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RESUMEN

La Palomilla Dorso de Diamante es la principal plaga en las brassicaceas, debido a la gran
importancia econémica que tienen estos cultivos y los dafios generados. Su control se
basa principalmente en el uso de productos quimicos que sean compatibles con el medio
ambiente y con la salud humana, elevando los costos de produccion y control. Debido a
la alta presion de seleccion de los insecticidas, ha generado resistencia a la mayoria de
materias activas utilizadas para su control. Por lo anterior el objetivo de la presente
investigacion fue caracterizar la resistencia a fipronil en larvas de tercer instar de Plutella
xylostella. Se aplicd una presion se seleccion (CLzx) durante cuatro generaciones y
realizaron bioensayos para determinar el desarrollo de resistencia a través de las
generaciones, asi como pruebas bioquimicas para cuantificar el contenido de o y f
Esterasas, Glutation S Transfersas, Acetil Colinesterasas y Oxidasas, enzimas
relacionadas con la resistencia a insecticidas. Los resultados demuestran que, P. xylostella
es capaz facilmente de desarrollar resistencia a fipronil al obtener un factor de resistencia
de 14.59 con base a una linea susceptible, pero puede haber una pérdida de resistencia si
no existe una presion de seleccion constante de una generacion a otra. Por otro lado,
Glutation S Transferasas es la enzima principal que actia como mecanismo detoxificativo
al insecticida fipronil en P. xylostella al reportar una proporcién de resistencia de 83.33%

y una clasificacion de muy alterado.

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

viii



INTRODUCCION

El brocoli es originario del Mediterraneo y Asia menor. Italia, Libia y Siria recolectaron
los primeros ejemplares de esta planta proveniente de las coles y las coliflores. Esta
hortaliza pertenece a la familia de las Brassicaceas y al género de Brassicae (SAGARPA,
2011). Este cultivo una de las mejores hortalizas de la naturaleza, pues avances
cientificos, han demostrado que su consumo cotidiano prevé canceres, debido a la
presencia de tres poderosos anticancerigenos: indol, sulforafano e isotiocianatos,
(Rodriguez, 2011). Tambien se considera un ingrediente muy importante en la nutricion
humana por su alto contenido de vitaminas y minerales, ya que es una muy buena fuente
de vitamina A, potasio, hierro y fibra, ademas de ser rico en hidratos de carbono, proteinas
y grasa (CORPEI, 2009). En diferentes paises, este alimento es altamente demandado y
los mercados requieren un producto cada vez mas fresco, lavado y correctamente
empacado en recipientes plasticos. También se puede elaborar ensaladas mixtas con otros
vegetales, se puede deshidratar y secar mediante un procesamiento industrial y suele
mezclarse con pasta de arroz o preparar harinas (Hourtart y Yumba, 2013).

En México es una de las hortalizas mas importantes, ya que un 80 % de su produccion
estd destinada a su exportacién, su principal destino de las ventas internacionales es el
mercado de Estados Unidos, ya que ahi se exporta 85 % de la produccion. El resto de las
exportaciones se dividen en paises como Canada, Japén, Alemania y Australia (SIAP,
2017a), por lo que este cultivo representa una importante fuente de divisas y significativos
beneficios para los productores (Bujanos et al., 2013). En 2017 se cultivaron 34,493.28
ha con un valor comercial de 3,343,303.07 miles de pesos (SIAP, 2017a), Los principales
estados productores de brocoli en el pais son: Guanajuato, Puebla, Michoacan y Sonora
con un 85.34% de la produccion total en el pais, mientras que Guanajuato produce un
63.42 % de la produccion nacional (SIAP, 2017a). En la region de El Bajio, es una de las
hortalizas de mayor importancia socioeconémica, por la superficie sembrada, por los

ingresos que se obtienen y por las fuentes de trabajo que genera (Bujanos y Marin, 2001).



Uno de los principales factores por los que se ve afectada la produccidn de brocoli en el
Estado de Guanajuato es por el insecto-plaga Palomilla Dorso de Diamante (Plutella
xylostella L.) (FAO, 2010) generando dafios en su fase larvaria al deterioran el tejido
foliar, al crecer tienen inclinacion por los brotes internos e inflorescencia, lo cual produce
dafio al producto comercial (Garcia, 2012), debido a la contaminacion por huevos, larvas

y pupas que ocasionan que sea rechazado para su exportacion (INIFAP, 2013).

La exigencia del mercado de exportacion de requerir alimentos sin presencia de plagas,
dafios del mismo y con una alta calidad comestible, han inducido el uso excesivo de
plaguicidas para asegurar estos indices de calidad (Bujanos, 2000). La estimacién global
mas reciente para el manejo de la P. xylostella es de US $4-5 billones anualmente
(Rusnak, 2017). La utilizacion masiva de insecticidas convencionales y especialmente
plaguicidas de amplio espectro es costosa, y trae consecuencias colaterales secundarias
como el desarrollo de la resistencia de las plagas, contaminacién ambiental, residuos
toxicos en el producto cosechado, aparicion de nuevas plagas, eliminacién de la
entomofauna benéfica e intoxicacion del operador (Pérez y Lannacone, 2009). La alta
presion de los diferentes problemas fitosanitarios y su manejo inadecuado, conducen a
que estos ejerzan un impacto negativo no sélo en las cosechas, sino en el suelo, el agua 'y
en la calidad del agroecosistema (Rosquete, 2011). Los principales insecticidas utilizados
para el manejo de la PDD, se basa principalmente en diamidas, avermectinas, piretroides,
y Bt (Xia et al., 2014). Lo cual ha ayudado a desarrollar resistencia a la mayoria de los
insecticidas sintéticos aplicados a campo, haciendo atn mas dificil su control (Sanchez y
Arregui, 2010), ocasionando incrementos significativos en los costos de produccion
(INIFAP, 2013).

El uso de pesticidas sintéticos combinado con la alta fecundidad de P. xyllostella ha dado
como resultado que la plaga desarrolle resistencia a casi todos los pesticidas (Sujay et al.,
2010). P. xylostella fue el primer insecto en desarrollar resistencia al DDT en campo
(Ankersmit, 1953) y también ha sido el primer insecto capaz de desarrollar resistencia en
campo a Bacillus thuringiensis (Tabashnik, 1990). De acuerdo con la Arthropod Pesticide
Resistance Data base (APRD), para el afio 2015, la PDD habia desarrollado resistencia a
aproximadamente 91 compuestos con diferentes modos de accion, incluyendo
organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides, analogos de nereistoxina,
benzoilureas, Bacillus thuringiensis, avermectinas, espinosinas, fenilpirazoles,
indoxacarb, diacilhidrazinas y diamidas (APRD, 2015).



