las hojas, que posteriormente aparecen como pequefias
areas translicidas; una vez que la larva alcanza cierto desarrollo, empieza a
comer follaje perfectamente en el cogollo que al desplegarse las hojas muestran
una hilera regular de perforaciones a través de la lamina o bien areas alargadas
(Ortiz, 2010), existiendo pérdida del area foliar y aun retraso o inhibicion en la
emision de inflorescencias (Garcia, 2008). Las pérdidas de rendimiento de grano
de maiz por defoliacién no solo dependen de la cantidad de area destruida, si no
de la etapa de desarrollo del cultivo en que esta ocurra (Lauer, 2009). Esta plaga
puede atacar al maiz desde su germinacion hasta la madurez del cultivo, los
ataques tempranos afectan estados vegetativos de desarrollo, mientras que los
ataques tardios pueden dafar las espigas (Aragén, 2002).

Actualmente, las estrategias para su manejo incluyen el uso de insecticidas
quimicos y la utilizacion de maices transgénicos que expresan toxinas derivadas
de la bacteria (Bacillus thuringiensis) (Mentaberry & Ghio, 2002). Su control se
lleva acabo principalmente con plaguicidas relativamente novedosos con diferente
modo de accién a los convencionales, con accion por ingestion y con menor
efecto nocivo sobre enemigos naturales con resultados sobresalientes, como son:
Benzoato de Emamectina promotor de paralisis intestinal, Spinetoram interrumpe
la transmision de impulsos de entre las células nerviosas, Novalurén, regulador de
crecimiento que inhibe la sintesis de la quitina, entre otros insecticidas con
diferente modo de accion como reguladores de crecimiento: Methoxyfenozide vy el
Tebufenocide (Reyes, 2014).

En las dltimas tres décadas, el uso intensivo de plaguicidas de amplio espectro
para el control de este insecto ha ocasionado el desarrollo de resistencia a la

mayoria de los productos registrados para su control, ademas de resurgencia de
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plagas secundarias y contaminacion ambiental (Morillo y Notz, 2003). Esta
demostrado que la resistencia de los insectos a los insecticidas es
frecuentemente es el resultado de un incremento de la actividad metabolica
(niveles enziméticos) de la plaga. Estos mecanismos de resistencia metabdlica no
estan ligados a ningun punto de accién especifico y por tanto, pueden conferir
resistencia a insecticidas de méas de un grupo de diferente modo de accion (IRAC,
2015). Las principales enzimas que se encuentran realizando estos mecanismos
son: esterasas, mono-oxigenasas, citocromo P450, y glutation s-transferasas. 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 (FAO, 2012). En la agricultura se ha recurrido al estudio
de estas biomoléculas para encontrar soluciones a dos grandes retos: la pérdida
de cultivos por ataque de plagas y la utilizacidén de compuestos sintéticos toxicos

para su control (Morillo y Notz, 2003).

Objetivo general
Cuantificacibn de enzimas detoxificativas en diferentes poblaciones de

Spodoptera frugiperda de la zona Laja-Bajio en el estado de Guanajuato.

Objetivo especifico
Conocer la proporcién de resistencia conferida por enzimas detoxificantes [-
Esterasas, Oxidasas, Glutation S-Tranferasas y Acetilcolinestersas), en cada una

de las poblaciones.

Hipotesis

La distribucion del contenido de enzimas sera diferente entre las poblaciones

estudiadas.



REVISION DE LITERATURA

Origen del maiz
El maiz (Zea mays L.) surgio en México hace 7,000 afios (5,000 A.C.). En aquella
época no existia México como pais, por eso se dice que nacid en Mesoamérica,
territorio que comprende el Centro y Sur de nuestro pais y una parte de los paises
centroamericanos. Los mesoamericanos utlizaban el maiz no solo para
alimentarse, sino también como parte importante de sus ceremonias religiosas
(SIAP, 2010).

El teosintle es el ancestro silvestre del maiz, dicho de otra manera, el maiz es un
pariente lejano del teosintle (Z. mays ssp. parviglumis) que aparecié hace unos
8000 afos. Las variedades actuales de maiz proceden del teosinte, mejoradas
genéticamente después de miles de afios de seleccidon. El teosinte y el maiz

siguen siendo de la misma especie (CSCV, 2014).

Importancia del maiz
El maiz es el cultivo mas importante de México, desde el punto de vista
alimentario, econdmico, politico y social. Este cereal es altamente cultivado por su
aportacion nutricional, consumiéndose principalmente por su grano seco
procesado, otra forma de consumo es en el estado fresco o elote. (Hernandez et
al., 2001). Este grano se produce en dos ciclos agricolas: primavera—verano y
otofio—invierno, bajo diversas condiciones agroclimaticas de humedad: temporal, y
de riego (SIAP, 2007). Desde el punto de vista econémico, el maiz se siembra en
mas de 8 millones de hectareas, que representa 39 % de la superficie agricola
nacional y 63 % de la superficie sembrada con granos y oleaginosas; contribuye
con 8 % del producto interno de la agricultura y es el cultivo que mas fuerza de
trabajo ocupa. No obstante, se importaron 8 millones de toneladas de grano de

maiz en 2006 y 10 millones de toneladas en 2010, lo que pone a este alimento a



la cabeza de las importaciones de productos agricolas de México (Gonzalez et
al., 2008).

Produccién mundial

La superficie mundial dedicada al maiz, se ha reducido en 3 millones de ha,
llegando a 175 millones de hectareas en 2014/15 (Maluenda, 2015). Segun
estimaciones de Fideicomisos Instituidos en Relacion con la Agricultura (FIRA), la
produccion mundial de maiz a enero de 2015 fue de 988.1 millones de toneladas.
Los paises lideres en produccién de maiz son: Estados Unidos con 36. 5%, China
con 21.7%, Brasil con el 7.5%, Ucrania con 2.7% y México con el 2.3% (FIRA,
2015b). Figura 1.
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Figura 1. Principales paises productores de maiz (Z. mays).

