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Introduccion

1. Introduccion

Los entomélogos calculan que el dafio causado por las plagas de insectos
sobre los cultivos se ha doblado en los (ltimos 50 afios, en parte debido a
los esfuerzos de la agricultura intensiva por alimentar a la creciente
poblacion mundial (figura 1.1) (IRAC, 2007a), ya que los insectos y los
acaros compiten con los humanos y otros animales por la fuente de
alimentacion. Otro hecho importante que contribuye al desarrollo de las
plagas es el incremento en el movimiento internacional de material vegetal
con el consecuente transporte accidental de muchas especies, incluso entre

continentes.

Poblacion Tierra cultivable Terreno agricola
mundial (x 103 millones por persona
Afio  (x 103 millones) de hectéareas) (hectéareas)
1950
2000 [

Figura 1.1. Evolucion del crecimiento de la poblacion y la superficie de tierra cultivable a nivel
mundial entre 1950 y 2000, con una proyeccion al 2020.

La industria asociada a la agricultura ha tratado de reducir este dafio
en los cultivos mediante la utilizacién de productos quimicos noveles y
nuevas aplicaciones biotecnolégicas. Como resultado, mas de 200
insecticidas diferentes componen los ingredientes activos de mas de 40.000

productos quimicos comerciales, todos destinados a reducir el dafio de los



insectos. Pero, pese a la cantidad de productos disponibles, mas de 500
especies de artropodos en todo el mundo han desarrollado resistencia a los
insecticidas, evitando su efecto téxico. La resistencia a los insecticidas por
parte de las plagas es uno de los problemas econdmicamente mas
perjudiciales, tanto para los agricultores como para la industria, y no hay
region que se encuentre exenta de este fenomeno (IRAC, 2007a).

En Espafia, Andalucia, Murcia y Comunidad Valenciana (por este
orden) son las regiones con un mayor consumo de insecticidas (Collar,
2005). En la actualidad, la regulacion relativa a la comercializacion de
productos fitosanitarios viene dada por la Directiva 91/414/CE, transpuesta
al Estado Espariol por el Real Decreto 2163/90, que sienta las bases para la
inclusién de una “Lista Unica Comunitaria” de las sustancias activas
destinadas a la formulacion de productos fitosanitarios. El objetivo es
unificar a nivel de la Unién Europea los criterios para la evaluacion de los
productos fitosanitarios, con un alto nivel de exigencias toxicolégicas y
ecotoxicolégicas, a fin de minimizar su impacto sobre la salud humana y el
medio ambiente. Como resultado, se han visto afectados un importante
namero de productos insecticidas que se estaban comercializando en el
Estado Espafiol. Esta reduccion crea nuevos problemas para la lucha contra
determinadas plagas, especialmente en los cultivos de las zonas
mediterraneas (http://europa.eu/scadplus/leg/es/Ilvb/113002a.htm, 2007).

Por tanto, el disefio de estrategias para prevenir o minimizar el
desarrollo de la resistencia es un hecho capital, tanto para la introduccién de
nuevos productos, como para la correcta utilizacién de los ya existentes.
Para ello es necesario conocer los mecanismos por los cuales los insectos
adquieren y reproducen dicha resistencia. Estos mecanismos se agrupan en
cuatro categorias diferentes: resistencia metabdlica, resistencia por
modificacion de dianas, resistencia por reduccion de la penetracion y

resistencia por comportamiento, citados en orden de importancia.


http://europa.eu/scadplus/leg/es/lvb/l13002a.htm

Introduccion

Frankliniella occidentalis (Pergande), o trips occidental de las flores,
es una especie introducida accidentalmente en el norte de Europa, y
posteriormente en Espafia, como consecuencia de la importacién de
material vegetal contaminado desde Norteamérica. En la actualidad es una
especie establecida en los campos de las regiones del sur de toda Europa.
Si bien la resistencia en F. occidentalis es un problema ampliamente
extendido, los mecanismos subyacentes que confieren dicha resistencia han
sido estudiados tan solo en unas pocas poblaciones. En dichos estudios se
ha manifestado que tanto la reduccidon de la penetracidn, el incremento en el
metabolismo por diversas enzimas, asi como la modificacion de las dianas,
son posibles mecanismos de resistencia en el trips occidental de las flores.
La informacion sobre los mecanismos implicados en la resistencia, asi como
la posibilidad de establecer ensayos bioquimicos de diagnéstico, rapidos y
sensibles, para detectarla y combatirla, son herramientas enormemente
valiosas para poder llegar a predecir el espectro de resistencia a desarrollar
por las poblaciones de trips.

El presente trabajo se enmarca dentro de un proyecto denominado
“Estrategias de prevencion de resistencia a insecticidas en Frankliniella
occidentalis (Pergande)”, llevado a cabo en colaboracién con la Universidad
Politécnica de Cartagena (UPCT). En él se pretende analizar el grado de
resistencia a distintos insecticidas en poblaciones de trips recogidas en
campo y seleccionadas en el laboratorio, asi como estudiar los mecanismos
desarrollados por dichas poblaciones para adquirir la resistencia.

La determinacion del nivel de resistencia fue llevada a cabo por el
Departamento de Produccion Vegetal de la UPCT. Los insecticidas que
utilizaron fueron los cominmente utilizados en los programas de control de
F. occidentalis: deltametrina y acrinatrina, ambos piretroides; metamidofos,
un organofosforado (OP); endosulfan, un organoclorado; y metiocarb y
formetanato, ambos carbamatos. Tres de ellos son especificos contra trips
(acrinatrina, formetanato y metiocarb), mientras que los otros tres son de



amplio espectro (en la actualidad el endosulfan es una sustancia revocada
de la “Lista Unica europea de productos fitosanitarios” y por tanto, prohibida
su comercializacion y utilizacion).

Asi pues, los insectos utilizados en los diversos ensayos fueron
proporcionados por la UPCT y en todos los casos se trataba de animales no
expuestos directamente a los insecticidas, sino la primera generacién filial

obtenida en el laboratorio, con el fin de evitar fenémenos de induccion.

1.1. El trips occidental de las flores, Frankliniella

occidentalis
1.1.1. Taxonomia y biogeografia

Los trips pertenecen a la Clase Insecta, y se incluyen en un Gnico orden
(Thysanoptera). Se conocen cerca de 5.000 especies, de las cuales el 93%
se agrupa en tan solo dos familias, Thripidae y Phlaeothripidae (tabla 1.1)
(Mound y Teulon, 1995).

Tabla 1.1. Distribucion por familias del orden Thysanoptera.

Suborden Familia N° de especies Subfamilias
Terebrantia Uzelothripidae 1

Fauriellidae 4

Adiheterothripidae 5

Merothripidae 15

Heterothripidae 70

Aelothripidae 250

Thripidae 1700 Thripinae

Panchaetothripinae
Dendrothripinae
Sericothripinae

Tubulifera Phlaeothripidae 3000 Phlaeothripinae
Idolothripinae

De todas las especies de trips solo unos pocos cientos son
consideradas como plaga agricola, y la mayor parte de ellas pertenecen a la

familia Thripidae. Una caracteristica comun a todas las especies descritas
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como plaga es la polifagia. Desde principios de los afios 80, las diversas
especies se encuentran distribuidas a lo largo de todo el mundo como
resultado de su expansién desde sus habitats naturales hacia nuevos
ambientes. La mayor parte de ellas se ha dispersado debido a la actuacion

accidental del hombre (Mound y Teulon, 1995).

Frankliniella occidentalis (Pergande, 1895), o trips occidental de las
flores, pertenece a la familia Thripidae y, dentro de ésta, a la subfamilia
Thripinae. Se trata de una especie originaria del oeste de Norteamérica
(California), por lo que también se le conoce con el nombre de trips
californiano. Desde Norteamérica se ha propagado hacia Sudameérica,
Oceania, Asia, Europa y Africa (figura 1.2) (EPPO, 2006).

Figura 1.2. Distribucion mundial actual de Frankliniella occidentalis. El color rojo indica
presencia a nivel nacional y el verde, provincial. Los circulos sin fondo indican presencia en tan
solo ciertas areas de la nacién o provincia.

1.1.2. Biologia de Frankliniella occidentalis

F. occidentalis es un insecto de pequefio tamafio. Los adultos miden
aproximadamente 1 mm de longitud, siendo un poco mas grandes las

hembras que los machos (figura 1.3). Presentan dos pares de alas



estrechas, cubiertas por largos y finos pelos a modo de flecos. Las hembras
invernantes son oscuras, presentando mas clara la cabeza que el abdomen.
Las estivales son claras, aunque parte del abdomen se va oscureciendo a
medida que envejecen. Los machos son siempre claros y mas delgados
(Tommasini y Maini, 1995).

Su ciclo de vida (figura 1.3) se inicia con la insercién de los huevos
en el tejido tierno de la planta, debajo de la epidermis, siendo el periodo de
incubacion de 2 a 4 dias en condiciones favorables. De ellos eclosionan las
ninfas, apteras, blanquecinas, de 0,6 mm de longitud, que pronto comienzan
a alimentarse picando los tejidos. Después de una muda se forman las
ninfas de segundo estadio que se alimentan intensamente, alcanzando
pronto el tamafio méximo y tomando coloracion amarillenta cerosa. Luego
descienden al suelo en un lugar protegido de la luz donde pasan al siguiente
estadio ninfal, teniendo lugar en ese momento la formacion de las alas. En
esta Ultima etapa no se alimentan y se desplazan con dificultad al no tener
desarrolladas las articulaciones de las patas. Cuando se forman los adultos
son muy claros y en poco tiempo van tomando coloracion marrén cada vez

mas oscura. Pronto vuelan para alimentarse, haciéndolo preferentemente

Figura 1.3. Frankliniella occidentalis. I1zquierda: fases del ciclo de vida: 1, huevo. 2-4, diferentes
estadios ninfales. 5, adulto. Derecha: fotografia de trips en diferentes estadios de desarrollo.
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sobre las flores, ya que el polen es uno de los alimentos mas completos.
Pocos dias después las hembras inician la puesta (Lacasa y Contreras,
1993).

El tiempo empleado en el desarrollo es variable, dependiendo de la
temperatura, la alimentacion y algunos otros factores ambientales, sobre
todo las condiciones en las que se desarrollan las ninfas (Robb, 1989;
Lacasa, 1990). EI umbral minimo de desarrollo fisiolégico del trips se
encuentra alrededor de los 10°C, y a temperaturas por encima de 35°C se
producen importantes mortalidades de los estadios inmaduros. El desarrollo
optimo tiene lugar a temperaturas entre 25 y 30°C, con una duracion del
ciclo completo de aproximadamente 12 dias. La duracién del estadio adulto
depende también de la temperatura: se alarga a temperaturas bajas (70
dias a 15°C) y se acorta mucho a temperaturas por encima de 30°C (10 dias
a 35°C) (Lacasa et al., 1992).

Los trips presentan reproduccion bisexuada y partenogenética de
tipo arrenotéquico, siendo haploides los machos y diploides las hembras
(Moritz, 1997). La fecundidad de las hembras depende en gran medida de la
calidad y cantidad de alimento ingerido, pudiendo variar entre 30 y 300
huevos por hembra puestos a lo largo de la vida activa (Pickett et al., 1988).
Por tanto, en condiciones climaticas 6ptimas, con sustratos alimenticios
adecuados y en ambientes propicios para el insecto, los trips presentan una
alta tasa multiplicativa (Bournier y Bournier, 1987; Robb et al., 1988).

Los adultos manifiestan una clara tendencia a colonizar las flores,
aunque no en todas las plantas su localizaciébn corresponde a tal
preferencia; las ninfas suelen situarse en lugares protegidos de la planta.
Tanto en estadio adulto como de ninfa, los trips se alimentan picando el
tejido vegetal con los estiletes bucales. Inyectan saliva y luego aspiran el
contenido celular mediante la bomba hipofaringea, hasta el tubo digestivo
(Bournier, 1983).



En los cultivos, la diseminacion del trips tiene lugar a través del
material vegetal. Los adultos realizan vuelos activos cortos de planta a
planta, aunque sin elevarse demasiado, pero pueden ser arrastrados sobre
el nivel del cultivo por las corrientes ascendentes de aire que se producen al

calentarse la tierra y la cubierta vegetal, o ser desplazados por el viento.

De forma global, en las zonas célidas las poblaciones de trips son
abundantes desde mediados de la primavera hasta finales del otofio, y en
las zonas frias se produce hibernacion de la plaga (Lacasa et al., 1991,
1993). En cualquier caso, las oscilaciones en los niveles poblacionales de
un cultivo concreto y en un lugar determinado estan sometidas a factores de
multiplicacion y de inmigracion, relacionados con los hospedantes proximos.
En Europa, poblaciones permanentes de F. occidentalis en el campo solo
han sido encontradas en el area mediterrdnea debido a la climatologia de la

Zona.

F. occidentalis se revela como uno de los tisanépteros mas
polifagos, capaz de colonizar plantas herbaceas y arbéreas, siendo sus
hospedadores tanto cultivos como plantas silvestres. Por lo que se refiere a
las hortalizas, el trips ha sido citado sobre casi todas aquellas cultivadas en
el &rea mediterranea, aunque con connotaciones diferentes de unos cultivos
a otros. Por el momento se han descrito en 244 plantas correspondientes a
62 familias diferentes (Tommasini y Maini, 1995). Ademas, en las
poblaciones colonizadoras se han encontrado preferencias diferentes
atendiendo a las variedades de las plantas. La presencia en algunas de
esas plantas es ocasional, sin que se alimenten o se multipliquen sobre
ellas; en otras los adultos acuden a las flores solamente para alimentarse, y
finalmente, sobre una parte importante de ellas los trips se alimentan y

multiplican.
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1.1.3. El trips como plaga: aspectos biolégicos que inciden en las

estrategias de control

La dificultad para el control de esta especie comienza por la circunstancia
de que la fecundidad de la hembra a lo largo de su vida es muy alta, y que
el tiempo de incubacién de los huevos es muy corto. Otro hecho importante
gue influye en la dificultad para su control es el originado por la forma y ciclo
de vida del insecto. Los huevos estan insertados dentro de los tejidos
vegetales, la poblacion de ninfas y adultos vive alimentandose sobre hojas
(haz y envés), frutos y sobre todo flores, refugiandose en las hendiduras,
resultando todos ellos lugares inaccesibles a los tratamientos insecticidas.
La facilidad de dispersion que muestra la plaga es un factor que
influye también de forma decisiva sobre la invasion de los cultivos. La
capacidad para vivir en la gran mayoria de las plantas silvestres y cultivadas
(son enormemente polifagos) y la facilidad de su transporte por el viento y
material vegetal, favorece la invasion de los cultivos “limpios” e invernaderos
y el aumento paulatino de su area de distribucion. Ademas, en los inicios de

la invasion la plaga es dificil de detectar y los dafios dificiles de observar.

También hay que tener en cuenta que no existe un control natural
de las poblaciones de trips mediante predadores o parasitos, ya que aunque
se han citado varias especies depredadoras de F. occidentalis (especies de
Orius (Riudavets y Castafié, 1998), de acaros (Sabelis y van Rijn, 1997) y
de parasitos (Hunter, 1997)) sus poblaciones en los cultivos horticolas son
casi anecddticas y muy presionadas por las numerosas aplicaciones de
insecticidas.

F. occidentalis presenta, ademas, las caracteristicas idéneas para el
desarrollo de resistencia a insecticidas: generaciones cortas, fecundidad
elevada y sistema reproductivo haplodiploide, en el que los genes
resistentes en los machos se encuentran directamente expuestos a la
seleccion por los insecticidas. Como consecuencia, la seleccion de la

resistencia se produce mas rapidamente que en las especies diploides,

11



siendo esta diferencia especialmente importante en aquellos casos en los
que la resistencia se encuentra ligada a genes recesivos (Denholm et al.,
1998).

La primera vez que se observé una reduccién en la eficacia de un
insecticida en el control de F. occidentalis, fue en los campos de algodén de
Nuevo Méjico (Race, 1961), aunque el primer estudio realizado
demostrando el desarrollo de resistencia en esta especie fue llevado a cabo
en 1989 (Robb, 1989). Desde entonces han sido numerosos los casos
documentados al respecto y frente a OP, carbamatos, piretroides y
organoclorados (Brodsgaard, 1994; Zhao et al., 1995a; Jensen, 1998, 2000;
Herron y Gullick, 2001; Maymo et al., 2002, 2006).

Los problemas que crea esta especie en los cultivos horticolas se
traducen en dafos producidos por la alimentacion de ninfas y adultos sobre
los tejidos vegetales, afectando al desarrollo normal de las plantas y/o
produciendo dafios de distinta consideracion en los productos objeto de
comercializacion, creando un elevado porcentaje de productos de baja

calidad, que disminuyen de forma notable el valor de la produccién.

Por otro lado, esta especie es uno de los vectores mas importantes
en la transmisién de virus del género tospovirus, causando dafios indirectos
mucho mas preocupantes que los efectos directos ocasionados por el
desarrollo de la plaga (Belda y Rodriguez-Rodriguez, 1989). El virus del
bronceado del tomate (Tomato Spotted Wilt Virus, TSWV) del género
tospovirus, puede ser transmitido con mayor o menor eficacia por diferentes
especies de trips, todas ellas pertenecientes al suborden Terebrantia. El
insecto adquiere el virus al alimentarse en tejidos virosados, pero para que
pueda transmitirlo éste ha de ser adquirido por el insecto en el estadio de
ninfa (Sakimura, 1961a, b; 1963; Bournier, 1983). Los dafios causados por
el virus consisten en decoloraciones y necrosis, asi como deformaciones y

distorsiones de las plantas y frutos (figura 1.4).
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Figura 1.4. Dafios producidos en hojas, flores y frutos de diferentes cultivos infectados con el
virus TSWV, transmitido por F. occidentalis.

1.1.4. Incidencia de la plaga en Espafia

F. occidentalis se introdujo en Espafia en 1986, probablemente a través de
esquejes de plantacion de cultivos florales importados desde Holanda hasta
invernaderos de Almeria (Lacasa, 1990). Con el tiempo se ha producido una
dispersion continua del insecto por la geografia nacional, primero por las
regiones costeras mas calidas y mas tarde por las del interior. En buena
parte de las comarcas costeras de las regiones calidas espafiolas los trips
encuentran condiciones ambientales y de vegetacion apropiadas para
desarrollarse y multiplicarse a lo largo de todo el afio, tanto al aire libre
como en los invernaderos. Por el contrario, en las regiones del interior su
actividad se detiene en el invierno. Si originalmente su presencia se
circunscribia a cultivos horticolas y florales, pronto se amplié la asociacion a
cultivos arbéreos e industriales, donde ademas encontraba sustratos y
soportes adecuados para su multiplicacion en una gran cantidad de malas
hierbas (Lacasa, 1990).

Posteriormente, en 1989, se detectd por primera vez en Espafia el
virus TSWV en cultivos florales. A partir de ese momento la enfermedad se
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extendio por las regiones previamente colonizadas por dicho vector (Lacasa
y Contreras, 1993).

Las medidas y estrategias para el control de plagas de F.
occidentalis pasan por practicas culturales (eliminar restos de cultivos y
malas hierbas), medios fisicos (utilizacion de mallas y tejidos como
barreras), medios biolégicos (mediante uso de enemigos naturales:
predadores, parasitos y patdgenos) y medios quimicos (utilizacion de
insecticidas).

De forma general, los medios quimicos son los mas ampliamente
utilizados en el control de la plaga mediante diversas materias activas,
formulaciones, formas de aplicacién, momentos de intervencion, programas
de aplicacién en relacién a otras plagas, etc. Estos medios proporcionan
respuestas satisfactorias en algunos cultivos (Grasselly et al., 1991; Helyer
y Brobyn, 1992; Pasini et al., 1993). Sin embargo, en otros cultivos y en
otras condiciones los resultados no son totalmente satisfactorios,
necesitando de su conjugacion o integracién con otros medios y métodos.
Por ello se tiende a buscar materias activas selectivas que permitan la
accion simultdnea de enemigos naturales, y por otra parte, a alternar
estratégicamente la utilizacion de esas materias con el fin de evitar la
aparicion de poblaciones resistentes.

Actualmente, datos recogidos por IRAC (Insecticide Resistance
Action Committee) en Espafia (Collar, 2005) ponen de manifiesto que las
plagas que muestran mayor dificultad para su control en nuestro pais son
Tetranychus urticae, Bemisia tabaci y F. occidentalis, por este orden. Pero
la especie que muestra una mayor problemética es F. occidentalis,
especialmente, en cultivos de pimientos, tomates, lechugas, habas y
alcachofas. Para su control se requieren reiteradas intervenciones con
insecticidas a lo largo de un ciclo de cultivo, sobretodo en invernaderos,
aunque también se hacen necesarias en cultivos sensibles al TSWV

realizados al aire libre, tanto en ciclo de invierno (alcachofas, habas,
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lechugas) como de verano (tomate, pimiento para pimenton), ya que los
umbrales poblacionales de trips vectores admitidos son extremadamente
bajos. La necesidad de aplicaciones quimicas reiteradas, junto al hecho de
gue la gama de materias activas y formulados para el control de esta plaga
es bastante reducida, ha supuesto una pérdida de la eficacia de los mismos
con la consecuente dificultad para el control de la plaga, desde su

introduccién (Bielza y Contreras, 2005).

1.2. Clasificacion de los insecticidas

La FAO (Food and Agriculture Organization) y la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud) definen el término plaguicida como «cualquier
sustancia 0 mezcla de ellas destinada a prevenir, destruir o controlar
cualquier plaga, incluyendo los vectores de enfermedades animales o
humanas, las especies no deseadas de plantas o animales, que causan
perjuicio o que interfieren de algiin modo en la produccién, elaboracion,
almacenamiento, transporte o comercializacién de alimentos, productos
agricolas, madera, alimentos para animales, o que pueden administrarse a
los animales para combatir insectos, aracnidos u otras plagas en o sobre
sus cuerpos». El término incluye las sustancias destinadas a utilizarse como
reguladoras del crecimiento de las plantas, defoliantes, desecantes o
agentes para reducir la densidad de fruta o para evitar la caida prematura
de ésta, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la
cosecha para proteger el producto contra el deterioro durante su
almacenamiento y transporte (FAO, 1989; OMS, 1990).

Asi, se integran en esta definicién: insecticidas, acaricidas,
nematicidas, fungicidas, herbicidas, etc., en funcién del organismo plaga
contra el que se pretenda luchar. En el presente trabajo son de interés los
plaguicidas empleados en la agricultura para la lucha contra los insectos: los

insecticidas. Estos, a su vez, pueden ser clasificados en funcion de su
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estructura quimica, modo de accién, etc. Globalmente, los insecticidas mas
utilizados son los que actdan a nivel del sistema nervioso de los insectos
(tabla 1.2). De todos ellos, tan solo los tres primeros grupos son de interés
para este estudio, pues corresponden a los utilizados para el control de F.

occidentalis en nuestras poblaciones.

Tabla 1.2. Clasificaciéon de los insecticidas neurotdxicos mas importantes, segin su punto de
accion (IRAC, 2007b).

A . - Carbamatos
1 Inhibidores de acetilcolinesterasa
B Organofosforados
2 A Antagonistas de canales de cloro Organoclorados
B dependientes de GABA Fenilpirazoles
3 Moduladores de canales de sodio glg?lfrmdes, FIElES
A Agonistas/ant istas d " Neonicotinoides
4 B gonistas/antagonistas de receptores .. .o
nicotinicos
C Cartap, Bensultap
5 /-\.gonlls_tas/ant‘agomstas de receptores Spinosines
nicotinicos (diferentes al grupo 4)
6 Activadores de canales de cloro Abamectinas, Milbemicinas

1.2.1. Inhibidores de acetilcolinesterasas (AChE)

Dentro de este grupo de insecticidas encontramos dos subgrupos quimicos
diferentes, los OP y los carbamatos. Los insecticidas OP son un grupo muy
importante de compuestos que varian enormemente en estructura y
propiedades quimicas. Todos son ésteres derivados del acido fosférico con
diferentes combinaciones de oxigeno, carbono, azufre y nitrégeno. Del
conjunto de los insecticidas, suelen ser los que presentan una mayor
toxicidad sobre los organismos vertebrados, aunque la mayoria de ellos son
guimicamente inestables o poco persistentes. En nuestro estudio usamos el
metamidofos (figura 1.5).

Los insecticidas carbamatos son ésteres del acido carbamico y

tipicamente presentan como grupo alguna clase de anillo arilo. A menudo,
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también resultan altamente toxicos para los mamiferos. En nuestro estudio

utilizamos el metiocarb y el formetanato (figura 1.5).
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Figura 1.5. Estructura quimica de las moléculas de insecticidas utilizados en nuestro estudio:
metamidofos, un organofosforado; metiocarb y formetanato, ambos carbamatos; endosulfan, un
organoclorado; acrinatrina y deltametrina, ambos piretroides.

Estos dos grupos quimicos actlian sobre ciertas enzimas del
sistema nervioso, concretamente las AChE. La funcion de la enzima AChE
es la de hidrolizar el neurotransmisor acetilcolina hasta acetato y colina en
el espacio sinaptico (Zubay, 1983).

Los OP y carbamatos son potentes inhibidores de la AChE, ya que
al unirse a la enzima forman un complejo covalente y estable, impidiendo la
hidrélisis de la acetilcolina (Eldefrawi, 1985). Una acumulacién de
acetilcolina provoca que los canales catidnicos estén permanentemente
abiertos, causando una hiperexcitacion que se traduce en temblores,

convulsiones y finalmente paralisis, provocando la muerte del animal. En los
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insectos, la accion de esta clase de insecticidas esta confinada al sistema
nervioso porque es donde se encuentran las sinapsis colinérgicas. Entre los
dos grupos quimicos existe una diferencia importante: la fosforilaciéon de la
AChE por parte de los OP es muy persistente, mientras que la
carbamilacion por parte de los carbamatos lo es en menor medida (Barbera,
1989; Ware y Whitacre, 2004).

1.2.2. Antagonistas de los canales de cloro dependientes del acido y-
aminobutirico (GABA)

El grupo quimico de los organoclorados representa uno de los grupos mas
antiguos de insecticidas comerciales. Originalmente  fueron
policlorocicloalcanos lipofilicos ambientalmente estables. De todos ellos, los
materiales mas biodegradables son el lindano y el endosulfan (utilizado en
nuestro estudio; figura 1.5). Los esfuerzos de sintesis quimica dieron como
resultado la llegada de los fenilpirazoles, con un modo de accion similar

pero con toxicidad mas selectiva hacia los insectos.