El aspecto mas importante en el manejo de resistencia a los insecticidas es la comprension
de los mecanismos que conducen a la resistencia de las plagas a los insecticidas (Bass et
al., 2015). La resistencia se forma, en parte, por mecanismos metabolicos a través de los
cuales individuos sobrevivientes (resistentes) adquieren niveles superiores de enzimas en
comparacion con los individuos susceptibles; esto les permite desdoblar las moléculas
insecticidas convirtiéndolas en productos menos téxicos o completamente atoxicos.
(Bujanos et al., 2013). Investigaciones previas indican que los mecanismos de resistencia
de insectos a los insecticidas involucraban mutaciones de aminoacidos de destino, la
sobreexpresion o mutaciones de desintoxicacion, enzimas detoxificativas, resistencia a la
penetracion y resistencia de comportamiento (Ahmad et al., 2006; Bass et al., 2015). En
la resistencia metabdlica, hay un aumento en las actividades de esterasas, glutation-S-

transferasas, acetilcolinesterasa y oxidasas (Li et al., 2007; Bass et al., 2011).

El fipronil es un insecticida y acaricida de amplio espectro con actividad residual (Taylor,
2001), perteneciente a los fenilpirazoles (IRAC, 2018). Actla por contacto, ingestion y
sistémico moderado (De La Cruz et al., 2018), bloqueando el paso de iones cloro a través
de los canales clorados, regulados por el GABA (&cido gama aminobutirico) que, causa
la muerte por hiperexcitacion (Salto et al., 2001). Es usado en el control de multiples
insectos en un amplio rango de cultivos, foliarmente o incorporado al suelo (De La Cruz

et al., 2018), siendo efectivo tanto en estadio larvario como en adultos (Baynes, 2009).

Objetivo general

Desarrollar y caracterizar la resistencia del insecticida fipronil sobre larvas de Plutella
xylostella en condiciones controladas.

Objetivos especificos

1. Evaluar la resistencia a fipronil en cuatro generaciones de P. xylostella con

presidn seleccion en condiciones de laboratorio.



2. Cuantificar el contenido de enzimas detoxificativas en cuatro generaciones de P.

xylostella con presién de seleccion a fipronil.

Hipotesis

1. Se presentara un incremento en la resistencia fipronil de 10 veces con base a la
una linea susceptible

2. La mayor actividad enzimética en las poblaciones de P. xylostella sera

atribuida a las esterasas.



REVISION DE LITERATURA

Cultivo del brécoli (Brassica oleracea L.)

El brécoli pertenece a la familia de las Brassicaceas y al género de Brassicae oleracea
(L.). El cultivo de brdcoli requiere de un clima templado y frio, las zonas que presentan
estas caracteristicas son las adecuadas para que pueda tener un éptimo desarrollo. Se
adapta a suelos que tienen un mayor grado de concentracion de acidez. EI pH requerido
es de 6 a 7, donde el suelo preferible para la siembra es de textura arenosa con buenas
condiciones de humedad. Los suelos de textura arenosa propician una rapida filtracién
del agua y la planta puede absorber con mayor facilidad los nutrientes (SAGARPA,
2011).

Es uno de los alimentos mas consumidos alrededor del mundo, que son llamados “stper
alimentos”, la poblacion mundial crece rapidamente y la gente demanda alimentos sanos
y nutritivos. Se ha descubierto que el brocoli es altamente vitaminico y tiene propiedades
que ayudan a combatir las células cancerigenas y retrasan el envejecimiento (SAGARPA,
2011).

Origen

Es originario de las costas del Mediterraneo y Asia Occidental, donde actualmente se
encuentra Grecia, Turquia y Siria, de alli fue llevada a Inglaterra, Dinamarca, Holanda,
Francia, Espafia y Grecia. Su nombre proviene del termino italiano “broco” que quiere
decir brote, en alusion a la parte comestible y preciada de la planta (Diaz y Jaramillo,
2006).

Taxonomia de Brassica oleracea

Orden: Brassicales

Familia: Brassicaceae



Tribu: Brassiceae
Subtribu: Brassicinae
Género: Brassica
Seccion: Brassica

Especies: Brassica oleracea L.

Importancia econémica

En Meéxico se tiene identificado un agrupamiento productivo de produccién e
industrializacion de brocoli, cuyo eje central se ubica en el estado de Guanajuato. Dicho
agrupamiento surge principalmente con la motivacion de comercializar producto
congelado y en una menor proporcién a la comercializacion de producto fresco. El
mercado nacional retiene un porcentaje muy bajo de producto fresco y congelado, el cual
es distribuido principalmente a través de centrales de abasto como producto fresco y
supermercados en ambas presentaciones (ITESM Campus Querétaro, 2003). En 2017 se
cultivo en 34,493.28 ha con un valor comercial de $3,343,303.07 miles de pesos (SIAP,
2017a), donde el principal mercado de exportacion esta en Estados Unidos, Canada y
Japon (SIAP, 2017b), por lo que este cultivo representa una importante fuente de divisas

y significativos beneficios para los productores (Bujanos et al., 2013).

Produccion de brécoli en México

Para el afio 2017, la produccién de brécoli a nivel nacional reportd 574,959.94 Ton,
siendo el estado de Guanajuato como el principal productor con un 63.42% de la
produccion total seguido por los estados de Puebla, Michoacan y Sonora con 8.19, 7.22
y 6.51% respectivamente (SIAP, 2017a).

Produccion de Brocoli en Guanajuato



Guanajuato es el principal estado productor de brocoli a nivel nacional con una superficie
de siembra de 23,059.50 Has y una produccion de 364,658.01 Ton lo que equivale a un
rendimiento promedio de 15.81 Ton/ha significado un ingreso en el valor de produccion
de 2, 084,816.33 de miles de pesos (SIAP, 2017a).

Palomilla dorso de diamante (Plutella xylostella L.)

