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Resumen
Tetranychus urticae es la plaga mas importante en el cultivo del rosal, ya que reduce la
calidad de la produccién e incrementa los costos de manejo, en consecuencia, los
acaricidas se han utilizado ampliamente para su control. La aplicacion frecuente de
productos quimicos junto con varios aspectos biolégicos de esta especie, ha llevado al
desarrollo de resistencia a las diferentes materias activas utilizadas para su control. Por lo
anterior se realizaron pruebas de susceptibilidad para la determinacion de resistencia en
hembras adultas de T. urticae a los acaricidas, abamectina, acequinocyl, clorfenapir y
extracto de Cinnamomum zeylanicum, también se realizaron pruebas bioquimicas para
cuantificar a y P esterasas, oxidasas, glutation S-transferasas y acetilcolinesterasa
(enzimas relacionadas con la resistencia a insecticidas) sobre tres poblaciones de
Tenancingo, Estado de México y una linea susceptible. La investigacion se realiz6 en 2021
en el Departamento de Parasitologia, para la evaluacion de los acaricidas se empled la
técnica de inmersion en hoja. Los resultados demuestran que la poblacion que presenta
tendencia a desarrollar resistencia al acaricida abamectina es la L3 (Rancho Lizflor),
mientras que las poblaciones L1 (Rancho Los Pilares) y L2 (Rancho Isoflor) presentan
tendencia hacia el acaricida acequinocyl, por lo que se recomienda la disminucion de las
aplicaciones y rotacion de acaricidas de distinto grupo toxicoldgico. Para el resto de los
acaricidas no se reporta resistencia en ninguna de las poblaciones en estudio, por tal
motivo se les puede considerar efectivos para el control de T. urticae en Tenancingo,
Estado de México. En lo referente a las enzimas, las a-esterasas, B-esterasas y Oxidasas,
ademas de la Acetilcolinesterasas son las enzimas con mayor presencia, a las cuales se les

puede atribuir la resistencia en Tetranychus urticae.



Abstract
Tetranychus urticae is the most important pest in rose cultivation, since it reduces the
quality of production and increases management costs, consequently, acaricides have been
widely used for its control. The frequent application of chemical products together with
various biological aspects of this species has led to the development of resistance to the
different active materials used for its control. Therefore, susceptibility tests were carried
out to determine resistance in adult females of T. urticae to acaricides, abamectin,
acequinocyl, chlorfenapyr and Cinnamomum zeylanicum extract, biochemical tests were
also carried out to quantify o and B esterases, oxidases, glutathione S-transferases and
acetylcholinesterase (enzymes related to resistance to insecticides) on three populations
of Tenancingo, State of Mexico and a susceptible line. The research was carried out in
2021 in the Department of Parasitology, for the evaluation of the acaricides the leaf
immersion technique was used. The results show that the population that shows a tendency
to develop resistance to the acaricide abamectin is L3 (Rancho Lizflor), while populations
L1 (Rancho Los Pilares) and L2 (Rancho Isoflor) show a tendency towards the acaricide
acequinocyl, so recommends the reduction of applications and rotation of acaricides from
different toxicological groups. For the rest of the acaricides, resistance is not reported in
any of the populations under study, for this reason they can be considered effective for the
control of T. urticae in Tenancingo, State of Mexico. Regarding enzymes, a-esterases, [3-
esterases and Oxidases, in addition to Acetylcholinesterases, are the enzymes with the

greatest presence, to which resistance in Tetranychus urticae can be attributed.



Introduccion

La republica mexicana es considerada como una importante zona productora de
ornamentales de corte, en el afio 2020 se cortaron cerca de nueve millones de gruesas, su
importancia es tan valorada, que se estima que aporta un 25% de la produccion nacional
de ornamentos (SADER, 2021). Los rosales desde épocas antiguas son considerados como
plantas peculiares, las cuales son de gran valor dentro del mundo de las flores cortadas,
en la actualidad ha tenido una gran demanda, ya es cultivada a grandes extensiones, tanto
en invernadero como a campo abierto. Su extraordinario atractivo, asi como la gran
variedad de sus tonalidades y combinaciones de colores vistosos, sin dejar de lado su
fragancia y la inmensa diversidad, hacen de las rosas un elemento muy valorado, por
consecuencia ocupa un excelente lugar dentro de la decoracion y el gusto del publico
consumidor (Yong, 2004). Este cultivo es de mucha importancia en la floricultura y en la
jardineria, se encuentra dentro de la flor mas demandada y cultivada, ademas de que se le
considera “la reina de las flores”. Por otro lado, la arafia roja también conocida como la
arafia de dos manchas, Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae), posee un
extenso gusto por las plantas hospedadoras y es una plaga severa en varios cultivos, dentro
de la republica mexicana y en todo el mundo, teniendo un gusto especial por los rosales
(Tehri, 2014). La arafia roja se alimenta principalmente del mesoéfilo de las hojas de este
ornamento, como consecuencia reduce de manera significativa la tasa fotosintética,
resistencia estomatica y la tasa respiratoria, también afecta de manera directa el
crecimiento del cultivo, la calidad de la floracion y el potencial productivo de los cultivos
que ataca (Goff et al., 2014). EI impacto econdmico que este acaro produce en diversos
sistemas de produccidn agricola y los métodos de control que se utilizan en la actualidad,
se basan de manera casi exclusiva, en el uso de productos quimicos, pero ya esta
comprobado que su efectividad para el control de esta plaga es inestable (Modarres, 2012).
A causa de su capacidad efectiva de multiplicarse, su ciclo biolégico muy corto y el uso
indiscriminado junto con la falla aplicacién de acaricidas, ha llevado inevitablemente al
desarrollo de resistencia. Sin embargo, la aplicacion de agroguimicos para el combate de
las poblaciones de acaros, se considera indispensable para poder mantener por debajo de
los umbrales econdmicos esta plaga, por consecuencia las moléculas activas novedosas y

con nuevos modos de accién se convierten en parte esencial para el uso en los programas



de gestion de la resistencia a plaguicidas (Nauen et al., 2003). El problema radica en que
después de solo pocas aplicaciones de estos compuestos quimicos, las poblaciones de los
acaros comienzan a generar resistencia, tan solo poco después de algunas generaciones
(Pascual, 2014). El registro de la resistencia a un agroquimico debe considerarse crucial
en el manejo de las poblaciones plaga, por tal motivo, desde hace ya varios afios, se han
venido desarrollando novedosas técnicas y metodologias para poder detectar a tiempo la
resistencia, se pueden encontrar dentro de estas técnicas las pruebas de concentracion
maultiple, las cuales se expresan en términos de concentracion letal media (CLso), perfiles
de ADN (Acido Desoxirribonucleico), dicha técnica nos permite detectar los genes a los
cuales se les atribuye la resistencia a plaguicidas y las pruebas bioguimicas, que se usan
para poder determinan la presencia y cantidad de diversas enzimas, las cuales son la
inmediatamente responsables de crear resistencia. Dicho lo anterior y debido a la
importancia que presenta esta plaga, es necesario conocer los niveles de enzimas que
poseen los acaros, para poder tolerar o detoxificar acaricidas, por lo cual es necesario
realizar estudios de toxicologia y de esta manera poder identificar que moléculas activas
pueden ser mas eficaces para el control de la plaga y en base a esto, poder brindar al

floricultor las recomendaciones de manejo de las poblaciones mas eficiente y adecuado.