Produccién nacional
De acuerdo con un informe de SAGARPA (2016), durante el afio comercial
octubre 2015 — septiembre 2016 (que incluye los ciclos productivos Primavera-
Verano y Otofio-Invierno), la produccién total de maiz fue de 25.7 millones de

toneladas. En el ciclo Primavera—Verano 2015 se produjeron 17.3 millones de
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toneladas de maiz y en el ciclo Otofio - Invierno 2015/16, la produccion fue de 8.4
millones de toneladas. Durante el ciclo Primavera-Verano, los principales estados
productores de maiz fueron Jalisco, Estado de México y Michoacan, que abarcan
el 40 por ciento de la produccion y le siguen en importancia, Guanajuato,
Chihuahua, Puebla, Chiapas, Guerrero y Veracruz. Para el ciclo Otofio—Invierno,
los estados que aportaron el mayor volumen fueron Sinaloa y Tamaulipas, con
cerca del 84 por ciento del total para este periodo, destacan también Veracruz,

Chiapas, Oaxaca y Guerrero.
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México

Figura 2. Principales estados productores de maiz (Z. mays) en México.

Producciéon en Guanajuato
Para el afio 2015 en el estado de Guanajuato se sembraron 356,833.88 ha tanto
de temporal como de riego de las cuales se obtuvo una produccion total de 1,
361,922.09 ton, con un rendimiento promedio de 4.12 ton/ha, lo cual significo un
valor de produccion de $ 4, 655,614.62 (SIAP, 2017b). Donde los principales
destinos de exportacion son: Venezuela, con 83.7 % del volumen enviado, lo que
representa 0.33 millones de toneladas; le sigue Estados Unidos, con 9.2%, y

finalmente Nicaragua, con 7.0 % del total exportado (FIRA, 2015). Sin embargo el
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SIAP, 2010, mencion6 que la produccion de maiz estéa orientada a satisfacer las
necesidades de la poblacion.

Taxonomia del maiz

La clasificacion taxonémica del maiz segun Rosa (2009) se conoce como sigue:
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Poales
Familia: Poaceae
Género: Zea

Especie: mays L.

Descripcion botanica
La planta del maiz es una monocotiledénea anual de elevado porte que puede
alcanzar de 2 a 6 metros de altura, frondosa, con un sistema radicular fibroso y

un sistema caulinar con pocos macollos (ECOCROP, 2007).

Raiz
El sistema radicular presenta una parte de raices adventicias seminales que
constituye cerca del 52 % de la planta ademéas de ser el principal sistema de
fijacion y absorcion de la planta, mientras que el sistema nodular es el 48% de la
masa total de raices de la planta, la funciébn de las raices de anclaje para

mantener la planta erecta para asi evitar su caida (Kato et al., 2009).

Tallo
El tallo es simple, erecto, pudiendo alcanzar entre 2 y 6 metros de altura, con

numerosos nudos y entrenudos (Kato et al., 2009).

Hojas
Se desarrollan a partir de las yemas foliares. Al principio el crecimiento es
mayormente apical; posteriormente se van diferenciando los tejidos mediante

crecimiento en todos los sentidos hasta adquirir la forma caracteristica de la hoja
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del maiz, o sea, larga, angosta, con venacion paralelinervia y constituida por la

vaina, la ligula y el limbo (Cruz et al., 2012a)

Flores

La inflorescencia masculina es la terminacion del tallo principal y esta formada por
una espiga central y varias ramas laterales, organizada en una panicula laxa.
Aqui se asientan las flores masculinas agrupadas en espiguillas pareadas, una de
las cuales es pedicelada y la otra es sésil. Cada espiguilla posee dos florecillas
funcionales y cada una de estas posee tres anteras productoras de polen. La
polinizacion se efectla mediante la caida libre del polen sobre los estigmas
(Bejarano, 2000).

La mazorca o inflorescencia femenina marca un menor contenido en granos de
polen, alrededor de los 800 o 1000 granos y se forman en unas estructuras
vegetativas denominadas espadices que se disponen de forma lateral, las hojas
son largas, de gran tamafo, lanceoladas, alternas, paralelinervias se encuentran

abrazadas al tallo y por el haz presentan vellosidades (Cruz et al., 2012a).

Fruto
Es clasificado como cariépside, fruto seco que no se cae de su soporte. Este
proviene de un ovario compuesto. La cubierta del grano esta fuertemente

adquirida al pericarpio (Cruz et al., 2012a)

Principales plagas en el maiz
El cultivo de maiz tiene varias plagas que son de importancia para el cultivo entre
las cuales destacan; el grupo de las palomillas, gusano cogollero, gusano elotero,
barrenadores, las palomillas de almacén, los coleépteros, (gusano de alambre
gusanos de raiz y, gallinas ciegas, gorgojos y barrenadores del grano), trips y
arafita roja son algunos de los insectos mas importantes y que mas dafios

causan al maiz (Garcia et al., 2007).

Gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) en maiz
Este insecto, es considerada en muchos aspectos la principal plaga potencial del
maiz provocando pérdidas promedio de 30 a 40 % en México (Rodriguez y De
Ledn, 2008). El gusano cogollero o simplemente Spodoptera, como también se le

denomina comunmente, actia como gusano tierrero, trozador o gusano ejército y
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como cogollero que es su habito mas caracteristico en el maiz (Negrete y Morales
2003). Las mayores poblaciones de las larvas de S. frugiperda se colectan entre
los meses de abril a septiembre, influido entre otras causas fundamentales, por la
temperatura, encontrdndose el Optimo para esta especie entre 25 y 27 °C. De
forma similar ocurre con la actividad de vuelo de esta plaga (Meneses et al.,
2008). Cabe resaltar que las plantas de maiz son susceptibles de ser dafiadas por
el gusano cogollero durante su desarrollo vegetativo, de la emergencia y hasta
55-60 dias después de dicha fase por lo tanto, es en esta etapa cuando debe
muestrearse la plaga y en su caso aplicar las medidas de control (CESAVEG,
2008).

Clasificacion taxondémica
La clasificacion taxonémica del gusano cogollero taxondmica segun Borror et al.,
(1989).

Clase: Insecta
Orden: Lepiddptera
Familia: Noctuidae
Subfamilia: Amphipyrinae
Género: Spodoptera

Especie: frugiperda (Smith)

Ciclo Bioldgico
El gusano cogollero presenta una metamorfosis completa lo que quiere decir que

pasa por los siguientes estadios: huevo, larva, pupa y adulto (USDA, 2014).



Adulto
(Varios dias)

/Las hembras viven de 10 a 12 dias Huevecillo

y ponen unos 1000 huevecilios (3-5 dias)

Gusano cogollero
Spodoptera frugiperda
(Duracion total: 24-40 dias)

Pupa
(7-13 dias)

Larva \
(6 instares: 14-22 dias)

Figura 3. Ciclo biolégico de Spodoptera frugiperda

Larvas recién nacidas
(sa canibalizan hasta quedar sofo una)

Huevos
Son colocados en masas de aproximadamente 100 huevos, en el envés de las
hojas y estan parcialmente protegidas por una telilla que la hembra excreta al
momento de la ovoposicion; se ha observado que los huevos pueden ser

colocados en malezas del cultivo (Corona, 2008).

