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Prélogo

En el marco del proyecto de colaboraciéon acordado entre la Unitat de
Fisiologia Animal (Departament de Biologia Animal, en la actualidad
Biologia Funcional i Antropologia Fisica de la Universitat de Valencia) y la
empresa Argos Schering AgrEvo S.A. (actualmente Bayer CropScience
Espafia, S.A.), se propone abordar el estudio de la resistencia a los
insecticidas en plagas de insectos. Esta es una cuestién de gran interés tanto
para la empresa, por el elevado impacto econémico que suponen los
fenémenos de resistencia en el campo y el compromiso en cuanto a la vida
util de los productos registrados, como para el grupo de investigacién de la
Universitat de Valencia. Se abre asi una nueva via de trabajo dentro del
grupo “Fisiologia Comparada de la resistencia a xenobidticos”, cuya linea
basica de investigacion se centra en los mecanismos fisiolégicos empleados
por los animales para hacer frente a sustancias extrafias (xenobiéticos). Con
este fin se solicita y concede una beca de Intercambio de personal entre
Industrias y Centros Publicos de Investigacién para la realizacién de la

presente Tesis Doctoral.

1-1. Delimitacion y planteamiento del problema

as tendencias actuales dentro del campo de la proteccion de

cultivos se centran, en la mayoria de los paises, en la

implantacién de la denominada Proteccion Integrada'. Este
término recoge el uso conjunto de todos los métodos de control disponibles,
dentro del marco de la Produccién Integrada®. Dicho tipo de produccién
contempla no sélo la lucha contra plagas, sino todo el conjunto de las
técnicas de produccion (abonado, riego, poda, labores de cultivo,
recoleccion, actuaciones postrecoleccién, etc.), y pretende optimizar el
aspecto exterior del producto asi como las caracteristicas organolépticas,
contenido vitaminico, residuos, etc. de la cosecha, a través de una

“Término descrito por la FAO en 1965 y cuya definicion mas reciente aparece en la Directiva 91/414/CEE del
Consejo, de 15 de julio de 1991, relativa a la comercializacién de productos fitosanitariosT] DO L 230 de
19.8.1991, p. 1/32.

Término desarrollado por Investigadores de la Organizacién Internacional de Lucha Biol6gica e Integrada
contra los Animales y las Plantas Nocivas (OILB), en1977.




agricultura lo mas respetuosa posible con el medio ambiente en todos sus
aspectos.

El control de las plagas agricolas mediante productos quimicos ha
sido hasta ahora la eleccibn dominante, pero su abusiva utilizacion,
aumentando dosis innecesariamente o mezclando productos sin ninguna
racionalidad, ha tenido y tiene efectos perjudiciales. Estas consecuencias se
observan en los presupuestos agricolas, con el aumento de los costes de la
proteccion fitosanitaria, en la aparicion de fenomenos de resistencias y de
nuevas plagas, o en la intensificacion del ataque de plagas existentes, como
consecuencia de la eliminacion sistematica de sus enemigos naturales que
las mantenian a niveles tolerables. También se advierten secuelas en la
salud humana, el medio ambiente y el comercio internacional, por la
presencia de residuos en los frutos, aspecto que preocupa ampliamente al
consumidor y al mercado (apartado 14.74, Agenda 213).

Sin embargo y a pesar de todo lo expuesto, los productos
fitosanitarios contindan siendo herramientas imprescindibles para la
produccién agricola, ya que, sin su uso, los dafios potenciales de las
diferentes clases de plagas determinarian la inviabilidad de muchos cultivos
en las zonas de produccion de mayor interés econémico.