1.1 Objetivo general
Determinar la variacion en la susceptibilidad de Tetranychus urticae a acaricidas y el rol

que tienen las enzimas detoxificativas que le confieren resistencia

1.2 Objetivos especificos
= Determinar la susceptibilidad de cuatro poblaciones de Tetranychus urticae a
diferentes acaricidas.
» Cuantificaciébn de mecanismos enzimaticos que se asocian a la resistencia de

Tetranychus urticae

1.3 Hipotesis
= La susceptibilidad de Tetranychus urticae estara asociada al menos al 50 % de los
acaricidas en estudio.

= | 0s mecanismos de resistencia estaran asociados al menos a dos enzimas en estudio.



Revision de literatura

2.1 Importancia del Rosal

La inmensa diversificacion de colores, el agradable aroma y la disponibilidad durante todo
el afio, asi como su peculiar presentacion hace de las rosas una flor especial,
principalmente como adorno, al mismo tiempo un hermoso regalo y son imprescindibles
en cualquier celebracion. Los rosales son denominados como ornamentales, pero también
se utilizan para la extraccion de aceites esenciales que son de gran valor dentro de la
industria de los cosméticos y farmacéutica. De igual manera se usan para la elaboracion
de infusiones o te, considerdndose como un buen relajante y antioxidante. (SADER,
2022). Ademas de ser muy apreciada y por excelencia una de las mas populares en el
ambito de los ornamentales y la més cultivada a nivel mundial, debido a su insuperable

belleza y excelente demanda en el gusto de los consumidores de este producto.

2.1.1 Antecedentes

La rosa se cree que es originaria de China, existen escritos donde se habla de su belleza
desde hace mas de cuatro mil afios. En su proceso de expansion, la rosa llego a la India,
Persia, Grecia, Italia y Espafia. Posteriormente, en 1815 llego a Francia en donde se
aprovech6 al maximo este cultivo. Diez afios después ya se conocian mas de 5 000
variedades (De La Cruz, 2014). Esta especie era considerada por los sirios, egipcios y
romanos como simbolo de belleza, quienes hacian uso de sus pétalos como ornamentos,
asi mismo se les podia encontrar como jardines denominados Rosetum (Gomez, 2015).
Afios més tarde las rosas fueron traidas a América por sajones e hispanos, en el presente
se cultivan en varios paises del continente, entre los mas importantes debido a su
produccidn se encuentra Colombia, Ecuador, Estados Unidos de Norteamérica y México.
Este cultivo posee una larga y colorida historia como simbolo de amor y belleza, teniendo
su importancia para los floristas en la decoracion (Valquiria et al., 2020). En la
floricultura, la rosa juega un papel importante, ya que cumple con los criterios exigidos
por el mercado tanto nacional como de exportacion, manteniendo su buena calidad y asi
considerando su gran popularidad dentro del mercado y el gusto de los consumidores
(Yong, 2004).



2.1.2 Importancia econdémica
En 2020 la derrama econémica que alcanzo la produccion fue de 4 748 millones de pesos
y 25.5 millones de gruesas (SADER, 2020). El Estado de México, seguido de Puebla,
Morelos y Michoacan en orden de importancia, en 2020 en conjunto lograron obtener 655
millones de pesos, representando el 57% total del valor de la produccion que se genero
dentro del territorio nacional (SADER, 2021). Esto refleja el hecho de que la produccion
de flores es un componente importante que contribuye a la generacion de ingresos y

empleos (Baudoin et al.,2007).

2.1.3 Taxonomia

Orden: Rosales
Familia: Rosaceas
Tribu: Roseas
Género: Rosa
Especie: Rosa sp. L

2.1.4 Produccion de rosa en México
Dentro de nuestro pais se cultivan una gran variedad de formas, colores y aromas que
tienen una excelente demanda, principalmente en las celebraciones como son el 10 de
mayo “Dia de la Madre” y 12 de diciembre. Los floricultores mexicanos aportan con al
menos 41 clases de ornamentales, la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural
comunico que la produccién nacional de estas flores esta garantizada con 32 millones de
gruesas, con una superficie anual de aproximadamente 15 mil hectareas, las cuales estan
distribuidas en 20 entidades. (SADER, 2021). En 2020, durante el ciclo de primavera-
verano se registraron las mayores cosechas para este pais, la cual aporto 311 millones de

pesos mexicanos, representando un total del 27 %.

2.1.5 Produccion de rosa en Estado de México
El Estado de México se situa como principal lider en la produccion de rosas de corte,
aportando un valor econdmico en su produccion en el 2020 de 1 289 millones de pesos,

ocupando un poco mas del 70% del total a nivel nacional. (SADER, 2021).



2.2 Araia roja (Tetranychus urticae).

El acaro de dos manchas es considerada una de las principales plagas de mayor
importancia econdmica, que ataca una amplia variedad de cultivos, tanto al aire libre como
cultivos protegidos (IRAC, 2022); estas poblaciones se hospedan en el envés de las hojas,
donde forman una telarafia de seda que estas mismas producen y que les sirve para
acondicionar un microclima el cual es benéfico para su 6ptimo desarrollo y asi mismo les
brinda proteccion contra depredadores. Las condiciones climéaticas como radiacion,
temperatura y humedad son primordiales para el desarrollo de los &caros, formando focos
de infestacion en los cultivos que atacan y provocando dafios severos en la calidad y
cantidad de las flores (Nyalala et al., 2013). Las caracteristicas que le permiten ubicarse
como una plaga agricola de gran importancia, son su pequefio tamafio, su ciclo biolégico
corto, reproduccién arrenotdcica, abundante descendencia, la facil diseminacion, la

adaptacion a diversos ambientes y condiciones ecoldgicas (IVIA, 2010; IRAC, 2022).

2.2.1 Clasificacion taxondmica

Orden: Prostigmata
Familia: Tetranychidae
Género: Tetranychus
Especie: T. urticae Koch
FAO (2013).