Con los organoclorados, el envenenamiento del sistema nervioso
ocurre a causa del antagonismo de esta clase de insecticidas con el
neurotransmisor inhibidor GABA. La funcién de este neurotransmisor es la
apertura de los canales de cloro para deprimir los impulsos nerviosos en la
célula postsinaptica. Estos insecticidas bloquean la apertura de dichos
canales, lo que conduce nuevamente a una hiperexcitacion del sistema
nervioso central que se traduce en convulsiones y posterior muerte del
animal (Barbera, 1989; Bloomquist, 1993; Ware y Whitacre, 2004).

1.2.3. Moduladores de los canales de sodio

Dentro de este grupo podemos diferenciar dos subgrupos quimicos

diferentes, los piretroides y el 1,1,1-tricloro-2,2-bis(p-clorofenil)etano (DDT).
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El DDT pertenece al grupo quimico de los organoclorados y es una
molécula muy lipofilica, altamente biopersistente, aunque su toxicidad

aguda es baja.

Los compuestos originales del grupo de los insecticidas piretroides
fueron aislados de las flores del crisantemo y se denominaron piretrinas.
Los piretroides sintéticos han sido desarrollados con el objetivo de mejorar
la especificidad y actividad de los insecticidas piretroides naturales. Son
ésteres con un grupo alcohol y uno &cido; el grupo &cido generalmente
contiene un anillo dimetilciclopropano con un radical variable. En nuestro
estudio empleamos la acrinatrina y la deltametrina (figura 1.5).

Los piretroides y el DDT comparten el lugar de accion, los canales
de sodio dependientes de voltaje. Estos canales ibnicos se encuentran en
las membranas de las neuronas y su apertura es responsable de la
transmision del impulso nervioso (Zlotkin, 1999). La intoxicacién por parte
de estos insecticidas se debe al impedimento del cierre de los canales de
sodio tanto dentro del sistema nervioso central como del periférico,
afectando a la propagacion del impulso nervioso e incrementando ademas
la liberacion de neurotransmisores en los terminales nerviosos. Todo ello se
traduce en hiperexcitabilidad, convulsiones y descoordinacién, causando
finalmente la muerte del insecto. La sinapsis neuromuscular de los insectos
es un blanco especialmente importante para los piretroides y su efecto
téxico es mucho mas pronunciado que el del DDT (Barbera, 1989; Ware y
Whitacre, 2004).

1.3. Resistencia a insecticidas

1.3.1. Aspectos generales

El desarrollo de resistencia a los insecticidas por parte de los insectos es el
mayor obstaculo en el control de plagas, tanto agricolas como domésticas o

sanitarias (Georghiou, 1990). Como resultado de la aparicion de resistencia
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se incrementa la dosis y frecuencia de aplicacion de los insecticidas,
produciendo una disminucién en la eficacia de los mismos v,
consecuentemente, dafios ambientales y aparicion de enfermedades
animales y humanas (Szczepanski, 1990). Por ello es primordial llegar a
entender los mecanismos por los cuales los insectos adquieren dicha
resistencia, y poder asi disefiar nuevas estrategias que resulten seguras y
efectivas, ayudando al mismo tiempo a frenar y evitar la aparicion de dicho
fendomeno.

La OMS (1957) defini6é la resistencia como «el desarrollo, en una
poblacion de insectos, de la habilidad de tolerar dosis de toxicos que
resultarian letales a la mayoria de los individuos de una poblaciéon normal o
sensible (S) de la misma especie». Segun la FAO (1970) la resistencia «es
una respuesta disminuida de la poblacion de una especie de animales o
plantas a un plaguicida o agente de control como resultado de su
aplicacion». En la actualidad, se define como «un cambio heredable en la
sensibilidad de una poblacién de una plaga que se refleja en repetidos fallos
de eficacia de un producto al ser usado de acuerdo con las
recomendaciones de la etiqueta para esa plaga» (IRAC, 2007Db).

A esta situacion puede llegarse por un uso abusivo o mal uso del
insecticida en el control de una plaga, lo que resulta en la seleccion de
formas resistentes que transmiten esta caracteristica a la descendencia, con
la consiguiente evoluciébn de las poblaciones que se convierten en
resistentes (R). Es decir, es un proceso de microevolucion que se produce
como resultado de la presion de seleccion ejercida por la accién de un
téxico sobre la variabilidad genética intrinseca de la poblacion (Matsumura,
1985) y no porque se produzcan mutaciones (Oppenoorth, 1985); de hecho,
la mayor parte de los insecticidas comerciales son poco mutagénicos
(Roush y McKenzie, 1987). Los insectos resistentes se multiplican en la
poblacidn, mientras que los sensibles son eliminados progresivamente por

la accién de los insecticidas. Ahora bien, hay que tener en cuenta que los
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genes asociados a la resistencia pueden variar desde dominantes, pasando
por semi-dominantes, hasta recesivos. Si se trata de un gen dominante o
semi-dominante, tan solo es necesario un parental para que se exprese total
o parcialmente en la descendencia. Si es recesivo, ambos parentales deben
poseer dicha caracteristica. Afortunadamente, la mayoria de los
mecanismos de resistencia estdn controlados por genes recesivos 0 semi-
dominantes (IRAC, 2006). En el caso de resistencia genéticamente
dominante, ésta se establece rdpidamente en la poblacion y dificulta
enormemente su control (figura 1.6).
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Figura 1.6. Esquema del desarrollo de la resistencia a los insecticidas en las poblaciones de
insectos. En la parte izquierda se observa la aparicion del fenémeno de resistencia, y en el lado
derecho se representa su evolucion.
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En una poblacién no expuesta a insecticidas, los genes asociados a
la resistencia suelen ser muy poco frecuentes, debido a que normalmente
suponen un coste adaptativo o bioldgico, ya que los insectos que presentan

la caracteristica de resistentes suelen carecer de alguna otra cualidad que
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supone una ventaja para el resto de los insectos (sensibles) en ausencia de

la presidn causada por los insecticidas.

La rapidez del desarrollo de la resistencia depende a su vez de

muchos otros factores, entre los cuales se encuentran:
e La frecuencia de aplicacion de los insecticidas.

e Ladosisy persistencia del efecto del insecticida: la duracion
del efecto de un insecticida depende de sus propiedades
fisicoquimicas, el tipo de formulaciéon y la frecuencia de
aplicacion.

e La reproduccion de los insectos: las especies que presentan
un ciclo de vida corto y una alta velocidad de reproduccién

son mas propicias a desarrollar la resistencia.

e Aislamiento poblacional: la inmigracion de individuos con
alelos sensibles desde areas no tratadas diluye

beneficiosamente los alelos resistentes.

Por otro lado, hay que considerar que cuando una poblacién es
resistente a un determinado insecticida se puede comportar de forma
diferencial frente a otro insecticida, con lo que distinguimos entre resistencia
simple, miltiple y cruzada. Hablamos de resistencia simple cuando un
mecanismo de resistencia confiere resistencia a un solo insecticida. La
resistencia multiple se define como la resistencia a mas de un tipo de
insecticidas, con diferente punto de accién, normalmente como resultado de
la seleccién con distintos insecticidas. La resistencia cruzada es aquella en
la que la resistencia a un compuesto también la confiere a otro por
presentar ambos un modo de accion comun. Existe también la resistencia
cruzada negativa, donde la resistencia a un insecticida se correlaciona con

la susceptibilidad a otro, aunque raramente se produce (Oppenoorth, 1985).

El primer caso documentado de resistencia a insecticidas en

artropodos data del afio 1908, y fue encontrado en el “Piojo de San José”
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(Quadraspidiotus perniciosus) frente al polisulfuro de calcio (Melander,
1914). A partir de ese momento el niumero de especies de artropodos
resistentes crecié gradualmente en una proporcién de aproximadamente
una nueva especie resistente cada dos a cinco afios. Posteriormente se
produjo el desarrollo de los insecticidas organicos, tales como el DDT, lo
gue supuso una relajacion para la industria agricola al pensar que la
resistencia a insecticidas era ya un problema del pasado, puesto que se
solucionaba mediante la introduccién continuada de nuevos insecticidas.
Pero desafortunadamente esa tranquilidad se desvanecié rapidamente. En
los afios 50 se documentd resistencia al DDT en la mosca doméstica
(Busvine, 1951), y con la introduccién de cada nuevo tipo de insecticida
(carbamatos, OP, piretroides, etc.) los casos de resistencia tardaban de 2 a
20 afios en aparecer. Ademas, en los afios 70 la introduccién de nuevos
compuestos sufrid6 un pronunciado declive. En los 80 la proporcion de
aparicion de casos de resistencia era ya de mas de 15 nuevas especies
resistentes por afio, y en los 90 eran catalogadas como resistentes mas de
500 especies de artrépodos, al menos a un insecticida. Este proceso
condujo al abandono de la estrategia de Iluchar mediante nuevos
compuestos y fue reemplazada por un nuevo paradigma de control de
resistencia: deteccién temprana junto con tacticas que procuraran la
prevencion, retraso e incluso reversion de los niveles de resistencia
aparecidos y considerados deletéreos (Soderlund, 1997).

Sin embargo, a pesar de todas estas circunstancias, los insecticidas
se encuentran todavia entre las herramientas mas eficientes para mantener

las poblaciones de plagas bajo control.

1.3.2. Mecanismos de resistencia a insecticidas

Los mecanismos de resistencia a insecticidas se pueden dividir en dos
niveles: de comportamiento y fisiolégicos. El primer nivel se produce cuando

el insecto altera su comportamiento de manera que se reduce o se evita el
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contacto con el insecticida. Los mecanismos fisioldgicos se dividen, a su
vez, en tres subniveles: reduccion de la penetracion de los plaguicidas
mediante barreras tisulares, incremento de la destoxificacion de los
insecticidas mediante procesos metabdlicos y alteraciones de los puntos de

accion (dianas) de los agentes toxicos.

1.3.2.1. Resistencia por comportamiento

En el afio 1989 Sparks defini6 esta forma de resistencia como «el desarrollo
de comportamientos que reducen la exposicion a compuestos toxicos en los
insectos, o que permiten la supervivencia de éstos, sin los cuales la
presencia del toxico resultaria letal». Subdividid estos comportamientos en
estimulo-dependientes y estimulo-independientes. Los primeros incluyen
repelencia e irritacién, mecanismos que desarrolla el insecto para evitar el
insecticida antes y después del contacto, respectivamente. Los
comportamientos estimulo-independientes incluyen evitar el insecticida por
el hecho de ocupar habitats que minimizan el contacto del insecto con el
toxico (Sparks et al., 1989).

Estos mecanismos son dificiles de estudiar. Aun asi, han sido
documentados en mas de 30 especies de insectos, con lo que se pone de
manifiesto que se trata de un mecanismo generalizado en este grupo
animal. Se conocen pocas estrategias para su control, pero la rotacién o

alternancia de insecticidas podria retrasar su aparicion (Sparks et al., 1989).

1.3.2.2. Reduccién de la penetracién

La reduccion de la penetracién a través de las barreras tisulares es un modo
efectivo de reducir la dosis de insecticida que llega al lugar de accion,
aunque no se evite la reduccién en la totalidad del cuerpo del insecto. La
cantidad de insecticida que penetra a través de la cuticula u otras barreras

(como el tracto digestivo) depende fundamentalmente de las propiedades
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fisicoquimicas del insecticida y de las propiedades del tegumento del
insecto (la barrera), de modo que este mecanismo estd encaminado a
seleccionar cambios en las propiedades fisicoquimicas de las barreras

tisulares, debidos fundamentalmente a alteraciones en su composicion.

Como mecanismo aislado confiere bajos niveles de resistencia
(Scott et al., 1990), pero normalmente se presenta combinado con otros
tipos de mecanismos, intensificando su efecto. Su mayor potencial se debe
a que evita o reduce el riesgo de que los mecanismos de destoxificacion se
saturen, ademéas de que protege frente a un amplio rango de insecticidas.
Este tipo de resistencia ha sido documentado en varias especies de
insectos (Plapp y Hoyer, 1968; Oppenoorth, 1985).

1.3.2.3. Incremento de la destoxificacibn metabolica

Anteriormente la destoxificacion de xenobidticos se atribuia a un efecto
lateral de enzimas con alguna funcion fisiolégica desconocida, pero esta
idea fue descartada al reconsiderar que la mayoria de las enzimas
implicadas en este proceso, si no todas, estan presentes precisamente para
defender a los organismos contra los muchos productos nocivos que se
encuentran en su ambiente. Diversas enzimas constituyen un sistema
integrado para la degradacion de estos compuestos y se encuentran
presentes como resultado de una larga historia evolutiva, tanto en
vertebrados como en invertebrados. En este aspecto, muchos insectos
polifagos se encuentran expuestos a un amplio rango de toxinas naturales
procedentes de las plantas y por ello a menudo estan bien capacitados para
destoxificar compuestos extrafios, entre ellos también los insecticidas.
Cuando un xenobibético penetra por ingestién, inhalacién o
absorcion, sufre una serie de reacciones metabdlicas destoxificantes que lo
convierten en un producto menos toxico y mas facilmente eliminable. Los

procesos mediante los cuales se metabolizan los xenobiéticos se dividen en
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dos fases (figura 1.7). En la fase |, se introduce un grupo funcional polar en
la molécula por oxidacién, reduccién, hidrélisis, etc. Si el metabolito
resultante es suficientemente hidrofilico, éste es excretado por el
organismo. De lo contrario, actia como sustrato de la fase Il (metabolismo
sintético), donde otras enzimas catalizan su conjugacién con otros sustratos
endogenos hidrofilicos, incrementando su polaridad y facilitando con ello su
excrecion (B-Bernard y Philogéne, 1993).

La mayor parte de los insecticidas utilizados para combatir las
plagas (OP, piretroides, carbamatos, organoclorados) suelen ser sustancias
lipdfilas con la finalidad de facilitar su penetracién a través de la cuticula, por
lo que su metabolismo estd encaminado a aumentar su polaridad.
Generalmente, en la degradacién de los insecticidas se encuentran
implicados tres sistemas enzimaticos: las esterasas, las oxidasas de funcién
multiple (MFO), ambos sistemas correspondientes a la fase |, y las glutation
S-transferasas (GST), correspondientes a la fase Il del metabolismo
(Soderlund y Bloomquist, 1990).

INSECTICIDA Fase | METABOLITO Fase Il METABOLITO
(lipofilico) 4” (hidrofilico) FINAL
oxidasas transferasas
reductasas
hidrolasas
EXCRETADO EXCRETADO

Figura 1.7. Representacion de las fases del metabolismo de destoxificacion de los insecticidas
gue tienen lugar en el interior del insecto.

Un incremento en la capacidad de destoxificar los insecticidas
confiere, por tanto, un grado variable de resistencia a los insectos. Esta
mayor capacidad de degradacion puede ser debida bien a un cambio
cuantitativo o bien a un cambio cualitativo. El primero es el resultado de un

incremento en la expresion de enzimas de destoxificacion (sobreexpresién),
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gue podria ser debido a su vez a una amplificacion génica 0 a una
alteracién a nivel de la regulacién. El segundo caso se produce por la
presencia de enzimas con una mayor capacidad de destoxificacion, que

generalmente corresponden a isoenzimas diferentes (Li et al., 2007).

El incremento en la destoxificacion metabdlica suele ser el
mecanismo de resistencia mas comun. No hay que olvidar que muchos de
los insecticidas son una imitacion de los téxicos presentes en las plantas,
frente a los cuales los insectos han desarrollado estos mecanismos de

destoxificacion (Oppenoorth, 1985).

« Esterasas
En la reaccién catalizada por las esterasas (figura 1.8) se
produce la hidrélisis de un amplio rango de sustratos éster

en sus componentes alcohol y acido.

0 0
rR—4 + HO0 == R—4{ + CH,OH
OCH, OH

Figura 1.8. Representacion de la reaccion de hidrdlisis catalizada por las
esterasas.

Muchos insecticidas (OP, carbamatos y piretroides)
presentan un éster carboxilico asociado. En lo que
concierne a este trabajo son de interés las enzimas que
hidrolizan dicho éster, que son conocidas con el nombre de
carboxilesterasas. En la actualidad se utilizan multiples
sistemas de nomenclatura para la clasificacion de estas
enzimas, sin que se haya establecido todavia alguno como
preferente. De acuerdo con la nomenclatura de la Union
Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB),

las carboxilesterasas se localizan en el grupo de las
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hidrolasas (3), subgrupo 1, y dentro de éste, en el subtipo 1
(Enzyme Commission 3.1.1.1, EC 3.1.1.1). Otra clasificacion
comin es la nomenclatura propuesta por Aldridge (1953a,
b), que divide las esterasas en tres grupos en funcién de la
naturaleza de sus interacciones con insecticidas OP. Las
carboxilesterasas pertenecen, segun esta clasificacién, al
grupo de las ali-esterasas o B-esterasas. En el presente
trabajo se hara mencion a este grupo simplemente como
esterasas, las cuales constituyen una larga familia de

enzimas en insectos (Oakeshott et al., 2005a).

Oxidasas de funcién multiple (MFQO)

En la reaccién catalizada por las MFO (EC 1.14.14.1) un
atomo de una molécula de oxigeno se incorpora al sustrato,
mientras que el otro se reduce a agua (figura 1.9). Por ello
requiere nicotiamida-adenina dinucleétido fosfato (NADPH)

y O, para su funcionamiento.

P450 RH
ROH
. NADPH citocromo
€ = P450 reductasa
H.;O'; {
02
H
.\K NADPH citocromo
& -

P450 reductasa
u*

Figura 1.9. Representacién de la reaccion de oxidacion catalizada por las
oxidasas de funcién mdltiple (MFO).
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Se trata de un sistema enzimatico compuesto por dos
enzimas, la citocromo P450 y la NADPH-citocromo P450
reductasa, ambas proteinas de membrana. También son
conocidas como monooxigenasas dependientes del
citocromo P-450 o como sistema P450. Los genes que
codifican las diferentes isoenzimas comprenden una
superfamilia de mé&s de 200 genes, agrupados en 36
familias en base a la similitud de sus secuencias
(Soderlund, 1997).

En insectos, las MFO se encuentran en el reticulo
endoplasmico y en las mitocondrias (Guengerich, 1991) y
estan implicadas en un amplio nimero de procesos, tales
como el crecimiento, el desarrollo, la reproduccion, la
destoxificacion, etc. Es decir, participan tanto en el
metabolismo de sustancias endégenas como exdgenas, las
cuales promueven su induccion (Feyereisen, 1999). Debido
a su elevada inespecificidad, metabolizan un amplio rango
de compuestos tales como: OP, carbamatos, piretroides,
DDT, inhibidores de la sintesis de quitina, miméticos de la
hormona juvenil, etc. (Wilkinson, 1983). De hecho, es el
Unico sistema enzimatico capaz de mediar en la resistencia
frente a todas las clases de insecticidas (tanto los que
actian a nivel del sistema nervioso, como del digestivo,
reproductor, etc.). Por ello resulta frecuente verlas
implicadas en resistencia cruzada a mas de un tipo de

insecticida.

«+ Glutation S-transferasas (GST)

Las GST (EC 2.5.1.18) son un grupo de enzimas que

catalizan la conjugacién de componentes hidrofébicos con el
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tripéptido glutation (figura 1.10). En la reaccion, el grupo tiol
del glutation reacciona con un lugar electrofilico del
compuesto para formar el conjugado que puede ser

metabolizado o excretado (Jakoby y Habig, 1980).

Gllu Gllu
RX + Cys-SH — 5 HX + Cys-S-R
Gly Gly
GSH Glutation
conjugado

Figura 1.10. Representacion de la reaccion de conjugacion catalizada por
las glutation S-transferasas (GST).

Las GST se encuentran en los insectos en una amplia
variedad de isoformas y, a menudo, se inducen por
xenobidticos (Soderlund y Bloomquist, 1990). Son de gran
importancia en la destoxificacién de OP, pero debido a su
baja especificidad también se han relacionado con la
resistencia a otros insecticidas, como los carbamatos. Las
GST fueron el Ultimo mecanismo de resistencia reconocido

como importante en la resistencia a insecticidas.

1.3.2.4. Alteracion de los puntos de accién de los insecticidas

Como ya hemos mencionado anteriormente, las ftres clases mas
importantes de insecticidas, OP, carbamatos y piretroides, tienen como
diana o lugar de accion proteinas del sistema nervioso. Los OP y los
carbamatos poseen como diana la enzima AChE, mientras que los
piretroides se unen a los canales de sodio dependientes de voltaje de las
membranas de las células nerviosas. Las alteraciones en las dianas
implican una disminucién en la sensibilidad de éstas a los insecticidas

neurotéxicos y son un mecanismo importante de resistencia en los insectos.
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De hecho, este mecanismo es el segundo mas comun tras el incremento en

la capacidad de destoxificacion.

Otros sitios de accién de los insecticidas neurotéxicos son los

receptores dependientes de GABA y los receptores nicotinicos, pero éstos

son de menor relevancia que los anteriores.

K2
£ X4

Acetilcolinesterasas (AChE)

Como ya hemos mencionado anteriormente, la diana para
OP y carbamatos es la enzima AChE (EC 3.1.1.7) (figura
1.11), también perteneciente a la familia de las aliesterasas
0 B-esterasas. Una modificacion en las AChE que suponga
una menor sensibilidad frente a la accidn de los insecticidas,
puede conferir resistencia a estos dos grupos de
compuestos (Bourguet et al., 1997). En la AChE modificada,
se produce una disminucion de la reaccion con el
insecticida, perdiendo éste su efectividad. En ocasiones
también se ve disminuida la funcién catalitica de la enzima,
pero debido a su funcidn vital, nunca lo hace por debajo de
un valor umbral compatible con la supervivencia.

También puede darse el caso de que la resistencia se deba
a un incremento de la actividad, causada a su vez por una
mayor efectividad catalitica o por un incremento en la
cantidad de enzima, pero este hecho suele ser menos

frecuente (Fournier y Mutero, 1994).

La resistencia asociada con modificacién de AChE ha sido
identificada en muchas especies de artropodos (Fournier y
Mutero, 1994; Zhu et al., 1996; Devonshire et al., 1998).
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Figura 1.11. Representacion de la funcion de las acetilcolinesterasas en la
sinapsis colinérgica.

Resistencia knockdown (kdr)

El principal lugar de accion de los piretroides y el DDT es el
canal de sodio dependiente de voltaje. La resistencia al DDT
y a los piretroides se caracteriza por una reduccion de la
sensibilidad de los canales de sodio dependientes de
voltaje, como consecuencia de una modificacion en su
cinética (Bloomquist, 1996). Este mecanismo fue visto por
primera vez en Musca domestica (Busvine, 1951) y al gen
causante de ésta se le denomin6é knockdown resistance
(kdr). Milani y Travaglino (1957) mostraron que se trataba

de un gen recesivo.

La resistencia kdr o insensibilidad del canal de sodio es un
mecanismo de resistencia bastante extendido y ha sido
demostrado en especies de Diptera, Lepidoptera,
Coleoptera y Dictyoptera (Soderlund y Bloomquist, 1990;
Schuler et al., 1998).
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Algunos indicativos que responsabilizan a los canales de
sodio en la resistencia son: resistencia cruzada entre DDT y
piretroides, naturaleza recesiva del factor de resistencia,
insensibilidad en preparaciones nerviosas y ausencia de
otros mecanismos, ademas de las evidencias de

modificaciones genéticas.

Con frecuencia se produce una combinacion de varios mecanismos
de resistencia, cuyo resultado es una multiplicacion de los niveles de
resistencia (Mullin y Scott, 1992). El andlisis de la contribucién de varios
mecanismos de destoxificacion puede ser bastante complejo, en particular
en aquellos casos en los que diferentes mecanismos pueden producir los

mismos productos de degradacion.

La resistencia se debe, mayoritariamente, a un incremento de la
capacidad de los sistemas de destoxificacion, o bien a una reduccién de la
sensibilidad de los puntos de accion o dianas. En las proteinas diana tan
solo son posibles modificaciones en unos pocos puntos, que ademas se
encuentran enormemente conservados, probablemente porque sus
funciones son tan vitales que solo esos cambios pueden reducir su
sensibilidad a los insecticidas sin alterar sus funciones normales. Por el
contrario, los genes asociados con resistencia metabélica median funciones
de respuesta ambiental que tienen relativamente pocas restricciones
intrinsecas y tienden a ser mas tolerantes a cambios gendémicos, que
alteran su expresion, sus propiedades cinéticas, o ambos, por amplificacion
y sobreexpresidn en el primer caso, 0 por variacion de las secuencias que
codifican para los tres grupos mas importantes de enzimas metabdlicas, en
el segundo. Por ello, la resistencia por modificacion de las dianas se ha
asociado siempre a unas pocas mutaciones repetidas en diferentes
especies de insectos, no siendo asi en el caso de los sistemas de
destoxificacion (Li et al., 2007).
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1.3.3. Procedimientos experimentales usuales en el estudio de la

resistencia

Histéricamente, los bioensayos convencionales han sido la herramienta de
diagnostico primario de la resistencia. Sin embargo, se han adaptado
técnicas bioquimicas rapidas y sensibles para controlar la intensidad y
frecuencia de la resistencia entre las poblaciones de ciertas especies de
insectos (Zhou et al., 2002). Los sustratos modelo han sido utilizados con
éxito para identificar un gran nimero de casos en los que un incremento de
la actividad de alguna de las enzimas de destoxificacion era responsable de
la resistencia observada en poblaciones de diferentes especies de insectos
(Devonshire y Moores, 1982; Byrne y Devonshire, 1991; Rose et al., 1995).
Las técnicas utilizadas en nuestro estudio para demostrar que una
determinada enzima o sistema enzimatico es responsable en mayor o

menor medida del desarrollo de la resistencia, se detallan a continuacion.

<+ Bioensayos convencionales

Mediante la aplicaciobn conjunta de insecticidas y
sinergistas. Un sinergista es un compuesto que incrementa
la letalidad de los insecticidas cuando es administrado en
una dosis subletal (Brindley y Selim, 1984), por inhibir la
destoxificacion metabdlica, por favorecer la penetracion de
los insecticidas a través de la cuticula, y por actuar en los
sitios de unidn de los insecticidas.