Larvas
En estudios realizados para caracterizacion de estadios larvales Villa y Catalan
(2004), reportan que las larvas de S. frugiperda presentan cinco a siete estadios
larvales caracterizados por diferentes rangos del ancho la region cefalica. Las
larvas en los ultimos estadios presentan en la cabeza, areas adfrontales de color

blanco-amarillo, en forma de “Y” invertida (Bautista, 2006).

Pupa

La pupa se desarrolla en el suelo, es de color café rojizo y mide entre 14 y 18 mm
de longitud (Negrete y Morales 2003).
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Adulto

El adulto es una palomilla de color café grisaceo que mide alrededor de 3 cm con
las alas extendidas. Las alas del macho son de un color café mas claro que el de
las hembras y tienen una mancha transversal de color blanco cremoso (Nava y
Ramirez 2002).

Hospederos

Nagoshi y Meagher (2008), mencionan, que S. frugiperda muestra una serie muy
amplia de hospederos, con mas de 80 plantas registradas, pero es evidente que
prefiere gramineas (Maiz, Sorgo, y Zacate Bermuda), sin embargo, también se les
ha encontrado en otros cultivos como alfalfa, algodon y soya. El gusano cogollero
se encuentra en muchas zonas de Africa, Asia, Europa, Australia y las islas de la
Regidén del Pacifico Occidental. También se ha reportado en Brasil y puede estar
presente en otros paises de Sudamérica y Centroamérica (USDA, 2014).

Dafios en el Maiz
El cogollero hace raspaduras sobre las partes tiernas de las hojas, que
posteriormente aparecen como pequefias areas translicidas (Ortiz, 2010). Los
pequefios agujeros ocasionados por la alimentacién en las hojas nuevas se
asemejan al dafo originado por el gusano barrenador europeo del maiz, y aunque
los sintomas iniciales son similares, los umbrales y medidas de control son
diferentes en el gusano cogollero. Por lo tanto, es importante encontrar larvas
vivas y determinar cual insecto esta causando el dafio (Bessin, 2007). Los
gusanos se localizan en el cogollo de las plantas, en donde se alimentan de las
hojas en formacién, las cuales al desarrollarse quedan perforadas y rasgadas, el
ataque temprano causa la muerte de la planta o el retraso en su desarrollo
(Rodriguez y De Leon, 2008). La mayor reduccion del rendimiento sucede cuando
la defoliacidbn se presenta en etapas vegetativas avanzadas y en las etapas

reproductivas (Thomison y Nafziger, 2003).
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Métodos de control

Control cultural
De acuerdo a Cortez y Rodriguez (2012), las principales actividades culturales
para el control del gusano cogollero en maiz son: Una buena seleccion y
preparacion del terreno, seleccion del hibrido a sembrar, la fecha de siembra;
Sembrar fuera del periodo recomendado trae como consecuencia riesgos
mayores en la produccion, la densidad de siembra y llevar un buen control en la

fertilizacion y riegos del cultivo.

Control bioldgico
Entre los organismos usados como agentes de control biolégico se incluyen:
parasitoides, depredadores y patdégenos para mantener la densidad de otros
organismos (huésped o presa) bajo niveles mas bajos del que ocurriria en su
ausencia (Rodriguez y Arredondo, 2007).

Los principales agentes de control biologico que se utilizan para el control de S.
frugiperda son: La avispita Chelonus spp. que causa una gran mortalidad de
larvas, logrando porcentajes de 60% de parasitismo. (Pifiango et al., 2001). Otra
alternativa de control bioldgico es el uso de la bacteria Bacillus thuringiensis o el
hongo Nomuraea rileyi. Estos agentes de control pueden ser utilizados como un
componente del MIP debido a que son selectivos a insectos benéficos. (Nava et
al., 2004). Cruz et al., (2002b) evaluaron la eficacia del baculovirus con una
formulacion en polvo humectable a diferentes dosis en larvas de S. frugiperda
recién eclosionadas. Es importante considerar que el efecto letal del virus se
presenta entre los 6 a 8 dias después de aplicado, por lo cual la mortalidad en

campo debe evaluarse a ese tiempo.

Control quimico
Durante muchos afios, para reducir los efectos nocivos del cogollero, se ha
dependido del uso de insecticidas quimicos, en muchas ocasiones las
efectividades han sido bajas, debido a que estas se han realizado después que ha

pasado el estado ideal para controlar la plaga y la edad mas apropiada del cultivo
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(Negrete y Morales 2003). Debido a la importancia en este cultivo, los grupos
quimicos frecuentemente utilizados para su control son organofosforados y
piretroides (Ledn-Garcia et al., 2012). De acuerdo a el CESAVEG (2008), en la
campana, “manejo fitosanitario del maiz”, autorizd6 el uso de Cipermetrina,
Clorpirifos etil, Diazinon y Endosulfan para el control de esta plaga en el estado de
Guanajuato. Aunque este método contribuye a mantener las poblaciones de la
plaga a niveles tolerables, su uso indiscriminado ha ocasionado varios problemas,
entre ellos: la contaminacion del suelo y mantos freaticos, efectos toxicos en
animales y al hombre, asi mismo la muerte de los enemigos naturales de la
misma plagas y de otros organismos que ante la ausencia de sus reguladores se
convierten en plagas secundarias y asi como generacién de resistencia a los

productos quimicos. (Franco et al., 2006).