2.2.2 Ciclo de vida de T. urticae
La arafia de dos manchas se identifica con cinco fases de desarrollo biolégico, como son:
1. Huevo, 2. Larva, 3. Protoninfa, 4. Deutoninfa y 5. Adulto, en cada una de estas etapas
se presenta un periodo quiescente o fase inactiva conocida como protocrisalis,
deutocrisalis y teliocrisalis, en cada una de estas etapas de quiescencia se separa el
exoesqueleto del acaro y de esta manera puede incrementar su tamafio y llegar a la etapa
de adulto (Figueroa, 2005). Por consecuencia, en las etapas larvales y ninfales se presenta
un periodo activo y uno pasivo, ademas de una fase de dormancia a la cual se le denomina

como crisalida, para poder realizar su reproduccién lo hacen en el envés de las hojas,



creando un microclima con su telarafia y colocando los huevos para dar origen a su nueva
descendencia (Reyes et al., 2011). La hembra en estado adulto alcanza una longitud de
0.5 a 0.6 mm, su coloracion depende de las caracteristicas ambientales en el que se
desarrolla, a su régimen alimenticio, a su estado de desarrollo entre otras, pueden ser
amarillentas, rojizas o marrones, poseen dos manchas de color rojo oscuro en los laterales
(Figueroa, 2005). A simple vista parecen puntos rojos colocados en el envés de las hojas,
con una produccion abundante de seda crean un microclima en la hoja para su desarrollo
y proteccion contra depredadores, se les puede observar junto a colonias de larvas, ninfas,
huevos y machos (Ledesma y Villabona, 2013). Los machos son mas pequefios en
comparacion con las hembras y poseen una coloracién mas clara, su cuerpo fusiforme y
las patas mas largas (Garcia, 2005). Los machos se encuentran generalmente cerca de las
hembras adultas, esperando el momento para poder llevar a cabo la copula, tan solo una
unién basta para poder ser fertilizados y de esta manera dardn paso a una nueva
descendencia de machos y hembras, sin embargo, las hembras que no han sido fecundadas
producen solo machos, los huevecillos son de forma esférica, de color blanquecino y muy
brillantes (German, 2015) El desarrollo exitoso de la especie es dependiente de factores
climéaticos como son, la humedad y temperatura, importantes para el desarrollo en cada
una de sus etapas bioldgicas, esta ya descrito que no hay desarrollo a temperaturas de 2°C
y sobre los 40°C, una temperatura ideal que garantizas su buen desarrollo oscila en los
30°C, la baja humedad es otro de los factores de gran importancia en el crecimiento de la
especie, ya que contribuye a la puesta de huevos y puede estar activa durante todo el afio
(Larrea, 2014).

2.2.3 Dafios
El acaro de dos manchas reduce significativamente la fotosintesis, afecta la apertura
estomatica, incrementa la transpiracion y afecta el contenido de clorofila (Landeros et al,
2010). Esta especie utiliza su aparato bucal para penetrar en las células vegetales,
principalmente en el envés de las hojas de esta manera succiona el contenido celular, cada
minuto que se alimenta puede destruir hasta dos docenas de células (IRAC, 2022). Los
primeros sintomas de dafio que esta plaga ocasiona se visualizan como manchas
amarillentas a blanquecinas, alrededor de la nervadura central y puntos cafés en el haz,

los dafios mas graves tienen impacto en el desarrollo de la planta, reduciendo la calidad



del boton floral, siendo el dafio més importante ya que es la parte del cultivo que se
comercializa (Meza, 2014; IRAC, 2022). Cuando las poblaciones de este acaro son muy
elevadas provocan defoliacion severa, incluso puede provocar la muerte de la planta
(Forero, 2008).

2.2.4 Control
El control de T. urticae en los cultivos que ataca, incluyendo los rosales, desde hace mucho
tiempo se hace mediante el uso de agroquimicos, estos desempefian un papel importante
en el control de las poblaciones de estos acaros plaga (Van de Vrie et al.,1972). La
utilizacion de plaguicidas en sus inicios fueron excelentes métodos de control, sin
embargo, en la actualidad el resultado suele ser poco efectivo, ademas de provocar dafios
al ambiente por el uso excesivo e inadecuado. Por lo antes mencionado en la actualidad
se buscan métodos de control mas sostenibles y que resulten ser mas efectivos, como el

uso de control biologico (Stavrinides et al., 2010).
2.2.5 Resistencia de T. urticae

El uso excesivo de agroguimicos en combinacion con las caracteristicas biologicas de la
especie, como la abundante descendencia, ciclo de vida corto, tipo de reproduccién
arrenotoquia y la rapida habilidad de sobrevivencia, contribuyen a los altos niveles de
resistencia (Van et al., 2013). Esta especie es resistente a mas de 90 compuestos que
pertenecen a diferentes clases quimicas y se han documentado 460 casos en todo el mundo
(Sparks y Nauen, 2015; Piraneo et al., 2015). En varios estudios se ha informado el
desarrollado de resistencia a la abamectina y en algunos casos los estudios de sinergia y
los ensayos bioguimicos indican la posible participacion de las enzimas de detoxificacion
(Yorulmaz y Ay, 2009). Kwon et al. (2010a) informaron que la resistencia a la abamectina
en poblaciones de este acaro estaba asociada a una elevada actividad de esterasas y del
P450. También se ha indicado que los niveles altos de oxidasas presentes en esta especie
son capaces de metabolizar a la abamectina (Riga et al., 2014). En las ultimas dos décadas
al igual que en los insectos, se cree que el aumento de la actividad de las enzimas de
desintoxicacién, como oxigenasas, esterasas y glutation-S-transferasa, tienen un papel
importante en la resistencia (Yorulmaz y Ay, 2010). Como resultado de lo anterior, se le

considera como una de las especies mas resistentes en términos de la cantidad de



productos quimicos a los que sus poblaciones se han vuelto resistentes, por tal motivo su

control se ha convertido en un problema severo en muchas partes del mundo.

2.3 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”. Esta definicion es distinta a la de otras publicadas, pero IRAC
considera que representa la definicion mas precisa. “Para llegar a crear resistencia puede
ser por el “uso abusivo” o “mal uso” de un insecticida o acaricida en el control de una
plaga, que resulta en la seleccion Darwiniana de formas resistentes de la plaga y la
consiguiente evolucion de las poblaciones que se convierten en resistentes a ese
insecticida o acaricida” (IRAC, 2021).

2.3.1 Tipos de resistencia
Dentro de los mecanismos méas destacados que ocurren en artrépodos son el sitio
insensible y el tipo de resistencia metabolica, mientras que la fisioldgica es la
consecuencia de la interaccion de estos factores que incluye la penetracion disminuida,
secuestro y excrecion (FAO, 2013).

De acuerdo a la clasificacion de Miller (1988) se puede encontrar:

e Resistencia por comportamiento: “donde el artropodo no entra en contacto con
el insecticida”. También conocida como resistencia de conducta, puede ser
cualquier modificacién en el comportamiento de la plaga que le va a ser de utilidad
para poder evadir los efectos letales de los plaguicidas, que cuando sea expuesto a
una dosis letal sera eliminado, por el contrario, aquellos individuos que logren
evadir la exposicion podran sobrevivir y cumplir con su ciclo biologico, al mismo
tiempo que desarrollaran una poblacion resistente a esta caracteristica de
comportamiento (FAO, 2013)

e Resistencia de penetracion: “la composicion del exoesqueleto se modifica
inhibiendo o evitando la penetracion de insecticida”. La cuticula del insecto retarda

la penetracion del insecticida en su cuerpo.



¢ Resistencia metabolica: “la via metabolica del artropodo se cambia de manera

que detoxifica al producto quimico”.

