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RESUMEN I

En México, Bactericera cockerelli es una plaga
primaria en solandceas. En los Ultimos anos, se
ha incrementado el uso de insecticidas para
disminuir sus altas densidades; sin embargo, el
uso irracional de éstos genera problemas de
resistencia, mediante el incremento de enzimas.

En la zona papera de Coahuila y Nuevo
Ledn, se desconocen los mecanismos y niveles
enzimdticos involucrados en la resistencia a
insecticidas por B. cockerelli, por lo anterior se
determinaron los mecanismos enzimdticos de
resistencia en 20 poblaciones de B. cockerell,
provenientes de la regién papera de Coahuila y
Nuevo Ledn. Los resultados mostraron la presencia
de todas las enzimas; las B-EST y OX fueron los
grupos de enzimas con mayor presencia, por su
parte, las GST y ACE no presentaron relevancia
como mecanismo detoxificativo.

ABSTRACT |

In Mexico, Bactericera cockerelliis a main plague
in solanaceous crops. In recent years, there has
been an increase use of insecticides in order to
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reduce high densities of this plague. Irrational use
of these agrochemicals has resulted in insect re-
sistance problems, due to increased production
of insecticide detoxifying enzymes esterases (EST),
oxidases (OX), glutathione s-transferase (GST)
and acetylcholinesterase (ACE). The mechao-
nisms and enzyme levels involved in tolerance to
insecticides of B. cockerelli from potato-growing
regions in Coahuila and Nuevo Leon remain unk-
nown. Therefore, the enzymatic mechanisms for
resistance in 20 B. cockerelli populations from
potato-growing regions in Northeastern Mexico
were determined. The results revealed the pre-
sence of all enzymes, although B-esterases and
oxidases were the groups with a greater presen-
ce. On the other hand, glutathione s-transferase
and acetylcholinesterase showed little relevance
as detoxifying mechanisms.

INTRODUCCION I

Bactericera cockerelli (Sulc), conocido como sa-
lerillo, es una plaga en cultivo de solandceas, en
Estados Unidos, América Central, Nueva Zelanda
y México, siendo esta primaria en la region pa-
pera de Coahuila y Nuevo Ledn (Almeyda et al.,
2008). Este psilido causa un dano directo al suc-
cionar la savia de las plantas y succionar una toxi-
na sistémica (Muyanenza et al., 2007). Ademds,
ocasiona un dano indirecto al ser un transmisor
de fitoplasmas (Garzén et al., 2004).

Almeida et al. (2008) detectaron la relacién
de este psilido con el fitoplasma que causa la
punta morada de la papa. Recientemente, a
este insecto se le harelacionado como vector de
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la bacteria “"Candidatus Liberibacter solanacea-
rum”, dicho agente se encuentra asociado con
la enfermedad Zebra chip (papa rayada) (Secor
et al., 2009), provocando pérdidas econdmicas
importantes (Vega ef al., 2008). Para el confrol
de B. cockerelli se han utilizado varias alternativas
como el uso de frampas, enemigos naturales, y
principalmente la aplicacion de productos agro-
guimicos de manera indiscriminada. En general,
los productores de este cultivo realizan de 5 a 30
aplicaciones por temporada (Rubio et al., 2006).

El estudio de casos de resistencia en esta es-
pecie son pocos; sin embargo, Liuy Trumble (2004)
reportan un incremento en la aplicacion de pla-
guicidas para el control de esta plaga. Berry et al.
(2009) evaluaron 13 insecticidas reportando con-
tfroles inferiores a 50%. El uso irracional y elevado
numero de aplicaciones genera la seleccién de
mUltiples mecanismos de resistencia (Lagunes y
Villanueva, 1994). La resistencia de tipo fisiolégico
es la mds importante por los sistemas enzimdticos
reportados. En los insectos son provocados por
la actividad de esterasas detoxificativas, que hi-
drolizan enlaces ésteres de un amplio rango de
insecticidas, comprendidas en familias proteicas
pertenecientes a las o y B hidrolasas (Cygler et
al., 1993). Por otfro lado, en insectos resistentes se
muestra una sobreexpresion de los niveles de OX
(Carino et al., 1994), que les permite la detoxifica-
cion de xenobidticos mediante citocromo P-450
dependiente de las monooxigenasas y GST (Yang
et al., 2001); estos Ultimos presentes en la mayoria
de los organismos (Hayes y Pulford, 1995).

