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RESUMEN

Se han generado acaricidas especificos para controlar T. urticae. Sin embargo, aspectos
fisioldgicos de este dcaro han llevado a desarrollar resistencia contra estos pesticidas, uno
de los mecanismos involucrados, es la detoxificacion mediante enzimas. En esta
investigacion, mediante andlisis bioquimicos se cuantificaron los niveles de enzimas
detoxificadoras que pudieran conferir resistencia, contra acaricidas en tres poblaciones de
T. urticae, provenientes de la zona productora de rosas del sur del Estado de México. A
cada poblacion se le realizaron cinco pruebas bioguimicas, para la determinacién de los
niveles enzimdticos de a-Est, p-Est, Oxid, GST y AChE. Se concluye que las a-Est y p-Est estdn
involucradas en la resistencia de T. urticae hacia la Abamectina, las Oxid hacia los
Piretroides y Acequinocil, las GST no parecen estar involucradas en la detoxificacién de
acaricidas y las AChE confieren resistencia a Organofosforados.

Palabras clave: Arana roja; detoxificacion; mecanismos; pesticidas; proteina; rosal.

ABSTRACT

Specific acaricides have been generated to control T. urticae. However, biological aspects
of this species have led to the development of resistance against these pesticides, one of
the mechanisms involved is detoxification through enzymes. In this research, the levels of
detoxifying enzymes that could confer resistance against acaricides in three populations of

T. urticae from the rose-producing area in the south of the State of Mexico were quantified
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through biochemical tests. Five biochemical tests were performed on each population to
determine the enzymatic levels of a-Est, B-Est, Oxid, GST and AChE. It is concluded that a-Est
and R-Est are involved in the resistance of T. urticae to Abamectin, Oxid to Pyrethroids and
Acequinocil, GST do not seem to be involved in the detoxification of acaricides and AChE
confer resistance to Organophosphates.

Keywords: Red spider; detoxification; mechanisms; pesticides; protein; rose bush.

INTRODUCCION

El uso continuo de un solo modo de accidén acaricida ocasiona una mayor abundancia de
individuos con genes de resistencia en la poblacién, lo que produce ineficacia del producto
y conduce al fracaso en el control de la plaga. La resistencia es un cambio fransmisible en
la hiperestesia de la poblacién de una plaga que ocasiona la ineficacia de un producto
para alcanzar el control deseado al ser usado conforme las sugerencias de uso para esa
plaga (IRAC, 2024). Se han desarrollado una variedad de acaricidas dirigidos a procesos
bioldgicos especificos para controlar al dcaro de dos puntos, Tetranychus urticae Koch
(Acari: Tetranychidae). Sin embargo, aspectos bioldégicos de esta especie como su ciclo de
vida corto, alta fecundidad y reproduccién arrenotoca han sido factores importantes en el
desarrollo de resistencia a la mayoria de los grupos de acaricidas (Van y Dermauw, 2016).
De acuerdo a la “Arthropod Pesticide Resistance Database” en el 2023, esta especie ha
aumentado resistencia a 96 ingredientes activos con distinto modo de accidn y se reportan
558 casos de resistencia, donde destacan Abamectina, Bifenazato, Clorfenapir, Dicofol y
Acequinocyl con el mayor nUmero de casos (Mota y Wise, 2024). El aspecto mds interesante
en el manejo de resistencia a los pesticidas es el entendimiento de los mecanismos que
conduce a los dcaros a adquirirla, entre estos podemos senalar muUltiples formas que
involucran mutaciones de desintoxicacién, mutaciones de aminodcidos de destino,
resistencia de penetraciéon, de comportamiento y por el aumento de enzimas
detoxificadoras, las cuales son las mds reportadas (Bass et al., 2015; De Rouck et al., 2023).
Las mds frecuentes son el incremento de las actividades de oxidasas, esterasas, glutatiéon S-
fransferasas y acetilcolinesterasas. Khanjani et al. (2020) reportaron la resistencia de T.
urticae a la Abamectina con la participacién de una elevada actividad de esterasas. El
aumento en la actividad de las oxidasas contribuye a la resistencia a Diamidas Carbamatos
y Piretroides (Hu et al., 2014). Por otro lado, las glutation-S-transferasas tienen un papel
primordial en el metabolismo de fase Il de sustratos xenobidticos (Van y Dermauw, 2016),