En la actualidad los insectos son tan versatiles que se adaptan al medio en el que se
desarrollan, esta caracteristica es provista por el fenbmeno de induccién. Este proceso
consiste en que mediante un estimulo quimico induce la actividad del sistema de
detoxificacion con la produccion de enzimas. Una vez que el insecticida entra al
organismo del insecto desencadena una serie de reacciones por las cuales adquiere grupos
funcionales, que en una segunda etapa le va a permitir conjugarse con sustancia endégenas
y de esta manera dar origen a compuestos mas polares que van a ser insolubles en lipidos
y debido a esta caracteristica mas faciles de excretar, en algunos casos no ocurre la primera
etapa, ya que en su estructura pueden poseer grupos funcionales los cuales le van a
permitir realizar de manera directa las reacciones de la segunda etapa (Sotolongo y Vidal,
1988, Bisset, 2002).

2.3.2 Verificacién de resistencia
En la actualidad existen una gran variedad de métodos y condiciones para poder verificar

la resistencia de alguna especie de interés agronémico.

e Pruebas de dosis de discriminacion: este método ha sido ampliamente aplicado
para dar seguimiento a la resistencia, especialmente donde se hace uso
indiscriminado de insecticidas, siendo una herramienta de facil y efectiva
aplicacion. El objetivo de este ensayo es “determinar donde el estatus de la
susceptibilidad de la poblacion haya cambiado”, sin embargo, para que se pueda
detectar la resistencia de individuos, la frecuencia del gen deber ser mayor al uno
por ciento (FAO, 2013).

e Pruebas de respuesta de dosis: este es el clasico bioensayo que se usa para
evaluar que tan susceptible es una poblacion a un compuesto, dentro de un rango
de dosis de mortalidad del cinco al noventa y cinco por ciento para el caso de
insecticidas. Esta herramienta es Gtil antes de realizar aplicaciones con productos
a grandes extensiones (FAQO, 2013).

e Pruebas bioquimicas e inmunologicas: esta tecnica es usada para la

identificacion de las enzimas involucradas en la desintoxicacion que se asocian o



10

dan resistencia a especies plaga, donde hacen uso de sus anticuerpos para poder
degradar con mayor rapidez el toxico (FAO, 2013).
¢ Relacion entre resultados del bioensayo y comportamiento en campo: esto va
ser de gran utilidad para poder estimar el descenso en la susceptibilidad de la plaga
y el comportamiento que se obtenga en campo (FAO,2013).
2.4 Enzimas asociadas a la resistencia
En el metabolismo de los insecticidas participan principalmente cuatro familias

importantes las cuéles se describiran a continuacion.

2.4.1 Esterasas

Las esterasas hidrolizan enlaces éster de acidos grasos de cadena corta, menor o igual a
diez carbonos, estos son solubles en agua, se encuentran distribuidas en diferentes tejidos
catalizando reacciones de hidrolisis de carboxiesterasas, amidasas y fosfatasas. La
interaccion de las enzimas y el plaguicida da origen a la accion que ejerce el toxico en el
organismo y una respuesta de defensa por parte del cuerpo que busca eliminar la sustancia
(Gilham y Lehner, 2005; Kwon, 2011). Su actuacion dentro de la bioquimica consiste en
la unidn rapida al insecticida y la liberacién lenta de metabolitos, es decir secuestran al
insecticida antes de que este pueda llegar a su sitio de accidn, para que este mecanismo
suceda necesita una elevada presencia de esta enzima debido a la estequiometria de la
reaccion, dando origen a la saturacion de enzimas y como consecuencia el desarrollo de
la resistencia. Estas enzimas son capaces de soportar amplios rangos de pH presencia de
solventes organicos, estabilidad a elevadas temperaturas y especificidad de sustrato. Por
otra parte, las carboxilesterasas y fosfotriesterasas poseen cierta discrepancia en sus
reacciones de detoxificacion debido a la accion que tienen los organofosforados y debido
a que tan solo una molécula de fosfotriesterasa es capaz de hidrolizar varias moléculas de
organofosforados, en cambio una sola carboxilesterasa hidroliza el toxico (Sogorb y
Vilanova, 2002).

2.4.2 Glutation S-Transferasa
La enzima glutation S-transferasa (GST) es la encargada de catalizar la conjugacion de la
glutation enddgeno a una variedad de compuesto electrofilico, de esta manera da

proteccién a las proteinas y los acidos nucleicos de las consecuencias toxicas de una
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reaccion covalente con el insecticida. El enlace incrementa la solubilidad del compuesto
y de esta manera facilita la evacuacion del toxico del organismo del insecto (Ezemonye y
Tongo, 2010; Enayati et al., 2005; Yang et al., 2001). Numerosas investigaciones han
informado la presencia elevada en la actividad de esta enzima, tal presencia se ha asociado
y demostrado ser el factor responsable de la resistencia a muchos insecticidas, también se
le ha responsabilizado de la resistencia a organofosforados y organoclorados a través de
la dehidroclorinacion en insectos. Las enzimas protegen a la célula contra los toxicos,
neutralizandolas y haciendo que el producto sea mas soluble en agua. Por lo tanto, esta
enzima ha sido util como indicador de exposicion a plaguicidas (Shi et al. 2012;
Ezemonye y Tongo, 2010; Hayes et al. 2005; Guengerich,1963).

2.4.3 Oxidasas de funcion maltiple

Conocidas también como citocromos P-450 o monooxigenasas, implicadas en el
metabolismo de compuestos exdgenos como plaguicidas. Son una familia de
hemoproteinas las cuales son las precursoras del metabolismo oxidativo de componentes
tanto exdgenos como enddgenos. Este tipo de enzimas se encuentran de manera natural
en el metabolismo del insecto, estan involucradas en los procesos de detoxificacion (Scott
y Wen, 2001). Se ubican en el reticulo endoplasmatico liso dentro de las células (Bisset,
2002; Lopez, 2008). Este sistema enzimatico se asocia a la detoxificacion de numerosos
plaguicidas, principalmente piretroides, carbamatos y organofosforados, ademas de que
se les implica en la resistencia cruzada a mas de un insecticida, estas enzimas resultan ser
un buen elemento para iniciar estudios de resistencia de tipo metabdlica en insectos (Scott
y Wen, 2001; Lépez, 2008; Bautista et al. 2009).

2.4.4 Acetilcolinesterasa
Es la enzima de mayor importancia por la funcion que cumple dentro del sistema nervioso
al catalizar la hidrolisis del neurotransmisor Acetilcolina. La enzima AChE es la clave
principal para organofosforados y carbamatos (Vontas et al. 2002). Existen maultiples
formas mutantes de la acetilcolinesterasa en la que el insecticida no puede acoplarse y no
ejerce su accion 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).



12

Materiales y métodos

3.1 Ubicacion del experimento

Las pruebas de susceptibilidad de los acaricidas y la cuantificacion de las enzimas
detoxificativas de Tetranychus urticae se llevé a cabo en el Laboratorio de Toxicologia
del Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Autdbnoma Agraria Antonio

Narro en Saltillo, Coahuila, México.