Al respecto, Davila et al. (2011) reportan la
presencia de una elevada cantidad de enzimas
esterasas y oxidasas responsables de la resisten-
cia a productos sintéticos en la regidon de Artea-
ga, Coahuila. Por lo anterior, el objetivo de esta
investigacién fue generar informacién sobre los
mecanismos bioquimicos de resistencia en po-
blaciones de campo de B. cockerelli del Norte de
Meéxico, donde estudios preliminares demuestran
la presencia de oxidasas y esterasas como me-
canismos de resistencia en esta especie.

MATERIALES Y METODOS [

Se realizaron muestreos, utilizando una red ento-
moldgica para la captura de B. cockerelli en
las zonas productoras de Coahuila (Huachichil,
Emiliano Zapata, el Huizache) y Nuevo Ledn
(Navidad, San Rafael, Hediondilla). Asimismo, se

muestred una poblacién de invernadero de la
Universidad Autdbnoma Agraria Antonio Narro,
los adultos se recolectaron de hojas infestadas
en cultivos de papa, papa mostrenca y maleza
aledana a los cultivos como: jarilla Senecio salig-
nus (Kunth) y cilindrillo Lycium berlandieri (Dunal),
las muestras se mantuvieron en refrigeracion a -2°
C, presentando en total 20 poblaciones (Tabla 1).

Cuantificacién de proteina

Se empled la metodologia descrita por Bradford
(1976) modificada por Brogdon (1984), Brogdon
y Barber (1987). se cuantificé la proteina de re-
ferencia Albumina sérica bovina. Se colocaron
cuatro muestras en tubos eppendorf con uno, tres
y siete y 10 insectos adultos con 10 repeticiones,
se agregaron 100 uL de buffer KPO,a0.05My 7.2
pH, se trituraron, se aford a 1 mL para emplearlo
como fuente de enzima. Se utilizd una microplo-
ca de 96 pozos, en donde a cada cavidad se
colocaron 20 yL de homogenato, y se agregaron
80 uL de buffer y 200 uL de colorante diluido, esto
se realizé por triplicado para cada repeticién. Se
tomaron las lecturas de absorbancia utilizando el
filtfro de 630 NnM y se calcularon los valores de ug
mL" de proteina comprendidos en el rango de 60
a 140 pg.

Niveles enzimdticos

Usando la metodologia de Fersht (1985), se de-
terminaron los niveles de B-EST, OX, GSTy ACE, a
partir de la técnica adaptada para mosquitos
descrita por Brogdon et al. (1997), se utilizaron 200
muestras de insectos, cada una por friplicado, se
tomaron las lecturas, las cuales se utilizaron para
el andlisis de resultados. Empleando el método
de Brogdon y Dickinson (1983), se determinaron
los niveles de B-EST, se agregaron 100 uL del ho-
mogenato y 100 yL de B-naftil acetato en cada
pozo de la microplaca, se dejé incubar por 10
min, se adicioné 100 uL de Dianisidina (esto se
realizé por duplicado para cada repeticion de
las 20 localidades) se dejaron incubar durante 2
min, y fueron leidas con un filtro de 540 nm.