En nuestro estudio, los inhibidores de los sistemas de
destoxificacion metabdlica son herramientas Utiles para
identificar tales mecanismos. Un procedimiento estandar de
diagnosis es probar el efecto de una bateria de sinergistas,
inhibiendo a las diferentes enzimas de destoxificacion, en

poblaciones resistentes y sensibles. Entre los sinergistas
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gue actian como inhibidores de esterasas se encuentra el
S,S,S-tributilfosforotritioato (DEF) (Raffa y Priester, 1985) y
el sinergista mas empleado para los estudios de deteccion
de resistencia debidos a las oxidasas es el butoxido de
piperonilo (PBO; 3,4-metilendioxi-6-propilbenzil  n-butil
dietilenglicol éter) (Feyereisen, 1999) (figura 1.12).

0
u
Hac//\/\s/ s

S

/\/\ cHa
CH,

DEF

Q
F-\O
Hes o e P P R
CH;
PBO

Figura 1.12. Estructura quimica de las moléculas de los sinergistas mas
importantes utilizados como inhibidores de esterasas (DEF) y MFO (PBO).

En el caso de la actividad GST es dificil obtener inhibidores
especificos que permitan el estudio de su implicacion en la
resistencia. El sinergista mas ampliamente utilizado es el
dietiimaleato (DEM), pero presenta muy baja especificidad
(Price, 1991).

La evaluacion del efecto de los sinergistas se realiza
mediante el factor de sinergismo (FS). Este se calcula con
los valores de CLsy 0 DLsg (concentracién o dosis letal para
el 50% de la poblacion de insectos, respectivamente),
dividiendo dichos valores para el insecticida por los hallados

cuando se usa el sinergista junto con el insecticida
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(B-Bernard y Philogéne, 1993). No obstante, no hay que
olvidar que los sinergistas juegan un papel indirecto en la
identificacién de los mecanismos de resistencia, asi como el
hecho de que a veces presentan baja especificidad hacia el
sistema enzimatico que inhiben, dificultando Ila
interpretacién de los resultados obtenidos (Scott et al.,
1990).

Estudios bioquimicos

Este tipo de estudios se ha realizado mediante técnicas
espectrofluorimétricas y mediante electroforesis. En el
primer caso, bien determinando algunos de los parametros
cinéticos propios de las enzimas (Vmax Y Km) O bien
midiendo la actividad enzimética frente a un sustrato
modelo relacionado con la resistencia o frente al propio
insecticida. En el caso de las técnicas electroforéticas,
determinando las diversas isoformas. En todos los casos,
siempre comparando entre poblaciones sensibles vy
resistentes. Los ensayos bioquimicos de sensibilidad de
AChE son también un método rutinario, en el que se
compara la actividad de los homogeneizados en presencia y

ausencia de inhibidor.

Cuando se determina la actividad enzimética frente a un
sustrato modelo hay que tener en cuenta que éste podria
ser hidrolizado por isoenzimas no asociadas a resistencia,
es decir, que fuesen capaces de romper dicho sustrato,
pero no el insecticida. Ahora bien, las correlaciones
halladas entre la actividad determinada con dichos sustratos
y el nivel de resistencia de diferentes poblaciones es un

buen indicador de la implicacién de las enzimas estudiadas
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en la resistencia. Sin embargo, los estudios con el propio

insecticida son mas seguros, aunque muy costosos.

Una combinacion de ambos tipos de estudios, bioensayos y
ensayos bioquimicos, es una herramienta importante para conocer los
mecanismos implicados en la resistencia, pero para llegar a elucidar la
responsabilidad ultima es necesario llegar a los mecanismos moleculares y

genéticos subyacentes (Mullin y Scott, 1992; Soderlund, 1997).

1.4. Objetivos

En lo que concierne a esta tesis doctoral, el objetivo general es el estudio de
los mecanismos responsables de la resistencia manifestada por los insectos
frente a los insecticidas en poblaciones espafiolas de la especie F.
occidentalis, una de las plagas agricolas mas importantes en nuestro pais.
Con ello se pretende validar la utilizacion de una serie de ensayos
bioquimicos que permitan atribuir la implicacibn de mecanismos concretos
en la resistencia, al tiempo que permitan evaluar el efecto de los insecticidas
utilizados en el control de las plagas sobre la resistencia. Para ello se han
abordado distintos aspectos de la resistencia, como son los mecanismos de
destoxificacion y la maodificacion de las dianas, tanto en poblaciones
recogidas en campo como seleccionadas en el laboratorio, mediante los
estudios detallados a continuacion y desarrollados en los préximos

capitulos:

+ Estudio cualitativo y cuantitativo de la actividad esterasa como
mecanismo de destoxificacion implicado en la resistencia. Este se establece
como una continuaciéon de otro estudio llevado a cabo previamente por
nuestro grupo, en el que se determind una relacibn entre la actividad

esterasa y la resistencia. Se han utilizado poblaciones procedentes de
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diferentes invernaderos comerciales, donde la plaga encuentra unas

condiciones 6ptimas para su desarrollo.

» Andlisis in vitro e in vivo del efecto producido por diversos
compuestos sinergistas sobre la actividad esterasa. Los bioensayos
permiten realizar una aproximacion a los mecanismos responsables de la
resistencia, ya que se puede determinar con mayor precision lo que ocurre
en el interior del insecto cuando estos compuestos son aplicados junto con
los insecticidas. En este caso se han utilizado poblaciones seleccionadas en
el laboratorio, las cuales presentan una mayor resistencia como resultado
de la mayor presion de seleccién ejercida por los tratamientos con los
insecticidas.

« Estudio cualitativo y cuantitativo de la actividad acetilcolinesterasa
(AChE), como posible mecanismo implicado en la resistencia por
modificacion de las dianas. Después de los sistemas de destoxificacion, la
modificacion de las dianas es el segundo mecanismo mas comin como
responsable de la resistencia. El estudio se ha llevado a cabo en
poblaciones recogidas en campo y seleccionadas en laboratorio, ya que en
ambos casos se han encontrado poblaciones cuya resistencia no podia ser

explicada Unicamente por efecto de las enzimas de destoxificacion.
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2. Estudio de isoenzimas de esterasas en
poblaciones de campo de Frankliniella

occidentalis y su relacién con la resistencia

39



40



Estudio de isoenzimas de esterasas en F. occidentalis

2. Estudio de isoenzimas de esterasas en
poblaciones de campo de Frankliniella

occidentalis y su relacidén con la resistencia

2.1. Introduccion

Como un componente importante del sistema de defensa de los insectos
frente a xenobibticos, las esterasas han jugado un papel clave en la
investigacion bioquimica de los ultimos 50 afios, siendo el centro de interés
en los estudios del metabolismo de los insecticidas y de la resistencia
(Oakeshott et al., 2005a). Las carboxilesterasas hidrolizan numerosos
compuestos tanto endégenos como exdgenos que contienen ésteres, por lo
gue juegan un papel importante en la destoxificacion de muchos

insecticidas, incluyendo piretroides, organofosforados (OP) y carbamatos.

La resistencia asociada con esterasas es un hecho muy frecuente y
documentado en una gran variedad de insectos (Soderlund y Bloomquist,
1990; Soderlund, 1997; Wheelock et al., 2005). La forma mas comun de
relacionarlas es por incremento de la actividad, producida, a su vez, bien
por aumento de los niveles de esterasas o0 bien por diferencias en
isoenzimas relativas. La forma mas habitual de analizar la actividad suele
ser mediante ensayos espectrofotométricos o electroforéticos, utilizando
sustratos artificiales como el naftil acetato o el p-nitrofenilacetato. Estos
sustratos son muy Utiles debido a su bajo coste y facil disponibilidad,
ademas de que los instrumentos de analisis requeridos son relativamente
baratos. Sin embargo, el mayor obstaculo en la identificacién bioquimica y
caracterizacion de carboxilesterasas es la eleccion de un sustrato adecuado
para determinar la actividad cuando se trabaja en presencia de multiples
isoenzimas (Oakeshott et al., 2005a; Wheelock et al., 2005).
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El hecho de que las esterasas de muchos insectos sean altamente
polimérficas (Wagner y Selander, 1974) conduce a que aquellos que
presentan esterasas particularmente eficientes en su union a los
insecticidas, muestren una mayor probabilidad de supervivencia cuando se
ejerce una importante presién de seleccién con tales compuestos. Por ello,
cambios tanto en la frecuencia de estas enzimas de destoxificacion como en
su actividad, son uno de los mecanismos implicados en la resistencia a los
insecticidas (Parker y Callaghan, 1997).

Esencialmente, el incremento de la actividad esterasa responsable
del desarrollo de la resistencia puede ser debido a tres causas distintas
(Wheelock et al.,, 2005). Primero, por un aumento en la cantidad de
esterasas debido a una amplificacidn del gen/es en el genoma, como es el
caso del afido o pulgén verde del melocotonero Myzus persicae (Devonshire
et al., 1998), de mosquitos del género Culex (Vaughan y Hemingway, 1995),
y del saltamontes marrén Nilaparvata lugens (Small y Hemingway, 2000).
En la mayoria de estos casos la resistencia esta causada por secuestro de
los insecticidas debido a la elevada cantidad de enzima, y no por un
incremento en la hidrdlisis. No obstante, en el caso de la enzima descrita
como E4 en M. persicae se ha visto que ésta si metaboliza los insecticidas
(Devonshire y Moores, 1982). La segunda de las causas mencionadas seria
un aumento en la cantidad de esterasas debido en este caso a una
alteracién a nivel de la regulaciéon de la transcripcidn, produciéndose ésta
con mayor frecuencia de lo habitual. Este mecanismo ha sido descrito en
mosquitos de la especie Culex pipiens (Rooker et al., 1996), aunque resulta
ser menos comuin que el anterior. Finalmente, la resistencia también puede
ser debida a la seleccidon de insectos que poseen esterasas con alguna
mutacién que les confiere una mayor capacidad para metabolizar los
insecticidas, como ha sido descrito en moscas de la especie Musca
domestica (Oppenoorth y van Asperen, 1960), en la mosca de la oveja,

Lucilia cuprina (Newcomb et al., 1997; Campbell et al., 1998) y en el
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parasitoide Anisopteromalus calandrae (Zhu et al., 1999). Inicialmente este
caso de resistencia se asocié con un incremento de la resistencia a los
insecticidas y, simultdneamente, con una disminucién de la capacidad de
metabolizar los sustratos modelo, o que se denominé como “teoria de la
aliesterasa mutante”. Recientemente se ha descrito una hipétesis
alternativa, en la que el punto de mutacion del gen de la esterasa puede
activar la transcripcion de enzimas no hidroliticas (P450) reprimidas que
catalizan la division éster y confieren resistencia (Sabourault et al., 2001).
En poblaciones de F. occidentalis también ha sido descrito un
incremento en la destoxificacion debido a las esterasas. Normalmente, la
evidencia que ha llevado a responsabilizar a tal mecanismo en el desarrollo
de la resistencia ha sido una asociacién entre los niveles elevados de
actividad esterasa hacia sustratos modelo y el nivel de resistencia.
Concretamente, en un estudio realizado por Jensen (1998) en una
poblacién de F. occidentalis resistente a metiocarb, se encontré un ligero
incremento de la actividad esterasa frente al sustrato modelo a-naftil acetato
(a-NA), en comparacién con la poblacién sensible. En estudios posteriores
realizados por este mismo autor (Jensen, 2000) se puso de manifiesto que
el S,S,S-tributilfosforotritioato (DEF) disminuia levemente la resistencia a
metiocarb en las 3 poblaciones mas resistentes y, ademas, ensayos in vitro
de actividad esterasa mostraron que dos de esas poblaciones presentaban
un incremento de dicha actividad en comparacion con la poblacién sensible,
poniendo de manifiesto que las esterasas estaban implicadas en la

resistencia a metiocarb.

En un estudio previo llevado a cabo en nuestro laboratorio, se
encontrd que los niveles medios de la actividad esterasa en poblaciones de
campo eran mayores en aquellas mas resistentes comparadas con la de
referencia. Ademas se establecid una correlacion significativa entre la
actividad esterasa detectada y el nivel de resistencia frente a acrinatrina y
metiocarb mostrada por las poblaciones (Mayma et al., 2006).
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Asi pues, en este estudio, se ha analizado la frecuencia de las
isoenzimas de esterasas presentes en diferentes poblaciones de campo de
F. occidentalis, cuyo valor de CLsy para varios insecticidas era conocido.
Para ello, se ha realizado un estudio electroforético utilizando geles de
poliacrilamida en condiciones nativas y teflidos posteriormente para
actividad esterasa con dos sustratos modelo: a-NA y a-naftil butirato (a-NB).
Posteriormente, estas poblaciones se han comparado con la poblacién
sensible para determinar las diferencias en las bandas implicadas en la

actividad esterasa y su posible relacion con la resistencia a los insecticidas.

Nuestro objetivo era determinar si los trips expuestos a diferentes
niveles de insecticidas y que presentaban un incremento de la actividad
esterasa, mostraban diferencias en cuanto a sus isoenzimas tanto en

intensidad como en frecuencia.

2.2. Material y métodos

2.2.1. Insectos

En este estudio se utilizaron 13 poblaciones de F. occidentalis recogidas en
diferentes invernaderos comerciales localizados en la region de Murcia, asi
como en invernaderos experimentales. Estos Ultimos consistian en
invernaderos comerciales en los cuales se realizé una serie de tratamientos
intensivos con diferentes ensayos de reiteracion para analizar la evolucién
de la resistencia de las poblaciones alli presentes. El régimen de
insecticidas utilizado en los invernaderos en cada una de las poblaciones,
asi como el valor de CLs, frente a los 6 insecticidas estudiados, queda
resumido en la tabla 2.1 (Espinosa et al., 2002; Bielza y Contreras, 2005).
Los insectos fueron proporcionados por el Departamento de
Produccion Vegetal de la Universidad Politécnica de Cartagena (UPCT) y
mantenidos individualmente a -80°C hasta el momento de su utilizacion en

los diversos ensayos.
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2.2.2. Preparacion de las muestras

En este estudio se realizaron tanto medidas en conjuntos de insectos como
en individuos aislados. En el caso de medidas individuales, cada insecto se
homogeneizé en 50 pL de tampén fosfato sédico 100 mM (pH 7,5) en una
microplaca de 96 pocillos mantenida en hielo, mediante un homogeneizador
multiple (Burkard Instruments, Richmansworth, UK). Los trips se
homogeneizaron en un maximo de 15 individuos al mismo tiempo. Las
fracciones de homogeneizado no utilizadas en el momento se almacenaron
a -20°C para evitar su degradacién, hasta su utilizacion en determinaciones
posteriores. Cada muestra se utilizé para determinar el patrén de bandas de

esterasas, la actividad esterasa total, asi como la cantidad de proteina.

En el caso de medidas de conjuntos de trips, el homogeneizado se
prepard en la misma proporcion que en el caso anterior (1 trips por cada 50
pL de tampdn) y en las mismas condiciones, a excepcion del recipiente (un

tubo eppendorf) y el homogeneizador (manual para eppendorf) utilizados.

2.2.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) y tincidn para

actividad esterasa

En un primer estudio de andlisis de isoenzimas de esterasas se analizaron
48 insectos de cada poblacién. Para ello, alicuotas de cinco microlitros del
homogeneizado inicial de insectos individuales se mezclaban con 5 pL de
Triton X-100® al 1,6% (w/v) (Sigma Chemical Co. St Louis, MO),
conteniendo sacarosa al 10% y una pequefia cantidad de azul de

bromofenol y estos 10 pL se cargaban en cada carrera del gel.
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Los geles de poliacrilamida se prepararon en condiciones nativas a
una concentracion homogénea de 6% de acrilamida (T) y 10,6% de bis-
acrilamida (C) para el gel de alineamiento, y de 8,5% T y 2,6% C para el gel
de separacion, con un grosor de 0,75 mm. La electroforesis se llev6 a cabo
en un sistema discontinuo de tampones Tris/Glicina segun Ornstein y Davis
(Davis, 1964), a excepcion de algunas pequefias variaciones, como la
concentracion del tampon en el gel de alineamiento (62,5 mM) y en el
tampoén de cubeta (5 mM Tris y 38,4 mM glicina), asi como el contenido de
0,2% (w/v) de Triton X-100 en los geles. Las electroforesis se realizaron en
un sistema Mini-Protean 3 Cell (Bio-Rad, Richmond, CA) a un voltaje
constante de 250 V durante 90 minutos a 4°C. Después de la electroforesis
los geles se incubaron en frio, durante 5 minutos, en tampoén fosfato sédico
200 mM (pH 6,0) con la finalidad de facilitar el proceso de tincion.

La tincion para la actividad esterasa se realizd con una disolucion
0,75 mM de a-NA y 0,2% de cloruro de zinc 4-benzoilamino-2,5-
dimetoxibenzodiazonio (FBRR) en este mismo tampén, durante 30 minutos
a 30°C y en oscuridad (Han et al., 1998). Posteriormente los geles se
destifieron con una disolucién de acido acético al 7% en varias repeticiones
hasta eliminar el color de fondo del gel. Seguidamente se escanearon en un
escaner AGFA Snap Scan 1236 y finalmente se analizaron con la ayuda del
software Image Master 1D 2.0 (Pharmacia Biotech) para calcular la
movilidad relativa al frente de migracion (Rf) de las bandas de esterasa

detectadas.

En segundo lugar, se llevé a cabo otro estudio mediante analisis
electroforético, con el objetivo de comparar la tincion de las isoenzimas
frente a diferentes sustratos. Para ello se homogeneizaron 5 trips en 250 pL
del mismo tampon de homogenizacion descrito anteriormente. Alicuotas de
5 uL de esta preparacion se mezclaron con 5 pL de Triton al 1,6%,
conteniendo sacarosa y azul de bromofenol en las mismas proporciones

descritas anteriormente. La electroforesis se realiz6 con la misma
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instrumentacion y en las condiciones descritas previamente. Después de la
carrera electroforética, y previo al paso de tincion, el gel se seccioné en dos
mitades para ser tefiida cada una de ellas con distintos sustratos. La tincion
se realizé del mismo modo descrito para el ensayo anterior, con la
particularidad de que una mitad del gel se tifié con a-NA vy la otra con a-NB,

siendo en este segundo caso la concentracion de sustrato de 0,3 mM.

2.2.4. Optimizacion del ensayo a-naftil butirato

La determinacién de las condiciones Optimas para el ensayo de medida a
punto final frente al sustrato a-NB, se realizd en homogeneizados de
conjuntos de trips y en las mismas proporciones indicadas en el apartado
2.2.2. Preparacion de las muestras.

Todas las medidas de actividad esterasa, tanto en este como en los
demas ensayos descritos a continuacion, se realizaron en un lector de
placas SPECTRA-Fluor (TECAN, Salzburg, Austria).

% Determinacion de la Kn,

La velocidad de la reaccion catalizada por la enzima se
analiz6 frente a diversas concentraciones de sustrato a-NB,
con el fin de determinar la concentracién a partir de la cual
se observaba la saturacion de la enzima. Para este ensayo
se adaptd la metodologia descrita por Mayméd vy
colaboradores (2006) para el sustrato a-NA, al sustrato a-
NB. Para ello, 10 uL de homogeneizado diluido 1:10, se
afiadieron a un pocillo de microplaca y se mezclaron con 40
pL de a-NB disuelto en tampén fosfato sédico 100 mM (pH
7,5) para dar una concentracion final de sustrato en el rango
de 0,01 a 2 mM. La placa se incubaba a 30°C durante 15

minutos y transcurrido ese tiempo, se paraba la reaccion
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mediante la adicion de 50 pL de una disoluciéon 0,04% de
sal de zinc o-dianisidina bis diazotizada (FBB) y 2% de
dodecil sulfato sédico (SDS). Cinco minutos mas tarde la

absorbancia era medida a una longitud de onda de 595 nm.

La curva que expresa la relacion entre la concentracion de
sustrato y la velocidad inicial consiste en una hipérbola
rectangular, cuya expresion algebraica viene dada por la
ecuacion de Michaelis-Menten. Ajustando los datos a dicha
ecuacion (software EnzFitter 2.0, Biosoft, Cambridge, UK)
se obtuvo la constante de Michaelis-Menten (Ky,) indicativa

de la afinidad de la enzima por el sustrato.

Determinacién del rango lineal del ensayo

Para determinar la respuesta del ensayo frente a las
diferentes cantidades de enzima, se analizé una bateria de
diluciones de homogeneizado, equivalentes a un rango de
0,01 a 0,2 trips, a una concentracion de 0,3 mM de sustrato
a-NB y en las mismas condiciones detalladas en el ensayo
anterior. Se confirma asi la linealidad del ensayo hasta un
valor maximo para la velocidad de la reaccion, a partir del

cual dejaria de darse dicha relacion lineal.

2.2.5. Actividad esterasa total

La actividad esterasa total se midi6 frente a los dos sustratos modelo
utilizados, el a-NA y el a-NB, también en insectos individuales de las
mismas poblaciones. En ambos casos se utilizé la metodologia descrita por
Maymd y colaboradores (2006) detallada anteriormente. La cantidad de
muestra utilizada fue de 10 pL de homogeneizado diluido 1:10 y como se ha
mencionado anteriormente, todas las medidas de actividad se realizaron en
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el lector de placas. La absorbancia resultante de las medidas con ambos
sustratos (a-NA y a-NB) se compard con una curva patron de a-naftol
(producto de la reaccién) para poder expresar los valores obtenidos en
unidades enzimaticas (U), definidas como umol de producto formado por
minuto, y expresarla finalmente como actividad especifica al dividir U por la

cantidad de proteina (expresada en mg).

2.2.6. Determinacién de proteina

El contenido de proteina existente en los homogeneizados de trips se
determind siguiendo la metodologia descrita por Lowry y colaboradores
(1951), y modificada por Bio-Rad (Hemel Hempstead, UK) para
microensayos en placas de 96 pocillos, utilizando albimina de suero bovino
(BSA) como patrén. Las medidas se realizaron con el lector de placas a una

longitud de onda de 750 nm.

2.2.7. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realiz6 utilizando el paquete
estadistico SPSS 14.0 (SPSS Inc, Chicago, IL) para Windows. Previo a los
andlisis de correlacion, regresion y comparacion entre grupos, los datos se
analizaron para determinar la normalidad, asi como la homogeneidad de
sus varianzas. Para el pardmetro de normalidad se utilizaron las pruebas de
Kolmogornov-Smirnov y Shapiro-Wilk con la correccién de Lilliefors, y para

el segundo parametro, la prueba de Levene de homogeneidad de varianzas.

Los datos correspondientes a la variable “porcentaje de insectos con
determinada/s banda/s por poblaciéon” se transformaron utilizando una
transformacion angular, el arcoseno, donde los valores se calcularon como
el arcoseno de la raiz cuadrada de los datos expresados como proporciones
(sen*(VY)), con el fin de mejorar las asunciones de normalidad,

homogeneidad de varianzas y linealidad, requeridas para tal analisis. Esta
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transformacion resulta la mas adecuada cuando los datos corresponden a
porcentajes. A continuacién se analizé la relacién entre dicha variable y la
resistencia mostrada por estas poblaciones, expresada como factor de
resistencia (FRsp; calculado como la CLsy de la poblacion de campo/ClLsg, de
la de referencia), frente a los 6 insecticidas estudiados. En este caso se
llevé a cabo un analisis de correlacién de Pearson (bivariado). En los casos
(combinacién de banda e insecticida) en los que se establecié una
correlacién significativa, ademas se procedio al ajuste de los datos mediante
andlisis de regresion por reduccién de los ejes mayores (RMA) debido a que

ambas variables eran aleatorias (Modelo Il de regresion).

Los datos obtenidos de las determinaciones de la actividad
especifica tampoco presentaban la asuncion de igualdad de varianzas, y
ésta no se alcanz6 mediante ninguna transformacion de los mismos. En
este caso el interés versaba en analizar las posibles diferencias de actividad
entre dos grupos de insectos, los que presentaban el triplete A frente a
aquellos que no. Asi pues, una vez hecha la distribucién de insectos en
base a este criterio, se analizaron las diferencias entre estos dos grupos
utilizando una prueba t robusta, la prueba de Welch, puesto que los datos

no mostraban igualdad de varianzas.

En todos los casos, las diferencias se determinaron a un nivel de

confianza del 95%.
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2.3. Resultados

2.3.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida: tincion con a-naftil
acetato

Los resultados del estudio electroforético para la actividad esterasa se
representan en la figura 2.1. De ellos se puede deducir que F. occidentalis
muestra mdltiples isoenzimas de esterasas cuando se utiliza a-NA como
sustrato y que, ademas, son expresadas de forma diferencial dentro de
cada poblacién y, a su vez, dentro de cada individuo. Sin embargo, pese a
la gran variabilidad se pudo fijar un patrén de bandas general, representado
en la figura 2.2. En él se indica el valor de R;calculado para las 10 bandas
resueltas utilizando esta metodologia y en las poblaciones analizadas, para
facilitar la referencia de cada una de ellas.

Del mismo modo, también se establecieron una serie de pautas en
las poblaciones respecto a la presencia de determinadas bandas.
Concretamente, la banda con una R; de 0,76, asi como el par de bandas
con R; de 0,64 y 0,68 (en conjunto y denominado doblete C), estaban
presentes casi exclusivamente en la poblacién sensible y ademas, en el
caso del doblete, su frecuencia en los insectos de tal poblacién era
extraordinariamente alta (figura 2.1). Por otro lado, otros dos grupos de
bandas se presentaban también con bastante frecuencia en las poblaciones
de campo. Un grupo compuesto por las bandas con una R; de 0,64, 0,66 y
0,69 y al que denominaremos a partir de ahora triplete A, y otro compuesto
por las bandas con R; de 0,78, 0,80y 0,84, el triplete B (figura 2.2). Ademas,
cabe destacar que el grupo de bandas asociado al triplete A aparecia
siempre como el de mayor intensidad en la tincidbn respecto al resto,

indicando una mayor actividad esterasa.
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Rf
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Figura 2.2. Esquema del patron de bandas de esterasas de F. occidentalis, indicando el valor
de R¢ calculado para cada una de ellas, asi como los grupos de mayor interés. Las bandas més
gruesas indican las isoenzimas tefiidas con mayor intensidad (la banda 0,64 aparece mas
tefiida tan solo en el triplete A).