3.2 Productos evaluados
Se evaluaron tres productos quimicos de diferente grupo toxicoldgico, mas un extracto

vegetal, cada producto se evalué a seis concentraciones diferentes (Cuadro 1).

Cuadro 1. Productos a evaluar y su nombre comercial.

No. Ingrediente activo Nombre comercial
1 Abamectina AGRIMEC® 1.8% CE
2 Acequinocyl KANEMITE® 15 SC
3 Clorfenapir SUNFIRE® 2 SC
4 Cinnamomum zeylanicum

3.3 Poblaciones de T. urticae

Como poblacion susceptible de referencia se estudiaron &caros provenientes del
invernadero del Departamento de Parasitologia de la Universidad Auténoma Agraria
Antonio Narro libres de presidn de seleccion por insecticidas y tres poblaciones de campo
con diferente manejo de acaricidas, provenientes de invernaderos de tres ranchos en
cultivo del rosal bajo invernadero de Tenancingo, Estado de México: Rancho Los Pilares
(L1) con rotacion de acaricidas, Rancho Isoflor (L2) con rotacién de acaricidas y Rancho

Lizflor (L3) sin manejo de acaricidas.

3.4 Recolecta del material bioldgico
La colecta en campo se llevo a cabo de manera manual, colocando en contenedores de
plastico y hieleras para su traslado al Laboratorio de Toxicologia, en donde se colocaron

en plantas de Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae) variedad Lima para su alimentacion, se
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colocaron bajo condiciones controladas a temperaturas de 23+ 2°C, humedad relativa de
60 a 70% y 12 horas de luz diaria proporcionada iluminacidn artificial.

3.5 Bioensayos

Para la preparacion de las diferentes dosis se utilizd agua destilada y el producto
BIONEX® como dispersante en una proporcion 1 ml: 1L agua. El intervalo de dosis
utilizadas fue de 10 a 10 000 ppm, excepto para la abamectina que oscilo entre 0.01 a 6.0
ppm, esto debido a que el producto posee alta especificidad. Para la evaluacion de los
productos se empled la técnica de inmersion en hoja (IRAC, 2021). El cual consistio en
cortar hojas de P. vulgaris infestadas de hembras adultas de T. urticae las cuales se
sumergieron en las soluciones 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 algoddn saturado con agua. Se evalu6 la mortalidad
alas 24,48y 72 horas y como criterio de muerte a los individuos se les realizo un estimulo
con un pincel, todo aquel individuo que no respondia al estimulo fue considerado muerto.
Se utilizd un disefio experimental completamente al azar con seis tratamientos y un testigo

blanco el cual fue agua mas adherente, con tres repeticiones para cada uno.

3.6 Pruebas bioquimicas

3.6.1 Cuantificacion de proteina de hembras adultas de T. urticae
Para la determinacion de proteina contenida en T. urticae, se empled la metodologia
descrita por Brogdon y Barber (1987). Se colocaron tres muestras en tubos Eppendorf con
60, 90, 120, 200, 300 y 400 adultos hembras con tres repeticiones, se agregaron 500 uL
de solucion buffer (KPOs) a 0.05 M y 7.2 pH, se maceraron y se aforaron a 1 mL para
emplearlo como fuente de enzima. Posteriormente en una microplaca de 96 pozos se
colocaron en cada cavidad 20 pL de homogenato y se agregaron 80 pL de solucion buffer,
mas 200 pL de colorante diluido; esto se realizo por triplicado para cada repeticion. Se
tomaron las lecturas de absorbancia, utilizando el filtro de 630 nm y se calcularon los
valores de pg mL de proteina que se encontraran dentro de rango requerido que va de 80

a 120 pg.



14

3.6.2 Preparacion de homogenatos
Una vez que se conocia la cantidad de acaros que se iban a utilizar por muestra en relacion
a la proteina (los cuales fueron 400 &caros adultos), posteriormente se colocaron 100 uL
de proteina, se homogenizo en 500 mL de solucion Buffer (KPOs) e inmediatamente se
aforo a 1 mL (Brogdon, 1984).

3.6.3 Cuantificacion de a y p-esterasas
Se disolvieron 5.6 mg de a ¢ B-naphthyl acetato en 2 mL de acetona y después se le
agregaron 8 mL de solucion Buffer (KPO4). Como colorante se utilizo Fast-blue, pesando

10 mg vy se diluyeron en 10 mL de HO destilada.

En cada cada pozo de la microplaca, se colocaron 100 puL del homogenato y 100 uL de a
o B-naphthyl acetato, se dej6é incubar por 10 minutos y transcurrido el tiempo, se
adicionaron 100 uL del colorante Fast Blue, estos pasos se realizaron por triplicado para
cada repeticion de las cuatro poblaciones en estudio, posteriormente se dejaron reposar
durante 2 minutos y se corrid en el lector de microplacas usando un filtro de 540 nm
(Brogdon y Dickinson, 1983).

3.6.4 Cuantificacion de glutation S-Transferasa
Se mezclaron 0.0122 g de reduce glutation en 20 mL de solucién Buffer (KPOs). Se
disolvieron 4 mg de CDNB (1-cloro-2,4 dinitrobenceno) en 2 mL de acetona, mas 18 mL
de solucién Buffer (KPQOu).

En cada pozo de la microplaca se colocaron 100 puL del homogenato, se adicionaron 100
pL de reduce glutation, y 100 uL de CDNB, estos pasos se realizaron por triplicado para
cada repeticion de las cuatro poblaciones en estudio, se corridé inmediatamente (To) en el
lector de microplacas usando un filtro de 340 nm, transcurridos 5 minutos (Ts).se volvio
a tomar lectura. Para el analisis estadistico a las lecturas de absorbancia se les determino

la diferencia entre ambos tiempos (Ts-To) (Brogdon y Barber, 1990).

3.6.5 Cuantificacion de Acetilcolinesterasa
Se disolvieron 14 mg de acetilcolina-yodisada en 10 mL de acetona y se aforo con 18 mL
de solucion Buffer (KPQO4). Para el DTNB (Acido-Ditio-Bis-Nitrobenozoico) se pesaron
13 mg y se le adicionaron 10 mL de la solucion Buffer (KPOg).
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En cada pozo de la microplaca se colocaron 100 uL del homogenato, se agregaron 100 uL
de acetilcolina-yodisada y 100 uLL de DNTB, estos pasos se realizan por triplicado para
cada repeticion de las cuatro poblaciones 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 andlisis estadistico las lecturas de absorbancia se les determino la diferencia
entre ambos tiempos (T10-To) (Brogdon, 1988).

3.6.6 Cuantificacion de Oxidasas
Se diluyeron 3.32 g de acetato de sodio en 37.35 mL de agua destilada, después se aforo
a 40 mL, ajustando el pH a 5. Para el TMBZ (Tetramethyl-Benzidina Dihydrochloride),
se disolvieron 20 mg en 10 mL de alcohol, y se le agrego 30 mL de solucion Buffer acetato
de sodio 0.25 M.