En la actualidad se cuenta con una gran cantidad de compuestos
insecticidas y otros plaguicidas con caracteristicas toxicolégicas, fisicas y
quimicas muy diversas. Miles de nuevos productos son investigados
anualmente en busqueda de propiedades plaguicidas, y algunos de ellos
llegan a incorporarse al mercado después de muchos afios de
experimentacién. En este sentido, el Registro Unico europeo de productos
fitosanitarios (Directiva 91/414/CE, relativa a la comercializacion de
productos fitosanitarios) exige unos requisitos cada vez mas estrictos en
cuanto a selectividad e impacto ambiental de estos compuestos. Ello
restringe el uso de insecticidas tradicionales y obliga a investigaciones
precisas para la busqueda de otros plaguicidas mas especificos o cuya
aplicacion sea selectiva. Asi, en el proceso de revisibn de sustancias
activas, aquellas que no han sido incluidas (a 25 de Junio de 2007) en el
anexo 1 de la citada Directiva, se han retirado del mercado (216) o estan en
fase de retirada (23), bien por no haber sido defendidas por las casas

3Programa 21. Desarrollado dentro de la Conferencia de las Naciones Unidas sobre el Medio Ambiente y
Desarrollo (UNCED) celebrada en Rio de Janeiro en 1992. También denominada “Cumbre de la Tierra”.
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comerciales, o bien por no haber superado los criterios que marca la
Directiva 91/414/CE.

El proceso de revision ha supuesto la retirada de muchas sustancias
activas, lo que ha afectado a un nudmero importante de productos
comerciales y, aunque muchos de los compuestos eliminados tienen
sustitutos, la reduccion del catalogo puede crear problemas para la lucha
contra determinadas plagas, especialmente en los cultivos de las zonas
mediterraneas”.

Esto es especialmente preocupante en el caso del trips de las flores,
Frankliniella occidentalis (Pergande), plaga de gran importancia agricola en
las regiones del sudeste espafiol, y para la que sélo hay registradas 3
materias activas: Fenitrotion 40%[CS] P/V®, Beauveria bassiana 2,3%
(2,3x10E9 ESP VIAB/ML) [SC] P/V® y Spinosad 48% [SC] P/V®, esta Ultima
con autorizacién provisional y pendientes de revision las dos primeras
(Registro de Productos Fitosanitarios, Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacién®). A esto hay que afiadir que el nimero de materias activas y
formulados que se muestran efectivos en la detencion de esta plaga es
bastante reducido, y que la cifra de casos de fracasos con productos
inicialmente eficaces es cada vez mayor, debido a la gran progresion de los
fenémenos de resistencia en esta especie. Por esto, en la actualidad existen
grandes dificultades para contener esta plaga en muchos de los cultivos de
las comarcas horticolas del sudeste peninsular, hecho que compromete la
viabilidad de las producciones y convierte en preocupante el aumento en el
consumo de plaguicidas.

A pesar de todo lo expuesto, al inicio de los trabajos de la presente
Tesis los estudios en nuestro pais sobre la resistencia a insecticidas en el
trips de las flores eran escasos, y centrados en documentar la existencia de
resistencia; o, de forma mas general, en confirmar si los fallos en su control
se debian a la existencia de resistencia, no habiéndose descrito en ningin
caso cuales eran las bases bioquimicas de la misma. Dado que a partir de
este conocimiento se pueden establecer las bases para un control
adecuado de Frankliniella occidentalis, iniciamos a partir de aqui las
investigaciones encaminadas a dilucidar la naturaleza de la resistencia en
poblaciones de esta especie, a diversas clases de insecticidas. Ello
constituye uno de los grandes bloques que conforman la presente Tesis.

“http://www.gencat.net/darp/e/campl/fitprod/efipro05.htm
*http://www.mapa.es/es/agricultura/pags/fitosffitos.asp [accedido 3 enero 2007]




En este sentido, el otro gran blogue de investigacion lo integran los
estudios sobre la resistencia a insecticidas en la cucaracha Blattella
germanica (L.). Esta plaga urbana tiene primordial importancia desde el
punto de vista de la salud publica, pues opera como vector natural en las
casas, acarreando gérmenes patdgenos que logran perdurar viables en sus
heces, tubo digestivo e integumento durante varios dias o semanas. En la
actualidad se conocen alrededor de 45 patdgenos que pueden transmitir
estas cucarachas de manera mecanica, principalmente bacterias, hongos
protozoarios, helmintos y virus.