En cuanto a las OX, se utilizd la metodologia
de Brogdon et al. (1997), se colocaron 100 uL del
homogenato, se adicionaron 200 uL de 3,3',5,5'-
Tetramethyl-Benzidina Dihydrochloride, y 25 L de
H.O, a 3%, se dej6é incubar por 5 min y se leyé
usando un filtro de 620 nm. Para las GST, se utilizd
el método de Brogdon y Barber (1990), se colocd
100 uL del homogenato, adicionando 100 pL de
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Tabla 1. Coordenadas de los 20 sitios de colecta en la regién papera

Localidad N (0] Altitud Hospedero
1 25° 16’ 25.89” N 100° 47° 51.81” O 2063 maleza
2 25° 16’ 10.96” N 100° 45 48.31” O 2029 maleza
3 25° 15 29.39” N 100° 44’ 14.51” O 1060 maleza
4 25°245.92” N 100° 38’ 10.08” O 1877 mostrenca
5 25°320.32” N 100° 36’ 9.49" O 1891 mostrenca
6 25°4' 472" N 100° 37 45.45" O 1887 maleza
7 25°2'9.16" N 100° 35'58.04” O 1884 mostrenca
8 25°5 57.49” N 100° 47 '2.60” O 1960 papa
9 25°2'45.74" N 100° 39’ 53.37” O 1881 mostrenca
10 24° 59’ 41.35" N 100° 41’ 42.23" O 1888 mostrenca
11 24° 59 7.38" N 100° 39' 11.58” O 1885 papa
12 25°1'3.40" N 100° 38’ 13.05” O 1881 papa
13 25°0’38.91" N 100° 36’ 9.26” O 1883 papa
14 25°1'8.73"'N 100° 34° 33.41” O 1894 papa
15 25°12’23.80" N 100° 47’ 37.16” O 2032 papa
16 24° 57’ 42.32" N 100° 42’ 19.73" O 1875 maleza
17 24° 54’ 54.94” N 100° 43’ 36.96” O 1870 maleza
18 25°12°18.82" N 100° 46’ 32.59” O 2011 papa
19 25° 1’ 35.59" N 100° 42’ 16.67” O 1833 mostrenca
20 25°218.35"N 101° 1’ 37.82" O 1750 invernadero

glutatién reducido y 100 uL de 1-cloro-2,4'-dinitro-
benceno, se leyd a tiempo cero (Tp), se volvid a
leer alos 5 min (Ts) utilizando el filtro de 340 nm, se
tomaron las diferencias de ambos tiempos para
el andlisis de resultados.

Por Ultimo, siguiendo la metodologia de Brog-
don (1988), se determinaron los niveles de ACE, se
colocaron 100 yL del homogenato, se agregaron
100 uL de yoduro de acetilcolina al 3.0 mM y 100
uL de d&cido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico, se tomd
la primera lectura (To), se volvié a correr después
de 10 min (Ty), utilizando el filiro de 414 nm. En
cada una de las pruebas se utilizaron cavidades
como conftroles, G10, G11, G12 como control po-
sitivo, agregando a cada uno 300 uL de B-naffil,
300 yL de citocromo-C, para B-EST y OX, respec-
tivamente; y H10, H11, H12 como control negati-
vo 300 uL de solucidn buffer (KPO,), a excepcidn
de GST, las cuales no se contemplaron controles
positivos y negativos, por lo que se dejaron los es-
pacios vacios.

Andlisis de resultados

Se obtuvo la frecuencia de las muestras que supe-
raron el umbral de resistencia de cada poblacién,
para cada enzima. Para determinar este umbral,
se fomd la mediana, el valor medio entre la maxi-
ma y la minima absorbancia de cada enzima (Ji-
ménez et al., 2010). El porcentaje de resistencia se
estimé mediante el nUmero de medias que exce-
dia dicho umbral, y se clasificaron segin Montella
et al. (2007) con pequenas modificaciones como:
“inalterado” de 0-5%, “incipientemente alterado”
6-30%, "moderadamente alterado” de 31-50%,
“alterado” de 51-75%, “"muy alterado” por arriba
de 76%. Se redlizé un ANOVA y prueba de Tukey (P
< 0.05), para conocer la variacién en la actividad
enzimdtica en las poblaciones.