En cada pozo de la microplaca se colocaron 100 uL del homogenato, se agregaron 200 pL
de TMBZ y se adiciono una gota de agua oxigenada (H20.), estos pasos se realizaron por
triplicado para cada repeticion de las cuatro poblaciones en estudio, se dejo incubar por 5
minutos, pasado el tiempo se corrid en el lector de microplacas usando un filtro de 620
nm (Brogdon et al., 1997).

3.7 Analisis estadistico

Con los datos obtenidos de los bioensayos se realiz6 una correccion de mortalidad con la
férmula propuesta por Henderson y Tilton (1955). Los resultados de la correccion de
mortalidad se sometieron a un Analisis Probit (Finney, 1971), para obtener la curva de
respuesta concentracion mortalidad y asi determinar la CLso, utilizando el programa
estadistico SAS System for Windows 9.0. Una vez obtenida la CLso para las lineas de
campo Y la linea susceptible, se determind la proporcion de resistencia dividiendo los
valores de las CLso de las lineas de campo contra la CLso de la linea susceptible
(Georghiou, 1962). Con las absorbancias obtenidas de cada enzima se realiz6 un ANOVA

y una prueba de Tukey (p=0.05), utilizando el programa estadistico R version 4.1.2.
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Resultados y discusion

Bioensayos

En el cuadro 2, se muestran los resultados obtenidos de la respuesta de la linea susceptible
(LS) de T. urticae en relacion a cuatro acaricidas de diferente grupo toxicologico. La CLso
fue de 0.29, 35.56, 7.44, 765.82 ppm para los acaricidas abamectina, acequinocyl,
clorfenapir y el extracto Cinnamomum zeylanicum (canela) respectivamente. La CLso para
abamectina (0.29 ppm) en este estudio es similar a los reportado por Kwon et al. (2011)
en un estudio con tres lineas susceptibles reportaron una CLsp de 0.11, 0.15 y 0.24 ppm
respectivamente, datos reportados por Diaz et al. (2021) difieren en los reportados en este
estudio donde, en una linea susceptible reportan una CLso de 0.0012 ppm, mientras que

Ferreira et al. (2015) reportan una CLso de 0.0084 ppm.

En lo que se refiere al resultado de acequinocyl (35.56 ppm) lo reportado en este estudio
es superior a la reportada por Choi et al. (2020) con una linea susceptible reportan una
CLso de 2.78 ppm, en otro estudio realizado por Fotoukkiaii et al. (2019) reportan para
una linea susceptible una CLso de 6.93 ppm. En lo que refiere a clorfenapir en este estudio
fue de 765.82 ppm lo cual supero el resultado de la linea susceptible reportada por Ferreira
et al. (2015) donde sefiala una CLso de 1.3 ppm, mientras que Nicastro et al. (2013)
reportan una CLso de 1.478 ppm y Aguilar et al. (2011) obtuvieron una CLso de 0.0006
ppm. En lo que respecta al extracto C. zeylanicum en este estudio se obtuvo una CLso de
300.88 ppm, mientras que Roya et al. (2013) obtuvieron una CLso menor cuando aplicaron
aceite de C. zeylanicum a una linea de laboratorio reportando 20.35 ppm y en otra linea
de laboratorio Shahrima y Khalequzzaman, (2015) reportaron una CLso de 510.53 ppm.
Por lo anterior se considerar a nuestra linea como susceptible y puede ser usada como

referencia en el presente estudio.
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Cuadro 2. Concentracion letal, limites fiduciales y ecuacion de prediccion de acaricidas
aplicados a la linea susceptible de hembras adultas de T. urticae.

Linea Susceptible (LS)
Acaricidas N  CLso(ppm)  LFI-LFS  CLgo (ppm) Ecu. Prediccion Pr>

Abamectina 223 0.29 0.11-0.78 3.52 Y=0.6344+1.1833 <.0001
Acequinocyl 239 35.56 17.82-60.56 268.76 Y=-2.2630+1.4590 <.0001
Clorfenapir 222 765.82 2.56-852 5245 Y=-2.0135+0.6981 <.0001
C. zeylanicum 235 300.88 15.45-532 617 Y=-1.3736+0.5542 <.0001

N: Numero de hembras adultas, LFI: Limite Fiducial Inferior, LFS: Limite Fiducial Superior,
Pr: Probabilidad.

En los cuadros 3, 4 y 5 se presentan los resultados para las lineas de campo de T. urticae
recolectadas en el cultivo del rosal en invernaderos expuestas a acaricidas de Tenancingo,
Estado de México. Para el acaricida abamectina la L1 y L2 presentaron la CLsg mas baja
con 0.074 y 0.389 ppm respectivamente, mientras que en la poblacion L3 obtuvo una CLsg
mayor de 1.23 ppm, estos resultados son similares a los presentados por Aguilar et al.
(2011) donde reportan en poblaciones de campo para el mismo acaricida y la misma
especie 0.01, 0.12 y 0.93 ppm, mientras que Choi et al. (2020) en dos lineas de campo
reporta una CLso de 0.065 y 0.56 ppm, por su parte Nicastro et al. (2013) en un estudio
de poblaciones en campo donde previamente se ha usado abamectina para el control de T.
urticae reportan una CLso de 3.485 ppm, resultado superior a lo reportado en esta

investigacion.

En lo referente al producto acequinocyl para las poblaciones L1y L2 son la CLsg més alta
con un 106.21 y 176 ppm respectivamente, mientras que en la L3 el valor de la CLso fue
menor con un valor de 15.49 ppm, estos resultados difieren de los reportados por Martinez
et al. (2021) en una linea de campo colectada en el cultivo de frambuesa donde la CLso es
de 1989 ppm y en otro estudio Yorulmaz y Saritas, (2014) reportan una CLso en una
poblacién resistente de 683.5 ppm, sin embargo en una linea de campo reportada por
Fotoukkiaii et al. (2019) es similar a la L3 de este estudio, donde reportan 18.09 ppm para
T. urticae.
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Para el acaricida clorfenapir las tres lineas de campo tuvieron un comportamiento similar,
paralaLl1l706.97 ppm, laL2 699.88 ppmy la L3 una CLsode 442.14 ppm, estos resultados
difieren de los reportados por Nicastro et al. (2011) ya que en su estudio realizado con la
misma especie describen una CLso de 48.37 ppm, mientras que Ferreira et al. (2015) en
tres poblaciones de campo colectadas en los cultivo de Carica papaya, Rosa sp. y
Chrysanthemum sp. reportan las CLso de 2.8, 735 y 4652 ppm respectivamente y datos
reportados por Tang et al. (2014) en cuatro poblaciones de campo mencionan CLso de

113.99 y 335.98 en el cultivo de berenjena, 182.29 en fresa y 490.36 ppm en pepino.

Lo que se refiere al extracto de C. zeylanicum en la poblacion L1 se obtuvo una CLso de
647.58 ppm, la més alta en comparacion con la L2 y L3 en las que se obtuvieron datos
similares con CLso de 240.48 y 213.43 ppm respectivamente, esto resultados difieren de
los reportados por Pavela, (2016) en una linea donde aplicaron extracto de C. zeylanicum
obtuvieron una CLso de 72.8 ppm, mientras que Noha, (2019) aplico aceite de

Cinnamomum a una linea de T. urticae reportando una CLso de 2928.97 ppm.