Resistencia

La resistencia a insecticidas se define como un cambio heredable en la
sensibilidad de una poblacion de una plaga que se refleja en repetidos fallos de
un producto para alcanzar los niveles de control esperados al ser usado de
acuerdo con las recomendaciones de la etiqueta para esa plaga (IRAC, 2015). La
resistencia ocurre cuando de forma naturalmente se presenta mutaciones
genéticas que permiten a una proporcién pequefia de la poblacion resistir y
sobrevivir a los efectos del plaguicida. Si esta ventaja se mantiene, al usar
continuamente el mismo plaguicida, los organismos resistentes se reproduciran y
los cambios genéticos que puedan causar la resistencia seran transferidos de los
progenitores a las futuras generaciones (FAO, 2012). Actualmente se han descrito
casos de resistencia frente a los principales grupos de insecticidas: ciclodienos;
carbamatos; DDT y analogos; organofosforados y piretroides; y mas
recientemente frente a los nuevos insecticidas neonicotinoides y espinosinas
(Whalon et al., 2012). Segun la FAO (2012), las plagas agricolas utilizan una
gama de mecanismos para sobrevivir la exposicion a los toxicos. La resistencia
puede desarrollarse mas facilmente cuando dos o mas de estos mecanismos son

utilizados al mismo tiempo.
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Resistencia de comportamiento
La resistencia de comportamiento se limita a los insectos, acaros y roedores. Esta
se refiere a cualquier modificacion en el comportamiento del organismo que ayuda
a evitar el efecto letal de los plaguicidas. Este mecanismo de resistencia ha sido
informado para varias clases de insecticidas, incluyendo organoclorados,

organofosforados, carbamatos y piretroides (FAO, 2012).

Resistencia cruzada
Una determinada poblacién presenta resistencia cruzada cuando la resistencia
qgue posee frente a un determinado insecticida favorece la resistencia frente a
otros insecticidas, aunque la poblacién no haya sido expuesta jamas a dichos
insecticidas (IRAC, 2012).

Resistencia de penetracién
Es el cambio o alteracidén en la cuticula que reduce o dilata la penetraciéon de un
pesticida. La penetracion retrasada a través de la cuticula o integumento reduce
la concentracion del insecticida en el sitio objetivo y previene que el sistema de

detoxificacion del insecto sea sobre cargado (Cloyd y Cowles, 2010).

Resistencia al sitio de accién
Corresponde al segundo mecanismo mas comun de resistencia y esta referida al
cambio en la estructura del sitio o al nUmero de sitios donde el plaguicida causa
toxicidad sobre el insecto. El sitio de accion puede ser modificado por poblaciones
resistentes impidiendo la accion del insecticida. Como resultado, el insecto no

sera controlado (Vargas et al., 2008).

Resistencia metabolica
Resistencia inferida por un proceso metabdlico, en insectos que son capaces de
desintoxicar o descomponer la toxina mas rapidamente que los insectos

susceptibles, o que rapidamente eliminan las moléculas téxicas de sus cuerpos.
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Los insectos usan sus sistemas enziméticos para descomponer los insecticidas y
las poblaciones resistentes pueden poseer niveles mas altos de estas enzimas o
de enzimas que son mas eficientes durante la desintoxicacion (FAO, 2012). Las
enzimas responsables para la detoxificacion en los organismos son transcritas por

Esterasas, Oxidasas y Glutation S-Transferasas (GST) (Flores et al., 2001).

Esterasas
Las carboxilesterasas o esterasas constituyen una gran familia de enzimas que
son responsables del metabolismo lipidico y de la detoxificacion de xenobioticos,
entre otras funciones (Oakeshott et al., 2005). Las esterasas estan implicadas en
resistencia a organofosforados, carbamatos y piretroides debido a mutaciones
puntuales, duplicaciones genéticas, a regulacion de la expresion, o a una
combinacion de los tres mecanismos (Li et al., 2007). Estas enzimas hidrolizan
ésteres de esteroles y juegan un papel importante en la absorcién y metabolismo

de los compuestos lipidicos en organismos vivos (Schmitt et al., 2002).

Oxidasas
Las oxidasas de funcién multiple del reticulo endoplasmatico liso se encuentran
en la fraccibn microsomal de las células estan y implicadas como el factor
principal en muchos casos de resistencia metabdlica a carbamatos y también
detoxifican insecticidas organofosforados, piretroides y DDT entre otros (Bisset,
2002). Las oxidaciones catalizadas por el P-450 son reacciones de
monooxigenacion dependientes de NADPH y para las que utiliza oxigeno
molecular. Como consecuencia de estas reacciones el P- 450 acelera la
eliminaciéon del organismo de gran niumero de compuestos téxicos, pero también

es el responsable de la activacién de toxinas (Donato, 2014).

Glutation-S-Transferasas
Las glutation s-transferasas (GST) conforman una familia de enzimas implicadas

en la detoxificaciéon de multitud de xenobibticos. Estas enzimas catalizan la unién
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de una molécula de glutation al insecticida, dando lugar a un compuesto
hidrosoluble que se excreta mas facilmente. Ademas, las GSTs pueden utilizar el
glutation como cofactor para catalizar la deshidrocloracién de algunos insecticidas
(Enayati et al., 2005). Hasta el momento se han descrito siete genes implicados
en resistencia que codifican para GSTs, cinco de ellos se sobreexpresan en
lineas resistentes y dos de ellos han sufrido una duplicacion genética (Li et al.,
2007).

Acetilcolinesterasa

La acetilcolinesterasa es la principal enzima del sistema nervioso y su funcion es
regular los niveles de acetilcolina durante la transmisién del impulso nervioso
(Fournier, 2005). La acetilcolinesterasa hidroliza la acetilcolina en acetato y colina
durante la transduccion del impulso nervioso en la sinapsis colinérgica (Kozaki et
al., 2002). Al estar inhibida la acetilcolinesterasa, se acumula acetilcolina en el
espacio sinaptico alterando el funcionamiento normal del impulso nervioso (Pérez
y Noriega, 2010).

Determinacion de resistencia
La resistencia se ha mostrado mediante la utilizacibon de pruebas de
susceptibilidad a insecticidas, conocidas también como bioensayos, basados
principalmente en pruebas de dosis-mortalidad, estos métodos permiten
cuantificar el nivel de resistencia a insecticidas, pero no detectan los mecanismos
responsables de ésta (Cruz y Rodriguez, 2014).La FAO, 2012 menciona que
independientemente del plaguicida en cuestion, sea fungicida, herbicida o
insecticida, hay varios métodos y requisitos para confirmar la resistencia en un

organismo en particular, que incluye:

Bioensayos
El bioensayo es considerado como cualquier método por medio del cual alguna
propiedad de alguna sustancia o material, es medida en términos de la respuesta
biolégica que produce, los objetivos de mayor importancia al realizar un
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bioensayo, son: la determinacion de varios toxicos contra una poblacion de
insectos, la determinacion de la susceptibilidad de diferentes especies de
artrépodos a un toxico, asi como la cantidad de un téxico en un sustrato (Cruz y
Rodriguez, 2014).