RESULTADOS I

Para realizar las pruebas bioguimicas, se determi-
nd el nUmero de insectos por muestra, por lo que
10 insectos fueron los requeridos como fuente de
enzima, ya que las muestras de 1-7 presentaron
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valores por debajo del rango lineal. Para deter-
minar los niveles enzimdticos, mencionaremos
que las poblaciones en estudio estuvieron bajo
un manejo con insecticidas piretroides, neonico-
tinoides, fosforados y carbdmicos.

Para los niveles enzimdticos de B-EST, se pre-
sentaron de forma homogénea, siendo la pobla-
cion 3, la que reportd mayor contenido de éstos,
con un valor medio de 3.5061, que corresponde
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a una localidad de Emiliano Zapata y la menor
fue la poblacién 10, con 2.8896, situada en Nao-
vidad (Tabla 2). Las frecuencias de la resistencia
mediante B-EST también se comportaron de for-
ma uniforme, ya que sdlo las poblaciones 8 y 10
registraron 90% y 70% de la poblacién que superd
el umbral, el resto alcanzd 100%, categorizdindo-
se a este mecanismo detoxificativo en la zona
papera de Coahuila y Nuevo Ledn como “muy
alterado”.

Tabla 2. Niveles enziméaticos de B-esterasas y frecuencias de resistencia en poblaciones de B. cockerelli,
en la zona papera de Coahuila y Nuevo Ledn

Niveles enzimaticos de -esterasas
Pob. Abs £S.D. * 2.?2** Pob. Abs £ S.D. 2.|;.4§**
1 3.5003 +0.01 a 100° 11 3.4817 +£0.03 ab 1008
2 3.4916+0.03 a 100° 12 3.3855+0.23 ab 100°
3 3.5061+0.01a 1008 13 3.4850+0.02 a 100°
4 3.4960+0.02 a 100° 14 3.4875+0.02 a 100°
5 3.5057 +0.01 a 1008 15 3.4937 +0.02 a 100°
6 3.4375+0.07 ab 100° 16 3.4961+0.02 a 100°
7 3.4940+0.02 a 1008 17 3.4840+0.01 ab 100°
8 3.3545+0.49b 90° 18 3.4582+0.11 ab 100°
9 3.4985+0.03 a 1008 19 3.4922 +0.01a 100°
10 2.8896 + 0.03 ¢ 70° 20 3.4800+0.02 a 100°

*: Valores con diferentes letras son estadisticamente diferentes (P < 0.05); Abs: absorbancias; S.D.: desviacién estdndar;

F.R.: frecuencia de resistencia; 5: muy alterado; **: umbral de resistencia.

Para el caso de OX (Tabla 3), presentaron
una frecuencia de 70.5% del total de las poblo-
ciones que superaron el umbral, siendo el segun-
do mecanismo detoxificativo en la zona. Para las
poblaciones 8 y 12 estdn categorizadas como
“inalterado”; siendo la poblacién 4 (1.2257) quien
registré los mds altos valores de OX, seguido de
las poblaciones 13y 14 (3.4850 y 3.4875), con una
distancia de 6.5 km entre puntos de muestreo.

Para la GST sélo 1.5% de las poblaciones su-
peraron el umbral de resistencia (Tabla 4). La ACE
presentd 33.5% como frecuencia de resistencia.
Sin embargo, de las 20 poblaciones, la 7, 14y 15
clasificadas como “muy alterado” (Tabla 5), de
los cuales 7 y 14 pertenecen a San Rafael, Nuevo
Ledn y la 15 corresponde a la localidad de Hua-
chichil, con una distancia promedio entre ellos
de 4.5 km.