Cuadro 3. Concentracion letal, limites fiduciales y ecuacion de prediccion de acaricidas
aplicados a la linea de campo (L1) de hembras adultas de T. urticae y proporcion de

resistencia contra la linea susceptible.

Rancho Los Pilares (L1)
Acaricidas N  CLso(ppm) LFI-LFS CLgo (ppm) Ecu. Prediccién P.Rso

Abamectina 238 0.074 0.01-0.20 1.118 Y=1.2282+1.0914 0.25
Acequinocyl 238 106.21 45.76-288.99 1884 Y=-2.0792+1.0261 2.98
Clorfenapir 251 706.97 48.47-3133 1159 Y=-1.1358+0.3986 0.92

C. zeylanicum 236 647.58 118.19-3177 5544 Y=-1.2285+0.4370 2.15

N: Numero de hembras adultas, LFI: Limite Fiducial Inferior, LFS: Limite Fiducial Superior,

P.R: Proporcidn de resistencia.
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Cuadro 4. Concentracion letal, limites fiduciales y ecuacién de prediccion de acaricidas
aplicados a la linea de campo (L2) de hembras adultas de T. urticae y su proporcion de

resistencia contra la linea susceptible.

Rancho Isoflor (L2)

Acaricidas N  CLso(ppm) LFI-LFS CLo (ppm)  Ecu. Prediccion  P.Rso
Abamectina 237 0.389 0.211-0.783 5.448 Y=0.4576+1.1190 1.3
Acequinocyl 238 176 81.759-562.10 5520 Y=-1.9231+0.8564 4.9
Clorfenapir 227 699.88 44.429-6464 38193 Y=-2.0990+0.7378 0.91
C. zeylanicum 229 240.48 8.009-1135 5105 Y=-2.2997+0.9658 0.79

N: Numero de hembras adultas, LFI: Limite Fiducial Inferior, LFS: Limite Fiducial Superior,

P.R: Proporcidn de resistencia.

Cuadro 5. Concentracion letal, limites fiduciales y ecuacion de prediccion de acaricidas
aplicados a la linea de campo (L3) de hembras adultas de T. urticae y su proporcion de

resistencia contra la linea susceptible.

Rancho Lizflor (L3)
Acaricidas N  CLso(ppm) LFI-LFS CLgo (ppm) Ecu. Prediccién P.Rso

Abamectina 235 1.23 0.475-11.11 76.65 Y=-0.0644+0.7142 4.2
Acequinocyl 248 15.49 1.783-52.945 837.48 Y=-0.8802+0.7395 1.03
Clorfenapir 228 442.14 17.23-2963 27856 Y=-1.8842+0.7122 1.02
C. zeylanicum 235 213.43 0.165-1443 4061 Y=-2.3332+1.0017 0.70

N: Numero de hembras adultas, LFI: Limite Fiducial Inferior, LFS: Limite Fiducial Superior,

P.R: Proporcidn de resistencia.

En los cuadros 3, 4 y 5 se presentan los resultados de la proporcion de resistencia de las
poblaciones en estudio en funcién de la linea susceptible. La proporcion de resistencia,
permite discriminar poblaciones que presentan resistencia, al comparar las lineas de
campo Y la linea susceptible. Monteiro et al. (2015) en una linea de campo expuesta por
tres afios consecutivos reportan una resistencia que va de 1.4 a 9.7 veces para abamectina,
por su parte Choi et al. (2020) reportan una proporcion de resistencia en una linea de
campo 4.0 veces, mientras que, Martinez et al. (2021) reportan factores de resistencia de
14.0 veces en una linea de campo, estos resultados difieren a lo reportado en este estudio,

donde no se encontro resistencia a abamectina en la L1 (0.25 veces), L2 (1.3 veces),
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mientras que la linea L3 (4.2 veces) presenta tendencia a desarrollar resistencia, por lo
tanto se recomienda comenzar con rotacion de las aplicaciones y asi evitar problemas de

resistencia.

Para el acaricida acequinocyl, Choi et al. (2020) en una poblacion de campo que ha estado
expuesta a este acaricida por mas de seis afios consecutivos, reportan una proporcion de
resistencia mayor a 1798.6 veces, mientras que Yorulmaz y Saritas (2014) reportan en una
linea de campo una proporcion de resistencia para T. urticae de 4.8 veces, por su parte
Martinez et al. (2021) mencionan una proporcion de resistencia de 3.7 veces, datos
similares se encontraron en este estudio donde en la L1 (2.98 veces), L2 (4.9 veces) y L3
(1.03 veces), donde se aprecia que la L1y L2 tienden a desarrollar resistencia, esto debido
a que se hacen aplicaciones constantes de este producto segln la bitacora correspondiente

al manejo de estas poblaciones en campo.

En relacion al acaricida clorfenapir, Tang et al. (2014) en su estudio reportan una
resistencia de 195 veces en una poblacién de campo, mientras que Kumari et al. (2017) al
aplicar este mismo acaricida a la misma especie reportaron una resistencia de 82.67 veces,
por su parte Ferreira et al. (2015) en un estudio donde evaluaron tres poblaciones, reportan
una resistencia de 2.2, 570 y 3600 veces respectivamente, estos datos difieren con los
reportados en este estudio donde se encontrd para la L1(0.92 veces), L2(0.91 veces) y
L3(1.02 veces).

En lo que respecta a C. zeylanicum en este estudio no se encontrd resistencia siendo el
valor més bajo para L3 (0.70) y el mas alto correspondiente a L1 (2.15 veces), estos datos
son similares a los reportados por Noha, (2019) donde mencionan que al aplicar aceite de
canela causo una alta proporcién de mortalidad en T. urticae, por su parte Roya et al.
(2013) mencionan que al aplicar aceite esencial afecto la fertilidad especifica por edad, la
esperanza de vida y el periodo de desarrollo pre-adulto y disminucién de la longevidad

del acaro hembra adulta.
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Pruebas bioguimicas

Para la determinacion de los niveles enzimaticos se calculé la cantidad de proteina
contenida en adultos de T. urticae y asi obtener el nimero de &caros por muestra, donde
de 60 a 300 acaros, el contenido de proteina fue por debajo del intervalo requerido (80 a
120 pg), mientras que 400 acaros, estan dentro del limite requerido, seleccionando 400
adultos como numero de &caros para la fuente de enzima (Fig. 1). Respecto a la fuente de
enzima Bradford (1976) menciona que valores fuera del rango no son confiables para la
cuantificacion de proteina. Mientras que Dary et al. (1990) reporta que existe estrecha

relacién entre el tamafio de la muestra y la cantidad de proteina,

Para determinar los niveles enzimaticos, es importante mencionar que las poblaciones en
estudio estuvieron bajo un manejo con insecticidas piretroides, avermectinas,

acequinocilo y organofosforados.
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Figura 1. Cuantificacion de proteina de hembras adultas de T. urticae en solucion buffer (KPOy).