Electroforesis
La electroforesis es una herramienta que se utiliza para la separacion,
identificacion y purificacion de proteinas. En un principio se utilizaron geles de
almidon, pero posteriormente se reemplazaron por geles de poliacrilamida,
impartiendo a las proteinas una carga negativa, misma que ocasiona que migren

al anodo de un circuito eléctrico (Pérez et al., 2015).

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 Esterasas (Brogdon y Dickinson, 1983),
Acetilcolinesterasa (Devonshire y Moores, 1984), Glutation-S-Transferasas
(Brogdon y Barber, 1990) y oxidasas (Brogdon et al., 1997).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del experimento
La presente investigacion se realiz6 en el laboratorio de toxicologia del
departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Auténoma Agraria

Antonio Narro (UAAAN) en Buenavista Saltillo, Coahuila, México.

Colecta del material biolégico
La colecta del material bioldgico en campo se realizé de forma manual en lotes
comerciales de las siguientes poblaciones de la regién Laja-Bajio y cercanas a
ella del estado de Guanajuato como son: Apaseo el Grande, Tarimoro, Dolores
Hidalgo, Comonfort y Apaseo el Alto. (Tabla 1). Se colectaron larvas de cuarto
estadio de S. frugiperda, las cuales se colocaron en contenedores de plastico y se
metieron en hieleras para su traslado a laboratorio para ser refrigerarlas a -2°C
hasta su posterior estudio. Como poblacién susceptible se utilizaron individuos
proporcionados, por el INIFAP campus Celaya reproducidos desde 1996 sin

presion de seleccion a insecticidas.

Tabla 1. Poblaciones de Spodoptera frugiperda y su produccién de Maiz del

estado de Guanajuato.

Poblacion Produccion (ton)
Apaseo el Grande 18,572.30
Tarimoro 17,176.50
Dolores Hidalgo 23,245.50
Comonfort 18,973.50
Apaseo el Alto 28,401.75
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Determinacion de proteina
La determinacion y cuantificacion de proteina contenida en tejidos es la base para
la realizacion de las pruebas bioquimicas por lo que se determiné la cantidad de
larvas por muestra usando el método de Bradford (1984), con el kit-11 de Bio-
Rad y ASB (albumina sérica bovina) como proteina de referencia, se utilizaron
larvas de cuarto estadio, colocando 4 muestras en tubos eppendorf con 0.05,0.15
0.25, 0.5 larva de S. frugiperda con 4 repeticiones, se agregaron 500 puL de
solucién Buffer (KPO4) a 0.05 y un pH de 7.2, se trituraron con ayuda de un
macerador de tejidos y se aforaron a 1 mL para emplearlo como fuente de

enzima.

En una microplaca de 96 pozos se agrego6 en cada cavidad 20 uL de homogenato
posteriormente se adicionaron 80 pL de solucion (Buffer KPO4) méas 200 uL de
colorante diluido, esto se realizé 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 pyL mL?' de proteina

comprendidos en el rango de 80 a 120 pL.

Preparacién de homogenatos
Una vez determinada la cantidad de muestra en relacion a la proteina (0.25 larvas
= 100 pL de proteina se homogenizé en 500 mL de solucién Buffer (KPO4) vy

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

Pruebas Bioquimicas

Determinacion de a y B-esterasas

Preparacion de reactivos: Se disolvieron 10 mL de a 6 B-naphthyl acetate en 5.6
mL de acetona y se agreg6 8 mL de solucién Buffer (KPO4). Como colorante se
utilizé Fast-blue, pesando 10 mg del mismo y se diluyeron en 10 mL de H20
destilada.
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Lectura de absorbancias: En cada pozo de la microplaca, se colocaron 100 pL
del homogenato se agreg6 100 uL de acetato de a 6 B-naftil, se dejo incubar por
10 minutos (Figura 4), pasado el tiempo, se agregaron 100 pL de Fast- blue, estos
pasos se realizaron por triplicado para cada repeticion de las seis poblaciones, se
dejaron incubar durante 2 minutos y se corrié en el lector de placas usando un
filtro de 540 nm.

Figura.4. Incubacion de microplaca con Fast-blue para determinar a y -

esterasas.

Determinacion de Glutation-S-transferasa
Preparacion 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 Buffer KPOA4.
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Lectura de absorbancias: Se colocaron 100 pL del homogenato, se agregaron
100 pL de Reduced glutation, y 100 uL de CDNB, estos pasos se realizaron por
triplicado para cada repeticion de las seis poblaciones, se corrié inmediatamente
(TO) en el lector de placas usando un filtro de 340 nm, se volvid a correr
transcurridos 5 minutos (T5) (Figura 5). Para el analisis estadistico las lecturas de
absorbancia se les saco la diferencia entre ambos tiempos (T10-TO) y los

nameros negativos se consideraron como 0.

Figura. 5. Lectura de absorbancias en el lector de placas

Determinacién de acetilcolinesterasa

Preparacion de reactivos: Se disolvieron 70 mg de acetilcolina — yodisada en 10
mL de acetona y se aforo con 90 mL de solucion Buffer (KPO4). Para el DTNB
(Acido- Ditio-Bis-Nitrobenozoico) se prepararon 13 mg de DTNB y se le agregaron
10 mL de solucion Buffer (KPO4).

Lectura de absorbancias: Se colocaron 100 pL del homogenato, se agregaron
100 pL de acetilcolina-yodisada y 100 uL de DNTB (Figura 6), estos pasos se
realizan por triplicado para cada repeticién de las seis poblaciones, se corrieron
inmediatamente (TO) en el lector de placas usando un filtro de 414 nm, se volvio a
correr transcurridos 10 minutos (T10). Para el andlisis estadistico las lecturas de
absorbancia se les saco la diferencia entre ambos tiempos (T10-TO) y los

nameros negativos se consideraron como 0.
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Figura. 6. Microplaca para determinar acetilcolinesterasa.

Determinacion de oxidasas

Preparacion de reactivos: Buffer de Acetato de Na (0.25 M): se disolvi6é 3.32¢g
3M de sodio acetato en 37. 35 mL de H20 destilada, después se aforé a 40 mL,
ajustando el pH 5. Para el TMBZ (Tetramethyl-Benzidina Dihydrochloride), se
disolvieron 20 mg de TMBZ en 10 mL de alcohol, y se le agrego 30 mL de

solucion Buffer acetato de sodio 25 M.

Lectura de absorbancias: Se colocaron 100 pL del homogenato, se agregaron
200 pL de TMBZ, agregado una gota (25 pL) de agua oxigenada (H202) estos
pasos se realizaron por triplicado para cada repeticion de las 6 poblaciones, se
dejo incubar por 5 minutos (Figura 7), pasado el tiempo se corrié en el lector de

placas usando un filtro de 620 nm.