DISCUSION I

Respecto a la fuente de enzima, Bradford (1976)
menciona que valores fuera del rango no son
confiables para la cuantificacién de proteina en
tejidos. Para los niveles enzimdticos de B-EST, se
presentaron de forma homogénea al igual que
las frecuencias de la resistencia mediante B-EST,
categorizdndose a este mecanismo detoxificati-
vo como “muy alterado”, de acuerdo a Monte-
lla et al. (2007). En estudios similares, Flores et al.
(2006) determinaron frecuencias de resistencia
de 100% en mosquitos Aedes aegypti (Linnaeus)
relacionadas a enzimas (o y B-EST) en poblacio-
nes que han estado expuestas a productos pire-
froides. Asimismo, Ponce et al. (2009) reportaron
que las B-EST son el mecanismo que registra los
valores mds altos en adultos de Aedes albopictus
(Skuse), expuestos piretroides y organoclorados.
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Debido a lo anterior, estas enzimas son las | (Pasteur y Raymound, 1996). Asimismo, otros au-
responsables de la resistencia, a través de la de- | tores mencionan que su actividad también estd
toxificacién de organofosforados y carbamatos | asociada con resistencia a piretroides (Brogdon

Tabla 3. Niveles enziméticos de oxidasas y frecuencias de resistencia en poblaciones de Bactericera cockerelli,
en la zona papera de Coahuila y Nuevo Ledn

Niveles enzimaticos de oxidasas
Pob. Abs £S.D. * O_ILR;** Pob. Abs £S.D. * 0.5.4?**

1 0.8348 £ 0.14 ef 403 1 0.9914 £ 0.12 bcde 905
2 0.8559 + 0.26 de 604 12 0.5795 + 0.05 gh 0!

3 0.9783 £ 0.13 bcde 70* 13 1.0726 + 0.13 abc 100°
4 1.2257 +0.10 a 100° 14 1.0112 + 0.06 abce 100°
5 0.9180 = 0.14 bcde 60* 15 0.9622 + 0.06 bcde 903
6 1.1100 £ 0.10 ab 1003 16 0.8820 + 0.10 cde 704
7 0.8746 + 0.16 cde 503 17 1.0401 £ 0.11 abcd 1009
8 0.4243 +0.08 h 0! 18 0.9408 + 0.11 bcde 803
9 0.9898 + 0.12 bcde 90% 19 1.0601 + 0.07 abc 1009
10 1.1029 + 0.09 ab 1003 20 0.6396 + 0.14 fg 102

*: Valores con diferentes letras son estadisticamente diferentes (P < 0.05); Abs: absorbancias; S.D.: desviacion estdndar;
F.R.: frecuencia de resistencia;1: inalterado;2: ligeramente alterado;3: moderadamente alterado;4: alterado;5: muy alterado;
**: umbral de resistencia.

Tabla 4. Niveles enziméticos de glutations-transferasas y frecuencias de resistencia en poblaciones
de Bactericera cockerelli, en la zona papera de Coahuila y Nuevo Ledn

Niveles enzimaticos de glutation s-transferasas
Pob. Abs £S.D.* 0_';';'** Pob. Abs £S.D. * 0.%:4.**
1 0.0272 £ 0.01 cde 0! 11 0.0416 + 0.01 abcd 0!
2 0.0188 £ 0.01 de (o) 12 0.0397 + 0.04 abcd 102
3 0.0151 £ 0.01 de (o) 13 0.0559 £ 0.01 ab 0’
4 0.0175+0.01 de 0! 14 0.0568 £ 0.02 a 102
5 0.0505 + 0.01 abc (0 15 0.0304 + 0.01 abcde (0
6 0.0285 + 0.02 bcde (o) 16 0.0221 £ 0.01 de 0’
7 0.0253 £ 0.01 cde (0} 17 0.0558 + 0.02 ab 102
8 0.0235 + 0.01 cde 0! 18 0.0280 + 0.01 bcde 0!
9 0.0368 = 0.02 abcde (0} 19 0.0217 £ 0.01 de (0
10 0.0159 £ 0.01 de (0} 20 0.0111£0.01e (0