Sin embargo, las resistencias que ofrecen estos insectos al
tratamiento con plaguicidas dificulta en extremo su control. A esto hay que
afiadir que el nuevo marco normativo que plantea la Directiva de Biocidas
(BDP), por la que se regula el proceso de autorizacion de productos
biocidas a nivel comunitario, supondra una disminucién en el nimero de
materias activas homologadas. Por todo ello, y dadas las caracteristicas de
los ambientes urbanos en los que se produce una convivencia casi
permanente entre el ser humano y estas especies animales, la adopcién de
un programa de lucha racional que permita reducir o eliminar la incidencia
de esta plaga resulta imprescindible.

Una de las dificultades con las que se encuentran este tipo de
programas es que, a menudo, resulta complicado precisar cual es el nivel
maximo tolerado de cada especie plaga en un lugar determinado, ya que, a
diferencia de las plagas agricolas, no sélo hay que tener en cuenta criterios
econdmicos, sino también otros factores como la salud de personas y
animales, o incluso criterios estéticos que varian por completo dependiendo
de cada situacion. Ademas, estos niveles de tolerancia son totalmente
variables segun los lugares o las situaciones concretas; por ejemplo, la
presencia de cucarachas puede tolerarse en algunas zonas, mientras que
en las areas de preparacion de alimentos o en las zonas de su consumo
resulta totalmente inaceptable su presencia, pudiéndose entonces hablar de
tolerancia cero. De ahi la necesidad de disefiar programas de control
integrado para cada caso o situacion concreta, programas que deben
ofrecer soluciones a largo plazo, reduciendo los costes asociados y la
cantidad de productos quimicos incorporada al medio ambiente®.

®Moreno et al., Rev. Esp. Salud Publica, Feb 2007, vol.81, no.1, p.15-24
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1-2. Objetivos

Comprender el fendbmeno de la resistencia en sus diferentes niveles
permite la formulacién de técnicas para ralentizarla, prevenirla o revertirla, y
proporciona el conocimiento necesario para incrementar la especificidad y
eficacia de los insecticidas, reduciendo asi su efecto perjudicial. Por ello, la
presente Tesis Doctoral, se plantea como objetivo general:

El estudio de los mecanismos implicados en la resistencia de los
insectos a los insecticidas, concretamente los sistemas enzimaticos
relacionados con la resistencia metabdlica, en los insectos plaga Blattella
germanica y Frankliniella occidentalis.

Con ello se pretende asentar las bases que permitan en un futuro la
definicién de las tacticas/estrategias a emplear para un control racional de la
resistencia en plagas de insectos, especialmente aquellas de interés
agricola.

1-3. Plan de trabajo

Se describen a continuaciéon las lineas basicas de trabajo
desarrolladas y que se corresponden a los objetivos marcados:

0 Adaptacién de los ensayos propuestos en la literatura para la
cuantificacion de actividades enzimaticas, a las caracteristicas
bioquimicas de nuestras especies de interés. En este aspecto, en
una primera fase el estudio se centra en Blattella germanica, y en
una segunda etapa en el tisanéptero, Frankliniella occidentalis.

0 Validacién de dicha metodologia mediante su aplicacién a varios
supuestos practicos:

a) Caracterizacion de la resistencia en una poblacién de campo de
la cucaracha Blattella germanica:

» Determinacion, mediante el empleo de bioensayos, de
los niveles de resistencia, y evaluacion de los mismos
tras el tratamiento con inhibidores conocidos de algunas
de las actividades enziméticas implicadas en los
fenémenos de resistencia (PBO: butdxido de piperonilo;
DEF: isobutil ftritioato;...); cuantificacion mediante




ensayos in vitro, de los niveles de dichas actividades
enziméticas. De este modo se pretende tener una
primera idea de los mecanismos implicados en la
resistencia.

» Profundizar en el estudio de dicha resistencia mediante
experimentos de seleccibn en laboratorio de una
poblacion hibrida de B. germanica, obtenida a partir de la
poblacién recogida en campo.

b) Andlisis de las actividades enzimaticas de muestras de
Frankliniella occidentalis, procedentes de campo y seleccionadas
en laboratorio. Determinacion de la relaciéon entre los niveles de
resistencia y las actividades enzimaticas estudiadas.