P xylostella es una plaga cosmopolita y de amplia distribucién mundial, muy importante
en los tropicos y sub- trépicos, y posee habitos migratorios (Pastrana, 2004; Sarfraz et
al., 2006). En el primer estadio, las larvas entran en el parénquima de la hoja y se
alimentan entre la parte superior y las superficies inferiores de las hojas que crean minas.
En el segundo estadio, las larvas abandonan las minas, y del segundo al tercer estadio,
que se alimentan de las hojas, destruyendo el tejido de la hoja, excepto para la epidermis
superior, dejando "ventanas" transparentes en las hojas. Las larvas de cuarto estadio se

alimentan a ambos lados de las hojas (Cardoso et al., 2010).

Clasificacion taxondmica

Plutella xylostella (Linn. 1758) (Lepidoptera: Plutellidae)
Reino: Animal
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Lepidoptera
Suborden: Frenatae
Superfamilia: Yponomeutoidea
Familia: Plutellidae

Género: Plutella

Especie: xylostella (Linneo, 1758)



Ciclo de vida de Plutella xylostella

La palomilla dorso de diamante es una plaga que presenta metamorfosis completa, es
decir, pasa por los estados biologicos de huevecillo, larva, pupa y adulto. Oviposita un
poco mas de 200 huevecillos en el envés y los peciolos de las hojas, en los tallos y floretes
de brocoli (Bujanos y Marin, 2001). Puede presentar de 5 a 10 generaciones anuales en
climas templados y hasta 20 en tropicos y sub-tropicos. Es un insecto de gran movilidad
y capacidad migratoria lo que le permite colonizar otras regiones al llegar el invierno
(Midori, 2014). El huevecillo tarda de 5 a 10 dias, pasa por larva que comprende 4 instares
de 10 a 4 semanas, posteriormente pasa a pupa de 7 a 15 dias hasta que alcanza su forma
adulta (IRAC, 2017).

Huevo

Los huevos son de forma Gvaloaplanada, de color amarillo claro recién colocados,
cambiando de tonalidad hasta llegar a oscurecerse para el tiempo de eclosion. La
dimension promedio de los huevos es de 0.48 mm de longitud y 0.28 mm de ancho
(Fernandez y Alvarez, 2008)

Larva

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

longitud promedio del cuerpo es de 10.27 mm (Fernandez y Alvarez, 2008).

Pupa

La pupa es obtecta con una longitud promedio de 6.83 mm. Al principio de su formacién
tiene un color verde brillante, mas tarde se torna blanco crema y antes de emerger el
adulto es de color marrén oscuro. La pupa se halla encerrada en un fino capullo de seda
de color blanco. En esta fase es muy dificil diferenciar el sexo por presentar una

morfologia externa muy similar en esta especie (Fernandez y Alvarez, 2008).

Adulto



El adulto es una polilla cuya longitud promedio del cuerpo es de 10.56 mm, con una
expansion alar cercana a los 14 mm. Las alas anteriores son angostas con manchas palidas
en la parte media, semejando cuando estan en reposo un diamante en la parte dorsal del
insecto, razén por la cual, en inglés, se le ha dado la denominacion comun de
diamondback moth. El adulto hembra se diferencia muy facilmente del macho por su
genitalia externa, pero ademé&s en la hembra se presenta la mancha dorsal antes

mencionada con una coloracion mas clara y brillante (Fernandez y Alvarez, 2008).

Hospederos

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

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

Danos

Esta plaga causa dafios graves a cultivos de brassicas, desprestigiando el producto, lo que
interfiere en el crecimiento de las plantas e incluso causa la muerte o pérdida total (Da
Silva, 2008). El dafio lo realizan las larvas al alimentarse de las hojas y puntos de
crecimiento, antes de la formacion de la cabeza de la inflorescencia lo cual puede plantear
graves deformaciones y la no formacion de la misma (Mau y Kessing, 2007). En brécoli
y coliflor el dafio es indirecto pues la presencia de larvas y pupas en la inflorescencia
limita la exportacion, aunque no se alimente ésta. Durante la etapa vegetativa, las plantas
pueden soportar hasta un 30% de defoliacién sin tener mermas en el rendimiento, al
momento de cosecha el nivel critico es de un gusano por cabeza (Rueda y Shelton, 1996).
Las larvas cercanas al producto de brécoli se ubican entre los floretes durante el tercer y
cuarto instar para después transformarse en pupas, ocasionando asi el dafio mas

importante de contaminacion de la cosecha de este cultivo (Bujanos y Marin, 2001).
Control

La estrategia para el manejo de la palomilla dorso de diamante, se basa en el uso casi

exclusivo de insecticidas. La exigencia del mercado de explotacion de requerir brassicas



sin presencia de plagas, dafios del mismo y con una alta calidad comestible, han indicado
el ejemplo de grandes cantidades de plaguicidas para asegurar estos indices de calidad
(Bujanos, 2000). Los grupos principales de insecticidas para el control son las diamidas,
avermectinas, piretroides, y Bt (Xia et al., 2014). Hoy en dia esta especie muestra
resistencia a la mayoria de las clases de insecticidas, incluyendo compuestos
recientemente introducidos con nuevos modos de accion (Zhao et al., 2006)

Resistencia en Plutella xylostella

En la India, en 1968 se reporto la primera deteccion de resistencia en la polilla de la col,
Plutella xylostella, para DDT y Parathion, demostrando una extraordinaria habilidad para
crear resistencia a varios insecticidas sistémicos, lo que ha causado una pérdida de
eficiencia de los métodos de control en los cultivos de brassicaceas de ese pais (Vargas,
M. R. et al., 2008). También ha sido el primer insecto capaz de desarrollar resistencia en
campo a Bacillus thuringiensis (Tabashnik, 1990). El uso de plaguicidas sintéticos
combinado con la alta fecundidad de P. xylostella ha dado como resultado que la plaga
desarrolle resistencia a numerosos insecticidas de origen quimico (Sujay et al., 2010),
tales como el DDT, diazinon, permetrina, fenvalerato (Tabashnik et al., 1987; Shelton et
al., 2000), deltametrina (Rosa et al., 1997), clorantraniliprol, flubendiamida (Wang et al.,
2012), abamectina (Wang y Wu, 2014; Xia et al., 2014; Wang et al., 2015), spinosad,
clorfluazuron, indoxacarb, beta-cipermetrina (Xia et al., 2014, Jiang et al., 2015; Wang
etal., 2015), clorfenapir, (Jiang et al., 2015; Wang et al., 2015) y benzoato de emamectina
(Wang, et al., 2015). Con base a la Arthropod Pesticide Resistance Data base (APRD),
en el afio 2015, la polilla de la col habia desarrollado resistencia a aproximadamente 91
compuestos con diferentes modos de accién, incluyendo organoclorados,
organofosforados, carbamato, piretroide, andlogo de nereistoxina, benzoilurea, Bacillus
thuringiensis, avermectina, espinosina, fenilpirazol, indoxacarb, diacilhidrazina y
diamida (APRD, 2015).