*: Valores con diferentes letras son estadisticamente diferentes (P < 0.05); Abs: absorbancias; S.D.: desviacion estdndar;
F.R.: frecuencia de resistencia;1: inalterado;2: ligeramente alterado; **: umbral de resistencia.
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Tabla 5. Niveles enzimaticos de acetilcolinesterasa y frecuencias de resistencia en poblaciones de Bactericera cockerelli,

en la zona papera de Coahuila y Nuevo Leén

Niveles enzimaticos de acetilcolinesterasa
Pob. Abs +S.D. * 0F8R5(‘)]{?* Pob. Abs +S.D. * OFST');{(‘,*
1 0.0423+0.01g 0! 11 0.4686 = 0.09 bcd 604
2 0.0222 £+ 0.01 g 0! 12 0.5105 £ 0.01 abc 704
3 0.0348 £0.01 g 0! 13 0.4499 + 0.09 becd 202
4 0.0058 £+ 0.01 g 0! 14 0.5353 £ 0.01 ab 100°
5 0.4383 + 0.03 bcde 403 15 0.5706 + 0.07 ab 100°
6 0.3740 + 0.08 cde 202 16 0.3444 + 0.16 def 308
7 0.5656 + 0.09 ab 100° 17 0.2095+0.11 f 102
8 0.6091+£0.19 a 704 18 0.0196 £ 0.01 g 0
9 0.4604 + 0.09 bcd 50° 19 0.0143+0.01 g 0!
10 0.2365 + 0.07 ef 0! 20 0.0230+£0.01 g 0

*: Valores con diferentes letras son estadisticamente diferentes (P < 0.05); Abs: absorbancias; S.D.: desviacion estdndar;
F.R.: frecuencia de resistencia;1: inalterado;2: ligeramente alterado;3: moderadamente alterado;4: alterado;5: muy alterado;

**: umbral de resistencia.

y Barber, 1990; Flores et al., 2006), tales como la
bifentrina y A-cyhalotrina (Yang et al. 2001).

Para el caso de OX, fue el segundo mecao-
nismo detoxificativo en la zona, Riley et al. (2000)
reportan las esterasas como el principal meca-
nismo de resistencia en poblaciones de insectos
expuestos a piretroides, también involucran al sis-
tema oxidativo. Los altos valores de oxidasas po-
siblemente se debe a las repetidas aplicaciones
de abamectina en San Rafael, Nuevo Ledn; se-
gun Clark et al. (1994), las enzimas oxidativas son
el principal mecanismo fisioldgico de resistencia
a la abamectina.

La GST, en la zona papera de Coahuila y
Nuevo Ledn, no es un factor determinante para
la presencia de resistencia de B. cockerelli, en
concordancia con los resultados obtenidos por
Diaz et al. (2004) y Landeros et al. (2010), utilizan-
do esta misma metodologia, reportaron una baja
presencia de GST en mosquitos y Tetranychus ur-
ticae (KOCH), respectivamente. Una de las posi-
bles razones de enconftrar bajos niveles de GST,
es que estas enzimas estdn involucradas en la re-
sistencia a insecticidas organofosforados (Ortelli
et al., 2003); sin embargo, la elevada produccién
de B-EST en un organismo es mds afin a este gru-
po toxicoldgico (Bisset et al., 2001). Para este estu-

dio se encontrd un coeficiente de variacién muy
elevado (56.3%), indicando que dentro de cada
poblacién el contenido de GST es heterogéneo
resulfado de la variabilidad de los individuos para
la producciéon de esta enzima, probablemente se
debe a la ausencia de organoclorados, ya que
este sistema enzimdtico provee la forma mds im-
portante de resistencia metabdlica en insectos a
estos plaguicidas través de la dehidroclorinacion
(Ortelli et al., 2003).

Para la ACE no presentd valores elevados,
por lo que podemos considerar Como un meca-
nismo enzimdtico no importante en el desarrollo
de resistencia de B. cockerelli en la regién agrico-
la en estudio.

CONCLUSIONES I

En la zona papera de Coahuila y Nuevo Ledn, las
B- esterasas y oxidasas son las enzimas con ma-
yor presencia, responsables de la resistencia en
B. cockerelli. Por su parte, glutation s-tranferasa
y acetilcolinesterasa no presentan relevancia
como mecanismo detoxificativo, por lo que se
propone reducir las aplicaciones de productos
organofosforados y carbamatos, asi como dismi-
nuir los intervalos de aplicacién para el caso de
los piretroides.
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