En este estudio las B-Est (Cuadro 6), son las que se expresan en mayor cantidad para la
poblacion L1, con una media de 3.738, seguida de la L2 (3.329) y L3 (3.240) a diferencia
de la LS presentando el valor méas bajo para esta enzima, con una media de 0.036. Mientras
que para las a-Est (Cuadro 6), el mayor contenido se expresa en la L3 con una media de
3.015, sequido de L1 y L2 con medias de 2.256 y 2.013, a diferencia de la LS con el valor

mas bajo (1.898). Las esterasas son un grupo heterogéneo de enzimas que metabolizan



22

una variedad de exdgenos y sustratos enddgenos con enlaces éster y se asocian con la
resistencia en mas de 50 especies de insectos y &caros. Estudios previos reportan
diferencias significativas en la actividad de las esterasas en cinco de nueve poblaciones
de T. urticae recolectadas en invernaderos de rosa, reportan su punto maximo de 1.52,
(Khajehali et al., 2011). Solmaz et al., (2020) mostraron la variacion en actividad
enzimaética de esterasas, GST y monooxigenasas, en tres poblaciones de campo expuestas
a insecticidas, aumentando de 0.77-1.56, 1.28-2.66 y 1.09-3,46 veces respectivamente, en
comparacion con una linea susceptible, con estos resultados determinaron que las enzimas

de desintoxicacion, desempefian un papel importante en la resistencia de T. urticae.

Cuadro 6. Comparacion de medias del contenido de o y [B-esterasas en tres poblaciones

de T. urticae del Estado de México y una linea susceptible.

o-Est B-Est

Poblacion N MediatSD MediatSD

Linea Susceptible 9  1.898+0.523" 0.036+0.002°
Rancho Los Pilares 9  2.256+0.776% 3.738+0.1462
9 2.013#0.740° 3.329+0.2062
9 3.015+0.607* 3.240+0.199?2

Rancho Isoflor

Rancho Lizflor

N: Numero de muestras, SD: Desviacion estandar

Para el caso de las Oxidasas se encontré que la mayor absorbancia se presenta en la L3
con una media de 1.881, seguida de la L2 con una media de 1.599 y L1 de 1.426,
presentando la LS el valor de media de absorbancia méas bajo con 1.242 (Cuadro 7). El
aumento de las actividades Oxid contribuye a la resistencia a carbamatos, piretroides,
analogos de nereistoxina y diamidas (Furlong et al, 2013, Hu et al., 2014b). Estas enzimas
son las mas comunes asociadas con la resistencia cruzada entre DDT y piretroides
(Fonseca et al., 2009).
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Cuadro 7. Comparacion de medias del contenido de oxidasas en tres poblaciones de T.

urticae del Estado de México y una linea susceptible.

Oxid
Poblacion N MediazSD

Linea Susceptible 9  1.242+0.298°
Rancho Los Pilares 9  1.426+0.183"
9  1.599+0.072°
9 1.881+0.1322

Rancho Isoflor

Rancho Lizflor

N: Numero de muestras, SD: Desviacion estandar

Por otro lado, las GST comprenden una importante familia de desintoxicacion vy
desempefia un papel central en el metabolismo (Van y Dermauw, 2016), pueden participar
en la desintoxicacion de insecticidas/acaricidas ya sea por metabolismo directo de
productos quimicos como la deshidrocloracién de organoclorados, conjugacién de
glutation de organofosforados (Yamamoto y Yamada, 2016) y conjugacion de glutation

de piretroides o por unién pasiva mediante secuestro. (Riveron et al., 2014).

En lo referente a las GST (Cuadro 8), para las tres poblaciones en estudio presentaron
medias similares, con valores que oscilan entre 2.842 a 2.980, observando diferencias
poco significativas en comparacion con la linea susceptible. Farahani et al. (2021)
realizaron ensayos de enzimas de desintoxicacion para demostrar la participacion
metabdlica en la resistencia de una poblacién de campo y una susceptible, indicando una
diferencia significativa en la actividad GST, donde la linea de campo fue 1.40 veces mayor
que la linea susceptible. En otro estudio Yorulmaz y Saritas (2014) demostraron que las
actividades de las enzimas esterasa, GST y P450 aumentaron 3.03, 1.0 y 1.0 veces
respectivamente en la poblacion de campo con resistencia al acequinocilo en comparacion

con la poblacion susceptible.
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Cuadro 8. Comparacion de medias del contenido de glutation-S-transferasas en tres

poblaciones de T. urticae del Estado de México y una linea susceptible.

GST
Poblacién N ™"MediatSD

Linea Susceptible 9  2.980+0.2542
Rancho Los Pilares 9  2.907+0.143?
9 2.842+0.119%
9 2.968+0.2342

Rancho Isoflor
Rancho Lizflor

N: Numero de muestras, SD: Desviacion estandar

Finalmente, la enzima AChE (Cuadro 9), la poblacién L2 presento la media mas elevada
siendo de 0.421, seguida de la L3 (0.223) y L1 (0.202) a diferencia de la LS la cual
presenta el valor de la media mas bajo siendo de 0.187. Farahani et al., (2021) en un
estudio obtuvieron resultados que mostraron una diferencia significativa en la actividad
de la enzima AChE entre poblaciones resistentes y susceptibles (0.006 y 0.005)
respectivamente, donde la actividad de esta enzima fue 1.29 veces mayor que la poblacion
susceptible. Zamani et al. (2014) en un estudio donde evaluaron la actividad de AChE en
una poblacion susceptible y una resistente, los resultados mostraron que no se observaron

diferencias significativas entre las poblaciones.

Cuadro 9. Comparacion de medias del contenido de acetilcolinesterasas en tres

poblaciones de T. urticae del Estado de México y una linea susceptible.

AChE

Poblacion N m

Linea Susceptible 9  0.187+0.045°
Rancho Los Pilares 9  0.202+0.057°
Rancho Isoflor 9 0.421+0.129°
Rancho Lizflor 9 0.223+0.031°

N: Numero de muestras, SD: Desviacién estandar
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Conclusiones

De las distintas poblaciones en estudio de Tenancingo, Estado de México, la poblacion
que presenta tendencia a desarrollar resistencia al acaricida abamectina es la L3 (Rancho
Lizflor), mientras que las poblaciones L1 (Rancho Los Pilares) y L2 (Rancho Isoflor)
presentan tendencia hacia el acaricida acequinocyl, por lo que se recomienda la
disminucion de las aplicaciones y rotacion de acaricidas de distinto grupo toxicoldgico
para esta zona. Para el resto de los acaricidas no se ha desarrollado resistencia en ninguna
de las poblaciones en estudio, por tal motivo se les puede considerar efectivos para el
control de T. urticae. Las o-esterasas, p-esterasas y Oxidasas, ademas de la
Acetilcolinesterasas son las enzimas con mayor presencia, a las cuales se les puede atribuir
la resistencia en T. urticae. De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion se

propone reducir las aplicaciones de abamectinas y acequinocyl.
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