Asi pues, para poder analizar los datos obtenidos de este estudio,
se calcul6 el porcentaje de insectos que presentaba tanto cada una de las
bandas individualmente, como cada uno de los grupos anteriormente
descritos (en dobletes y tripletes), para cada una de las poblaciones
ensayadas. Posteriormente se analizaron las correlaciones entre los
porcentajes obtenidos y el FRs, también para cada uno de los insecticidas.
Las correlaciones de los grupos daban practicamente el mismo resultado
gue las correlaciones calculadas para las bandas pertenecientes a esos
grupos individualmente, puesto que solian aparecer siempre formando
dichos grupos, excepto en el caso de la banda 0,64 y 0,68, las cuales se
asociaban a diferentes grupos de bandas. En la tabla 2.2 se presentan los
resultados obtenidos, aunque solo se muestran la/s banda/s en las que se
obtuvo una correlacion significativa con la resistencia frente al menos a uno

de los insecticidas.
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Tabla 2.2. Analisis de correlacion entre el patron de bandas resuelto mediante PAGE
(transformacion arco seno del porcentaje de insectos presentando las bandas) y la resistencia
a insecticidas (como FRsy) en poblaciones de F. occidentalis.

Bandas Insecticida N* P P-valor Significacion
Acrinatrina 10° 0,708 0,022 *
Metiocarb 10 0,702 0,024 *
Triplete A Endosulfan 10 0,046 0,901 NS
(0,64/0,66/0,69) Deltametrina 10 0,398 0,255 NS
Formetanato 10  -0,070 0,849 NS
Metamidofos 10 0,237 0,509 NS
Acrinatrina 10 -0,611 0,060 NS
Metiocarb 10  -0,663 0,036 *
Endosulfan 10  -0,265 0,460 NS
0,68 .
Deltametrina 10  -0,417 0,231 NS
Formetanato 10  -0,117 0,748 NS
Metamidofos 10  -0,459 0,182 NS

#Numero de poblaciones utilizadas en el analisis de correlacion.

® Coeficiente de correlacion de Pearson.

°Poblaciones ajustadas a la correlacién: MLFOM, PEPTF, PIMVE, TOMBR, TOMPA, TOMSU,
SALB, PITFA11, PIPAF2, PIPAML.

4Poblaciones ajustadas a la correlacién: MLFOM, PEPTF, PIMVE, TOMBR, TOMPA, TOMSU,
SALB, PITFA11, PITFA14, PIPAM1.

* Correlacion significativa (P<0,05). NS, no significativo.

Estos resultados muestran que la presencia de ciertas bandas podia
estar relacionada con la resistencia observada (estimada como el FRsg) en
las poblaciones analizadas, para algunos de los insecticidas estudiados.
Concretamente, el triplete A (bandas 0,64, 0,66 y 0,69) se correlaciond con
los valores de FRs, correspondientes a los insecticidas acrinatrina (figura
2.3 A) y metiocarb (figura 2.3 B), con un coeficiente de correlaciéon de 0,71y
0,70, respectivamente. Por otro lado, la presencia de la banda 0,68 se
relacioné negativamente con los valores de FRsy para esos mismos
insecticidas, con un coeficiente de correlacion de -0,61 para acrinatrina
(figura 2.4 A) y de -0,66 para metiocarb (figura 2.4 B), es decir, a mayor
namero de insectos presentando la banda 0,68 por poblacién, menor era la
resistencia observada en las poblaciones frente a estos insecticidas. Sin
embargo, en este caso tan solo la relacion con el insecticida metiocarb fue
significativa, aunque la misma tendencia era observada frente al insecticida

acrinatrina.
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R=0,71
0,0 T T T T 1

0 3 6 9 12 15

sen(¥(%insectos con Triplete A))

FRg, (acrinatrina)

sen(V(%insectos con Triplete A))

0,0 T T T T |

FRs, (metiocarb)

Figura 2.3. Correlacion entre el porcentaje de insectos que presentan el triplete A
(transformacion del arco seno) para cada poblacién y los valores de FRsy para acrinatrina (A) y
metiocarb (B). Cada punto corresponde a una poblacion diferente y la linea indica el ajuste de
los datos mediante reduccion de los ejes mayores (RMA). La R indica el coeficiente de
correlacién de Pearson.
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Figura 2.4. Correlacion entre el porcentaje de insectos que presentan la banda de R; 0,68
(transformacién del arco seno) para cada poblacién y los valores de FRs, para acrinatrina (A) y
metiocarb (B). Cada punto corresponde a una poblacion diferente y la linea indica el ajuste de
los datos mediante reduccion de los ejes mayores (RMA). La R indica el coeficiente de
correlacion de Pearson.
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Sin embargo, aquellas poblaciones que mostraban FRg, superiores
a los indicados en la figura 2.3 frente a los insecticidas acrinatrina (14,6) y
metiocarb (8,7), no seguian la relacién descrita, es decir, que a partir de ese
umbral de FR la correlacion con el porcentaje de insectos presentando el

triplete A en las poblaciones se perdia.

2.3.2. Optimizacion del ensayo a-naftil butirato

Puesto que hasta el momento nunca habiamos utilizado el sustrato a-NB en
nuestra especie de estudio, realizamos una serie de analisis (descritos en el
punto 2.2.4 del apartado de Material y Métodos de este capitulo) para
determinar las condiciones Optimas del ensayo de medida de actividad
frente a dicho sustrato.

Por un lado se determind la concentracion de sustrato a utilizar
posteriormente en las medidas de actividad. En la figura 2.5 se observa el
efecto de las diferentes concentraciones de sustrato a-NB sobre la
velocidad de reaccion. El ajuste de los datos a la ecuacién de Michaelis-
Menten nos proporcioné un valor de K, de 0,0351+0,0013 mM (R*=0,9686).
En base a este resultado se establecié en 0,3 mM la concentracién optima
de a-NB, ya que se aconseja utilizar valores entre 5y 10 veces el valor de la
K.

Por otra parte, se determiné el rango lineal valido para el ensayo,
analizando el incremento de la velocidad de reaccion en funcién de la
cantidad de homogeneizado utilizado. El valor umbral de la velocidad de
reaccion vélido en el ensayo se estableci6 en 0,015 pmol de a-naftol
(producto de la reaccién) formado por minuto, ya que la respuesta se

mantuvo lineal hasta este punto (figura 2.6).
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2.3.3. Actividad esterasa total: a-naftil acetato y a-naftil butirato

A continuacion se llevd a cabo un estudio para determinar la actividad
esterasa total en insectos individuales con dos sustratos modelo distintos (a-
NA y a-NB), con el objetivo de establecer alguna relacion entre los insectos
gue presentaban el triplete A y la actividad esterasa frente a alguno de los
sustratos seleccionados. El resultado se muestra en la figura 2.7, donde se
puede observar una relacién entre la actividad esterasa y la presencia de
dicho triplete. En la figura 2.7 A se representa la relacion entre la presencia
del triplete y la actividad frente al sustrato a-NA. Se observa que los
insectos que presentaban el triplete A mostraban 2,4 veces mas actividad, y
esta diferencia resulté ser altamente significativa (prueba de Welch,
P<0,001). En consecuencia, se pudo establecer un valor umbral de
actividad (4,6 pmol min™ mg proteina’l), sobrepasado el cual los insectos
eran susceptibles de presentar el triplete A. Esta aproximacion nos permitia
distinguir entre insectos con o sin triplete con una precision del 87% (5,2%
de falsos positivos y 7,8% de falsos negativos; n=115 insectos de los cuales

solo 41 presentaban el triplete A).

En la figura 2.7 B se representa la relacién frente a la actividad
medida con el sustrato a-NB. Contrariamente a lo observado en el caso
anterior, en éste la mayor actividad se encontraba asociada a los insectos
gue no presentaban tal grupo de bandas, y aunque la diferencia encontrada
entre los dos grupos de insectos era mucho menor, seguia siendo
estadisticamente significativa (prueba de Welch, P=0,016). Pese a ello, no
era posible establecer una aproximacién que nos permitiese determinar de

antemano si los insectos eran poseedores de dicho triplete.

Por dltimo, en la figura 2.7 C se representa la ratio obtenida entre la
actividad a-NA y la actividad a-NB. Por los resultados arriba descritos era
obvio que los insectos que presentaban el triplete A mostraran una ratio 3
veces mayor, siendo esta diferencia altamente significativa (prueba de

Welch, P<0,001). Del mismo modo que en el caso de la actividad a-NA
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también se pudo establecer un valor umbral (valor de 2,5) para determinar
la presencia del triplete A en los insectos con una exactitud del 92,2% (2,6%
de falsos positivos y 5,2% de falsos negativos; n=115 insectos, de los

cuales solo 41 presentaban el triplete A).
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Figura 2.7. Distribucion de la actividad especifica a-naftil acetato (A), actividad especifica a-
naftil butirato (B), y la ratio actividad especifica a-naftil acetato/a-naftil butirato (C), en individuos
de F. occidentalis en funcién de la ausencia (0) o presencia (1) del triplete A. Mediante una
barra se ha representado la mediatDE de cada grupo. La linea discontinua horizontal en las
gréficas A y C representa el valor umbral que discierne los insectos que presentan el triplete A
del resto (A: 4,6 umol min™ mg proteina™; C: valor de ratio de 2,5). Las cruces representan
insectos mal clasificados bajo esta regla; el error para estos umbrales es de 13% para la
actividad especifica a-NA (A), y de 7,8% para la ratio (C). Los 115 insectos analizados
proceden aleatoriamente de las diferentes poblaciones estudiadas, de los cuales tan solo 41

presentan el triplete A.
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2.3.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida: tincién con a-naftil

acetato y a-naftil butirato

Finalmente, llevamos a cabo también un estudio comparativo mediante
PAGE, utilizando los sustratos a-NA y a-NB. Con ello se pretendia analizar
la especificidad de las distintas isoenzimas para cada uno de los sustratos.
Los resultados se muestran en la figura 2.8. En ella se puede apreciar que
ambos sustratos tefiian las mismas bandas; sin embargo, la tincién con el
sustrato a-NA era mas intensa que con el sustrato a-NB para todas ellas vy,
ademds, estas diferencias eran particularmente obvias para las bandas

identificadas como 0,64, 0,66 y 0,69, correspondientes al triplete A.

a-NA o-NB

Figura 2.8. Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) nativos tefiidos para la actividad
esterasa con los sustratos a-naftil acetato (a-NA) y a-naftil butirato (a-NB). Cada carrera
contiene la misma cantidad de un Unico homogeneizado de un conjunto de trips. La linea
discontinua delimita el grupo de bandas correspondiente al triplete A.
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2.4. Discusioén

Estudios realizados anteriormente por nuestro grupo con poblaciones de F.
occidentalis de campo y seleccionadas en el laboratorio, mostraron que
ambos grupos de poblaciones presentaban una mayor actividad esterasa
respecto a la poblacion de referencia (Maymé et al., 2002, 2006).
Concretamente los estudios mas recientes (Maymé et al, 2006)
demostraron que en las poblaciones de campo los niveles medios de
actividad esterasa, cuando eran utilizados a-NA y p-nitrofenilacetato como
sustratos, eran mayores comparados con la poblacion de referencia.
Ademas, se estableci6 una correlacion significativa entre la actividad

esterasa a-NA y la resistencia frente a acrinatrina y metiocarb.

En este trabajo, el analisis de esterasas mediante PAGE nativas
revela un patron de bandas caracteristico, relacionado con el grado de
resistencia de las poblaciones y la actividad esterasa total de esos insectos.
En primer lugar, se determiné una correlacion significativa entre el FRs, de
diferentes poblaciones de campo para los insecticidas acrinatrina y
metiocarb, y el porcentaje de insectos presentando el grupo de bandas
denominado triplete A (figura 2.3). Las tres bandas del triplete A, con
movilidad electroforética de 0,64, 0,66 y 0,69, se revelaban como las mas
gruesas y las mas densamente tefiidas en comparacién con el resto de las
isoenzimas. Asi pues, los resultados obtenidos de los ensayos realizados
mediante PAGE eran consecuentes con los encontrados en los trabajos
previos que establecian una correlacion entre la actividad esterasa y la
resistencia (Maymo et al., 2006). En segundo lugar, se establecid que los
insectos que poseian el triplete A presentaban de media 2,4 veces mas
actividad a-NA que los insectos que no lo tenian, estableciéndose una
diferencia entre los dos grupos de insectos (con o sin triplete) altamente
significativa (figura 2.7 A). Estos resultados sugieren que el incremento en la
actividad esterasa indicado por Maymé y colaboradores (2006) es debido a

las tres isoenzimas componentes del triplete A principalmente, las cuales
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deben contribuir de forma significativa a la actividad esterasa total de los
insectos resistentes. Esta interpretacion es consistente con la hipotesis de
gue la presion de los insecticidas puede incrementar la frecuencia de
determinadas esterasas, presentes normalmente en las poblaciones no
seleccionadas en una baja frecuencia (Parker y Callaghan, 1997). Las
isoenzimas de esterasas del triplete A serian por tanto las responsables de

la resistencia observada en F. occidentalis a acrinatrina y metiocarb.

Por otro lado, los insectos que presentaban el triplete A nunca
mostraban la banda de movilidad 0,68 y viceversa. Y la mayoria de los
insectos, o presentaban el triplete o la banda 0,68, con lo que a mayor
ndamero de insectos de un tipo, menor habria del otro dentro de una
poblacion. Este hecho explicaria la correlacion negativa de la banda 0,68
con la resistencia frente a acrinatrina y metiocarb. En poblaciones de
Heliothis virescens resistentes a profenofos se realiz6 un estudio de
isoenzimas de esterasas tefiidas para a-NA, en el que encontraron un
resultado muy similar. La intensidad de tincién de una de las bandas se
correlacionaba negativamente con la intensidad de otra de ellas, por lo que
sugirieron que podria tratarse de alternativas alélicas, existiendo alguna
diferencia estructural entre ellas (Harold y Ottea, 1997, 2000).

Sin embargo, el andlisis estadistico de los datos obtenidos del
estudio mediante PAGE indicé que el mecanismo de resistencia basado en
el triplete A descrito en este capitulo, no era el Unico presente en las
poblaciones de F. occidentalis analizadas. La correlacion entre el porcentaje
de insectos presentando el triplete A y el FRspa acrinatrina y metiocarb no
era estadisticamente significativa cuando en las poblaciones se superaban
valores de FRsy de 14,6 para acrinatrina y de 8,7 para metiocarb. No
obstante, las poblaciones que no se ajustaban a la correlacién resultaron
pertenecer, en todos los casos, a los invernaderos experimentales utilizados
para ensayos de estrategia de reiteracion de insecticidas (Espinosa et al.,

2002; Bielza y Contreras, 2005). Tales poblaciones mostraban valores muy
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elevados de FRsy, que no podian ser explicados por la presencia del triplete
A, sino por el hecho de que en las pruebas de estrategias de reiteracion los
trips estaban sujetos a una elevada presion de seleccién (por ejemplo, 12
aplicaciones de insecticida a la dosis maxima permitida en campo en 4
meses en PIPAF4, y 8 aplicaciones en tres meses en PIPAM3) (tabla 2.1).
La alta presidon causada por los insecticidas pudo haber seleccionado
mecanismo/s de resistencia diferentes, tales como modificacion de las
dianas o incremento en el metabolismo por MFO. Esta idea se apoya en el
hecho de que repetidos pasos de seleccion realizados en el laboratorio en
poblaciones de F. occidentalis, también resultaron en FRs, moderados (40)
y muy altos (1173) para los insecticidas metiocarb y acrinatrina,
respectivamente (Espinosa et al., 2002; Bielza y Contreras, 2005). Sin
embargo, en estas poblaciones no se produjo un cambio en el patrén de
bandas de esterasas (resultados no mostrados). De hecho, la estrategia de
aplicar repetidamente un compuesto Unico, utilizado tanto en invernaderos
experimentales como en la seleccion en el laboratorio, contrasta con la
estrategia de rotacion de insecticidas cominmente utilizada para prevenir o
retrasar la aparicion de resistencia en el campo (Georghiou, 1983; Corbel et
al., 2004), por lo que parece logico esperar los elevados valores de
resistencia obtenidos.

Por lo tanto, la presencia del triplete A parece conferir baja
resistencia (3,3<FRs50<8,7) a metiocarb y resistencia moderada
(2,1<FR50<14,6) a acrinatrina. El hecho de que el triplete A estuviera
correlacionado con la resistencia en seis poblaciones diferentes de F.
occidentalis recogidas en invernaderos comerciales (con plantaciones
diversas, como pepino, pimiento, tomate), sugiere que este es un
mecanismo importante en los estados iniciales de la resistencia. De hecho,
a menudo los sistemas enzimaticos de destoxificacion suelen ser la primera

linea de defensa de los insectos (Parker y Callaghan, 1997).
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Como ya se ha comentado en la introduccion de este capitulo, el
incremento de la actividad esterasa responsable del desarrollo de la
resistencia, puede ser debido a un aumento en la cantidad de esterasas,
causado a su vez por una amplificacion del gen/es en el genoma o por una
alteracién a nivel de la regulacion de la transcripcion, o a la seleccion de
insectos que poseen esterasas con alguna mutaciéon que les confiere una
mayor capacidad en el metabolismo de los insecticidas (Wheelock et al.,
2005). El incremento de actividad esterasa observado en las poblaciones de
F. occidentalis analizadas en este trabajo, podria resultar tanto por una
mayor cantidad de enzima/s ya presente/s en los insectos sensibles, como
por seleccién de insectos presentando una enzima mutada mas activa. Los
resultados presentados aqui no permiten distinguir entre estas dos
posibilidades. Una comparacion entre geles nativos tefiidos para esterasas
y geles teflidos para proteina podria dar alguna indicacion de si las bandas
correspondientes al triplete A eran mas abundantes que el resto, pero el
contenido de proteina no permitio la deteccion de diversas bandas en esa
zona del gel, incluso habiendo utilizado el método de tincion por plata, mas

sensible que el método de azul de Coomassie (datos no mostrados).

De acuerdo con los resultados obtenidos del estudio de PAGE, se
establece que el triplete A confiere resistencia a dos insecticidas distintos, el
piretroide acrinatrina y el carbamato metiocarb. Casos de resistencia
cruzada entre estas dos clases de insecticidas han sido descritos en
diferentes grupos de insectos: mosquitos de la especie Anopheles (Asidi y
Curtis, 2001; Brooke et al., 2001; N"Guessan et al., 2003), en el &fido M.
persicae (Devonshire y Moores, 1982), en la mosca M. domestica (Liu y
Yue, 2000) y en la cucaracha Blatella germanica (Cochran, 1987; Pai et al.,
2005). En estos casos la responsabilidad ha sido adscrita, por un lado, a
oxidasas de funcién mdltiple (en Anopheles funestus (Brooke et al., 2001) y
B. germanica (Cochran, 1987)) debido al sinergismo observado por el

butdéxido de piperonilo (PBO) en la toxicidad frente a estas clases de
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insecticidas; por otro, a un aumento en la cantidad de esterasas en el &fido
M. persicae siendo esta la Unica diferencia detectada a nivel bioquimico
entre las poblaciones (Devonshire y Moores, 1982); y finalmente, en el caso
de M. domestica el PBO y el DEF reducian la resistencia, aunque en grado
diferente, sugiriendo que las oxidasas de funcién multiple jugaban un papel
muy importante, mientras que las esterasas estaban solo parcialmente
implicadas en la resistencia cruzada (Liu y Yue, 2000).

Debido al polimorfismo de las esterasas en insectos, la
electroforesis proporciona una herramienta Util para clasificar a los insectos
individualmente como resistentes o0 sensibles. Mediante ensayos
espectrofotométricos se mide la actividad esterasa de todas las isoenzimas
presentes en el insecto, pero debido a la contribuciéon de esterasas no
relacionadas con la resistencia, mediante este ensayo se hace mas dificil
diferenciar entre individuos sensibles y moderadamente resistentes, siendo
precisamente estos fenotipos los mas comunes en el campo. La tincion de
esterasas en los geles después de la electroforesis permite aislar las
diferentes isoenzimas y relacionar éstas con la resistencia observada en las
poblaciones (Devonshire et al., 1986). Las electroforesis nativas han sido
utilizadas extensamente como herramienta diagnéstico para la detecciéon de
isoenzimas asociadas a resistencia en: M. persicae (Devonshire, 1989),
Bemisia tabaci (Byrne y Devonshire, 1991, 1993), Helicoverpa (Gunning et
al.,, 1996, 1997; Srinivas et al., 2004), Simulium equinum (Parker y
Callaghan, 1997), Diabrotica virgifera virgifera (Scharf et al., 1999; Zhou et
al., 2002, 2004), Oryzaephilus surinamensis (Rossiter et al., 2001), Locusta
migratoria manilensis (He et al., 2004), etc.

A pesar de su utilidad, el proceso de la electroforesis es lento y
costoso. Como las bandas del triplete A eran las que revelaban una mayor
actividad frente al sustrato a-NA, mucho mas que cualquier otra banda, los
insectos que presentaban dicho grupo mostraban a su vez una mayor
actividad esterasa total. De acuerdo con estos resultados, la presencia del
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triplete A puede ser alternativamente determinada mediante ensayos de
actividad a-NA en homogeneizados individuales de F. occidentalis, bien
normalizando por cantidad de proteina (actividad especifica a-NA) o por
actividad a-NB (ratio de actividad a-NA/ a-NB). El método basado en la ratio
parece particularmente apropiado debido a que el error en ese caso es algo
menor (7,8% frente a 13%), ademas de que la cantidad de muestra
necesaria para medir actividad (0,02 trips) es también menor que la utilizada
en las medidas de proteina (0,14 trips), con lo que es posible la realizacion

de un mayor namero de réplicas dentro de una misma muestra.
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3. Andlisis del efecto de diversos compuestos
sinergistas sobre la actividad esterasa en

Frankliniella occidentalis
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3. Andlisis del efecto de diversos compuestos
sinergistas sobre la actividad esterasa en

Frankliniella occidentalis

3.1. Introduccién

Los sinergistas son compuestos que incrementan la efectividad de los
insecticidas cuando son utilizados en una dosis subletal (Brindley y Selim,
1984). La historia de los sinergistas y su relaciéon con los insecticidas
comienza como un intento de estabilizar las piretrinas como insecticidas
competitivos; el primer sinergista comercializado verdaderamente efectivo
fue el butdxido de piperonilo (PBO) (Wachs, 1974) introducido con el fin de
reducir el coste de las piretrinas naturales. Como resultado de exhaustivas
investigaciones en el modo de actuacién de los insecticidas, los sinergistas
se utilizaron especificamente para inhibir la destoxificacién metabdlica de
los insecticidas, favorecer su penetracion a través de la cuticula de los
insectos, y facilitar la unién de los insecticidas a sus lugares de accién (B-
Bernard y Philogene, 1993). Muchos de ellos se han convertido en utiles
herramientas, tanto en el control como en la investigacion sobre la
resistencia. Por un lado, contribuyen a la atenuacion e incluso supresion de
la resistencia, porque aumentan la toxicidad de compuestos ya efectivos
contra las plagas, ayudando a mantener el uso de insecticidas toxicos en
niveles minimos y, en segundo lugar, juegan un papel importante en la
identificacién de los mecanismos responsables de la resistencia.

Ahora bien, la mayor parte de los sinergistas son inhibidores
metabdlicos, por lo que, a menudo, el término sinergista se utiliza haciendo
referencia a este modo de accién especifico. Particularmente, esta clase de

sinergistas son ampliamente utilizados en el estudio de los mecanismos de
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destoxificacion implicados en la resistencia (Raffa y Priester, 1985; Brattsten
et al., 1986). Ademas, aquellos que presentan una mayor eficacia son
precisamente también los que interfieren en la destoxificacion in vivo de los
insecticidas (Raffa y Priester, 1985; Scott et al., 1990), inhibiendo su
biotransformacién en compuestos de menor toxicidad y mayor facilidad de
excrecion. Corresponden a diferentes grupos quimicos; de hecho, algunos
insecticidas pueden actuar también como sinergistas de otros insecticidas
cuando son utilizados en dosis subletales. Este hecho se explica por la
hipétesis de que “un téxico interfiere en la destoxificacion metabdlica de un
segundo toxico potenciando asi la toxicidad del compuesto mas tardio”
(Corbett, 1974). Asimismo, un solo sinergista puede actuar sobre mas de
una reaccién de destoxificacion, es decir, éstos pueden no ser enteramente
especificos (Valles et al., 1997). Por ejemplo, el PBO es un inhibidor de las
oxidasas de funcion mdultiple (MFO), pero, a su vez, se ha descrito como
inhibidor moderado de las esterasas en algunos insectos (Gunning et al.,
1998; Young et al., 1998). También el S,S,S-tributilfosforotritioato (DEF) es
un potente inhibidor de las esterasas pero en algunos casos presenta una
capacidad, aunque limitada, para inhibir las MFO (Sanchez-Arroyo et al.,
2001). En consecuencia, resulta dificil la utilizacion de sinergistas
especificos, los cuales serian tremendamente Utiles en la investigacion de

los procesos metabdlicos implicados en la resistencia.

Por otro lado, cabe destacar que la inhibicién del metabolismo de un
insecticida por un compuesto considerado sinergista no necesariamente
resulta en tal efecto, ya que en algunos casos, los insecticidas son
activados a través de los sistemas de destoxificacion en metabolitos mas
toxicos que los compuestos parentales (Brattsten, 1988). En este caso, el
sinergista previene esta activacion y acta como un antagonista de los
insecticidas.

En cualquier caso, el efecto in vivo producido por un sinergista
depende de su efecto inhibidor intrinseco sobre las enzimas de
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destoxificacion (medible en estudios in vitro), de su habilidad para resistir a
la destoxificacion, y, de igual forma, de su capacidad para alcanzar su sitio
de accion. Ademas, la efectividad del sinergista se incrementa a medida que
aumenta su cantidad, pero en el momento que se sobrepasa un umbral deja
de actuar como sinergista porque entonces resulta toxico por si mismo
(B-Bernard y Philogéne, 1993).

El conocimiento tanto del metabolismo de un insecticida por parte
de un insecto como de las posibles variaciones de unas especies a otras, es
necesario para el uso apropiado de los insecticidas y, en este sentido, los
sinergistas son también una herramienta muy valiosa. Cuando la resistencia
se debe a una mayor velocidad de destoxificacion, lo cual es un hecho muy
comun, los sinergistas son mas efectivos en las poblaciones resistentes que
en las sensibles (Scott et al., 1990). En los estudios de evaluacién de los
mecanismos de resistencia, los resultados combinados de analisis in vitro e
in vivo con sinergistas seleccionados conducen a la identificacion de las
rutas de destoxificacion de los distintos xenobiéticos y ayudan a identificar la
accion del metabolito (B-Bernard y Philogéne, 1993).