Figura. 7. Incubacion de microplaca con H202 para determinar oxidasas.
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Analisis de resultados

Con las absorbancias de cada enzima se realizd una distribuciéon de frecuencias y
se establecié un umbral de resistencia. La proporcién de resistencia se estimo
mediante el nimero de medias que excedia dicho umbral y se clasificaron segun
Montella et al., (2007) con pequenas modificaciones como: “inalterado” de 0-5%,
‘incipientemente alterado” 6-30%, “moderadamente alterado” de 31-50%,
“alterado” de 51-75% y “muy alterado” por arriba de 76%. Por ultimo, se realiz6 un
ANVA y una prueba de Tukey (P= 0,05), para la separacion de las medias,
utilizando el programa estadistico computacional R-studio version 3.3.1.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Para la determinacién de niveles enziméticos primeramente se calculo la cantidad
de proteina contenida en larvas de S. frugiperda y asi obtener el nUmero de
insectos por muestra, se utilizaron concentraciones de 0.001, 0.01, 0.05, 0.15
0.25, 0.5 larva en donde todas estan fuera del intervalo permitido (80 a 120 ug)
excepto 0.05 que esta dentro del rango establecido. Se seleccioné la muestra de
0.05 larva como numero de insecto para la fuente de enzima. Respecto a la
fuente de enzima Bradford (1976) menciona que los valores fuera del rango no
son confiables para la cuantificacién 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 representar diferencias en los

resultados obtenidos.

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

-0,1

-0,2

Figura. 8. Absorbancias de proteina en homogenatos de Spodoptera frugiperda
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Se estableci6 un umbral de resistencia en base a la linea susceptible y se
determinaron los porcentajes de proporcion de la resistencia en cada poblacion y
se clasificaron segun Montella et al., (2007).

En la tabla 2 se puede observar que en la misma poblacion varia la proporcion de
resistencia segun la enzima estudiada y todas las enzimas presentaron variacion
en su cuantificacion, ya que se presentaron de manera heterogénea excepto

acetilcolinesterasa que reporto un comportamiento homogéneo.

Para [3- esterasas existe una variabilidad entre las poblaciones en estudio, donde
Tarimoro reporto el porcentaje mayor con 100% y una clasificacion “Muy
alterado”; las poblaciones con menor proporcion de resistencia fueron Dolores
Hidalgo y Apaseo el Alto con 25%, clasificandose como “Incipientemente
alterado”. Por su parte Apaseo el Alto presento mayor resistencia con 33%, y su
clasificacion fue “Moderadamente alterado”, a causa de a- esterasas, en tanto que
la poblacion con menor porcentaje fue Comonfort con 0 %, clasificAndose como
“Inalterada”. Este estudio difiere con lo mencionado por Flores et al., (2006) en
donde determinaron frecuencias de resistencia de 100% en mosquitos Aedes
aegypti (Linnaeus) relacionadas a enzimas (a y B-EST). Por su parte Diaz et al.,
(2007) reportaron en un estudio en Blattella germanica (L.) valores elevados de
esterasas. Mientras que Riley et al., (2000) reportaron que las esterasas son el
principal mecanismo de resistencia en poblaciones de insectos expuestos a

piretroides, carbamatos y organofosforados.

En cuanto se refiere a glutation-s-transferasa, Apaseo el Grande reporto la
resistencia mas alta con 91.66%, clasificandose como “Muy alterado” mientras
gue Apaseo el Alto expreso la menor proporcion de resistencia con 58% y una
clasificacion “Alterado”. Estos resultados difieren a lo mencionado por Diaz et al.,
(2004) y Landeros et al., (2010), en donde reportaron una baja presencia de GST
en mosquitos y Tetranychus urticae (KOCH), respectivamente. Por su parte Wu et
al., (2004) menciona que GTS juega un papel importante como mecanismo de
resistencia en Lepiddpteros ya que el alto contenido de esta enzima ayuda a la
desintoxicacion de organofosforados, piretroides y dimidas asi como indoxacarb
(Hu et al., 2014).
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En el caso de acetilcolinesterasa hubo una homogeneidad entre las poblaciones
ya que todas presentaron un porcentaje de resistencia de 8.3% y clasificAndose
como “Incipientemente alterado” excepto Dolores Hidalgo que reportd una
resistencia nula y su clasificacion fue “Inalterado”. Wang et al., (2004) menciona
que el principal mecanismo de resistencia en muchos insectos es la alteracion de
acetilcolinesterasa ya que se observa como una insensibilidad y multiples formas
mutantes de la misma enzima debido a esto el insecticida no puede acoplarse y

no ejerce su accion dado el cambio en su conformacion (Bisset, 2002).

Para las oxidasas la poblacion que corresponde a Dolores Hidalgo reporto el
porcentaje mas alto con 100 % clasificandose como “Muy alterado”, por su parte
Apaseo el Alto fue la que expreso la resistencia mas baja con 0% y una
clasificacion “Inalterada”. Por su parte Pimentel et al., (2008) mencionan que las
oxidasas juegan un papel fundamental en la detoxificacion de diversos
compuestos de plaguicidas, participando directamente en la inhabilitacion del
producto u oxidandolo para que entren otros sistemas enzimaticos y puedan ser
detoxificados. Por otro lado Wondji et al., (2009) sefialan que las oxidasas son el

mecanismo detoxificativo mas significativo en la resistencia a piretroides.

Tabla. 2. Porcentajes de resistencia de cada enzima en 5 poblaciones de
Spodotera frugiperda del estado de Guanajuato.

Poblacién Beta Alfa Gst Acth Oxi
Apaseo el 66.6¢ 8.33P 91.66° 8.3° 02
Grande
Tarimoro 100¢ 8.33b 83.3¢ 8.3P 25b
Dolores 25b 25P 75d 0a 100¢
Hidalgo
Comonfort 50¢ 02 75d 8.3b 33.3¢
Apaseo Alto 25b 33¢ 58d 8.3° 33.3¢

” c

Clasificacion segin Montella et al., (2007). ? “Inalterado”, ® “Incipientemente alterado”,
“Moderadamente alterado”, ¢ “Alterado”, ¢ “ Muy alterado”.