Resistencia

La resistencia puede ser definida como un cambio heredable en la sensibilidad de una
poblacién de plagas que se refleja en la falla repetida de un producto para lograr el nivel
de control cuando se utiliza de acuerdo con la recomendacién de la etiqueta para las

especies de plagas. Es evidente que, debido a las poblaciones de insectos plaga son por
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lo general de tamafio grande y se reproducen rapidamente, siempre hay un riesgo de que
la resistencia a los insecticidas puede evolucionar, sobre todo cuando los insecticidas se
utilizan en exceso (IRAC, 2016).

Tipos de resistencia

Resistencia metabdlica: Corresponde al mecanismo tipico expresado por los insectos,
rompiendo la estructura de los plaguicidas mediante el sistema enzimatico pudiendo
degradar un amplio espectro de plaguicidas. Es decir, las enzimas detoxificadoras son
utilizadas para romper la invasion del plaguicida (toxina) en el cuerpo del insecto (Vargas
et al., 2008).

Resistencia en el lugar de accién: Corresponde al segundo mecanismo mas comun de
resistencia y esta referida al cambio en la estructura del sitio o al nimero de sitios donde
el plaguicida causa toxicidad sobre el insecto. Generalmente, los insectos actdan en un
sitio especifico del insecto, habitualmente en el sistema nervioso del insecto (piretroides,
organofosforados y carbamatos). El sitio de accién puede ser modificado por razas
resistentes impidiendo la accion del insecticida. Como resultado, el insecto no sera
controlado mediante la aplicacion de un plaguicida o sélo se afectaran los insectos mas

susceptibles (Vargas et al., 2008).

Resistencia a la penetracion: Este mecanismo de resistencia se produce en un amplio
rango de insecticidas. Consiste en una baja absorcion del plaguicida debido a la
modificacion en la cuticula o en el tracto digestivo del insecto. Esta reduccion en la
penetracion del insecticida se traduce en una menor absorcién de la toxina en el cuerpo

del insecto comparado con las poblaciones susceptibles (Vargas et al., 2008).

Resistencia de comportamiento: Consiste en la pérdida de susceptibilidad por cambio
en el comportamiento del insecto frente a los repetitivos programas de control. No es un
mecanismo tan importante, sin embargo, contribuye en la disminucion de la efectividad
de la dosis letal del plaguicida. Esta habilidad puede producirse mediante un estimulo
dependiente o independiente. El primero se evidencia cuando una plaga evita el contacto
con la zona tratada con plaguicida y el estimulo independiente ocurre cuando la plaga

abandona la zona tratada hacia un area sin residuos (Vargas et al., 2008).
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Resistencia cruzada: La resistencia cruzada, consiste en la modificacion del sitio de
accion del insecto en donde la toxina se acopla, causando la pérdida de eficacia del
insecticida. Cuando esto sucede los insecticidas quimicamente relacionados o que
comparten un mismo modo de accion estan mas propensos a la adquisicion de este tipo
de resistencia. Se ha observado por ejemplo que la resistencia a la paralisis en insectos se
debe a la resistencia cruzada entre los insecticidas DDT [1,1,1tricloro-2,2-bis(4-
clorofenil) etano] y piretroides que actdan en el mismo lugar del canal de sodio (Vargas
et al., 2008).

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

mecanismos de resistencia compartida (FAO, 2012).

Determinacién de resistencia

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

convencionalmente se puede detectar la resistencia mediante:

Bioensayos

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

Pruebas biogquimicas
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Son ensayos multiples que permiten analizar a una poblacion de insectos cuantifican los
niveles de una reaccion enzimatica (Brogdon y Barber, 1987). Desarrollados para
cuantificar niveles de Esterasas (Brogdon y Dickinson, 1983), Acetilcolinesterasa
(Devonshire y Moores, 1984), Glutation STransferasas (Brogdon y Barber, 1990) y
oxidasas (Brogdon et al., 1997)

Pruebas moleculares

Incrementa la precision y reduce la variabilidad asociada a los bioensayos (Devonshire,
1990), se obtienen patrones de banda de ADN que son utilizado como marcadores

genéticos para una especie (Ffrench et al., 1994).

Enzimas detoxificativas
Esterasas

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

abordar a partir de dos mecanismos (Kwong, 2007):

» Hidrdlisis catalitica por las fosfotriesterasas (CE3.1.8), conocidas como esterasas-
A, porque no son inhibidas por los organofosforados, interaccionan con el grupo
funcional sulfidrilo (-SH) del residuo de cisteina (CYS) del centro activo y forman

un enlace P-S que es facilmente hidrolizado por el agua (H20) (Costa, 2006).

» Hidrolisis no catalitica por las carboxilesterasas (CE3.1.1) o esterasas-B porque
pueden ser inhibidas por los organofosforados, interaccionan con el radical

hidroxilo (-OH) de la serina (SER) en el centro activo, dando lugar a la formacion
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de grupos éster en presencia de radicales libres, que son los responsables del
envejecimiento celular (Costa, 2006).

Estos dos grandes grupos enzimaticos (fosfotriesterasas y carboxilesterasas) presentan
diferencias en sus reacciones de detoxificacion no solamente por la accion que tienen los
organofosforados sobre ellas sino también, por la eficiencia de cada una, ya que una sola
molécula de fosfotriesterasa puede hidrolizar varias moléculas del organofosforado,
mientras que una sola de carboxilesterasa hidroliza una del toxico (Sogorb y Vilanova,
2002).