catalizan la conjugacién de glutation reducido a sustratos que contienen un centro
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electrofilico (Labrou et al., 2015), de esta forma se incrementa la solubilidad en agua del
sustrato, facilitando su excrecidon, participando en la desintoxicacidn de acaricidas
mediante metabolismo directo en los organoclorados causa la deshidrocloracién y en los
organofosforados la conjugacién con glutation o unidn pasiva mediante secuestro y
metabolismo de subproductos de peroxidacion lipidica en Piretroides (Yamamoto y
Yamada, 2016). En los dcaros el metabolismo tiene una funcidén importante respecto a la
resistencia a acaricidas, el entendimiento de este contribuye a mejorar el control mediante
el correcto manejo de ingredientes activos que fengan distintas vias metabdlicas. Por
consecuencia el objetivo de la presente investigacion fue determinar los niveles de enzimas
que pudieran estar involucradas en la resistencia contra acaricidas en tres poblaciones de

T. urticae provenientes de la zona productora de rosas del sur del Estado de México.

MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron poblaciones de T. urticae provenientes de invernaderos de diferentes zonas
del Estado de México (Tabla 1). La poblacién susceptible, se obtuvo del invernadero de
Parasitologia Agricola que se encuentra en la Universidad Auténoma Agraria “Antonio

Narro”, misma que no ha estado expuesta a acaricidas.

Tabla 1
Ubicacién de las distintas poblaciones de T. urticae,
recolectadas en mayo de 2023, en cultivo del rosal.

Poblacién Coordenadas
Poblacion susceptible (LS)  25°21' 8.55", 101° 1" 37.426"
Rancho Los Pilares (L1) 18° 54" 49.392",99° 37" 3.971"
Rancho Isoflor (L2) 18° 59" 47.004", 99° 34’ 56.46"
Rancho Lizflor (L3) 19°0' 10.402", 99° 35" 1.054"

La recolecta de las poblaciones en invernadero se llevd a cabo en forma manual,
sustrayendo hojas infestadas de los estratos bajo, medio y alto de las plantas, las cuales se
situaron dentro de contenedores para ser tfransportados al Laboratorio de Toxicologia de la
Universidad Autdnoma Agraria Antonio Narro. Posteriormente, se infestaron plantas de frijol
(Phaseolus vulgaris) variedad Lima para la alimentacién y adimatacion de la plaga durante

una semana en una cdmara bioclimdtica, proporcionando condiciones controladas a una
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temperatura de 25£2°C, humedad relativa de 60 a 70% y 12 h de luz diaria proporcionada

con focos de luz blanca.

A cada poblacién se le realizaron cinco andlisis bioquimicos, los cuales permitieron conocer
los niveles de enzimas para a-esterasas (a-Est), p-esterasas (B-Est), oxidasas (Oxid), glutation-

S-transferasas (GST) y acetilcolinesterasas (AChE).

a) Procedimiento para diagnosticar cantidad de proteina
El método que se usd fue el de Bradford (1976) modificada por Brogdon (1984) y Brogdon vy
Barber (1987). En tubos Eppendorf se colocaron por friplicado 60, 90, 120, 200, 300 y 400
adultos de T. urticae, se adicionaron 500 uL de KPOx4 (solucién buffer) a 0.05 My pH 7.2, se
maceraron con la ayuda de un homogeneizador de tejidos manual, para luego aforar a 1
mL y se usé como fuente de enzima. En una microplaca de 96 pocillos, se colocaron 20 L
de enzima mds 80 UL de KPOy, finalmente se adicionaron 200 uL de colorante diluido por
cavidad; para cada una de las repeticiones se realizd por triplicado. Posteriormente se
tfomaron las lecturas del nivel de enzima, utilizando el difusor de 630 nm y de acuerdo a los
requerimientos de proteina comprendidos en el rango de 80 a 120 ug se calcularon los

valores en pug/uL.

Bradford en 1976 respecto a la fuente de enzima, reportd que valores que se encuentran
fuera del nivel no son eficaces para el cdlculo correcto de proteina en tejidos. En 1990 Dary
et al. reportaron que, entre el tamano de la muestra y la cantidad de proteina existe una
importante relacion, por tal motivo se pueden manifestar discrepancias en los datos

obtenidos.

b) Procedimiento para diagnosticar niveles de enzima
Los niveles de a-Est y p-Est se diagnosticaron mediante el método de Brogdon y Dickinson
(1983). Utilizando una microplaca, en cada pocillo se adicionaron 100 yL del homogenado
y 100 uyL de a-naftil o B-naftil acetato, dejando incubar durante 10 min, agregando 100 pL
de Dianisidina, posteriormente se permitidé reposar 2 min y se registraron los datos de

cantidad con un difusor de 540 nm.