Ahora bien, diagnosticar los mecanismos de resistencia mediante el
uso de inhibidores comporta también una serie de inconvenientes, como
son la dificultad de seleccidon de un verdadero inhibidor especifico de un
Unico sistema enzimatico (Scott et al., 1990), asi como el hecho de que se
trata de herramientas indirectas en la identificacion de dichos procesos.

En este capitulo se ha realizado un andlisis de inhibicion in vitro de
varios compuestos sinergistas sobre la actividad esterasa. Concretamente
se han utilizado el PBO y el DEF, que, como se ha descrito anteriormente,
pueden interaccionar sobre dicha actividad. Ademas, se ha analizado el
efecto inhibidor del insecticida metiocarb sobre la misma actividad. Puesto
gue la especificidad de los sinergistas varia de unas especies a otras, se
hacia necesaria tal determinacidon ya que no existe conocimiento de estos

datos en F. occidentalis. Por otro lado, se ha realizado un andlisis in vivo de
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inhibicion de estos mismos compuestos y sobre la misma actividad. Este
estudio nos permitia realizar una mejor aproximaciéon a los mecanismos
responsables de la resistencia, ya que se puede determinar con mayor
precision lo que ocurre en el insecto cuando estos compuestos son

utilizados en combinacion con los insecticidas.

3.2. Material y métodos
3.2.1. Insectos

En los estudios del efecto de los compuestos sinergistas se utilizaron cuatro
poblaciones, tres seleccionadas en el laboratorio frente a distintos
insecticidas (acrinatrina, formetanato y metiocarb), y la poblacion sensible o
de referencia MLFOM. Las caracteristicas (CLsg y régimen frente al
insecticida al que habian sido seleccionadas) de las poblaciones utilizadas

guedan reflejadas en la tabla 3.1 (Bielza y Contreras, 2005).

Tabla 3.1. Caracteristicas de las poblaciones utilizadas en los ensayos.

CLso (mg de ingrediente activo L'l)a’b

Régimen de

Origen Poblacién Acrinatrina Formetanato Metiocarb . L - c
insecticida utilizado

Sensible MLFOM 9(1) 765 (1) 15 (1) Ninguno
. Seleccion en el

Seleccionadas 12870 A

en laboratorio ACR (1430) i . laboratorio con
acrinatrina
Seleccion en el

FOR - 20160 (26) - laboratorio con
formetanato
Seleccion en el

MET - - 620 (41) laboratorio con
metiocarb

#Resultados de bioensayos topicos (Bielza y Contreras, 2005).

®El factor de resistencia (FRsp), calculado como la CLs, de la poblacién resistente dividido por la
CLs de la poblacién de referencia MLFOM, aparece entre paréntesis.

¢ Acrinatrina es un insecticida piretroide; formetanato y metiocarb son carbamatos.

- Insecticidas no ensayados.

Los insectos fueron proporcionados por el Departamento de

Produccion Vegetal de la Universidad Politécnica de Cartagena (UPCT) y
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mantenidos individualmente a -80°C hasta el momento de su utilizaciéon en

los diversos ensayos.

3.2.2. Preparacion de las muestras

En este estudio todas las medidas se realizaron en conjuntos de trips. El
homogeneizado se prepard en la proporcién de 1 trips por cada 50 pL de
tampon fosfato sédico 100 mM (pH 7,5), en un tubo eppendorf mantenido en
hielo y con la ayuda de un homogeneizador manual.

En el estudio de inhibicion de la actividad esterasa total, se
analizaron las 4 poblaciones diferenciadamente, por lo que los
homogeneizados se prepararon por separado para cada una de ellas.

En el andlisis electroforético se pretendia obtener el patron completo
de bandas presentes en F. occidentalis en un mismo gel, por lo que el
homogeneizado se preparé en conjuntos de insectos sin diferenciar entre
poblaciones.

El andlisis de inhbicion de los sinergistas aplicados tépicamente,
sobre la actividad esterasa, se realiz6 en conjuntos de trips pero
diferenciando poblaciones y grupos de estudio (combinacion de tiempo y

tratamiento).

3.2.3. Compuestos quimicos utilizados

Los sinergistas e insecticidas empleados se obtuvieron en grado técnico:
DEF (Chem Service Inc, West Chester, PA), PBO (Aldrich Chemical
Company, Milwaukee, WI) y metiocarb (Bayer Agrochem, Leverkusen,
Germany).

En los andlisis de inhibicién in vitro se realizé una serie de pruebas
con el fin de determinar los disolventes méas apropiados para cada uno de

los compuestos sinergistas. Asi, las disoluciones de PBO se realizaron en
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dimetilsulféxido (DMSO), mientras que las de metiocarb y DEF en etanol.
Las series de diluciones para obtener las diferentes concentraciones se
llevaron a cabo a partir de una Unica disolucién madre.

En el andlisis de inhibicién realizado in vivo, las disoluciones de los
sinergistas se prepararon en acetona en todos los casos, y a una
concentraciéon de 1000 mgL™ para el PBO y DEF, y de 30 mgL™ para el
metiocarb, correspondientes en todos los casos a la maxima concentracion
que podia ser utilizada en adultos de trips de la poblaciéon sensible sin

observar ningun efecto deletéreo.

3.2.4. Inhibicién de la actividad esterasa total por sinergistas

La actividad esterasa se analizé utilizando a-naftil acetato (a-NA) como
sustrato siguiendo el ensayo descrito por Maymé y colaboradores (2006) y
explicado brevemente en el apartado 2.2.4. Optimizacion del ensayo a-naftil
butirato del capitulo anterior.

Previamente, diferentes diluciones de inhibidor se afiadieron en
igual cantidad (y siempre inferior al 5% del volumen total) a diferentes
alicuotas de homogeneizado dando concentraciones finales de los
diferentes compuestos en un rango de 10*a 100 mM en el caso del PBO y
de 10° a 100 pM en el caso del metiocarb y del DEF. Los controles se
realizaron sin inhibidor y sustituyendo éste por el disolvente en la misma
cantidad, para determinar su posible efecto sobre la actividad. En todos los
casos la incubacion se llevo a cabo a temperatura ambiente y durante un
periodo de 15 minutos. Transcurrido ese tiempo se transfirieron alicuotas de
homogeneizado (10 pL, equivalentes a 0,02 trips) de cada una de las
concentraciones a una microplaca en la que se determind la actividad

esterasa.

Los valores obtenidos se compararon con el control, calculando asi

el porcentaje de actividad para cada una de las concentraciones y
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tratamientos. De las curvas de inhibicion se determind el valor de Clsg
(concentracion de inhibidor correspondiente al valor medio entre la
inhibicibn minima y méaxima alcanzada) para cada sinergista, mediante
ajuste de los datos utilizando una ecuacién logistica sigmoide (software
EnzFitter 2.0, Biosoft, Cambridge, UK).

En el caso del PBO, se realizd, ademas, un estudio adicional en el
gue se evalud también el efecto del tiempo de incubacién (entre 10 y 90
minutos) sobre la inhibicién, pero en este caso en un homogeneizado

conjunto sin distinguir entre poblaciones.

3.2.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) nativos e

inhibicidn de esterasas por sinergistas

Las isoenzimas de esterasas se analizaron utilizando como sustrato a-NA
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida nativos, siguiendo la
metodologia descrita en el apartado 2.2.3. Electroforesis en geles de
poliacrilamida (PAGE) y tincién para actividad esterasa del capitulo anterior.
El estudio de inhibicion de las isoenzimas se llevé a cabo de dos formas.
Una, incubando el inhibidor junto al homogeneizado durante 15 minutos,
previamente a efectuar la electroforesis, y dos, incubando el gel en una
disolucion con el inhibidor una vez finalizada la electroforesis, durante el
mismo periodo de tiempo.

En el primer caso, las diferentes diluciones de sinergistas se
afiadieron en igual cantidad (y siempre inferior al 5% del volumen total) a
diferentes alicuotas de homogeneizado (equivalente a 0,1 trips), resultando
en concentraciones finales de 0,01, 0,1, 1 y 10 mM para todos los
compuestos. En el caso del control el homogeneizado se incubd con la
misma proporcion de disolvente utilizada en el resto de casos. La
incubacion se llevé a cabo a temperatura ambiente durante un periodo de
15 minutos. Transcurrido este tiempo, las alicuotas de homogeneizado (5,2
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ML) se mezclaron con 4,8 uL de una disolucion conteniendo Triton, sacarosa
y azul de bromofenol. Estos 10 uL se cargaron en el gel y la electroforesis
se llevé a cabo a un voltaje constante de 250 V durante 90 minutos a 4°C.
Una vez finalizada la electroforesis los geles se incubaron durante 5 minutos
en tampon fosfato sédico 200 mM (pH 6,0) y posteriormente fueron tefiidos
para analizar la actividad esterasa con a-NA y FBRR. Seguidamente, se
destifieron con una disoluciéon de &cido acético al 7% y finalmente fueron
escaneados.

En el segundo caso, primero se llevdo a cabo la electroforesis.
Alicuotas de 5 pL del homogeneizado (equivalentes a 0,1 trips) se
mezclaron con 5 pL de una disolucion conteniendo Triton, sacarosa y azul
de bromofenol. Estos 10 pyL se cargaron en los geles y la electroforesis
transcurrio en las mismas condiciones descritas previamente. Una vez
finalizada ésta, los geles se cortaron en 5 partes iguales conteniendo 3
carreras cada una. Los sinergistas se disolvieron en tampén fosfato sédico
200 mM (pH 6,0), dando las concentraciones finales de 1, 2, 5y 10 mM para
el PBO y de 0,001, 0,01, 0,1 y 1 mM para metiocarb y DEF. Cada fragmento
se sumergio en una de estas disoluciones de inhibidor, ademas de un
control en una disolucién de disolvente. La incubacion se llevd a cabo a
temperatura ambiente durante un periodo de 15 minutos. Transcurrido ese
tiempo se procedi6 a la tincion y posterior destefiido del gel del mismo modo

gue en el caso anterior.

3.2.6. Inhibicion de la actividad esterasa mediante bioensayos de

sinergistas

Los bioensayos se realizaron aplicando tépicamente los sinergistas y
dejandolos actuar durante diferentes periodos de tiempo. En la medida de lo
posible se reprodujo la metodologia descrita por Espinosa y colaboradores
(2005). Brevemente, los trips se introducian en viales situados sobre una

superficie fria (10°C) con el fin de inmovilizarlos. Posteriormente se
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trasladaban a un papel de filtro donde se realizaban las aplicaciones de
sinergistas con la ayuda de una pipeta Pasteur, embebiendo por completo a
los insectos. Transcurridos 5 segundos los trips se pasaban a otro papel de
filtro, desde donde se aspiraban a nuevos viales de plastico (10 trips por
tubo) con la ayuda de una pequefia bomba de vacio. Los viales cerrados se
mantenian en posicion vertical a 25+2°C durante un periodo de 10, 20, 30,
60 o0 90 minutos. Transcurrido este tiempo se almacenaban a -80°C hasta el
momento de la determinacion enzimatica. Estos tiempos se ensayaron para
cada poblacion y tratamiento. En todos los casos también se realizdé un
control con acetona.

Un paso previo a la realizacion de las medidas de actividad
enziméatica consistié en el lavado de los insectos mediante una disolucién de
acetona, con el fin de evitar la contaminacion por posibles restos de
sustancia inhibidora que hubiese podido quedar en la cuticula del insecto
como resultado del tratamiento tdpico. La actividad esterasa se midio
utilizando como sustrato modelo el a-NA, y siguiendo la misma metodologia

mencionada en apartados anteriores (Maymé et al., 2006).

3.2.7. Determinacién de proteina

El contenido de proteina existente en los homogeneizados de trips se
determind siguiendo la metodologia descrita por Lowry y colaboradores
(1951), y modificada por Bio-Rad (Hemel Hempstead, UK) para
microensayos en placas de 96 pocillos, utilizando albimina de suero bovino
(BSA) como patrén. Las medidas se realizaron con el lector de placas a una
longitud de onda de 750 nm.

3.2.8. Andlisis estadistico

Al igual que en el capitulo anterior, el analisis estadistico de los datos se
realiz6 utlizando el paquete estadistico SPSS 14.0 (SPSS Inc.) para
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Windows. Previo a los analisis de comparacion de medias entre grupos, se

analiz6 la normalidad y la homogeneidad de las varianzas de los residuos.

En el estudio de inhibicion de la actividad esterasa total, se
obtuvieron diferentes curvas de inhibiciébn para cada poblacion y sinergista
analizado. Con el fin de poder compararlas se calculé el valor de la Clsg, asi
como los intervalos de confianza al 95% (IC 95%) asociados a tales valores,
puesto que la Clsg determinada es el valor mas probable dentro de dicho
intervalo. Por tanto, se consideraron diferencias significativas entre curvas
en aquellos casos en los que los intervalos no solapaban, dado que dentro
de ese intervalo otro valor también seria posible.

Los datos del bioensayo in vivo sobre la inhibicién de la actividad
esterasa por sinergistas no mostraban las caracteristicas de normalidad y
homogeneidad requeridas por el analisis de la varianza (ANOVA). Para
corregirlo se realizé una transformacion logaritmica de los datos, con la que
se alcanzaron ambas asunciones.

Posteriormente, los resultados se estudiaron mediante ANOVA,
método estadistico que nos permitia evaluar el efecto individual y conjunto
de los tres factores (Poblacién, Tratamiento y Tiempo). En los casos en los
que se observo un efecto significativo de la/s interaccién/es, se recurrié a
las comparaciones por pares basadas en las medias estimadas segun el
modelo y llevadas a cabo mediante la prueba T, utilizando la correccion de
Bonferroni (que corrige la tasa de error).

En todos los casos las diferencias se determinaron a un nivel de

confianza del 95%.
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3.3. Resultados

3.3.1. Andlisis de inhibicion de la actividad esterasa total por

sinergistas

El resultado del estudio de inhibicion in vitro de la actividad esterasa total
por los sinergistas PBO, metiocarb y DEF, para determinar su especificidad,
se muestra en la figura 3.1. En ella se puede observar que la respuesta de
inhibicién de la actividad de las distintas poblaciones frente a los diferentes
compuestos resulté muy similar. Sin embargo, el efecto producido por los
diferentes inhibidores si resulté variable. EI PBO fue el compuesto que
producia una menor inhibicion de la actividad esterasa, puesto que en su
caso se requeria una mayor concentracion (de tres 6rdenes de magnitud)
para alcanzar la misma inhibicion que con los otros compuestos, y, ademas,
a la mayor concentracion ensayada (100 mM) todavia existia entre un 15y
un 25% de actividad que no resultaba afectada por el sinergista. El
sinergista DEF y el insecticida metiocarb producian una mayor inhibicién,
aunque también presentaban una cierta diferencia entre ellos, siendo mayor
la inhibicion observada con el primer compuesto. En ambos, a la mayor

concentracion ensayada (100 uM) la actividad era inferior al 10%.

En la tabla 3.2 se muestran los valores obtenidos de Clsy para cada
uno de los sinergistas en las diferentes poblaciones, asi como los IC 95%
asociados a tales valores.
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Figura 3.1. Inhibicién de la actividad esterasa (expresada como porcentaje respecto al control)
a concentraciones crecientes de los sinergistas PBO (<), metiocarb (A) y DEF (M), en la
poblacion de referencia (MLFOM) y en las seleccionadas frente a los insecticidas acrinatrina
(ACR), formetanato (FOR) y metiocarb (MET). Los valores son medias de tres réplicas y las
barras representan la desviacion estandar. Las lineas corresponden al ajuste de los datos a
una ecuacion logistica sigmoide.

Tabla 3.2. Concentracién de inhibicion del 50% (Clso) de la actividad esterasa en poblaciones
de F. occidentalis después de la incubacién con PBO, metiocarb y DEF. Se han indicado los
valores del intervalo de confianza al 95% para cada uno de ellos (IC 95%).

PBO (mM) Metiocarb (uM) DEF (pM)
Poblacién  Cls, IC 95% Clso IC 95% Clso IC 95%
MLFOM 241 [1,4382-4,0563] 1,92 [1,8114-2,0374] 0,45 [0,3043-0,6811]
ACR 2,67 [1,3149-54169] 2,71 [2,2196-3,3139] 0,45 [0,2961-0,6845]
FOR 1,91 [1,3353-2,7467] 2,93 [1,8078-4,7563] 0,51 [0,4407-0,6041]
MET 2,16 [1,7446-2,6868] 1,98 [1,7546-2,2370] 0,52 [0,3032-0,8941]

Se puede observar que los valores medios de Clsy mas altos
correspondian al sinergista PBO (2,3 mM), siendo mucho menores los
obtenidos para el insecticida metiocarb (2,4 uM), y algo mas bajos en el
caso del DEF (0,5 uM), siendo las diferencias entre los tres compuestos

estadisticamente significativas. Como ya se ha mencionado anteriormente,
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las poblaciones mostraban una respuesta bastante similar entre ellas para
un mismo sinergista. De hecho, no se observaron diferencias significativas,
a excepcion de la poblacion ACR que presenté un valor significativamente
mayor respecto a la poblacion de referencia MLFOM para el insecticida
metiocarb, lo que indicaba una menor sensibilidad de esta poblacién hacia

tal compuesto.

Dado que en el caso del PBO la concentracidn necesaria para
observar la inhibiciobn era tan elevada, se realiz6 un analisis idéntico al
anterior, a excepcién del tiempo de incubacién, que se prolongd hasta los
90 minutos, y el homogeneizado, que se prepar6 de un conjunto de trips sin
diferenciar entre poblaciones, debido a que en el estudio anterior se
determind que no existian diferencias significativas entre las mismas en su
respuesta frente al PBO. El resultado de este estudio se muestra en la

figura 3.2.
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Figura 3.2. Inhibicién de la actividad esterasa (expresada como porcentaje respecto al control)
sobre homogeneizados de F. occidentalis frente al sinergista PBO después de un tiempo de
incubacién de 10 (®), 20 (<), 30 (#®), 45 (#®), 60 (), 75 (®) y 90 (¢) minutos.
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Se observo que las diferencias entre las curvas determinadas a los
diferentes tiempos de incubacién eran practicamente inexistentes y en
ningln caso mostraban ningun tipo de tendencia, sino que mas bien todas

ellas se ajustaban a una misma curva.

3.3.2. Andlisis de inhibicion de isoenzimas de esterasas por sinergistas

Los resultados del estudio anterior pusieron de manifiesto una diferencia
considerable en la inhibicibn de la actividad esterasa por los diferentes
compuestos. En consecuencia, se decidié evaluar la especificidad de los
sinergistas sobre las distintas isoenzimas. Sin embargo, como no se habian
observado diferencias entre las poblaciones, el estudio se realizé6 con
homogeneizados de un Unico conjunto de trips sin diferenciar entre las
cuatro poblaciones. Como se ha descrito en el apartado 3.2.5. Electroforesis
en geles de poliacrilamida (PAGE) nativos e inhibicion de esterasas por
sinergistas de este capitulo, este estudio se llevé a cabo de dos formas.
Una, sometiendo a electroforesis a las enzimas una vez unidas al inhibidor
(incubacion previa a la electroforesis) y, la segunda, aplicando el inhibidor a
las isoenzimas ya separadas una vez transcurrida la electroforesis
(incubacién posterior a la electroforesis). En la figura 3.3 se muestra el

resultado del primero de ellos.
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Figura 3.3. Geles de poliacrilamida (PAGE) nativos de homogeneizados de F. occidentalis
incubados previamente con diferentes concentraciones (mM, indicadas en la parte superior del
gel) de los sinergistas PBO (A), metiocarb (B) y DEF (C), y tefiidos finalmente para la actividad
esterasa con o-NA. Para cada concentracion se realizaron 3 réplicas. Las lineas discontinuas
delimitan el triplete A.
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En el caso del PBO (figura 3.3 A) practicamente no se observd
inhibicién, excepto a la mayor concentracion utilizada (10 mM), aunque de
forma muy tenue. El metiocarb (figura 3.3 B) tampoco parecia producir un
efecto mucho mayor, aunque la inhibicibn observada fue ligeramente
superior que en el caso anterior. Por contra, el DEF (figura 3.3 C) causaba
una clara inhibicion incluso a la concentraciébn mas baja ensayada (0,01
mM), y con un aumento de la inhibicidn proporcional a la concentracion de
inhibidor ensayada. Ademas, en este caso se observd también una
inhibicion diferenciada segun las distintas isoenzimas. Concretamente, el
mayor efecto de inhibicién se producia sobre el grupo de bandas catalogado

como triplete A en el capitulo anterior de esta tesis.

Los resultados del segundo estudio (incubacion posterior a la
electroforesis) se muestran en la figura 3.4. En este caso, la inhibicion
observada con el sinergista PBO si resulté evidente y desde la primera
concentracién ensayada (1 mM), aunque no se observéd un incremento de la
inhibicién con la concentracién. Aparentemente, el efecto sobre todas las
isoenzimas resulté similar. Del mismo modo, el efecto del insecticida
metiocarb en este caso también resulté patente, igualmente desde la menor
concentracién ensayada (0,001 mM) y con un aumento de la inhibicion
proporcional al incremento de producto. El efecto sobre las distintas
isoenzimas siempre parecia ser similar. Por Ultimo, los resultados
observados con el DEF fueron practicamente coincidentes a los del estudio
anterior (incubacién previa a la electroforesis), a excepcion de las
concentraciones, que en este caso fueron un orden de magnitud inferiores
pero los resultados obtenidos similares: incremento de la inhibicién
proporcional a la concentracién de inhibidor y mayor sensibilidad del triplete
A frente a este compuesto. No obstante, hay que tener en cuenta que las
concentraciones para los tres sinergistas no se utilizaron en un rango de

concentraciones equivalente, siendo éste menor en el caso del PBO.
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Figura 3.4. Geles de poliacrilamida (PAGE) nativos de homogeneizados de F. occidentalis,
seccionados e incubados en diferentes concentraciones (mM, indicadas en la parte superior del
gel) de los sinergistas PBO (A), metiocarb (B) y DEF (C), y tefiidos finalmente para la actividad
esterasa con o-NA. Para cada concentracion se realizaron 3 réplicas (carreras). Las lineas
discontinuas delimitan el triplete A.
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3.3.3. Bioensayo de efectividad de sinergistas sobre la inhibicion de la

actividad esterasa total

Previamente a la realizacion de este bioensayo tal y como se describe en el
correspondiente apartado de Material y Métodos, se habia llevado a cabo
un estudio similar en el que se aplicaron topicamente los mismos sinergistas
sobre insectos de las mismas poblaciones, pero dejandolos actuar hasta 5
horas. Puesto que en ningln caso el efecto de los compuestos fue mayor al
observado a los 90 minutos tras su aplicacion, se opté por modificar los
tiempos de actuacion de los sinergistas, utilizando los ya descritos

previamente.

Este ensayo nos permitia analizar el efecto de la aplicacion de
sinergistas durante diferentes periodos de tiempo en los insectos vivos,
sobre la actividad esterasa. Ademas, actuaria como punto de conexion
entre los resultados obtenidos en los andlisis anteriores y los observados
por el grupo de la UPCT (Espinosa et al., 2005; Bielza et al., 2007). Los
resultados de este bioensayo se muestran en las figuras 3.5 a 'y b, donde se
han representado los valores de actividad esterasa como porcentaje
respecto al control para cada tiempo y poblacion, con el fin de facilitar su

interpretacion.

Al igual que ocurria en el ensayo de inhibicién in vitro de la actividad
esterasa total, la respuesta de las poblaciones resulté ser bastante similar.
Sin embargo, los inhibidores mostraban un efecto diferente al observado en
aquel estudio. En este caso, el sinergista PBO y el insecticida metiocarb
practicamente no producian inhibicion de la actividad esterasa. No obstante,
el DEF si producia un importante efecto de inhibicion de las esterasas en
todas las poblaciones analizadas, alcanzandose valores de hasta el 90% de
inhibicion. Ademas, en este caso si se observd una relacion entre el grado
de inhibicion producido y el tiempo transcurrido desde la aplicacién, durante
la primera hora del ensayo. A los 90 minutos la inhibicién fue algo menor,

indicando la recuperacioén de la actividad por parte del insecto.
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Figura 3.5 a. Inhibicion de la actividad esterasa (expresada como porcentaje respecto al
control) después de la aplicacién de acetona (control, ), PBO ((]), metiocarb (i) y DEF(l)
durante diferentes periodos de tiempo, en insectos de las poblaciones MLFOM y ACR. Las
columnas representan el valor medio + desviacién estandar (DE). Las columnas de un mismo
color (tratamiento) indicadas con diferente letra son significativamente diferentes (P<0,05;
comparaciones por pares -prueba T- con la correccion de Bonferroni).

91



FOR

140
120
100
80
60
40
20

% Actividad esterasa

10 20 30 60 90

Tiempo (minutos)

MET

140 "
120 A
100 A
80 T
60 1
40

% Actividad esterasa

10 20 30 60 90

Tiempo (minutos)

Figura 3.5 b. Inhibicién de la actividad esterasa (expresada como porcentaje respecto al
control) después de la aplicacién de acetona (control, ), PBO (), metiocarb (i) y DEF ()
durante diferentes periodos de tiempo, en insectos de las poblaciones FOR y MET. Las
columnas representan el valor medio + desviaciéon estandar. Las columnas de un mismo color
(tratamiento) indicadas con diferente letra son significativamente diferentes (P<0,05;
comparaciones por pares -prueba T- con la correccion de Bonferroni).
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En la tabla 3.3 se muestra el resultado obtenido del analisis

estadistico de los datos de actividad mediante ANOVA factorial.

Tabla 3.3. Resultado del ANOVA del bioensayo de efectividad de sinergistas sobre la inhibicion
de la actividad esterasa. Se han incluido los tres factores analizados en el estudio (Poblacién,
Tratamiento y Tiempo) y sus interacciones, dentro de un modelo de andlisis cruzado.