Glutation-S-Transferasa

Las enzimas glutation-S-transferasa (GST, EC 2.5.1.18) son biomarcadores Utiles para
metales y contaminantes organicos que producen estrés oxidativo (Yang et al., 2001,
Ezemonye y Tongo, 2010). GST son una amplia superfamilia de enzimas existentes en
organismos procariotas y eucariotas, y estdn implicados en muchas actividades
fisioldgicas celulares, tales como destoxificacibn de compuestos endogenos Yy
xenobidticos, transporte intracelular y biosintesis de hormonas (Enayati et al., 2005). Las
enzimas protegen las células contra los tdxicos, neutralizandolas y haciendo que el
producto sea mas soluble en agua (Lamoureus y Rueness, 1987; Ezemonye y Tongo,
2010). Por lo tanto, esta enzima ha sido atil como indicador de exposicion a plaguicidas
(Taysse et al., 1998; Ezemonye y Tongo, 2010). Entre la sustancia enddgena, que protege
contra el estrés oxidativo, la GST es la enzima de peso intracelular mas abundante en la
mayoria de los tipos de células, por lo que la alteracion en la actividad de GST puede
alterar el balance de activacion-destoxificacion que opera en diferentes tejidos para
desintoxicar agentes toxicos potenciales (Guengerich, 1963; Ezemonye y Tongo, 2010).
Segun sus localizaciones celulares, las GST se dividen generalmente en las tres categorias
principales: citosol, microsomas, y mitocondrias. Hasta la fecha, sélo los dos primeros
grupos se han descubierto en los insectos (Jakobsson et al., 1996; Hayes et al., 2005; Shi
et al.,, 2012). Han sido implicadas en la resistencia a varias clases de insecticidas,
incluyendo organoclorados, organofosforados y piretroides (Huang et al., 1998; Vontas
et al., 2001). En general, los GST acttan conjugando el grupo tiol de Glutation (GSH; \

gamma - glutamil cisteinil - glicina) a compuestos que poseen un centro electrofilico. Al
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hacer esto, pueden eliminar los sustratos de una célula haciéndolos més solubles en agua
y dirigiéndolos a los transportadores especificos de GSH multidrogas (Low et al., 2010).
Uno de los insecticidas mejor caracterizados Degradantes de los GST es la actividad de
la DDT-deshidroclorinsa (DDTasa). En este caso, se elimina un &tomo de cloro del DDT
para generar DDE [1,1-bis- (4-clorofenil) 2,2-dicloroeteno] (Wang et al., 2008).

La accion de los GST sobre los pesticidas organofosforados puede conducir a la
activacion o desintoxicacion (Miyamoto y Mikawa, 2005). GST con GSH liberan, grupos
metilo o etilo (por ejemplo, paration y paration de metilo) y diaarinatos diaarinicos y
diazoxon (Hutson et al., 1972; Shishido et al., 1972; Fujioka y Casida, 2007). Sin
embargo, el conocimiento de la fosforilacion de GSH es menos definitivo debido a que

los metabolitos no se han caracterizado adecuadamente (Fujioka y Casida, 2007).

Oxidasas de funcion multiple (MFO)

Son un grupo de enzimas que se encuentran en forma natural en el metabolismo del
insecto debido a que, entre otras cosas, estdn involucradas en los procesos de

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

Las MFO se encuentran en el reticulo endoplasmatico liso en la fraccion microsomal de
las células, son no especificas y catalizan la reaccidon siguiente (Bisset, 2002): un atomo
de una molécula de oxigeno se incorpora al sustrato, mientras que el otro se reduce a
agua; por ello requiere oxigeno (O2) y nicotiamida-adenina dinucledtido fosfato
(NADPH) para su funcionamiento (Lépez, 2008).

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

detoxificacion del xenobidtico (Snyder y Glendinning, 1996).

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

(Lopez, 2008). Otros autores como Bautista et al. (2007), sefialan que ha existido un

15



aumento de la resistencia en insectos frente a insecticidas piretroides. La resistencia de T.
absoluta frente a cartap demostro, que la mayor participacion de enzimas implicadas en

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

Acetilcolinesterasa

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

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

Fipronil

El fipronil corresponde a una nueva familia descubierta por Rhéne Poulenc, en Ongar
(Reino Unido), cuyas propiedades insecticidas han sido estudiadas desde 1985. Se trata
de un pirazol de ingestion y contacto extremadamente activo, que generalmente necesita
tan s6lo unos pocos gramos de materia activa por hectarea, para controlar diversas
especies de insectos, incluyendo los picadores-chupadores y sobre todo los masticadores,
siendo en principio los coledpteros los mas sensibles, asi como para el control de muchos
insectos del suelo y foliares, también para el tratamiento de semillas y es formulado como
cebo para cucarachas, hormigas y termitas. Es efectivo contra insectos resistentes o

tolerantes a insecticidas piretroides, organofosforados y carbamatos (Salto et al., 2001).

El fipronil posee certificaciones del International Agency for Research on Cancer, The
National Toxicology Program (NTP), American Conference of Governmental Health
Industrial (ACGHI), Occupational Safety and Health Administration (OSHA) que lo
excluyen como producto quimico probable o sospechoso de carcinogénico en humanos
(Gentile et al., 2004).

Modo de Accidén

El fipronil ejerce su accion sobre el sistema nervioso central de los insectos, perturbando

la transmision de los impulsos nerviosos una vez que el producto ha sido absorbido por
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ingestion o contacto (Garzo et al., 2000), blogueando el paso de iones cloro a través de
los canales clorados, regulados por el GABA (&cido gama aminobutirico) que a dosis

suficiente, causa la muerte por hiperexcitacion (Salto et al., 2001).

MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del experimento

El presente trabajo experimental se llevo a cabo en las camaras bioclimaticas y en el
Laboratorio de Toxicologia, ubicado en el Departamento de Parasitologia Agricola de la
Universidad Autobnoma Agraria Antonio Narro en Saltillo Coahuila, México.
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Figura 1. Lugar del Sitio Experimental.

Colecta de material biol6gico en campo

La colecta en campo se llevd a cabo manualmente en lotes comerciales del Municipio de
Celaya en el Estado de Guanajuato. Se colectaron larvas, pupas y adultos de P. xylostella,
las cuales se colocaron en contenedores de plastico y se metieron en hieleras para su
traslado a cajas entomologicas (60 cm x 40 cm x 40 cm) en invernadero para la
eliminacién de entomopatogenos y parasitoides que pudieran estar presentes. Los adultos
se alimentaron con 50 mL de agua azucarada a 16%, con la finalidad de asegurar el
apareamiento y la oviposicion, la alimentacion de las larvas se realizé con plantas de
brécoli de 50 dias de edad. Los individuos se reprodujeron hasta F3 y asi tener individuos
suficientes para su posterior estudio. Como poblacién susceptible se utilizaron individuos
proporcionados, por el Campo Experimental Bajio del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), reproducidos desde 1996 sin

presion de seleccion a insecticidas.
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Insecticida

Se evaluado el desarrollo de la resistencia al insecticida Fipronil utilizando un disefio
experimental completo al azar con 6 concentraciones (5, 3, 1, 0.5, 0.1 y 0.05 ppm) y un

testigo blanco el cual fue agua mas adherente, con 4 repeticiones cada uno.