1-4. Estructura de la Tesis

El presente manuscrito constituye, pues, el compendio de los trabajos
relativos al desarrollo del proyecto "Estudio de los mecanismos de
resistencia frente a insecticidas en dos insectos plaga: Blattella germanica
(L) y Frankliniella occidentales (Pergande)”, y que se abordan en los
capitulos que se detallan a continuacion. En el capitulo 2 se resumen los
principales aspectos tedricos que han fundamentado los experimentos,
desde el concepto de resistencia, pasando por los factores responsables de
su aparicion, asi como sus diferentes tipos, profundizando en el fenémeno
en lo que concierne a Blattella germanica y Frankliniella occidentalis. En el
capitulo 3, y entendiendo que la puesta a punto de la metodologia ha sido
parte primordial en lo que a procedimiento experimental se refiere, se
describen la mayor parte de las técnicas empleadas, con una breve
introduccién teérica, seguida de los procedimientos y resultados de los
ensayos de adaptacion y optimizacion en las dos especies de interés. El
capitulo 4 detalla los trabajos realizados con Blattella, esto es, el estudio de
la resistencia en una poblacion de campo, la evaluacién de su nivel de
resistencia y los posibles mecanismos implicados en la misma. El capitulo 5
recoge todos los resultados del estudio de la resistencia en diferentes
muestras del trips de las flores Frankliniella occidentalis. Y por dltimo, y a
modo de recopilacidn, se presentan los capitulos 6, discusiéon general, y 7,
conclusiones finales.
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CAPITULO

2-1. Antecedentes y estado actual del tema

siglo, un notable incremento de la produccion agricola, asi como

una mejora en el dmbito doméstico y de la salud humana, y
contintan siendo la principal arma empleada en el control de las plagas de
insectos. Sin embargo, la presién de seleccion ejercida sobre los insectos a
consecuencia de su empleo excesivo, ha conducido irremediablemente a la
evoluciéon de la resistencia a estos insecticidas. Las consecuencias de la
resistencia van desde la destruccién de los sistemas de produccion agricola
y ganadera, hasta un incremento en la incidencia de las enfermedades
transmitidas por insectos, o de las plagas de ambito urbano.

I os insecticidas organicos de sintesis han logrado, en el dltimo

El fenébmeno de la resistencia a los insecticidas en insectos se ha
convertido en las Ultimas décadas en un problema a escala mundial. A
finales de los afios 80 se habian descrito casos de resistencia a una o mas
clases de insecticidas en mas de 500 especies de insectos y acaros, de las
que el 56,1% eran plagas de interés agricola, el 39,3% plagas de
importancia médico-veterinaria y el 4,6% artrépodos beneficiosos
(Georghiou, 1990). Aproximadamente el 80% pertenecia a los 6rdenes
Coleoptera, Diptera, Heteroptera y Lepidoptera, y el 20% restante eran trips,
cucarachas, piojos, acaros y garrapatas. En la actualidad son mas de 700
las especies resistentes a uno o mas productos (Bielza, 2005).

Existen numerosas revisiones en la bibliografia que abordan el tema
de la resistencia a insecticidas en insectos, abarcando desde aspectos mas
generales, como por ejemplo las de Georghiou y Saito (1983), Oppenoorth
(1984, 1985), Georghiou (1990), Roush y Tabashnik (1990), Price (1991) o
Denholm y colaboradores (1999), hasta mas especificas, que se centran en
temas como la deteccion de la resistencia (Brown y Brogdon, 1987; ffrench-
Constant y Roush, 1990; Hemingway et al., 1996), resistencia por
modificacién de la diana (Fournier y Mutero, 1994; Soderlund y Knipple,
1999, 2003; Buckingham y Sattelle, 2005; Soderlund, 2005) o resistencia
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metabolica (Agosin, 1985; Hodgson, 1985; Yu, 1996; Feyereisen, 1999;
Scott y Wen, 2001; Enayati et al., 2005; Oakeshott et al., 2005; Ranson y
Hemingway, 2005), asi como las que tratan aspectos moleculares
(Feyereisen, 1995; Hemingway y Ranson, 2000) o genéticos (Roush y
McKenzie, 1987; Roush y Daly, 1990; Mullin y Scott, 1992; Hemingway et
al., 2002; ffrench-Constant et al., 2004).