En la tabla 3 se muestran los porcentajes medios de resistencia de cada una de
las enzimas en estudio, se observa que la enzima glutation s- transferasa

presento el valor mas alto con 76.59% vy clasificandose como “Muy alterado”, por
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lo que se le considera como el principal mecanismo de resistencia para S.
spodoptera en la region Laja-Bajio. Por su parte acetilcolinestera reporto el
porcentaje mas bajo con 6.64% clasificandose como “Incipientemente alterado”.
Por lo cual se considerada como un mecanismo detoxificativo bajo en la zona de
estudio

Tabla 3. Medias de proporcién de resistencia de cada enzima en las poblaciones
en estudio.

Enzima Proporcion de resistencia
B- esterasas 53.32d
a- esterasas 1492 b
Glutation s- transferasas 76.59 e
Acetilcolinesterasa 6.64 b
Oxidasas 18.32b

” c

Clasificacion segiin Montella et al., (2007). ? “Inalterado”, ® “Incipientemente alterado”,
“Moderadamente alterado”, ¢ “Alterado”, ¢ “ Muy alterado”.

El andlisis de varianza para B-Esterasas arrojo un coeficiente de variacion de
40.7 % para las poblaciones en estudio, lo cual indica que se comportan de forma

heterogénea, debido a que hay una variabilidad entre ellas (Tabla 4).

Tabla. 4. Analisis de varianza del contenido de B-Esterasas en 5 poblaciones de

Spodoptera frugiperda del estado de Guanajuato.

FV GL SC CM F P>F
Poblacion 5 19.06 3.812 5.629 0.000222
Error 66 0.822 0.677
Total 71 19.882 4.489
CV 40.87

La comparacién de medias del contenido de (3 esterasas, se puede observar en la
Tabla 5, en donde se presento6 diferencias significativas entre las poblaciones en

estudio; la poblacién de Tarimoro fue la que expreso el valor medio mas alto con
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3.008, por su parte la Linea Susceptible y Apaseo el Alto se observaron los
contenidos mas bajos con medias de 1.537 y 1.459 respectivamente. Estos
resultados son similares a lo reportado por Cerna et al., (2013) en un estudio
sobre Bactericera cockerelli donde su absorbancia media mas alta para B-

Estetasas, fue de 3.5061.

Tabla. 5. Comparacion de medias del contenido de B-Esterasas en 5 poblaciones

de Spodoptera frugiperda del estado de Guanajuato.

B-Est
Media +SD

Linea susceptible 12 1.537+0.180 b
Apaseo el Grande 12 2.211+0.762 ab

Poblacién N

Tarimoro 12 3.008%0.445 a
Dolores Hidalgo 12 1.855+0.944 b
Comonfort 12 2.006£0.914 b
Apaseo el alto 12 1.459+1.233 b

En la tabla 6 se observa el andlisis de varianza para la enzima a -esterasas,
donde reporta un coeficiente de variaciéon de 24.014% para las poblaciones en
estudio, lo que indica un comportamiento mas homogéneo en comparacion a 3

esterasas.

Tabla. 6. Analisis de varianza del contenido de a -Esterasas en 5 poblaciones de
Spodoptera frugiperda del estado de Guanajuato.

FV GL SC CM F P>F

Poblacién 5 3.081 0.6163 1.311 0.27
Error 66 0.685 0.4701
Total 71 3.766 1.0864

C.v 24.014

Las medias de absorbancias para a-esterasas se pueden observar en la tabla 7,
muestra que no existe diferencia significativa entre las poblaciones de estudio. La
poblacion de Dolores Hidalgo fue la que expreso el valor medio mas alto con

3.137, en tanto que la Linea Susceptible mostro el contenido mas bajo con 2.505.
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Por su parte Landeros et al., (2010), presento una media de 0.623 para a-

esterasas en un estudio sobre Tetranychus urticae.

Las a y B- esterasas son las responsables de resistencia, atreves de la
detoxificacion de organofosforados y carbamatos (Lee et al., 1990; Georghiou,
1994; Pasteur y Raymound, 1996). Asi mismo, otros autores mencionan que su
actividad enzimatica también esta asociada con resistencia a piretroides (Brogdon
y Barber, 1990; Flores et al., 2005, 2006).

Tabla. 7. Comparacion de medias del contenido de a-Esterasas en 5 poblaciones

de Spodoptera frugiperda del estado de Guanajuato.

alfa-Est
Media +SD

Linea susceptible 12 2.505+0.813 a
Apaseo el Grande 12 2.754+0.631 a

Poblacion N

Tarimoro 12 2.807%+0.751 a
Dolores Hidalgo 12 3.137+0.632 a
Comonfort 12 2.864%0.588 a
Apaseo el alto 12 3.061+0.670 a

Para glutation-s-transferasas se reporté un coeficiente de variacion de 57.451%
indicando que en las poblaciones en estudio la produccién de esta enzima es
heterogénea, debido a la variabilidad que existe en las ellas. (Tabla 8).

Tabla. 8. Analisis de varianza del contenido de glutatibn s- transferasas en 5

poblaciones de Spodoptera frugiperda del estado de Guanajuato.

FV GL SC CM F P>F
Poblacion 5 0.0216 0.0043 4.943 0.000665
Error 66 0.0295 0.000875
Total 71 0.0511 0.005175

CV 57.451
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En la tabla 9, se observa las absorbancias medias de glutatién-s-transferasa,
presentandose diferencia significativa entre las poblaciones en estudio; Dolores
Hidalgo fue la que presento el contenido medio mas alto con 0.074 mientras que
Apaseo el Alto y Tarimoro mostraron los niveles mas bajos con 0.034 y 0.053
respectivamente. Estos resultados son superiores a los reportados por
Hernandez et al., (2016), donde reportan niveles enzimaticos bajos para glutation
s- transferasa con una media de 0.003 en Melanaphis sacchari. La sobre
expresion de glutation-s-transferasas es responsable de la resistencia a
organofosforados, piretroides, diaminas e indoxacab (Furlong et al., 2013; Hu et
al., 2014a).

Tabla. 9. Comparacion de medias del contenido de glutation s-transferasas en 5
poblaciones de Spodoptera frugiperda del estado de Guanajuato.

- Gts

Poblacion N Media +SD
Linea susceptible 12 0.023 +0.005 ¢
Apaseo el Grande 12 0.063 + 0.020 ab
Tarimoro 12 0.053 + 0.021 abc
Dolores Hidalgo 12 0.074 + 0.050 a
Comonfort 12 0.058 + 0.033 abc
Apaseo el alto 12 0.034 + 0.026 bc

El coeficiente de variacion para acetilcolinesterasa fue de 146.300%, lo cual nos
indica que existe un comportamiento muy heterogéneo debido a la gran

variabilidad que existe entre las poblaciones en estudio (Tabla 10).