Figura 2. Concentraciones (5, 3, 1, 0.5, 0.1 y 0.05 ppm) y un testigo blanco (agua mas

adherente).

Bioensayos

Para llevar a cabo la evaluacion del insecticida fipronil se empled el método de inmersion
(IRAC, 2017), utilizando larvas de Plutella xylostella de tercer instar. El cual consistio
en recortar circulos de 6 cm de didmetro de una hoja de brécoli, se sumergieron en la
solucidn en estudio por un tiempo de 10 segundos y se dejaron secar en papel absorbente
durante una hora para eliminar excesos, posteriormente fueron colocadas en cajas petri
provistas de algodon saturado con agua y se transfirieron 10 larvas de P. xylostella por
cada circulo de hoja, mediante un pincel de pelo de camello 000 y se colocaron en una
camara climética a 27 °C, 50% de Humedad relativa (HR) y un fotoperiodo de 16:8 h
luz:oscuridad. Los conteos de mortalidad de las larvas se realizaron a las 24 h a partir del
inicio del experimento. Como criterio de muerte los individuos se les realizo a un estimulo
con un pincel en la parte dorsal, todo aquel que no respondia a dicho estimulo era

considerado como muerto.
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Figura 3. Larvas de Plutella xylostella en hoja de brocoli tratada con insecticida.

Induccion de resistencia

Una vez realizado el bioensayo a la generacion inicial y obtenida la curva de
concentracion-mortalidad, a las siguientes 4 generaciones se le aplico la CL o, realizando
aspersiones mediante un atomizador, asegurandose de tener una cobertura uniforme sobre
las plantas de brdcoli con larvas de P. xylostella. Las aplicaciones se realizaron
semanalmente, con un promedio de dos aplicaciones por generacion. 48 h después de la
segunda aplicacion de cada generacion se tomo una nuestra de larvas de tercer instar, las
cuales fueron colocadas en tubos de eppendorf y se congelaron para posteriormente

realizarles pruebas bioquimicas.

Pruebas bioquimicas
Determinacion de proteina a larvas de Plutella xylostella

La determinacion y cuantificacion de proteina contenida en tejidos es la base para la
realizacion de las pruebas bioquimicas por lo que se determind la cantidad de larvas por
muestra usando el método de Bradford (1984), con el kit-11 de Bio- Rad y ASB (albumina
sérica bovina) como proteina de referencia, Se utilizaron larvas de tercer estadio
colocando ocho muestras en tubos eppendorf con 0.25, 0.50, 0.75, 1, 1.25, 1.50, 1.75y 2
larvas de P. xylostella con 4 repeticiones, se agregaron 500 pL de solucién Buffer (KPO4)
a0.05 M y un pH de 7.2, se trituraron con ayuda de un macerador de tejidos y se aforaron

a 1 mL para emplearlo como fuente de enzima.
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En una microplaca de 96 pozos se agregd en cada cavidad 20 pL de homogenato
posteriormente se adicionaron 80 L de solucion (Buffer KPO4) més 200 pL de colorante
diluido, esto se realiz6 por triplicado para cada repeticion. Se tomaron lecturas de
absorbancia en un lector de microplacas (BioTek EI x 800) utilizando el filtro de 630 nm

y se calcularon los valores de pg mL™ de proteina comprendidos en el rango de 80 a 120

pL.

Figura 4. Determinacion de proteina a larvas de Plutella xylostella.

Preparacion de homogenatos

Una vez determinada la cantidad de muestra en relacion a la proteina, 1.75 larvas = 100
uL de proteina se homogeniz6 en 500 mL de solucién Buffer (KPQOa) y posteriormente se
aforo a1 mL (Brogdon, 1984).

Determinacion de a y p-esterasas

Preparacion de reactivos: Se disolvieron 5.6 mg de a 6 B-naphthyl acetate en 2 mL de
acetona y se adicionaron 8 mL de solucion Buffer (KPO4). Como colorante se utilizd
Fast-blue, pesando 10 mg del mismo y se diluyeron en 10 mL de HO destilada.
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Lectura de absorbancias: En cada pozo de la microplaca, se colocaron 100 pL del
homogenato mas 100 uL de acetato de o 6 B-naftil, se dejo incubar por 10 minutos, pasado
el tiempo, se agregaron 100 pL de Fast-blue, estos pasos se realizaron por triplicado para
cada repeticion de las cuatro generaciones en estudio, se dejaron incubar durante 2
minutos y se corrié en el lector de placas usando un filtro de 540 nm (Brogdon y
Dickinson, 1983).

Determinacion de Glutation-S-transferasa
Preparacion de reactivos: Se disolvieron 0.0122 g de reduce glutation en 20 mL de
Buffer (KPQO4). Para CDNB (1 —cloro- 2,4 dinitrobenceno) se disolvieron 4 mg de CDNB

en 2 mL de acetona + 18 mL de solucion Buffer (KPOa).

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

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

Determinacion de acetilcolinesterasa

Preparacion de reactivos: Se disolvieron 70 mg de acetilcolina — yodisada en 10 mL de
acetonay se aforo con 90 mL de solucion Buffer (KPO4). Parael DTNB (Acido- DitioBis-
Nitrobenozoico) se prepararon 13 mg de DTNB vy se le agregaron 10 mL de solucion
Buffer (KPQOa).

Lectura de absorbancias: Se colocaron 100 pL del homogenato, se agregaron 100 pL
de acetilcolina-yodisada y 100 puL de DNTB, estos pasos se realizan por triplicado para
cada repeticion de las cuatro generaciones en estudio, se corrieron inmediatamente (To)
en el lector de placas usando un filtro de 414 nm, se volvié a correr transcurridos 10

minutos (T10). Para el analisis estadistico las lecturas de absorbancia se les saco la
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diferencia entre ambos tiempos (T10-To) y l0os nimeros negativos se consideraron como
0 (Brogdon, 1988).