Segun la metodologia de Brogdon et al. (1997), se determinaron las Oxid, agregando a

cada pocillo 100 yL del homogenado, 200 uL de 5,5'Dihidrocloruro de tetrametilbencidina
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y 25 uL de H202 al 3%, posteriormente se incubo durante 5 min y se registraron los datos

usando un difusor de 620 nm.

En cuanto a las GST, se utilizd la metodologia de Brogdon y Barber (1990), adicionando a
cada pocillo 100 yL del homogenado, 100 ulL de glutation-reducido y 100 L de 1-cloro-2,4'-
dinifrobenceno, se registré la lectura inmediatamente (tiempo cero), tomando una
segunda lectura franscurridos 5 min, utilizando un difusor de 340 nm, posteriormente se
obtuvieron las diferencias de las lecturas en ambos tiempos para analizar los resultados.

Para finalizar, mediante el método de Brogdon (1988), se diagnosticd la cantidad de AChE,
colocando 100 yL del homogenado, mdas 100 pyl de yoduro de acetilcolina al 3.0 mM y 100
uL de dcido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico, inmediatamente se realizd una lectura (tiempo
cero) y se dejoé reposar durante 10 min, posteriormente se registraron los datos utilizando un
difusor de 414 nm, a las lecturas de ambos tiempos se les sacaron las diferencias y asi se
obtuvieron los datos para el andlisis de resultados. Para la toma de lecturas correspondiente
a las diferentes enzimas de estudio se usd el lector de microplacas BioTek®. A los resultados
se les realizd un andlisis de varianza y una prueba de Tukey (p=0.05), en el programa

estadistico R version 4.1.2.

Imagen 1. Microplaca con reactivos lista para la toma de
lectura.
Fuente: Elaboracién propia.
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RESULTADOS

a) Determinaciéon de proteina.
En la Figura 1 se puede observar que cuando se colocaron un nimero de 60 a 300 dcaros,
el contenido de proteina resulto por debajo del intervalo requerido que debe ser entre 80

a 120 uyg/mL, mientras que, al colocar 400 dcaros, se cumple con el limite, seleccionando

400 adultos como fuente de enzima.
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Figura 1. Cantidad de proteina en ug/ml de T. urticae en solucién
buffer (0.05 M, 7.2 pH).

b) Niveles de enzima
En la Tabla 2, se muestran la canfidad de enzimas para las diferentes poblaciones de T.
urticae, entre las cuales se observan diferencias estadisticas significativas. Las a y p-Est son
las enzimas que se expresan en mayor cantidad en las fres poblaciones en estudio y son
estadisticamente diferentes al compararlas con la LS. La presencia de la enzima a-Est fue
mayor en la L3 seguida de la L1 y L2 respectivamente con diferencias significativas en
comparacion con la linea susceptible la cual presentd el contenido mds bajo. El contenido
de las B-Est, para las tres poblaciones de campo no presentaron diferencias significativas,

pero si al compararlas con la LS la cual registrd el valor mds bajo de esta enzima.

Para las Oxid se presentan diferencias estadisticas significativas, siendo la L3 en la cual se
expresan en mayor proporcién, seguida de la L2 y L1, siendo en la LS donde se expresaron
en menor proporcion. Cantidades de enzima similares se expresaron en las GST, las cuales

no presentan diferencia estadistica entre ellas ni al compararlas con la LS. En lo que
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respecta ala AChE, presentd menor contenido enzimdtico respecto al resto de las enzimas
en estudio, la L2 es donde se presentd la mayor cantidad, mostrando diferencia estadistica
significativa y para el resto de las poblaciones no hay diferencias, siendo la LS la qgue menor

se expresa.

Tabla 2
Cantidad expresada en pg/mL y desviacion estdndar de los niveles de enzimas detoxificativas en
diferentes poblaciones de T. urticae del sur del Estado de México

o-Est B-Est Oxid GsT AChE

Poblacion Media£SD Media+SD Media£SD MediatSD  Media+SD
S 9 18985:0.523 003660002 1242530298 298090254  0.1875%0.045
L 9 20256+0776 37389:0.146  1.42650.183  2.9079:0.143  0.2025+0.057
12 9 20135£0.740 3329940206  1.599+0.072  2.842940.119  0.4219+0.129
13 9 301590607  3.2409:0.199  1.8819:0.132  2.9689:0234  0.2236+0.03]

SD: Desviacién Estdndar. Cantidades con distinta letra presentan diferencia significativa (p=0.05).