Fuentes de variacion gl? MEd,'a.‘ F P-valor
cuadratica

Poblacién 3 0,17040 12,50 <0,001
Tratamiento 3 1,81474 133,10 <0,001
Tiempo 4 0,05229 3,84 0,007
Poblacién*Tratamiento 9 0,04058 2,98 0,004
Poblacién*Tiempo 12 0,01441 1,06 0,407
Tratamiento*Tiempo 12 0,05771 4,23 <0,001
Poblacién*Tratamiento*Tiempo 36 0,02144 1,57 0,048
Error 80 0,01363

gl (grados de libertad)
® Estadistico F

La significacion de la interaccion correspondiente a los tres factores
indicaba que el efecto de cada uno de ellos sobre la actividad esterasa
variaba en funcién de los subniveles considerados en los otros factores, por
lo que resultaba complejo evaluar el efecto de cada uno de ellos por
separado. Los resultados de las comparaciones por pares para determinar
los casos en los que se producian diferencias significativas se han indicado
en las figuras 3.5ay b.

Lo primero que cabe indicar es que no se obtuvieron diferencias
significativas entre los controles a los diferentes tiempos, en cada una de las
poblaciones (recordar que el andlisis estadistico se realiza sobre los valores
de actividad y no sobre los porcentajes). Ademas, se puede observar como
en el caso del PBO y metiocarb, practicamente no se produjo ninguna
diferencia significativa, a excepcion del PBO en la poblacion FOR donde
caus6 una disminucion significativa de la actividad a los 90 minutos de su
aplicacion.

En cuanto al DEF, tal y como se ha indicado anteriormente, actuaba
de forma muy diferente a los otros dos sinergistas. En general, a los 10

minutos de aplicacion ya se habia producido parte de inhibicidén, que
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resultaba incrementada tras los 20-30 minutos, se hacia maxima tras una
hora de aplicacion, y parecia apreciarse una ligera recuperacién de la
actividad a los 90 minutos. Este comportamiento fue similar en todas las
poblaciones analizadas, a excepcién de la poblacion MET donde no se
observé un incremento significativo con el transcurso del tiempo en la
inhibicién de la actividad esterasa. De hecho, resulté ser la poblacibn mas
insensible frente al efecto de estos sinergistas.

En resumen, el tiempo resultd ser un factor importante tan solo en el
caso del sinergista DEF, y el efecto de los distintos sinergistas no fue

equivalente ni entre ellos, ni en todas las poblaciones analizadas.

3.4. Discusion

Pese a la utilidad de los compuestos sinergistas a la hora de estudiar los
mecanismos metabdlicos o vias de destoxificacion que confieren resistencia
frente a los insecticidas en insectos, las conclusiones a partir de los
resultados obtenidos deben deducirse con precaucion, ya que se trata de un
procedimiento indirecto y, muchas veces, la especificidad de dichos
compuestos es relativa. En la literatura se han descrito casos en los que se
han obtenido resultados contradictorios al comparar entre los bioensayos y
el analisis in vitro del metabolismo de insecticidas (Sanchez-Arroyo et al.,
2001). En poblaciones resistentes a clorpirifos de Blatella germanica se
observé una supresién parcial de la resistencia al utilizar el DEF como
sinergista, pero no se pudo detectar indicios de hidrélisis de clorpirifos en
fracciones citosdlicas (Siegfried et al., 1990). En cambio, frente a la forma
activa del insecticida, clorpirifos-oxon, si se detectaron niveles elevados de
hidrélisis, lo cual explicaba el sinergismo observado por el DEF. Kennaugh y
colaboradores (1993) obtuvieron un resultado similar en Helicoverpa
armigera con el PBO. En este caso, en poblaciones resistentes a permetrina

se reducia la resistencia unas 20 veces utilizando PBO como sinergista en
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los bioensayos, pero no encontraron evidencias de un incremento en la
destoxificacion por parte de las MFO. Los autores concluyeron que el
sinergismo observado por parte del PBO, no era necesariamente un
indicativo de resistencia debida a un incremento en la destoxificacion

mediada por las MFO.

Por otro lado, en lo que respecta a la especificidad, se ha descrito
en varias ocasiones que compuestos sinergistas considerados inhibidores
especificos de un sistema enzimatico, también podian inhibir otros sistemas
en algunas especies de insectos. El PBO (considerado inhibidor especifico
de MFO) se ha descrito también como inhibidor de esterasas relacionadas
con la resistencia a piretroides en varias especies plaga que causan
importantes dafios en la agricultura: Wiseana cervinata (Chang y Jordan,
1983), Pseudoplusia includens (Dowd y Sparkes, 1987), H. armigera
(Kennaugh et al., 1993; Gunning et al., 1998; Young et al., 2005, 2006),
Aphis gossypii (Gunning et al., 1998), Bemisia tabaci (Young et al., 2006).

En este trabajo, los resultados obtenidos en los estudios realizados
in vitro mostraron que el PBO también inhibia la actividad esterasa, aunque
a concentraciones muy elevadas (Clsg media de 2,3 mM). En los resultados
obtenidos de la bibliografia, los valores de Clsy obtenidos fueron inferiores,
alrededor de 0,1 (Chang y Jordan, 1983; Dowd y Sparkes, 1987; Gunning et
al., 1998) y 0,6 mM (Young et al., 2005, 2006).

Ademas, en el caso del PBO tampoco se observé una inhibicion del
100% de la actividad, y el ajuste de los datos para las curvas de inhibicion
indicaba un resultado muy similar a mayores concentraciones. En otros
estudios en los que se obtuvieron resultados similares se justificé por la
posible presencia de isoenzimas que resultaran insensibles al efecto del
PBO (Gunning et al., 1998; Young et al., 2006). En nuestro estudio, los
resultados obtenidos tras el andlisis electroforético (figuras 3.3 y 3.4)
parecian indicar que el PBO actuaba de manera similar sobre todas las

isoenzimas, con lo que se podria pensar que las esterasas presentes en F.
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occidentalis muestran una baja sensibilidad a la inhibicion causada por el
PBO.

El insecticida carbamato metiocarb también se ha utilizado como
compuesto sinergista por su capacidad para inhibir a los sistemas
enzimaticos de destoxificacion, incluidas las esterasas (Devonshire, 1991).
Scharf y colaboradores (1997), realizaron un estudio electroforético de las
esterasas de B. germanica y posteriormente analizaron el efecto inhibidor
de varios insecticidas sobre las mismas. En lo que respecta a los
carbamatos, el propoxur inhibia parcialmente todas las isoenzimas, mientras
que el bendiocarb las inhibia completamente (Scharf et al., 1997).

En nuestro estudio observamos que el metiocarb también inhibia
casi completamente la actividad esterasa, asi como a todas las isoenzimas.
Las concentraciones requeridas en este caso fueron similares a las del
tercer sinergista utilizado, DEF, que resulté ser el compuesto mas efectivo
en la inhibicion de la actividad esterasa. En el caso de este dltimo
compuesto, resulta particularmente destacable que el grupo de bandas
definido como triplete A, presentaba una mayor sensibilidad a la inhibicion
por el compuesto que el resto de bandas. Resulta importante el hecho de
gue este grupo de bandas se ha relacionado, en el capitulo anterior, con la
resistencia a acrinatrina y metiocarb en poblaciones de campo de F.

occidentalis.

El estudio electroforético del efecto de los sinergistas sobre las
isoenzimas de esterasas se llevo a cabo de dos formas, incubandolas con
los inhibidores previa o posteriormente a la electroforesis. Los resultados del
segundo caso son los que reflejaron en mayor medida los datos obtenidos
en el estudio de microplaca, en lo que respecta al grado de inhibicion
observado a las diferentes concentraciones. Las posibles variaciones entre
los estudios en microplaca y los resultados de la incubacién posterior a la
electroforesis podrian deberse, ademéas de al hecho de que los geles son

semicuantitativos, a una baja permeabilidad de los compuestos en el gel, o
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bien a la mayor cantidad de muestra utilizada en los ensayos
electroforéticos (el equivalente a 0,1 trips, respecto a 0,02 en placa) (Park y
Kamle, 1999). Por otro lado, las diferencias observadas entre los dos tipos
de analisis electroforéticos (incubacién previa o posterior con los
sinergistas) podrian deberse al efecto del proceso de electroforesis mismo
sobre el complejo enzima-inhibidor en el primer caso, ya que si la union de
las moléculas de inhibidor a la enzima fuera poco estable, éstos podrian
guedar separados en el transcurso de la misma.

En los experimentos in vivo, las concentraciones de los sinergistas
utilizadas se encontraban limitadas por el efecto toxico sobre los insectos y
no en funcién de su efectividad en la inhibicion de la actividad esterasa.
Ademads, en este estudio se pretendia reproducir en lo posible los
bioensayos con sinergistas realizados por el grupo de la UPCT (Espinosa et
al., 2005; Bielza et al., 2007). Asi pues, las concentraciones utilizadas
fueron 1000, 30 y 1000 mgL" para el PBO, metiocarb y DEF,
respectivamente, siendo los valores de Clsy aproximadamente de 0,5 uM,
24 uM y 2,3 mM en cada caso. Es decir, el PBO era unas 4000 veces
menos efectivo que el DEF pero en el bioensayo ambos se aplicaron a la
misma dosis, y el metiocarb, que se podia considerar de efectividad similar
a la del DEF, se aplic6 en una dosis 30 veces inferior. Por tanto, los
resultados obtenidos podrian responder a estas diferencias. A mayores
concentraciones probablemente se habria obtenido un mayor efecto de los
compuestos, pero entonces se habria traspasado el umbral de toxicidad. De
hecho, en algunos de los estudios mencionados anteriormente sobre el
efecto in vivo del PBO sobre la actividad esterasa, se indicaba que la
concentracion necesaria para observar la inhibicion resultaba

considerablemente elevada (Young et al., 2005).

El tiempo de accion de los sinergistas se encuentra limitado,
fundamentalmente, por dos factores, la velocidad de penetraciébn y su

llegada al punto diana. El efecto gradual de la inhibicién en relacion al
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tiempo, observado en el caso del DEF, debe responder a este fenémeno. El
DEF produjo el maximo de inhibicién de la actividad al cabo de una hora de
aplicacion del producto en F. occidentalis. Ademas, este resultado indicaba
que los efectos observados eran consecuencia de un proceso in vivo y no
debidos a un efecto posterior causado por los restos de producto adheridos
a la cuticula y liberados en el momento de la homogeneizacién (Gunning et
al., 1999); hay que recordar que, en nuestro caso, los insectos habian sido
lavados con el disolvente previamente a la homogeneizacion, para evitar
precisamente tal efecto.

Por lo tanto, en nuestro estudio se demuestra que es necesario un
tiempo de espera que permita la méxima inhibicion de las enzimas
asociadas a la resistencia por parte de los sinergistas. En otros estudios se
han descrito resultados similares para el PBO (Bingham et al.,, 2007),
proponiéndose, ademas, su posible aplicacién en campo. Sin embargo, la
necesidad de dos aplicaciones sobre los cultivos espaciadas en el tiempo
suponia un problema. No obstante, éste se resolvié mediante el desarrollo
de wuna formulacién en forma de microencapsulacion de PBO vy
a-Cipermetrina, que permitia una primera liberacion del sinergista antes de
la liberacion del piretroide unas horas mas tarde. El hecho de atacar los
mecanismos de resistencia mediante la aplicacion de sinergistas de forma
previa a los insecticidas y espaciados en el tiempo, se conoce como
“sinergismo temporal’. Este ofrece un potencial para recuperar los
insecticidas que habian quedado inhabilitados por el desarrollo de
resistencia metabdlica por parte de los insectos, ademas de que permite
reducir las concentraciones de sinergista utilizadas (Bingham et al., 2007).
En el caso del DEF, su aplicacidon en campo como sinergista no se ha dado
hasta el momento, pues se trata de un compuesto con efecto defoliante
sobre las plantas. En el caso del insecticida metiocarb existen
recomendaciones desaconsejando su utilizacion como sinergista, ya que

esto podria acelerar el proceso de evolucion de la resistencia a dicho
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insecticida, siendo éste uno de los pocos insecticidas especificos que

existen para trips, junto al formetanato y la acrinatrina (Bielza et al., 2007).

Por otro lado, en nuestro estudio se observé que MET era la
poblacién menos sensible frente al efecto de los sinergistas sobre la
actividad esterasa. EI maximo de inhibicion (50%) se produjo a los 30
minutos desde la aplicacién, mientras que en el resto de poblaciones (80-
90% de inhibicién) se alcanzé al cabo de una hora. Esto podria ser debido
fundamentalmente a tres hechos: una mayor actividad esterasa, una menor
penetracién del sinergista y/o una mayor destoxificacion del mismo. La
poblacion MET presenta mayor actividad que la de referencia (Maymo et al.,
2002), pero similar a la observada en ACR, siendo ésta practicamente tan
sensible como la poblacion de referencia, por lo que no se podria considerar

este hecho como responsable de la menor sensibilidad hallada en MET.

Estudios anteriores realizados sobre estas mismas poblaciones
seleccionadas en el laboratorio (Espinosa et al., 2005) y utlizando
compuestos sinergistas junto a diversos insecticidas, pusieron de manifiesto
gue el Unico sinergista efectivo de todos los utilizados (PBO, DEF y DEM)
era el PBO, y de forma méas pronunciada con el insecticida piretroide
acrinatrina (reduccion de la resistencia unas 100 veces). Este hecho les hizo
proponer la existencia de un incremento en el metabolismo del insecticida
mediado por oxidasas de funcion mdltiple. En estudios posteriores
realizados por el mismo grupo (Bielza et al., 2007) se demostro el efecto
sinergista del insecticida metiocarb, que también resulté ser
extremadamente efectivo para la acrinatrina (unas 2000 veces), por lo que
concluyeron que la responsabilidad de la resistencia podia residir en las
oxidasas de funcion mdultiple, tal y como ya se habia descrito con otros
carbamatos (Corbel et al.,, 2004). Ahora bien, en este ultimo estudio,
previamente se habia determinado un incremento de las MFO en las

poblaciones resistentes.
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Los estudios bioquimicos aqui expuestos muestran un cierto efecto
inhibidor, tanto del PBO como del metiocarb, sobre las esterasas, lo que
podria llevar a pensar en su posible implicacion en la resistencia mostrada
por estas poblaciones. No obstante, en los ensayos in vivo no se producia
tal efecto, a las concentraciones utilizadas, por lo que el sinergismo
producido por ambos en bioensayos junto con insecticidas (Espinosa et al.,
2005; Bielza et al., 2007), nunca podria ser atribuido a su efecto sobre esta
actividad. Cabe sefialar, que las poblaciones utilizadas tanto en este estudio
como en los del grupo de la UPCT (Espinosa et al., 2005; Bielza et al.,
2007) han sido seleccionadas en el laboratorio, no disponiéndose de

analisis similares en poblaciones de campo.
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4. Caracterizacion de acetilcolinesterasas en
Frankliniella occidentalis. Analisis de

insensibilidad frente a insecticidas

4.1. Introduccion

La acetilcolinesterasa (AChE) es una de las enzimas mas conservadas en
los eucariotas superiores. Aunque presenta mas de un papel, como el
desarrollo y maduracion del sistema nervioso en vertebrados e
invertebrados, su funcion principal es la hidrélisis del neurotransmisor
acetilcolina después de que ésta se haya unido a su receptor en la sinapsis
colinérgica. La hidrdlisis es imprescindible para finalizar el impulso nervioso,
restablecer la sinapsis y poder asi responder a la siguiente molécula de
neurotransmisor (Russell et al., 2004).

En el sistema nervioso, las AChE se expresan como dimeros
asociados a una molécula de anclaje, el glucosilfosfatidilinositol (GPI), y, en
los musculos, formando un complejo con colageno. Los insectos utilizan la
acetilcolina como neurotransmisor en su sistema nervioso central, pero en
los musculos utilizan mayoritariamente el glutamato para esta funcién, por lo
gue sus AChE se expresan predominantemente como dimeros, y no se
encuentran las formas con colageno, halladas en los mdsculos de
vertebrados y nematodos (Massoulie et al., 1999). La mayoria de especies
de insectos parecen presentar dos genes codificando la AChE, aunque
Drosophila y otros dipteros superiores tan solo poseen uno (Weill et al.,
2002). Los artropodos que poseen dos genes, uno de los sistemas
gen/enzima (ace/AChE) es responsable de la hidrdlisis de la acetilcolina en
el sistema nervioso mientras que la funcion del otro sistema es desconocida
(Oakeshott et al., 2005a).
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El hecho de que la enzima AChE juegue un papel vital en los
insectos, ha permitido el desarrollo de moléculas que inhiban su funcién,
para ser utilizadas como insecticidas. Los insecticidas organofosforados
(OP) y carbamatos actian esencialmente como inhibidores irreversibles de
las AChE (Oakeshott et al., 2005a). Su conformacion es analoga al sustrato
natural, la acetilcolina, pero producen una fosforilacién o carbamilacion, en
vez de una acilacién de la serina que se encuentra en el sitio activo de la
enzima (figura 4.1). Las formas fosforiladas y carbamiladas resultan ser
mucho mas estables que las aciladas, por lo que la recuperacion de la
enzima libre practicamente no se produce. Pese a ello, se ha observado que
los insectos pueden sobrevivir con una proporcién elevada de sus
moléculas de AChE inhibidas por estos insecticidas (Devonshire et al.,
2003), pero por encima de un umbral se produce la alteracion de la

transmision nerviosa, con la consecuente muerte del animal.
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Figura 4.1. Representacion del sitio activo de la acetilcolinesterasa (AChE) (izquierda) ocupado
por un sustrato éster. A la derecha se muestra la estructura de la aetilcolina, sustrato natural de
la enzima, y la estructura general de los insecticidas carbamatos y organofosforados (OP) (Me
y Et indican grupos metilo y etilo, respectivamente).

La aplicacién de los insecticidas en la agricultura incluye a ambos

grupos, OP y carbamatos, desde hace méas de 50 afios y con un uso
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extensivo para el control de plagas. Este hecho ha resultado en el desarrollo
de resistencia a estos insecticidas por parte de los insectos, que se
manifiesta como una reduccion de la sensibilidad de la AChE a la inhibicién
por estos compuestos, y que ha sido observada en muchas especies de
insectos y otros artrépodos (Fournier y Mutero, 1994; Zhu y Gao, 1999;
Charpentier et al., 2000; Ma et al., 2004). Existen evidencias de que una
mayor cantidad de enzima (por sobreregulacién) también puede aumentar la
tolerancia a estos insecticidas, pero niveles elevados de resistencia tan solo
se han asociado con sustituciones de aminoacidos en la parte catalitica de
la enzima, las cuales le confieren insensibilidad hacia la inhibicién por los
OP vy carbamatos. De hecho, también se ha observado que una
combinacion de varias mutaciones puntuales en la misma subunidad
catalitica confiere todavia mayores niveles de resistencia (Mutero et al.,
1994).

El hecho de que en las poblaciones resistentes se hayan
identificado estas mutaciones puntuales que confieren insensibilidad hacia
los insecticidas OP y carbamatos, supone una evidencia de que ese gen
codifica realmente para una AChE funcional en la sinapsis colinérgica
(Fournier y Mutero, 1994). Ademas, en algunos casos se han encontrado
las mismas mutaciones puntuales en las AChE colinérgicas de diferentes
especies, sugiriendo que las mutaciones posibles que conducen al
desarrollo de la resistencia se encuentran muy limitadas (Russell et al.,
2004). Este hecho se debe a que las mutaciones parecen comprometer en
cierto grado la cinética de la hidrdlisis de la acetilcolina y, en algunos casos,
también puede producir un coste adaptativo o biolégico en los genotipos
resistentes en ausencia de insecticidas (Fournier y Mutero, 1994,
Devonshire et al., 1998).

La AChE vy la butirilcolinesterasa (BChE; EC 3.1.1.8) son dos
colinesterasas (ChE) estrechamente relacionadas, capaces de hidrolizar el

neurotransmisor acetilcolina (Rosenberry, 1975a, b). Se pueden diferenciar
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bioguimicamente basandose en la especificidad hacia diferentes sustratos e
inhibidores, y por su inhibicién a elevadas concentraciones de sustrato en el
caso de la AChE (Toutant, 1989; Zhu y Clark, 1994). En vertebrados, ambas
enzimas han sido ampliamente caracterizadas a nivel bioquimico y
molecular. Sin embargo, en insectos tan solo la AChE ha sido investigada
con detalle. De hecho se ha sugerido que los insectos podrian tener una
sola enzima, AChE, con propiedades mixtas de las enzimas AChE y BChE

propias de los vertebrados (Toutant, 1989).

Se han realizado muchos estudios sobre las AChE de diferentes
especies de insectos, incluyendo Musca domestica (Dauterman et al.,
1962), Apis mellifera (Guilbault et al., 1970), Drosophila melanogaster
(Gnagey et al., 1987), Lygus hesperus (Zhu et al., 1991 ; Zhu y Brindley,
1992a, b), Haematobia irritans (Xu y Bull, 1994), Leptinotarsa decemlineata
(Zhu y Clark, 1994, 1995), Rhyzopertha dominica (Guedes et al., 1997,
1998), Diabrotica virgifera virgifera (Gao et al., 1998), Schizaphis graminum
(Gao y Zhu, 2001). En todos ellos, los resultados han mostrado que las
AChE de insectos presentan caracteristicas propias de las descritas en los
vertebrados. No obstante, otros estudios sugieren que los afidos, trips y
probablemente algin otro insecto podrian tener ambas enzimas, AChE y
BChE (Zahavi et al., 1972; Manulis et al., 1981; Brestkin et al., 1985;
Novozhilov et al., 1989; Liu et al.,, 1994). En estos estudios, la AChE
aparece asociada a membranas mientras que la BChE es soluble. La AChE
de estos insectos también muestra una caracteristica atipica, la inhibicion
irreversible por reactivos sulfhidrilos tales como el &cido 5,5 -ditio-bis(2-
nitrobenzoico) (DTNB) (Brestkin et al., 1985; Toutant, 1989; Liu et al., 1994).
Esta caracteristica no se encuentra entre las AChE de vertebrados o de
otras especies de insectos (Toutant, 1989; Hall y Malcolm, 1991) (tabla 4.1).
Ahora bien, nunca se ha purificado una BChE de una especie de afido o de
trips. Por tanto, existe todavia la controversia de si las propiedades

observadas de las BChE son debidas a una verdadera BChE, a diferentes
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AChE, o a AChE cuyo comportamiento cinético ha sido modificado
significativamente por otras enzimas presentes en el homogeneizado
(Gnagey et al., 1987; Gao y Zhu, 2001). Sin embargo, en otros trabajos
(Oakeshott et al., 2005a) se afirma que no existe un gen ortélogo en

nematodos o insectos del gen de BChE presente en vertebrados.

Tabla 4.1. Propiedades bioquimicas de las colinesterasas en diferentes grupos de animales.

Enzima Caracteristica Vertebrados® Insectos?® Afido:s/Tripsb

- Hidrdlisis preferente de

c ATCI ATCI Solo ATCI
sustrato
- Inhibicién por sustrato a si si NO
AChE elevadas concentraciones
- Localizacion Membrana Membrana Membrana
o 5 Eserina Eserina Eserina
- Sensibilidad 10~ M BW 284c51  BW 284c51 BW 284c51
- Otras Inhibicion por DTNB
- Hidrdlisis preferente de Solo BTCI a altas
c BTCI .
sustrato concentraciones
- Inhibicién por sustre_lto a NO NO
BChE elevadas concentraciones
- Localizacion Soluble Soluble
) Eserina
Eserina

- Sensibilidad 10° M Iso-Ompa a altas

Iso-OMPA .
concentraciones

2 Toutant, 1989; Zhu y Clark, 1994.

® Zahavi et al., 1972; Manulis et al., 1981; Brestkin et al., 1985; Novozhilov et al., 1989; Liu et
al., 1994; Gao y Zhu, 2001.

¢ ATCI: yoduro de acetiltiocolina; BTCI: yoduro de butiriltiocolina.

En lo que respecta a F. occidentalis, existen varios trabajos en los
gue se ha descrito insensibilidad de AChE, asi como la existencia de una
BChE. Zhao y colaboradores (1994) describieron que poblaciones
resistentes a diazinon mostraban una AChE insensible a la inhibicion de los
insecticidas, y que el papel de la BChE, aunque desconocido, podria ser el
de servir de sitio alternativo de fosforilacion, reduciendo asi el nivel de OP
gue podria alcanzar las AChE. Por otro lado, en un estudio realizado en
poblaciones resistentes a metiocarb (Jensen, 1998) se encontr6 una mayor
actividad AChE, asi como una mayor actividad de varias enzimas de
destoxificacion (esterasas y GST). Posteriormente, este mismo autor

(Jensen, 2000), y en otras poblaciones resistentes al mismo insecticida,
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determind un incremento en las mismas actividades analizadas en el
estudio anterior, y ademas hallé insensibilidad de AChE frente a la inhibicion
producida por metiocarb, diclorvos y eserina en algunas de las poblaciones
resistentes.

La miniaturizacién de ensayos de AChE ha permitido detectar la
actividad en muestras individuales y, a su vez, analizar los efectos
producidos por la aplicacién de insecticidas OP y carbamatos en el conjunto
de la poblacién. En los afios 80 se desarrolld6 un ensayo en microplaca
(Ashour et al., 1987; Doctor et al., 1987) y una de sus aplicaciones ha sido
la deteccion de variantes genéticas de AChE en la resistencia desarrollada
por los insectos frente a estos insecticidas, mediante analisis de
insensibilidad (ffrench-Constant y Bonning, 1989; Hemingway et al., 1990).

En este capitulo se han estudiado las propiedades bioquimicas de la
actividad ChE en F. occidentalis. Asimismo, se ha realizado una
comparacion entre poblaciones, atendiendo a la actividad AChE e
insensibilidad de la misma frente a insecticidas OP y carbamatos, en
insectos individuales. El objetivo era, por un lado, caracterizar la actividad
ChE en trips, y, por otro, comprobar si la resistencia observada en las
poblaciones, y no explicada por mecanismos de destoxificacion metabdlica,

podria deberse a insensibilidad de la diana.

4.2. Material y métodos
4.2.1. Insectos

En este estudio se utilizaron siete poblaciones de F. occidentalis. Dos de
ellas, recogidas en diferentes invernaderos comerciales localizados en la
region de Murcia, otras dos, en invernaderos experimentales (descritos en el
apartado 2.2.1. Insectos del capitulo 2), otras dos seleccionadas en el
laboratorio, y por ultimo, la poblacién sensible de referencia MLFOM. En la

tabla 4.2 queda resumido el régimen de insecticidas utilizado en cada una
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de las poblaciones, asi como el valor de CLsy frente a los 6 insecticidas

estudiados (Espinosa et al., 2002; Bielza y Contreras, 2005).