Tabla. 10. Analisis de varianza del contenido de acetilcolinesterasa en 5
poblaciones de Spodoptera frugiperda del estado de Guanajuato.

FV GL SC CM F P>F
Poblacion 5 0.00037  7.405e-05 1.346 0.256
Error 66 0.00741 5.501e-05
Total 71 0.00778

C.V 146.300
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La comparacion de medias para acetilcolinesterasa (tabla 11) muestra que no
existe diferencia significativa entre las poblaciones en estudio donde Comonfort
presento el contenido medio més alto con 0.009, en tanto que los valores medios
mas bajos fueron reportados para las poblaciones de Linea Susceptible, Dolores
Hidalgo y Apaseo el alto con 0.003. Estos resultados son inferiores a los
reportados por Pérez (2012) donde presento una absorbancia media de 0.043 en
Tribolium castaneaum. Por su parte Bisset (2002), menciona que este
mecanismo produce un amplio aspectro de resistencia a los organofosforados y

en mayor medida a los carbamatos

Tabla.11. Comparacion de medias del contenido de acetilcolinesterasa en 5

poblaciones de Spodoptera frugiperda del estado de Guanajuato.

Acth
Media +SD

Linea susceptible 12 0.003 + 0.006 a
Apaseo el Grande 12 0.004 +0.008 a

Poblacién N

Tarimoro 12 0.005 + 0.007 a
Dolores Hidalgo 12 0.003 +0.005 a
Comonfort 12 0.009 +0.010 a
Apaseo el alto 12 0.003 + 0.006 a

La tabla 12 se muestra el analisis de varianza para oxidasas donde se reporta un
coeficiente de variacion de 48.972%, lo cual indica un comportamiento de forma

heterogénea debido a la variabilidad que existe en las poblaciones en estudio.

Tabla. 12. Andlisis de varianza del contenido de oxidasas en 5 poblaciones de
Spodoptera frugiperda del estado de Guanajuato.

FV GL SC CM F P>F
Poblacion 5 29.03 5.806 3455 <2e-16
Error 66 0.4099 0.168
Total 71 29.4399
C.V 48.972
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Las absorbancias medias para las oxidasas se muestran en la tabla 13,
observando diferencias significativas entre las poblaciones en estudio; Dolores
Hidalgo fue la que presento el contenido medio mas alto con 2.197, mientras que
la poblacion correspondiente a Apaseo el Grande mostro un valor mas bajo con
0.263. El aumento de oxidasas contribuye a la resistencia a carbamatos,
piretroides, analogos de la nereistoxina y diamidas (Bautista et al., 2009; Furlong
et al., 2013; Hu et al., 2014b). Por su parte Siqueira et al., (2000), indica que las
oxidasas son el principal grupo de enzimas involucradas en la resistencia
presentada en poblaciones de campo de Tuta absoluta al insecticida cartap. Estas
enzimas son las que estan mas comuUnmente asociadas con la resistencia
cruzada entre DDT/ piretroides (Scott y Wen 2001: Fonseca et al., 2009).

Tabla.13. Comparacion de medias del contenido de oxidasas en 5 poblaciones de

Spodoptera frugiperda del estado de Guanajuato.

- Oxidasas

Poblacién N Media +SD
Linea susceptible 12 0.416 + 0.229 bc
Apaseo el Grande 12 0.263 + 0.056 c
Tarimoro 12 0.816 +0.488 b
Dolores Hidalgo 12 2197 +0.712 a
Comonfort 12 0.626 + 0.249 bc
Apaseo el alto 12 0.702 + 0.378 bc

Por dltimo, conjuntando toda la informacion formamos grupos de resistencia,
ilustrandolos en mapas para cada enzima, en donde a cada poblacién se comparo
segun la clasificacion de la actividad enzimatica propuesta por Montella respecto
a la proporcion de resistencia y su agrupaciéon en la comparacion de medias,

guedando de la siguiente manera:
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Act. Enz. Prop. Rest.

Alta l Tarimoro Muy alt.
Media fpameo ol Alterado
Grande
Comonfort Mod. alt.
Baja Dolores Hidalgo Indi. alt.

Apaseo el Alto  Inci. alt.

Figura. 9. Mapa de la distribucién de B-Esterasas.

Act. Enz. Prop. Rest.
Dolores Hidalgo Muy alt.

Apaseo el Alto  Ajterado

Alta
Comonfort Mod. alt.
Tarimoro Inci. alt.
Apaseo el Inci. alt.
Grande

Figura. 10. Mapa de la distribucién de a — Esterasas
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Act. Enz. Prop. Rest.
Alta I Dolores Hidalgo Alterado

Media Apaseo el Muy alt.
Grande

Med. baja | Comonfort Alterado

Med. baja | Tarimoro Muy alt.

Baja I Apaseo el Alto  Alterado

Figura 11. Mapa de la distribucién de Glutation s- transferasa.

Act. Enz. Prop. Rest.
Comonfort Inci. alt.
Tarimoro Inci. alt.

At Apaseo el Inci. al.
Grande

Dolores Hidalgo Inalterada

Apaseo el Alto Inci. alt.

Figura 12. Mapa de la distribucién de acetilcolinesterasa.

34




Act. Enz. Prop. Rest.
Alta I Dolores Hidalgo Muy alt.

Media Tarimoro Inci. alt.

Med. baja || Apaseo el Alto Mod. alt.

Med. baja Comonfort Mod. alt.
Baja Apaseo el Inalterada
Grande

Figura 13. Mapa de la distribucién de oxidasas.
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CONCLUSIONES
Para la determinacion de proteina en los tejidos de Spodoptera frugiperda la
concentracion de 0.05 larva fue la que se presentd dentro del rango permitido

(80-120ug mL1) con un contenido 100 ug mL™? .

Las enzimas que presentaron mayor porcentaje de resistencia en este estudio
fueron Glutation s-transferasas y [(-esterasas con 7659 y 53.32 %
respectivamente. Por lo cual se les considera como principal mecanismo de
resistencia para Spodoptera frugiperda en el estado de Guanajuato.
Acetilcolinestera fue la enzima que presento menor porcentaje de resistencia

siendo un mecanismo detoxificativo poco relevante para esta plaga.
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