DISCUSION

Referente a los niveles enzimdticos es interesante recalcar que las poblaciones de campo
evaluadas, han estado expuestas al menos en los Ultimos dos anos a los acaricidas,
Abamectina, Acequinocil, Piretroides y Organofosforados. En un estudio realizado en el 2019
por Diaz et al. en la misma zona productora, reportaron un alto nivel de resistencia a la
Abamectina para el mismo dcaro, el cual fue de 5.375 veces en relacién a las enzimas
esterasas, resultados similares se asocian a la resistencia para este mismo ingrediente activo
en esta investigacién. En otro estudio Solmaz et al. (2020), observaron el cambio en la
actividad enzimdtica de a-Est y B-Est en tres poblaciones de campo expuestas a la
Abamecting, incrementando de 0.77 a 1.56, 1.28 a 2.66 y 1.09 a 3.46 veces, al comparar
con una linea susceptible y concluyeron que dichas enzimas ejercen una funcién
importante en la resistencia de este dcaro, al estar expuesta a este acaricida. De la misma
manera, en esta investigacién se ven involucradas las a-Est y B-Est en la resistencia de T.

urticae ala Abamectina.

Para el caso de Oxid, la L3 fue la que mostro diferencia estadistica con las otras
poblaciones, esto se atribuye a las repetidas aplicaciones de Abamectina, durante mds de
dos anos y dosis que se registraron cada vez mds elevadas para el control de T. urticae.

Yorulmaz y Saritas en 2014 mostraron que la actividad de esta misma enzima aumento 1.0
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veces en una poblacidén de campo con resistencia al Acequinocil al contrastar con una
poblacién susceptible. Por otro lado, Liu et al. (2022) en su investigacion concluyen que los
aumentos de la actividad de estas enzimas desempenan un rol fundamental en la
resistencia a Piretroides y Organoclorados, al catalizar la oxidacion de sustancias toxicas en
Acaros e insectos.

Las GST al no presentar diferencia significativa entre las poblaciones en este estudio, se
atribuye a la baja aplicacion del acaricida Ciflumetofen, ya que en estudios reportados por
Pavlidi et al. (2017) mencionan que estas mismas enzimas le confieren resistencia a T. urficae
al estar expuesta a dicho acaricida y el historial de aplicaciones para la zona productora
en estudio no figura el uso de este ingrediente activo. Khanjani et al. (2020) indican que al
evaluar una poblacion susceptible y una de campo que estuvieron expuestas a acaricidas

la actividad de las GST no se incrementd en forma significativa.

Con la enzima AChE se encontraron diferencias significativas para las tres poblaciones de
campo. De la misma manera Farahani et al. (2021), registraron diferencias significativas en
la actividad de la enzima AChE en poblaciones resistentes a Clorpirifos (Organofosforado).
La actividad de esta enzima fue 1.29 veces mayor en poblaciones que habian sido tratadas
con este acaricida en relacidn a la poblacidn susceptible, lo anterior es similar a lo
registrado en esta investigacion para la poblacién L2, ya que no se observd diferencia

significativa de la LS enrelacién a la L3y L1.

CONCLUSIONES

Datos de esta investigacion permiten concluir que las a-Est y B-Est estdn involucradas en la
resistencia de T. urticae hacia la Abamectina para L1 y L3, asi como las Oxid les confieren
resistencia a Piretroides y Acequinocil en L3. Las GST no parecen estar involucradas en la
detoxificacién de acaricidas al no presentar diferencias significativas en comparacién con
la poblacion susceptible y las enzimas AChE confieren resistencia a los Organofosforados.
Lo cual nos permite precisar que efectivamente las enzimas detoxificativas estdn
involucrados en conferir resistencia a los acaricidas Abamectina, Acequinocil vy
Organofosforados. Con base a lo anterior se recomienda el uso de ingredientes activos de
diferente modo de accién, como Bifenazato, Clorfenapir y Ciflumetofen, para evitar una

disminucion en el control de T. urticae debido al répido desarrollo de resistencia.
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