Determinacion de oxidasas

Preparacion de reactivos: Buffer de Acetato de sodio (0.25 M): se disolvié 3.32g 3M
de sodio acetato en 37.35 mL de H>O destilada, después se aforé a 40 mL, ajustando el
pH 5. Para el TMBZ (Tetramethyl-Benzidina Dihydrochloride), se disolvieron 20 mg de

TMBZ en 10 mL de alcohol, y se le agrego 30 mL de solucién Buffer acetato de sodio

0.25 M.

Lectura de absorbancias: Se colocaron 100 pL del homogenato, se agregaron 200 pL
de TMBZ y se adiciono una gota (25 pL) de agua oxigenada (H202) estos pasos se
realizaron por triplicado para cada repeticion de las cuatro generaciones en estudio, se
dejo6 incubar por 5 minutos, pasado el tiempo se corrio en el lector de placas usando un
filtro de 620 nm (Brogdon et al., 1997).

Analisis estadistico

Con los datos obtenidos de los bioensayos se realizd una correccion de mortalidad con la
formula propuesta Abbott (1925). Los resultados de la correccién de mortalidad se
sometieron a un Analisis Probit (Finney, 1971) para obtener la curva de respuesta
concentracion-mortalidad, utilizando el programa SAS system for Windows ver 9.0
(SAS, 2002).

Con las absorbancias de cada enzima se realiz6 una distribucion de frecuencias y se
estableci6 el umbral de resistencia. La proporcion de resistencia se estimdé mediante el
namero de medias que excedia dicho umbral y se clasificaron segin Montella et al. (2007)
con pequefias modificaciones como: “inalterado” de 0-5%, “incipientemente alterado” 6-
30%, “moderadamente alterado” de 31-50%, “alterado” de 51-75%, “muy alterado” por
arriba de 76%. Por ultimo, se realizd6 un ANVA, cuando este nos indicd que habia
diferencia significativa entre los tratamientos se aplico la prueba de Tukey (P= 0,05), para

la separacién de las medias, R versién 3.3.1.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Bioensayos

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos de la respuesta al insecticida fipronil
de la generacion inicial de P. xylostella, con una CLso de 0.482 ppm y una CL2o de 0.095
ppm, la cual se aplico a las siguientes 4 generaciones para inducir el desarrollo de
resistencia a este insecticida. Estos resultados son superiores a los reportados por Barrera
et al. (2006) en un estudio realizado en el Estado de Guanajuato donde reporté una CLsg
de 0.03 ppm, por lo cual se puede deducir que a través del tiempo P. xylostella ha

presentado un incremento en el desarrollo de resistencia a este insecticida.

Tabla 1. Concentracion letal, limites fiduciales y ecuacion de prediccion de fipronil

aplicado a la generacién inicial de larvas de Plutella xylostella.

) CLso L20 L
Generacion LFI - LFS Ecu. Prediccion
(ppm) (ppm)
Inicial 0.482 0.383-0.615 0.095 y= 0.3786+1.1954

CL=Concentracién letal; LFI=Limite Fiducial Inferior; LFS=Limite Fiducial Superior

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos de la respuesta al fipronil en una
generacion inicial, cuatro generaciones posteriores y una linea susceptible. La CLso fue
de 0.482, 0.434, 1.163, 1.430 y 0.963 ppm para la generacion inicial y las generaciones
1, 2, 3y 4 respectivamente. Observandose un aumento en la proporcion de resistencia de
la generacion inicial a la 3 donde se alcanzd un factor de resistencia de 14.59 veces con
base a la linea susceptible, ya que se sabe que P. xylostella tiene una gran capacidad para
desarrollar resistencia rapidamente a casi todas las clases de insecticidas. Mientras que
para la generacién 4 este se vio reducido a 9.83 veces lo cual se puede debera que la
presion de seleccion de la CLao (0.095 ppm) fue insuficiente para el desarrollo de
resistencia para esta generacion y por tal motivo se vio reducida. Sayyed y Wright, (2004)
reportaron un valor bajo de heredabilidad (0.18) para fipronil, lo que indica una baja
variacion genética para la resistencia a este insecticida. Pu et al. (2010) reportaron un
factor de resistencia de 357 veces en la cuarta generacion en una poblacion de P.
xylostella sometida a presion de seleccion al insecticida abamectina, por lo que se puede
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considerar que el desarrollo de resistencia a fipronil es mas lento que al de abamectina.
Por otro lado, Abbas et al. (2014) obtuvieron una proporcién de resistencia para este

mismo insecticida de 140.25 veces en 11 generaciones en estudio sobre Musca domestica.

Tabla 2. Concentracidn letal, limites fiduciales y ecuacion de prediccion de fipronil

aplicado a la linea susceptible de larvas de Plutella xylostella.

Generacion Clso LFI-LFS Cleo Ecu. Prediccion P.R
(ppm) (ppm)
Linea susceptible  0.098  0.040-0.198 0.643 Y=1.5829 +1.5715 -
Inicial 0.482 0.383-0.615 5.693 Y= 0.3786 £1.1954 4.92
1 0.434 0.113-1.700 3.54 Y=0.509 + 1.407 4.43
2 1.163 0.428-2.629 920 Y=-0.096 +1.429 11.87
3 1430 0525-2.623 6.82 Y=-0.293+1.889 14.59
4 0.963 0.137-6.092 3251 Y=0.013+0.838 9.83

CL=Concentracion letal; LFI=Limite Fiducial Inferior; LFS=Limite Fiducial Superior;

P.R=Proporcion de resistencia.

Pruebas bioquimicas

Para la determinacion de los niveles enzimaticos se obtuvo el célculo de la cantidad de
proteina contenida en larvas de P. xylostella y asi obtener el nimero de individuos por
muestra, de 0.25 a 1 larva su contenido de proteina fue por debajo del intervalo requerido
(80 a 120ug), mientras que de 1.25 a 2 larvas estan dentro del limite permitido;
seleccionando 1.75 larvas como ndmero de insectos para la fuente de enzima (Figura 1).
Respecto a la fuente de enzima, Bradford (1976) menciona que valores fuera del rango
no son confiables para la cuantificacion de proteina en tejidos. En tanto que Dary et al.
(1990) reporta que existe estrecha relacion entre tamafio de muestra y cantidad de
proteina, por lo que se pueden presentar diferencias en los resultados obtenidos.
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Figura 5. Absorbancias de proteina en homogenatos de Plutella xylostella en diluyente
buffer de fosfato (pH: 7.2).