Los insectos fueron proporcionados por el Departamento de
Produccion Vegetal de la Universidad Politécnica de Cartagena (UPCT) y
mantenidos individualmente a -80°C hasta el momento de su utilizacion en

los diversos ensayos.

4.2.2. Preparacion de las muestras

En el estudio de las AChE se realizaron tanto medidas en conjuntos de
insectos, como en individuos separados. En el caso de medidas
individuales, cada insecto se homogeneiz6 en 50 pL de tampon fosfato
sédico 20 mM (pH 7,0) conteniendo 0,1% de Triton X-100, en una placa
multipocillo mantenida en hielo y empleando un homogeneizador mdltiple.
Los trips se homogeneizaron en un maximo de 16 individuos al mismo
tiempo. Las fracciones de homogeneizado no utilizadas en el momento se
mantuvieron a -20°C, para evitar su degradacion, hasta su utilizacion en el
resto de determinaciones. En cada muestra se determind la actividad AChE,
la cantidad de proteina y la inhibicién de actividad AChE por insecticidas OP
y carbamatos.

En el caso de medidas en conjuntos de trips, el homogeneizado se
prepard en la misma proporcion que en el caso anterior y en las mismas
condiciones, pero la homogeneizacion se llev6 a cabo en tubos eppendorf y
con la ayuda de un homogeneizador manual. Excepcionalmente, para el
estudio electroforético, el homogeneizado se prepar6 mucho mas

concentrado, usando 60 trips por cada 50 uL de tampon.

4.2.3. Ensayo de actividad colinesterasa

La actividad colinesterasa se detect6 utilizando como sustrato yoduro de

acetiltiocolina (ATCI) y yoduro de butiriltiocolina (BTCI), mediante un ensayo
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cinético basado en la metodologia descrita por Ellman y colaboradores
(1961) y modificada para microplaca. La absorbancia se registr6 utilizando
un lector de placas SPECTRA-Fluor (TECAN, Salzburg, Austria).

Concretamente, el homogeneizado (10 uL, equivalentes a 0,2 trips)
se afiadia al pocillo de la microplaca y se llevaba hasta 100 yL con el mismo
tampén de homogeneizacién. A continuacién se mezclaban con 100 pL de
sustrato ATCI o BTCI (concentracion final 0,5 mM) y 100 uL de DTNB
(concentracion final 0,05 mM) disueltos en el mismo tampon. EI DTNB se
utilizé a una concentracién baja porque se ha visto que tiene un efecto
inhibidor en la hidrolisis de ATCI en F. occidentalis (Liu et al., 1994). A partir
de ese momento la reaccion se seguia mediante la lectura de absorbancia a
415 nm de forma continua, durante 60 minutos y la velocidad de reaccion se

calculaba mediante regresion lineal de las curvas.

4.2.4. Efecto de la concentracion de sustrato sobre la actividad

colinestertasa

La velocidad de la reaccién catalizada por la enzima se analizé frente a
diversas concentraciones de los sustratos ATCIl y BTCI. Para este ensayo
se utilizd la metodologia descrita en el punto anterior, a excepciéon de la
concentracion de sustrato que se utilizé en un rango variable. Por un lado se
realizé un ensayo para determinar la concentracion de sustrato a partir de la
cual se observaba la saturaciéon de la enzima. En este caso el sustrato se
utilizé en un rango de 0,002 a 0,5 mM para el ATCl y de 0,003 a 1 mM para
el BTCI. La constante de Michaelis-Menten (K,,) se calculd por ajuste de los
datos mediante regresién no-lineal, utilizando la ecuacion de Michaelis-
Menten (software EnzFitter 2.0, Biosoft, Cambridge, UK).

Por otro lado, se realizé otro estudio para analizar el efecto de

concentraciones altas de sustrato sobre la actividad ChE con el fin de
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determinar una posible inhibicién en tales condiciones, utilizando un rango

de concentraciones entre 0,01y 70 mM.

4.2.5. Inhibicién de la actividad colinesterasa

El ensayo de determinacion de la inhibicion se realizé del mismo modo que
se describe en el apartado 4.2.3. Ensayo de actividad colinesterasa, a
excepcion del inhibidor presente en los 100 uL de homogeneizado iniciales.
Se prepar6 una serie de diluciones de los diferentes inhibidores, y
posteriormente se afiadieron en igual cantidad, y en proporcion inferior al
5% del volumen total, a diferentes alicuotas de homogeneizado. Los
controles se realizaron sin inhibidor, y sustituyendo éste por el disolvente,
para determinar su efecto sobre la actividad. La incubacién del
homogeneizado en presencia del inhibidor se llevd a cabo a temperatura
ambiente y durante 15 minutos. Transcurrido ese tiempo, se afiadid el
sustrato (ATCI o BTCI) y el DTNB en las condiciones descritas
anteriormente. Los valores obtenidos se compararon con el control
calculando asi el porcentaje de actividad para cada una de las poblaciones
y tratamientos.

En el estudio con inhibidores especificos se utilizé eserina como
inhibidor general de colinesterasas, 1,5-bis-(4-alildimetilamoniofenil)
pentano-3-ona dibromuro (BW 284c¢51) como inhibidor especifico de AChE
e tetraisopropilo pirofosforamida (iso-OMPA) como inhibidor especifico de
BChE. Todos ellos se obtuvieron en grado técnico de la casa Sigma
Chemical Co. (St Louis, MO). Inicialmente, se realizaron una serie de
pruebas para determinar los disolventes mas apropiados para cada uno de
los compuestos, tras las cuales se prepararon las disoluciones de eserina e
iSo-OMPA en etanol y la de BW 284c51 en agua desionizada (MilliQ,
Millipore). Las series de diluciones se realizaron en cada caso a partir de

una Unica disolucién madre, para obtener concentraciones finales desde
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0,0339 a 670 pM para eserina, desde 0,0017 a 100 uM para BW 284c51 y
desde 0,0339 a 2000 puM para iso-OMPA. En este estudio, ademas, se
comprobd el efecto de estos mismos inhibidores sobre la actividad
carboxilesterasa. Para ello se siguié el mismo procedimiento explicado en el
apartado 3.2.4. Inhibicion de la actividad esterasa total por sinergistas del
capitulo anterior, a excepcién de que, en este caso, se afiadieron los
inhibidores indicados en lugar de los sinergistas, y en las mismas
concentraciones.

En un segundo estudio se analizé la sensibilidad de las AChE frente
a los insecticidas OP y carbamatos a los que habian estado expuestas las
poblaciones. Los insecticidas utilizados se obtuvieron en grado técnico:
metiocarb (Bayer Agrochem, Leverkusen, Germany), formetanato (AgrEvo,
Frankfurt, Germany) y metamidofos (Riedel-de-Haén, Seelze, Germany).
Inicialmente, se realizaron una serie de andlisis para determinar los
disolventes mas apropiados para cada uno de los compuestos, tras los
cuales se realizaron las disoluciones de metiocarb y metamidofos en etanol,
y las de formetanato en metanol. Las series de diluciones para obtener las
diferentes concentraciones se realizaron a partir de una Unica disolucion
madre, para obtener concentraciones finales desde 0,0034 a 200 pM para el
formetanato y metiocarb, y desde 1,0161 a 6700 pM para el metamidofos. El
valor de concentracion inhibitoria 50 (Clsg) para cada insecticida se
determind mediante ajuste no-lineal de los datos, utilizando una ecuacion
logistica sigmoide (software EnzFitter 2.0, Biosoft, Cambridge, UK).

Finalmente, se ensayd la insensibilidad de AChE en insectos
individuales. Se utilizaron 32 individuos de trips de cada una de las
poblaciones descritas para cada uno de los insecticidas utilizados. Las
fracciones de homogeneizado se dividieron en tres alicuotas, para las
medidas de actividad enzimatica, inhibicion frente al insecticida y contenido

de proteina.
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4.2.6. Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) nativos y

tincion para actividad colinesterasa

En el estudio de andlisis de isoenzimas de ChE se utiliz6 un
homogeneizado de trips muy concentrado, con el fin de poder detectar las
isoenzimas de AChE. A los 50 pL de homogeneizado inicial se afiadieron 10
pL de tampon conteniendo Triton X-100 al 1,6%, sacarosa al 10% y una
pequefa cantidad de azul de bromofenol. Alicuotas de 10 pL (equivalentes

a 10 trips) se cargaban en cada carrera del gel.

Los geles de poliacrilamida se prepararon en condiciones nativas a
una concentracion homogénea de 7,5% para el gel de separacion y de 4%
para el gel de alineamiento, con un grosor de 3 mm. La electroforesis se
llevé a cabo en un sistema discontinuo de tampones Tris/Glicina segun
Ornstein 'y Davis (Davis, 1964), a excepcion de algunas pequefias
variaciones, como el contenido de 0,2% (w/v) de Triton® x-100 en los geles.
Las electroforesis se realizaron en un sistema vertical refrigerado SE 600
Standard (Hoefer-Pharmacia Biotech, San Francisco, CA) a un voltaje
constante de 250 V durante 120 minutos a 4°C. Una vez finalizada, los geles
se incubaron durante 15 minutos en agua desionizada para facilitar el
proceso de tincion y posteriormente se cortaron en secciones para tefir
cada una de ellas con un sustrato diferente, ATCI, BTCI y a-NA. La tincion
para la actividad a-NA se realiz6 siguiendo el procedimiento descrito en el
apartado 2.2.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) y tincion

para actividad esterasa del capitulo 2.

La tincién para la actividad AChE y BChE se basé en la metodologia
de Karnovsky y Roots (1964), modificada por Bunyan y Taylor (1966) y
adaptada a nuestras condiciones experimentales. Por un lado, el sustrato
(ATCI o BTCI) se disolvia en 4 mL de agua desionizada (MilliQ) a una
concentracién de 0,086 M, y a la que se afiadian 7 mL de sulfato de cobre
0,1 M. Por otro lado se preparaba una disolucion de glicina 0,03 M (20 mL)

a la que se afiadian 2 mL de una disolucién de acetato de sodio 1,0 M, todo
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ello también en agua desionizada. Posteriormente se mezclaban ambas
disoluciones y se afiadia agua desionizada para obtener un volumen final de
40 mL. Los geles se sumergian en esta disolucién durante 1 hora y en
agitacion constante. A continuacion se aclaraban con agua destilada varias

veces, Y finalmente se fotografiaban con una camara digital.

4.2.7. Determinacion de proteina

El contenido de proteina existente en los homogeneizados de trips se
determind siguiendo la metodologia descrita por Lowry y colaboradores
(1951), y modificada por Bio-Rad (Hemel Hempstead, UK) para
microensayos en placas de 96 pocillos, utilizando albimina de suero bovino
(BSA) como patrén. Las medidas se realizaron con el lector de placas a una

longitud de onda de 750 nm.

4.2.8. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizd utilizando el paquete
estadistico SPSS 14.0 (SPSS Inc.) para Windows. Previo a los estudios de
andlisis de la varianza (ANOVA) y correlacion, los datos se estudiaron para
determinar la normalidad, asi como la homogeneidad de sus varianzas.
Para el primer parametro se utilizaron los tests de Kolmogornov-Smirnov y
Shapiro-Wilk con la correccién de Lilliefors, y para el segundo, el test de
Levene de homogeneidad de varianzas.

En el estudio de sensibilidad de la actividad AChE a los insecticidas,
se obtuvieron las curvas de inhibicion para cada insecticida analizado en la
poblacién sensible MLFOM. Se calculd el valor de la Clsg, asi como los
intervalos de confianza al 95% (IC 95%) asociados a tales valores.

Los resultados de la determinacion de la actividad enzimatica en
insectos individuales no mostraban una distribucién normal respecto a la

media y ademds sus varianzas resultaron ser heterogéneas. La normalidad
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de los datos se consiguid mediante su transformacion con la funcion raiz
cuadrada. Los resultados del porcentaje de inhibicion de la actividad AChE
en insectos individuales tampoco presentaban ninguna de estas dos
condiciones, por lo que se realizd6 una transformacion angular,
concretamente el arco-seno, por tratarse de porcentajes. Al igual que en el

caso anterior, se obtuvo asi la normalidad de los datos.

Los resultados obtenidos del estudio de la actividad AChE en las
diferentes poblaciones, se estudiaron utilizando un ANOVA considerando
como factor fijo Poblacion. Para determinar los casos que resultaban
diferentes, se realizaron comparaciones multiples post hoc de las medias
obtenidas en las diferentes poblaciones utilizando MLFOM como control,
mediante un test T3 de Dunnet, adecuado cuando los datos no presentan
homogeneidad de varianzas. En el caso del estudio de inhibicion frente a los
insecticidas, el factor incluido en el ANOVA fue, ademas de Poblacion,
Insecticida. En los casos en los que se obtuvo un efecto significativo de la
interaccién, se recurri6 a las comparaciones por pares basadas en las
medias estimadas en el modelo, utilizando la correccion de Bonferroni con

el fin de contrastar en qué grupo/s se observaban dichas diferencias.

El estudio de correlaciéon entre la actividad y el porcentaje de
inhibicion, datos transformados en ambos casos, con el factor de resistencia
(FRso) se realiz6 mediante andlisis de correlacion de Pearson, de forma
separada para cada insecticida. En los casos en los que se determind una
correlacién significativa, se realizd posteriormente un analisis de regresion

mediante ajuste de reduccion de los ejes mayores (RMA, Modelo II).

En todos los casos las diferencias se determinaron a un nivel de

significacion del 95%.
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4.3. Resultados

4.3.1. Caracterizacién de la actividad colinesterasa en Frankliniella
occidentalis

4.3.1.1. Preferencia de sustrato e inhibicién a altas concentraciones

Como ya se ha mencionado en la introduccion de este capitulo, la actividad
AChE puede ser diferenciada de la actividad BChE basandose en ciertas
caracteristicas bioguimicas. En primer lugar, por la especificidad hacia el
sustrato. Asi pues, se analiz6 la relacién entre la velocidad de reaccion y la
concentracion de sustrato, en el caso del ATCI (figura 4.2) y del BTCI (figura
4.3). En el primero, la relacién se ajusté a la ecuacién de Michaelis-Menten.
La Ky, resultante fue de 0,00762+0,00086 mM (R°=0,97360).

En cambio, en el caso del BTCI (figura 4.3) la relacion entre la
velocidad de reaccion y la concentracibn de sustrato, respondia
practicamente a un ajuste lineal, por lo que no se pudo llegar a determinar
un valor de K. A concentraciones bajas parecia que la actividad tendia a
una cinética de Michaelis-Menten, sin embargo, conforme aumentaba el
BTCI, la relacion pasaba a ser practicamente lineal. De hecho, la saturacion
empezaba a observarse a concentraciones de sustrato de 20 mM (figura
4.4).
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Otra de las caracteristicas bioguimicas que caracterizan la actividad
AChE es su inhibicién a altas concentraciones de sustrato. En este estudio
(figura 4.4) se observé inhibicién tanto en el caso de la actividad AChE
como en el de la BChE, pero tan solo a la mayor concentraciébn ensayada

(alrededor de 70 mM), siendo ésta considerablemente elevada.
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Concentracién de sustrato (mM)

Figura 4.4. Efecto de concentraciones elevadas de sustrato sobre la actividad acetil (o) y
butirilcolinesterasa (A). Se ha representado la velocidad de reaccion (umol de producto
formado por minuto) frente a las diferentes concentraciones de sustrato (en escala logaritmica).

4.3.1.2. Respuesta a inhibidores especificos de colinesterasas

La respuesta frente a inhibidores especificos es otra herramienta que nos
permite diferenciar entre ambas actividades, AChE y BChE. Los resultados

de este estudio se muestran en la figura 4.5.
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Figura 4.5. Inhibicién de la actividad acetil (e) y butirilcolinesterasa (A) (expresada como
porcentaje respecto al control) a concentraciones crecientes de eserina (A), BW 284c51 (B) e
iso-OMPA (C) en homogeneizados de F. occidentalis.
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En el caso de la eserina (figura 4.5 A), inhibidor general de ChE, se
observé una mayor sensibilidad al utilizar el sustrato ATCI. Para alcanzar
una sensibilidad similar con el sustrato BTCI, se hacia necesario utilizar
concentraciones de inhibidor 1000 veces superiores a las utilizadas con el
otro sustrato. Frente a BW 284c51 (figura 4.5 B), inhibidor especifico de
AChE, practicamente se observd una inhibicion total de la actividad desde la
menor concentracion analizada. En cambio, frente al sustrato BTCI el
inhibidor resulto ineficaz, incluso a la mayor concentracion ensayada (100
uM), como era de esperar. Por Ultimo, iso-OMPA (figura 4.5 C), inhibidor
especifico de BChE, presenté una mayor eficacia al utilizar el sustrato BTCI;
no obstante, la concentracibn a la que se producia practicamente la
totalidad de la inhibicién, se encontraba alrededor de 500 uM, un valor
bastante elevado. En este caso, y como también era de esperar, fue la
actividad AChE la que resultd practicamente insensible incluso a la mayor

concentracion ensayada (2000 pM).

Puesto que los resultados obtenidos frente al sustrato BTCI no
resultaron del todo coincidentes con lo descrito en la literatura, en lo que
respecta a las concentraciones a las que se deberia haber observado la
inhibicion por los inhibidores especificos, se procedié a determinar el efecto
de estos mismos inhibidores sobre la actividad carboxilesterasa (frente a los
sustratos a-NA y a-NB), con el fin de analizar la posible implicacion de estas

enzimas en la hidrélisis del BTCI.

Los resultados de este estudio se muestran en la figura 4.6. Por un
lado, se observé que las curvas mostradas por ambos sustratos eran
practicamente coincidentes, para cada uno de los compuestos analizados.
Por otro lado, la respuesta de las carboxilesterasas resultdé ser muy similar a
la obtenida en el ensayo anterior al utilizar BTCI, frente a los tres
inhibidores. Es decir, se observd sensibilidad frente a eserina e iso-OMPA,
siendo ésta mayor en el primer caso, y también insensibilidad frente a BW

284c51, en todo el rango de concentraciones analizado.
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4.3.1.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida nativos y tincion para

actividad colinesterasa

Para finalizar el estudio de caracterizacién de ChE, se realiz6 un analisis de
las isoenzimas existentes en F. occidentalis utilizando ATCI y BTCI como
sustratos, asi como el sustrato a-NA para poder llevar a cabo una
comparacion entre ellos. Los resultados se muestran en la figura 4.7. Se
observa que al utilizar ATCI como sustrato, las isoenzimas se revelaron en
la parte superior del gel y, aunque éstas aparecian de forma tenue, era
posible establecer dos manchas separadas. Por el contrario, utilizando BTCI
como sustrato, las bandas aparecian en la parte inferior del gel, y era
posible distinguir 5 bandas o grupos de bandas. Por ultimo, en el caso del
sustrato a-NA las bandas se revelaron también en la parte inferior del gel
como 5 grupos de bandas, exactamente coincidentes a las observadas con
el sustrato BTCI.

Figura 4.7. Electroforesis en geles de poliacrilamida nativos tefiidos para la actividad
colinesterasa con el sustrato ATCI (A, las 2 carreras centrales), BTCI (B) y a-NA (C). Todas las
carreras contienen una alicuota de un mismo homogeneizado de F. occidentalis.
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4.3.2. Andlisis de insensibilidad de acetilcolinesterasas frente a

insecticidas organofosforados y carbamatos

En este estudio se pretendia analizar la actividad e insensibilidad de AChE
frente a insecticidas en insectos individuales pertenecientes a diferentes
poblaciones de F. occidentalis, con distintos factores de resistencia frente a
OP y carbamatos.

4.3.2.1. Determinacion de concentraciones discriminantes

Las concentraciones discriminantes de insecticidas a utilizar para el analisis
de insensibilidad, corresponden a aquellas que producen alrededor del 80%
de la inhibicién en la poblacién sensible, ya que se trata de la concentracion
gue permite distinguir entre insectos sensibles y resistentes.

Por ello, se analizaron, en primer lugar, las curvas de inhibicién para
los insecticidas carbamatos formatanato y metiocarb, y para el OP
metamidofos en la poblacion sensible MLFOM. En la figura 4.8 se muestra
el resultado de dicho estudio. Se puede observar que el efecto producido
por los diferentes insecticidas resultd variable. Los carbamatos utilizados
resultaron ser mas efectivos que el OP, siendo la diferencia de unos tres
o6rdenes de magnitud. Ademas, en el caso del metamidofos, a la mayor
concentracién ensayada (6500 puM), todavia existia aproximadamente un
15% de actividad AChE que no resultaba afectada por el insecticida. Entre
los carbamatos también existia una cierta diferencia (de unas 5 veces),

siendo el metiocarb el insecticida mas efectivo.
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Figura 4.8. Inhibicion de la actividad AChE (expresada como porcentaje respecto al control) a
concentraciones crecientes de los insecticidas formetanato (e), metiocarb (A) y metamidofos
(m) en la poblacion de referencia MLFOM. Cada punto es la media de 3 réplicas y las barras
representan la DE de las mismas. Las lineas representan el ajuste de los datos a una ecuacion
logistica sigmoide.

En la tabla 4.3 se muestran los valores obtenidos de Clg, para cada
uno de los insecticidas, asi como los IC 95% asociados a tales valores. Se
puede observar que los valores méas altos de Clg, correspondian al
insecticida metamidofos, siendo mucho menores los obtenidos para el
formetanato y algo inferiores para el metiocarb. Las diferencias observadas
resultaron ser significativas en todos los casos. Cabe indicar que el
formetanato y el metiocarb son insecticidas especificos contra trips,

mientras que el metamidofos es un insecticida de uso general.

Tabla 4.3. Concentracion de inhibicién del 50% (Clso) de la actividad AChE en la poblacion
sensible MLFOM, después de la incubacion con formetanato, metiocarb y metamidofos. Se
indican los valores del intervalo de confianza al 95% asociado a cada uno de ellos (IC 95%).

Insecticida Clso (UM) IC 95% (UM)

Formetanato 0,584454 [0,43035-0,79376]
Metiocarb 0,129551 [0,07854-0,21368]

Metamidofos 423,4284 [420,543-426,324]
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Teniendo en cuenta las curvas de inhibicidon obtenidas (figura 4.8),
se determinaron las siguientes concentraciones discriminantes como las
aptas para utilizar en el ensayo de insensibilidad en insectos individuales: 7
MM para el formetanato, 3 uM para el metiocarb y 4500 uM para el
metamidofos.

4.3.2.2. Estudio de insensibilidad de acetilcolinesterasas en insectos

individuales de distintas poblaciones

Los resultados obtenidos del andlisis de actividad AChE e insensibilidad
frente a los insecticidas, se muestran en la tabla 4.4. Se han indicado los
valores medios obtenidos de las medidas individuales para cada poblacién e

insecticida.

El analisis de la actividad AChE, indic6 que las poblaciones
resultaron ser significativamente diferentes (ANOVA, P<0,001). Analizando
el test a posteriori (indicado en la tabla 4.4), se observé que tan solo la
poblacion MELAU (procedente de un invernadero comercial) resulté ser
significativamente diferente de la poblacion de referencia MLFOM. Esta
poblacién presentaba valores de actividad mucho mayores que el resto de
poblaciones (sobre unas 3 veces). Observando la distribucion de
frecuencias de los valores individuales (figura 4.9) se determiné que este
incremento se debia a la mayor actividad mostrada por una parte de la
poblacién (con un valor medio de actividad alrededor de 25 nmol min™ mg
proteina™), mientras que otra parte seguia mostrando un patrén muy similar
al observado tanto en la poblacién de referencia como en el resto de
poblaciones. Estas mostraban una distribucién entre 0 y 10 nmol min™ mg
proteina™, con un pico alrededor de 5, y aunque en alglin caso se observan

ligeras diferencias de las curvas, no resultaron ser significativas.
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Figura 4.9. Histogramas de distribucién de la actividad especifica AChE (nmol min™® mg
proteina™) en individuos de cada una de las poblaciones analizadas (n=96).

128



Caracterizacion de AChE e insensibilidad a insecticidas

Los resultados obtenidos del ANOVA sobre los porcentajes medios
de inhibicion para las diferentes poblaciones, frente a los tres insecticidas

analizados, se muestran en la tabla 4.5.

Tabla 4.5. Resultado del ANOVA de los dos factores incluidos en el estudio (Poblacion e
Insecticida) y sus interacciones, dentro de un modelo de analisis cruzado.

Fuentes de variacion gl® MEd,'a.l F P-valor
cuadratica
Poblacién 6 0,610 21,030 <0,001
Insecticida 2 1,014 34,953 <0,001
Poblacién*Insecticida 11 0,304 10,472 <0,001
Error 588 0,029

2 gl (grados de libertad)
® Estadistico F

En este caso también se observaron diferencias significativas. La
significacion obtenida en la interaccién indicaba que el efecto de los factores
no podia ser evaluado por separado. Los resultados de las comparaciones
por pares para determinar los casos en los que se producian diferencias

significativas, se han indicado en la tabla 4.4.

Frente al insecticida formetanato, de nuevo la poblacion MELAU
resultd ser significativamente diferente, mostrandose algo mas sensible que
la poblacion de referencia, ya que la inhibicién de las AChE resulté ser
mayor. Asimismo, al observar la distribucién de frecuencias (figura 4.10) se
aprecié un cierto desplazamiento de la misma hacia la derecha, es decir,
hacia valores mayores de inhibicion. Un resultado muy similar se observo
también en la poblacién PIPAM1, aunque en este caso la significacion fue

algo menor.
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Figura 4.10. Histogramas de distribucion de inhibicion de la actividad AChE (expresada como
porcentaje respecto al control) frente al insecticida formetanato (concentracién discriminante: 7

1M) en individuos de cada una de las poblaciones analizadas (n=32).
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En el caso del insecticida metiocarb fue la poblacién MET la que se
mostré significativamente diferente respecto a la sensible. En este caso, la
poblacién mostré6 una mayor insensibilidad, es decir, se obtuvieron valores
menores de inhibicién de la actividad AChE, con un porcentaje aproximado
del 55%. Observando las distribuciones correspondientes a las medidas
(figura 4.11) se encontré que la poblacion aparecia globalmente desplazada
hacia la izquierda. De hecho, en la mayoria de poblaciones, los valores se
distribuian alrededor del 80% de inhibicidon, mientras que en la poblacién
MET, los valores mayores obtenidos rondaban el 75%.