Por ello, aqui simplemente se pretende introducir el tema, dando un
repaso general de los mecanismos implicados en la resistencia, y
particularizando en nuestras dos especies de interés.

2-1.1. Definicién de resistencia.

La resistencia se define como una reduccion en la sensibilidad de una
poblacion a un compuesto, lo que se refleja en el continuo fallo para
conseguir el nivel de control esperado por el producto, aun cuando se hayan
seguido las recomendaciones del fabricante para su uso en esa especie y
se hayan conseguido eliminar los problemas debidos al almacenaje,
aplicaciéon del producto y circunstancias climaticas o ambientales inusuales
(IRAC, 2007). En un contexto practico se puede definir la resistencia a
insecticidas como el estadio por encima del cual el control con un plaguicida
dado no resulta econémicamente viable (Sawicki, 1987). De acuerdo con
esta definicién, las diferencias observadas en ensayos de laboratorio, en
cuanto a la tolerancia a insecticidas, no tienen porqué relacionarse
necesariamente con la presencia de resistencia, si dicha diferencia no
resulta en un cambio de la efectividad del producto en el campo (IRAC,
2007).

En principio, el desarrollo de la resistencia en una poblacion de
insectos se basa en la variabilidad natural que presentan los individuos de
esa poblacién frente a los efectos de un producto (Cisneros, 1980).
Normalmente unos pocos individuos son capaces de tolerar las dosis que
producen la muerte de la gran mayoria de la poblacién. Si se ejerce una
presion de seleccién por medio de sucesivas aplicaciones, aquellos insectos
con genes resistentes sobreviviran y pasaran el factor de resistencia a su
descendencia. La proporcion de insectos resistentes en la poblacion se
multiplicara, mientras que los individuos sensibles seran eliminados por el
insecticida, con lo que finalmente éste dejara de ser eficaz.

La velocidad en la aparicion de la resistencia depende de varios
factores, como son:

12



Revision Bibliografica

Factores genéticos:
namero y frecuencia de alelos resistentes
dominancia y/o recesividad de alelos resistentes
expresividad e interaccion de alelos

Factores biolégicos:
namero de generaciones por afo
movilidad/migracion
monogamia/poligamia
capacidad de refugio

Factores operacionales (insecticida):
naturaleza quimica
relacion entre insecticidas usados
residuos/formulacion

Aplicacion:
umbral de aplicacion
modo de aplicaciéon
alternancia de productos

Asi, por ejemplo, las moscas tsetse, aunque fueron controladas
durante muchos afios fumigando a gran escala con DDT (dicloro-difenil-
tricloroetano), nunca desarrollaron resistencia a este insecticida, debido al
pequefio nimero de huevos que producen. En contraposicion se sitdan los
mosquitos, que presentan las caracteristicas apropiadas para desarrollar
resistencia rapidamente, debido a su ciclo de vida corto con abundante
descendencia (Hemingway y Ranson, 2000).

2-1.2. Tipos de resistencia.

Las vias por las que los insectos se hacen resistentes a los
insecticidas se pueden dividir en cuatro niveles, atendiendo al modelo de
interaccion insecto-insecticida. Los insectos, a menudo, presentan mas de
uno de estos mecanismos simultaneamente, lo que se conoce como
resistencia multiple.

2-1.2.1. Resistencia por comportamiento.

Los insectos resistentes pueden detectar o reconocer el peligro y
eludir el contacto con el insecticida, bien evitando comer, bien escapando
del area donde se ha fumigado. Este mecanismo se ha descrito en mas de
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30 especies de insectos para diferentes clases de insecticidas, incluidos
organoclorados, organofosforados (OPs), carbamatos y piretroides (Sparks
et al., 1989), de modo que es un mecanismo ampliamente generalizado, si
bien ha sido poco estudiado por las dificultades que plantea su analisis en el
laboratorio.