En la Tabla 3 se muestran las medias de absorbancia para a-Est y B-Est, donde se observa
gue en ambas enzimas hay diferencia significativa entre las generaciones en estudio de P.
xylostella sometidas a una presion de seleccion (CL2o= 0.095ppm) con fipronil. a-Est
presentd una mayor expresion para la Linea Susceptible (LS) con una media de 3.572,
seguido de la generacion 4 con una media de 3.563, mientras que la generacién 1 presento
el valor m&s bajo para tal enzima con una absorbancia media de 3.467. Mientras que para
B-Est se observo su mayor contenido en la generacion 4 con valor medio de 3.581; la
generacion 1 expreso la absorbancia menor para $-Est con una media de 3.429 (Tabla 3).
En P. xylostella, niveles elevados de Est se correlacionan con la resistencia a
organofosforados, carbamatos, piretroides, indoxacarb, avermectina, y benzoilurea
(Sayyed y Wright, 2006; Eziah et al., 2009; Furlong et al., 2013).

Tabla 3. Comparacion de medias del contenido de B y a-esterasas en 4 generaciones de

Plutella xylostella y una linea susceptible.
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Generacion a-Esterasas B-Esterasas

Media + SD Media + SD
Linea Susceptible  3.5728 £ 0.0618 a 3.5286 £ 0.0519 a
1 3.4672 £ 0.0587 b 3.4290£0.0731 b
2 3.4975+ 0.0486ab  3.5147 + 0.0482 ab
3 3.5407 £0.0351ab  3.5801 + 0.0365 a
4 3.5634 + 0.0802 a 3.5811 + 0.0957 a

SD= Desviacion estandar

En lo referente a ATCh se observa que no hay diferencia significativa entre las
generaciones evaluadas. La Generacién 3 se expresd un mayor contenido para esta
enzima con una media de 0.0026, por otro lado, la Linea Susceptible reporto un contenido
nulo para ATCh (Tabla 4). Bisset (2002) menciona que este mecanismo produce un
amplio espectro de resistencia a la de los organofosforados y en mayor medida a los

carbamatos.

Tabla 4. Comparacion de medias del contenido Acetilcolinesterasa en 4 generaciones

de Plutella xylostella y una linea susceptible.

Generacion ATCh
Media £ SD
Linea susceptible  0.0000 + 0.0000 a
1 0.0014 + 0.0043 a
2 0.0008 £ 0.0026 a
3 0.0026 £ 0.0080 a
4 0.0005 + 0.0016 a

SD= Desviacién estandar

Por su parte para las enzimas GST y Oxidasas se presenta diferencia significativa entre
las generaciones en estudio. La Generacion 4 present6 el valor maximo de absorbancias

para GST con una media de 0.0186, mientras que la Linea Susceptible reporté el valor
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mas bajo para esta enzima con 0.0005. La sobreexpresion de glutation S-transferasa es
responsable de la resistencia a los organofosforados, piretroides, y diamidas, asi como
indoxacarb (Furlong et al., 2013; Hu et al., 2014a). En el caso de Oxidasas se tiene que
la Generacion 4 presentd un mayor contenido con una media de 3.325 y observandose el
menor contenido para la Generacién 2 con una absorbancia media 0.467 (Tabla 5). El
aumento de las actividades Oxidasas contribuye a la resistencia a carbamatos, piretroides,
analogos de nereistoxina, y diamidas (Bautista et al., 2009; Furlong et al., 2013; Hu et
al., 2014b).

Tabla 5. Comparacion de medias del contenido de Glutation-S-Transferasas y Oxidasas

en 4 generaciones de Plutella xylostella y una linea susceptible.

Generacion GST Oxidasas
Media £ SD Media £ SD
Linea susceptible  0.0005 + 0.0016 b 2.5098 + 0.2902 c
1 0.0157 £ 0.0079 a 0.6395 +0.0376 d
2 0.0163 + 0.0043a  0.4676 = 0.0559 d
3 0.0103+0.0110ab  2.8896 +£0.2480 b
4 0.0186 + 0.0143 a 3.3256 + 0.1511 a

SD= Desviacion estandar

En la Tabla 6 se muestran las proporciones de resistencia de cada enzima y su
clasificacion segun Montella (2007), durante cuatro generaciones de P. xylostella
sometida a presion de seleccion a fipronil, donde existen algunas diferencias en la
respuesta bioquimica entre generaciones, debido a que la expresion enzimatica puede
variar dependiendo el tiempo posterior a la exposicion al insecticida. Trabajos previos
mencionan, que Esterasas tienen mayor expresion durante las seis primeras horas
posteriores a la aplicacion del insecticida, en tanto que Glutation S-tranferasas presenta
su mayor actividad después de las 24 horas, asi mismo se reporta que cuando la resistencia
se desarrolla hasta cierto punto, se pueden observar respuestas insensibles de las enzimas,
lo que puede deberse a la constitucion de una actividad enzimatica superior (Hu et al.,
2014).
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Durante 4 generaciones Glutation-S-Transferasas es el principal mecanismo de
detoxificacion al fipronil con un valor del 83.33%, considerandose “muy alterado”, esto
concuerda a lo mencionado por Hu et al., (2014), quien menciona que esta enzima juega
un papel importante para la detoxificacion de insecticidas en esta plaga. Oxidasas fue el
segundo mecanismo mas importante para la detoxificacion de xenobioticos con un
porcentaje del 41.65 % (moderadamente alterado), por otro lado B-Est y ATCh no tienen
accion importante, dado que la proporcion de resistencia fue muy baja con 5.55y 11.1%

respectivamente y una clasificacion inalterada e incipientemente alterada.

Tabla 6. Proporcion de resistencia del contenido de enzimas en 4 generaciones de

Plutella xylostella.

Generacion a-Esterasas B-Esterasas Ach GST Oxidasas
1 11.11 0 11.1 100 0
2 33.33 0 11.1 55.55 66.6
3 44.44 22.22 11.1 7777 100
4 0 0 11.1 100 0
Promedio = 22.22 5.555 111 83.33 41.65
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye lo siguiente:

P. xylostella es un insecto que desarrolla rapidamente resistencia a fipronil, pero de igual
manera puede existir una pérdida de resistencia si no se tiene una presion de seleccion

constante entre una generacion y otra.

Glutation S-tranferasas es el principal mecanismo de detoxificacion a fipronil en P.
xylostella, sin embargo, se presentdé una insensibilidad enzimatica cuando hubo un
aumento en la resistencia y por tal motivo la expresion de oxidasas incrementé por lo que

se le puede considerar como una actividad enzimatica mayor.
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