Por ultimo, frente al insecticida metamidofos, de nuevo la poblacién
MET presentd un comportamiento casi idéntico al observado en el caso del
insecticida metiocarb, con valores de inhibicion muy similares y la curva de
distribucion desplazada a la izquierda respecto a la poblaciéon de referencia
(figura 4.12).
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Figura 4.11. Histogramas de distribucién de inhibicién de la actividad AChE (expresada como

porcentaje respecto al control) frente al insecticida metiocarb (concentracién discriminante: 3
1M) en individuos de cada una de las poblaciones analizadas (n=32).
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Figura 4.12. Histogramas de distribucion de inhibicion de la actividad AChE (expresada como
porcentaje respecto al control) frente al insecticida metamidofos (concentracion discriminante:
4500 pM) en individuos de cada una de las poblaciones analizadas (n=32).

El estudio de correlacién entre el FR frente a los diferentes
insecticidas y la actividad AChE y/o la inhibicién de esta actividad, puso de
manifiesto una relacién entre el FRg, y la insensibilidad de la actividad AChE
frente al insecticida metiocarb (porcentaje de inhibicién a la concentracion
discriminante 3 uM) (figura 4.13). El coeficiente de correlacién de Pearson

fue de -0,84 (P-valor=0,036). A medida que aumentaba el FRsy de las
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poblaciones, disminuia el porcentaje de inhibicion de la actividad AChE

causado por el insecticida metiocarb.
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Figura 4.13. Correlacién entre el porcentaje de inhibicion de la actividad AChE para cada
poblacion (transformacion del arco seno) y el FRs, frente al insecticida metiocarb
(concentracién discriminante: 3 pM). Cada punto corresponde a una poblacion diferente y la
linea indica el ajuste de los datos mediante reduccion de los ejes mayores (RMA). La R indica
el coeficiente de correlacion de Pearson.

4.4, Discusion

En extractos de insectos, las colinesterasas se distinguen normalmente de
otras esterasas por su sensibilidad frente a eserina a una concentracion de
10° M (10 uM) (Toutant, 1989). En nuestro estudio, al utilizar ATCI como
sustrato si se observd esta peculiaridad; sin embargo, pese a ser una
caracteristica general de colinesterasas, ésta no se produjo al utilizar BTCI
como sustrato. No obstante, si se observé sensibilidad, pero a
concentraciones mayores a las indicadas. Sin embargo, otros autores (Liu et
al., 1994) si obtuvieron inhibicién a la concentracién de 10° M en estudios
realizados sobre esta misma especie. Ademas, en la mayoria de los casos,

la actividad colinesterasa se debe fundamentalmente a una AChE definida
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por los siguientes criterios: inhibicion por eserina y BW 284c51 a una
concentracion de 10° M, y a elevadas concentraciones de sustrato;
insensibilidad hacia iso-OMPA; y una mayor actividad hacia el sustrato ATCI
gue hacia BTCI (Zhu y Clark, 1994). En nuestro estudio, utilizando ATCI
como sustrato, si se observé la primera peculiaridad, tal y como ya se ha
mencionado, asi como la sensibilidad a BW 284c51 e insensibilidad frente a
is0-OMPA. Ahora bien, la inhibicion a elevadas concentraciones de sustrato
no parecia muy evidente, ya que ésta se produjo tan solo a la mayor
concentracion ensayada (70 mM). En el estudio de Liu y colaboradores
(1994) el ensayo se realiz6 hasta una concentracién de 8 mM y tampoco se
observoé inhibicion. El hecho se justificé atendiendo a tres posibles motivos:
gue no fuera una caracteristica de AChE de trips (en algunos afidos
tampoco se produce), que existiera mas de una isoenzima de AChE, o que
una esterasa no especifica hidrolizara ATCI a altas concentraciones (como

ocurria en Tetranychus urticae) (Brestkin et al., 1985).

No obstante, como ya se ha comentado al inicio de este capitulo,
los &fidos, trips y alguna otra especie podrian presentar alguna otra
peculiaridad (Gao y Zhu, 2001), como que la AChE no hidrolice BTCI o, en
su caso, presente también inhibicién a altas concentraciones de sustrato, y
sea inhibida por reactivos sulfhidrilos. Ademas, en estos insectos parece
existir una segunda colinesterasa, atribuida por algunos autores a una
BChE, que hidroliza el sustrato BTCI a altas concentraciones (su K., es muy
elevada, sobre 1,5.10° M), es resistente a la inhibicién por BW 284c51, no
hidroliza ATCI, no presenta inhibicion por exceso de sustrato y no se
observa inhibicién por iso-OMPA a 10° M (Manulis et al., 1981; Brestkin et
al.,, 1985). En nuestro estudio, al utilizar el sustrato BTCI, se observaron
algunas de estas peculiaridades, como la hidrélisis del sustrato a
concentraciones muy elevadas (la saturacion se observd a una
concentracion alrededor de 20 mM) y la insensibilidad al BW 284¢51 y a 10

M de iso-OMPA. En cuanto a la inhibicién por exceso de sustrato, ocurria
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algo similar al caso del ATCI, produciéndose tan solo a la mayor
concentracion ensayada, sin resultar muy patente.

Por otro lado, las curvas de inhibicién de la actividad esterasa
(utilizando a-NA y a-NB como sustratos) obtenidas al aplicar estos mismos
inhibidores, eran practicamente coincidentes con las obtenidas con el
sustrato BTCI. Relacionando todos estos resultados, se podria establecer
que la actividad BTCI observada en los homogeneizados de F. occidentalis
aqui estudiados, se deberia en realidad a la hidrélisis de este sustrato por
parte de otra/s enzima/s inespecificas. Este hecho explicaria la saturacién a
elevadas concentraciones de sustrato, una respuesta propia de una enzima
con baja sensibilidad por el sustrato o de la intervencion de varias enzimas
sobre éste, de manera que al inicio actuaria aquella enzima con una mayor
afinidad por el mismo (posiblemente una AChE), pero conforme se aumenta
la concentraciéon de sustrato no se observaria la saturacién porque entonces
empezarian a actuar aquellas enzimas con una menor afinidad hacia éste,
posiblemente otras esterasas, es decir, el comportamiento de una enzima
se veria alterado por la presencia de otras enzimas en la preparacion
(Gnagey et al.,, 1987; Gao y Zhu, 2001). En estudios sobre AChE de
insectos, también se ha visto que éstas hidrolizan BTCI aunque en diferente
grado, por lo que la hidrélisis de BTCI en insectos no seria un indicativo de
la existencia de una enzima BChE (Toutant, 1989).

Finalmente, los resultados obtenidos del estudio electroforético
defienden la idea de que se trata de otra/s enzima/s las que catalizan el
sustrato BTCI y no una BChE, puesto que las bandas resueltas para el
sustrato BTCI y a-NA fueron coincidentes. En el caso de la actividad ATCI,
las enzimas aparecieron en la parte superior del gel, indicando que en este
caso si se trataba de enzimas diferentes. El problema fue que al revelarse
como manchas, resulté imposible determinar cuantas bandas existian. En el
estudio de Liu mencionado anteriormente (Liu et al., 1994) utilizaron el
sustrato ATCI y BTCI en un analisis electroforético, y las bandas también
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aparecieron como una mancha con el primero de ellos, mientras que en el
caso del BTCI encontraron dos bandas de actividad intensa y, a veces,

otras dos de menor intensidad.

Se han descrito posibles modificaciones en la enzima AChE como
mecanismo de resistencia frente a varios insecticidas en poblaciones de F.
occidentalis (Zhao et al., 1994; Jensen, 1998, 2000). En nuestro estudio se
ha visto, por un lado, que la poblacion MELAU, procedente de un
invernadero comercial, presentd unas tres veces mas actividad AChE que la
poblacién de referencia. Dicha poblacién presentaba un FRg, frente a los
carbamatos formetanato y metiocarb, de 4,6 y 3, respectivamente, mientras
que frente al OP metamidofos, era de 2,1. Por otro lado, la poblacion MET,
seleccionada con el insecticida metiocarb, resulté ser la mas insensible
frente a la inhibicién de los insecticidas metiocarb y metamidofos, con un
FRso de 41,3 en el primer caso y desconocido en el segundo. Tal y como se
ha indicado al inicio de este capitulo, existen evidencias de que una mayor
cantidad de enzima puede aumentar la tolerancia a los OP y carbamatos,
pero mayores niveles de resistencia tan solo se han asociado con
sustitucion de aminodcidos en la parte catalitica de la enzima, las cuales le
confieren insensibilidad hacia la inhibicién por estos insecticidas (Mutero et
al., 1994; Byrne y Devonshire, 1997).

Por otro lado, en el caso del insecticida metiocarb, se establecio una
correlacién entre el porcentaje de inhibicion de la actividad AChE y el FRsg
frente a este insecticida de las poblaciones estudiadas (figura 4.13). Esta
correlacién era también un indicativo de la presencia de varias AChE con
diferentes propiedades cataliticas en las poblaciones de F. occidentalis
analizadas. En estudios realizados sobre esta misma especie (Zhao et al.,
1994), también se relaciond la resistencia (a diazin6n) con insensibilidad de
AChE, explicandose por una posible predominancia de alguna forma
insensible de la enzima. Del mismo modo, en otros estudios realizados en

poblaciones resistentes a metiocarb (Jensen, 1998, 2000), la resistencia se
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relacioné tanto con una mayor actividad AChE como con insensibilidad de la
misma, y se establecid una correlaciéon entre ambas, indicando que las
poblaciones con mayor insensibilidad hacia los insecticidas presentaban
también menor actividad AChE y viceversa. Es decir, la modificacion en las
AChE conferia resistencia frente al insecticida metiocarb, y afectaba, a su
vez, la cinética de la enzima. No obstante, en nuestro estudio
probablemente los resultados de la poblacion MET resultaron determinantes
en la significacién de la correlacion, indicando que posiblemente tan solo
esta poblacion presentaria alguna AChE modificada.

Estudios genéticos han relacionado las modificaciones en los
aminoacidos de las AChE con la resistencia en mosquitos (Nabeshima et
al., 2004), &fidos (Andrews et al., 2004), moscas (Mutero et al., 1994; Walsh
et al., 2001), escarabajos (Zhu et al., 1996) y acaros (Anazawa et al., 2003).
Excepto en dos casos inusuales, todas las sustituciones encontradas en las
secuencias asociadas con la resistencia, implicaban cambios hacia
voliumenes mayores de las cadenas laterales. Este hecho era generalmente
interpretado como la generacion de formas de la enzima con algun tipo de
impedimento estérico, que limitara el acceso de las moléculas de insecticida
al residuo catalitico de serina, al cual se unen en las formas sensibles de la
enzima. Estas sustituciones seguirian permitiendo el acceso de la molécula
de acetilcolina, mas pequefa, a dicho residuo, de manera que la funcion
colinérgica normal y necesaria de la AChE, se seguiria produciendo
(Oakeshott et al., 2005b).

Asi pues, este estudio evidencia que tanto una mayor actividad, asi
como la presencia de formas insensibles de la enzima AChE, son posibles
mecanismos de resistencia en poblaciones de F. occidentalis. Ahora bien, ni
en este ni en ningln otro estudio, se han realizado todavia analisis
genéticos en esta especie que demuestren la modificacién de aminoéacidos

como responsables de la resistencia.
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5. Discusion general

La resistencia a insecticidas en poblaciones de campo de F. occidentalis es
un hecho muy comun, y una de las primeras causas de muchos de los fallos
en el control de esta plaga mediante la utilizacién de insecticidas. Como ya
se ha indicado, esta especie presenta un enorme potencial para desarrollar
rapidamente la resistencia frente a un amplio rango de compuestos. Sin
embargo, tan solo se han llevado a cabo unos pocos estudios para
esclarecer los mecanismos subyacentes a la resistencia (Brodsgaard, 1994;
Zhao et al., 1995b; Jensen, 1998, 2000; Herron y Gullick, 2001; Maymgé et
al., 2002, 2006).

El conocimiento de los mecanismos de resistencia puede ser la
base para el desarrollo de ensayos bioquimicos rapidos y sensibles, que
permitan detectar la resistencia en las poblaciones de insectos. Los ensayos
que permiten la discriminacion entre fenotipos sensibles y resistentes en
insectos individuales, ofrecen la capacidad de una deteccién temprana de la
resistencia y la evaluacién de la dindmica poblacional de los insectos

resistentes.

Los ensayos bioquimicos empleados en este estudio han sido
utilizados en la deteccion de la resistencia en muchas otras especies de
insectos (Feyereisen, 1995; Oakeshott et al., 2005b; Wheelock et al., 2005;
Li et al., 2007). Se ha realizado el andlisis de la actividad esterasa y sus
isoenzimas frente a diferentes sustratos modelo (que constituye el capitulo 2
de esta tesis); el analisis de la inhibicién in vitro e in vivo de la actividad
esterasa por compuestos sinergistas (que compone el capitulo 3 de este
trabajo); y el analisis de la actividad acetilcolinesterasa (AChE) y su
insensibilidad frente a los insecticidas (que forma el capitulo 4). En la
realizacion de los mismos, se han utilizado poblaciones procedentes tanto

de invernaderos comerciales del sureste de Espafia como de invernaderos
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experimentales, y poblaciones seleccionadas en el laboratorio frente a

diversos insecticidas.

Los factores de resistencia (FR) mostrados por las poblaciones
analizadas en los diferentes capitulos de esta tesis, son mayores frente a
los insecticidas metiocarb, formetanato y acrinatrina, que frente a
metamidofos, deltametrina y endosulfan, siendo precisamente los tres
primeros especificos contra trips. Ademas, tanto en las estrategias de
reiteracibn como en los ensayos de seleccidén con insecticidas, los FR son
mayores conforme se incrementa la presion ejercida con los insecticidas, y
alcanzan niveles especialmente elevados en el caso del insecticida
acrinatrina (Espinosa et al., 2002).

En las poblaciones de campo analizadas, la presencia del triplete A
de esterasas en los individuos, que les confiere, a su vez, una mayor
actividad enzimatica total, es responsable de la resistencia cruzada a los
insecticidas acrinatrina y metiocarb. Esta caracteristica también la presentan
tres poblaciones procedentes de invernaderos experimentales,
correspondientes a las primeras etapas de los ensayos realizados en ellos,
por lo que la presion ejercida con el insecticida no habia sido demasiado
elevada. La presencia o la intensidad de determinadas isoenzimas de
esterasas se ha relacionado con la resistencia a insecticidas en muchas
especies de insectos (Devonshire, 1989; Rossiter et al.,, 2001). Las
isoenzimas de esterasas ya han sido previamente analizadas en la especie
F. occidentalis (Zhao et al., 1994); sin embargo, ésta es la primera vez que
se establece una relacibn entre la resistencia y la presencia de

determinadas isoenzimas en esta especie.

Por otro lado, se ha descrito que un incremento en la actividad
AChE confiere resistencia, aunque limitada, frente a organofosforados (OP)
y carbamatos (Mutero et al., 1994; Byrne y Devonshire, 1997). La poblacién
de campo MELAU aqui estudiada muestra un incremento en la actividad
AChE, presentando baja resistencia al organofosforado metamidofos y a los

carbamatos metiocarb y formetanato. También muestra resistencia leve al
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piretroide acrinatrina, la cual no puede ser explicada por este mecanismo,
sino probablemente por la presencia del triplete A, como se ha visto en otras
poblaciones de campo. Este también podria explicar la resistencia a
metiocarb. La resistencia a metamidofos podria ser explicada por el
incremento de la actividad AChE, pero al ser la Unica poblaciéon de las
analizadas con un cierto grado de resistencia conocido para este
insecticida, resulta dificil establecer este supuesto con una mayor exactitud.
En el caso del carbamato formetanato, la resistencia podria deberse al
incremento de la actividad AChE o a algin otro mecanismo no analizado en
este trabajo. En el resto de poblaciones analizadas resistentes a
formetanato, no se ha podido responsabilizar a ninguno de los mecanismos

aqui estudiados, como causantes de la resistencia.

En poblaciones de campo y seleccionadas, se establece, ademas,
una correlacion entre insensibilidad de AChE vy la resistencia al insecticida
metiocarb (figura 4.13). Ahora bien, de las poblaciones incluidas en el
andlisis, dos son procedentes de invernaderos comerciales (CIRSTB y
MELAU), dos de invernaderos experimentales (PIPAM1 y PIPAM2), y una
seleccionada en el laboratorio (MET), con FR crecientes en este mismo
orden. No obstante, las poblaciones de invernaderos experimentales
muestran mas sensibilidad de las AChE frente a los insecticidas que las
poblaciones de invernaderos comerciales, y en una de ellas (PIPAM1) la
resistencia a metiocarb se ha atribuido a la presencia del triplete A. En la
otra no se han analizado las isoenzimas de esterasas, pero podria
postularse el mismo mecanismo, por su resistencia cruzada con el
insecticida acrinatrina. Finalmente, la poblacion seleccionada MET si
presenta una clara insensibilidad, siendo, de hecho, el Unico caso en el que
se ha encontrado una inhibicion significativamente diferente respecto a la
poblacion de referencia. Por lo tanto, posiblemente sea ésta la Unica
poblacién analizada en la que se encuentre una forma modificada de AChE.
Este mecanismo confiere niveles elevados de resistencia, como se puede

observar en esta poblacion, y mas si se encuentra junto con algun
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mecanismo de destoxificacién (Oppenoorth et al., 1977), tal y como indica la
restitucion parcial de la resistencia en esta poblacién por parte del butéxido
de piperonilo (PBO) (Espinosa et al., 2005).

Asi pues, las esterasas son un mecanismo muy importante en la
resistencia observada en las poblaciones de campo frente a dos de los
insecticidas especificos para esta especie, acrinatrina y metiocarb. Y en el
conjunto de las poblaciones, la resistencia frente a estos insecticidas se
relaciona, en el caso del metiocarb, con incremento de la actividad esterasa
en poblaciones de campo y seleccionadas (Mayma et al., 2002 y capitulo 2),
incremento de la actividad AChE y de su insensibilidad en poblaciones de
campo y seleccionadas, respectivamente (capitulo 4), y una posible
implicacion de las oxidasas de funcién mdltiple (MFO) en poblaciones
seleccionadas, como sugiere la restitucién parcial de la resistencia por el
sinergista PBO (Espinosa et al., 2005). El efecto del PBO no puede ser
atribuido a su accién sobre la actividad esterasa como se ha descrito en
otras especies, a tenor de lo que indican las determinaciones realizadas en
este estudio (capitulo 3). Al mismo tiempo, la resistencia frente al insecticida
acrinatrina también se relaciona con un incremento de la actividad esterasa
en poblaciones de campo y seleccionadas (Mayma et al., 2002 y capitulo 2),
y también se restituye parcialmente por el sinergista PBO (Espinosa et al.,
2005) en poblaciones seleccionadas, indicando de nuevo la posible

implicacion de las MFO.

Por tanto, la resistencia frente a ambos insecticidas (acrinatrina y
metiocarb) se muestra como polifactorial: diferentes mecanismos parecen
coexistir en una misma poblacién, y distintos mecanismos confieren
resistencia a un mismo insecticida en diferentes poblaciones (Jensen,
2000). Otros estudios realizados en esta misma especie determinaron la
misma caracteristica en la resistencia observada en las poblaciones frente
al metiocarb, encontrdndose implicados tanto mecanismos de

destoxificacion como alteracion de los puntos diana (Jensen, 2000).
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En el caso del insecticida acrinatrina, tal y como ya se ha indicado
anteriormente, se produce un incremento de la resistencia conforme se
aumenta la presién de selecciéon con el mismo. En la poblacién ACR,
seleccionada con dicho insecticida, se ha visto que el PBO revierte en gran
medida la resistencia al insecticida (Espinosa et al., 2005), sugiriendo una
posible implicacién de las MFO. La puesta en marcha de un ensayo para
determinar la actividad MFO en esta especie podria tener un valor practico
en el control de la resistencia. Sin embargo, un ensayo con sustratos
modelo para estas enzimas no parece facil de llevar a cabo, en parte por las
dificultades que este sistema presenta (asociado a membranas, existen
inhibidores enddgenos y proteasas, etc.) y en parte por el pequefio tamafio
del insecto.

En esta misma poblacién seleccionada también se ha determinado
gue la resistencia se encuentra ligada a un Unico gen (resistencia
monogénica) y se presenta como semi-dominante (Bielza et al., 2008),
aunque si la dosis utilizada no resulta letal para los individuos heterocigotos,
se muestra entonces con caracter dominante. La dominancia en la
resistencia es un factor clave, ya que acelera el desarrollo de la misma,
aunque permite, a su vez, que los genes sensibles se mantengan en la
poblacion durante mas tiempo. Asi, en el caso de genes recesivos la
resistencia evoluciona mas lentamente, pero una vez desarrollada, resulta

mas probable que llegue a fijarse en la poblacién (Denholm et al., 1998).

Sin embargo, no hay que olvidar que los resultados obtenidos de los
estudios llevados a cabo en poblaciones seleccionadas en el laboratorio no
pueden extrapolarse a poblaciones de campo, ya que éstos no reflejan las
condiciones presentes en el ambiente natural. Sin embargo, pueden aportar
evidencias de la capacidad de desarrollo de resistencia en la especie
(Sayyed et al., 2005). Asimismo, la susceptibilidad de una plaga a los
insecticidas puede variar dependiendo de la presion de seleccion ejercida
por estos compuestos. Si la dosis de insecticida utilizada se encuentra

dentro de la distribucion fenotipica de resistencia de la poblacion, deriva en
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la supervivencia de un gran ndmero de individuos, que muestran un
aumento de la resistencia a los insecticidas y las aplicaciones repetidas
seleccionan rasgos diferentes de resistencia pre-existentes en la poblacion,
que confieren baja resistencia pero que tienen un efecto acumulativo
(resistencia poligénica). Si la dosis se encuentra fuera de dicha distribucion,
resulta en la seleccion de mutaciones raras en genes individuales, que
tienen un efecto mayor (resistencia monogénica) (ffrench-Constant et al.,
2004).

Muchas de las caracteristicas bioldgicas de F. occidentalis que
contribuyen a su estatus de plaga y facilitan el desarrollo de la resistencia
(generaciones cortas, sistema reproductivo haplodiploide, polifagia, etc.) no
pueden ser manipuladas o controladas. Sin embargo, si pueden ser
adoptadas estrategias encaminadas a minimizar los efectos de tales
caracteristicas. Los programas de control integrado, con el control quimico
como uno de sus componentes, minimizan el uso de los insecticidas, pero
incluso en este caso es necesario considerar el factor de la resistencia.
Ademas, es importante tener en cuenta que resulta practicamente imposible
detener este problema mediante la utilizacion de nuevos compuestos
insecticidas (problemas de desarrollo, registro, etc.), por lo que se deben
utilizar los compuestos ya existentes, asi como en combinacién con
compuestos sinergistas. El control integrado en trips ha sido analizado por
Jacobson (1997), Parker y Skinner (1997), y Parrella y Lewis (1997), e
incluyen métodos de control tanto cultural, como fisico, biolégico y quimico.

En el caso de métodos quimicos, es necesario un uso 6ptimo de los
insecticidas para evitar el desarrollo de la resistencia. Para F. occidentalis,
es adecuada la rotacion de insecticidas cada 4-6 semanas, siempre y
cuando éstos produzcan la seleccidon de diferentes mecanismos, para que
asi tan solo unas pocas generaciones sean expuestas al mismo insecticida
(Robb y Parrella, 1995). Sin embargo, dependiendo del pais, el nimero de

insecticidas registrado para esta especie se encuentra mas O Menos
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limitado, con lo que en funcién de este hecho, habria que depender en

mayor o menor medida de otros métodos de control.

Con todo ello, la investigacion en el ambito de la resistencia deberia
abarcar tres aspectos fundamentales: el desarrollo de ensayos rapidos y
sencillos que permitan el estudio de los mecanismos de resistencia, la
identificacién de los mismos como responsables de la resistencia observada
en las poblaciones, y el disefio de estrategias que permitan el control de las

plagas en los cultivos al tiempo que eviten el desarrollo de la resistencia.
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6. Conclusiones

1)

2)

3)

4)

Las isoenzimas de esterasas que muestran R;de 0,64, 0,66 y 0,69, y
que se han denominado triplete A, son responsables de la resistencia
desarrollada frente a los insecticidas acrinatrina (piretroide) y metiocarb
(carbamato) por las poblaciones de campo de Frankliniella occidentalis

aqui estudiadas.

En poblaciones de F. occidentalis sometidas a una elevada presion de
seleccidn (experimentos de reiteracion o seleccion en laboratorio) y con
un factor de resistencia (FRso) superior a 8,7 para metiocarb y 14,6
para acrinatrina, las isoenzimas correspondientes al triplete A no se
asocian con la resistencia observada, sugiriendo que dicho grupo de
bandas solo constituye un mecanismo importante en el desarrollo inicial

de la resistencia.

Los insectos de F. occidentalis que presentan el triplete A muestran, a
sSu vez, una mayor actividad esterasa total frente al sustrato a-natftil
acetato, lo que permite proponer la medida de dicha actividad como
método de identificacion de resistencia a acrinatrina y metiocarb en

insectos individuales de F. occidentalis.

El grado de inhibicion producido por el sinergista DEF (S,S,S-
tributilfosforotritioato) sobre las esterasas, asi como su mayor
especificidad hacia el triplete A, indica la idoneidad de este compuesto

como inhibidor de esterasas en F. occidentalis.
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5)

6)

7)

8)

El tiempo transcurrido desde la aplicacion del sinergista DEF a los
insectos de F. occidentalis, es un factor limitante para la inhibicion de la

actividad esterasa frente al sustrato a-naftil acetato.

La caracterizacion de la actividad colinesterasa en extractos de las
poblaciones de F. occidentalis aqui estudiadas, apoya la inexistencia
de butirilcolinesterasas en esta especie.

El incremento de la actividad acetilcolinesterasa es un mecanismo de
desarrollo de resistencia al organofosforado metamidofos, vy
posiblemente a los carbamatos formetanato y metiocarb, en la
poblacion de campo MELAU de F. occidentalis.

En la poblacibn MET de F. occidentalis seleccionada en el laboratorio
con el insecticida metiocarb, la insensibilidad de la acetilcolinesterasa
frente a los insecticidas metiocarb y metamidofos sugiere la presencia
de una AChE modificada en esta poblacion, lo cual explicaria la
resistencia mostrada.
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