2-1.2.2. Resistencia a la penetracion.

Una vez el insecto entra en contacto con el insecticida, los individuos
resistentes pueden absorber la toxina mas despacio que los sensibles. Esto
ocurre debido a que su cuticula o el epitelio del tracto digestivo han
desarrollado barreras contra los productos, lo cual les protege frente a un
amplio espectro de insecticidas. Normalmente puede presentarse junto con
otras formas de resistencia, intensificando los efectos de estas Ultimas. Este
tipo de resistencia se ha descrito para OPs en la mosca Musca domestica
(Forgash et al., 1962), en la psila del peral Psylla pyricola (van de Baan y
Croft, 1991) y en el gusano del tabaco Heliothis virescens (Kanga y Plapp,
1995); para carbamatos en la polilla oriental del melocotonero Grapholita
molesta (Kanga et al., 1998), y para piretroides en los gusanos del algodén
Helicoverpa armigera (Gunning et al., 1991) y del maiz Helicoverpa zea
(Abd-Elghafar y Knowles, 1996).

2-1.2.3. Resistencia metabdlica.

En el interior del insecto, aquellos resistentes pueden biotransformar
o destruir el toxico mas rapidamente que los insectos sensibles; éste es el
mecanismo mas comun. Tres son los principales sistemas enzimaticos
implicados, y que todos los insectos poseen para biotransformar aquellos
compuestos xenobiodticos presentes en el ambiente de forma natural: las
monooxigenasas dependientes de P450 (P450), las esterasas y las
glutatién-S-transferasas (GSTs). Los insectos emplean estos sistemas para
transformar la molécula insecticida, de manera que las poblaciones
resistentes pueden tener o mas cantidad o formas més eficaces de estas
enzimas. Puesto que estas familias de enzimas pueden contener multiples
isoformas, con una amplia especificidad de sustratos, la probabilidad de que
al menos uno de los miembros de la familia pueda metabolizar a uno 0 mas
insecticidas es elevada (Hemingway y Ranson, 2000). Este tipo de
resistencia puede, por tanto, ser especifica para un compuesto
determinado, o ser mas general y afectar a un amplio rango de compuestos
(IRAC, 2007).
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L La mayoria de los insecticidas que penetran en el organismo son
lipofilicos, una propiedad que les permite atravesar las membranas
lipidicas y ser transportados por lipoproteinas. Su metabolismo consta
de dos fases. En la fase I, un grupo polar reactivo es introducido en la
molécula, dando lugar a un sustrato apropiado para las enzimas de la
fase Il. En la fase Il tiene lugar la conjugacion de diversos sustratos,
como azlcares, aminodcidos, etc., que forman productos
hidrosolubles que ya pueden ser excretados (Dauterman y Hodgson,
1990).

FASE |. Las reacciones de la fase | incluyen monooxigenaciones,
oxidaciones citosélicas y mitocondriales, cooxidaciones en la reaccion
de sintesis de las prostaglandinas, reducciones, hidrélisis y
epoxidaciones por hidratacion.

» Las monooxigenaciones, conocidas también como oxidaciones
de funciéon mixta, son aquellas reacciones en las que un soélo
atomo de una molécula de oxigeno se incorpora al sustrato,
mientras que el otro se reduce a agua. El ciclo catalitico seria
como sigue (Fig. 2-1):

AOH AH MNADPH-citocromo P450
Fa¥+ reductasa (semiquinona)
NADPH-citocromo P450
AH) Fa3+
’l IFe o reductasa
-
Shunt _ -~ - @ [2Fe - 25) - proteina
(ROH) Fed* +====7"@ . (AH)Fe2* — o o)
¥ XOOH o, 82°° ?
XOH @\
(RH) Fe+ (Og)
(R} (Fa-OHp3+ a0,
(AH) Fed* (027) —e O3 -="0OH
“OgH
2e, 2H*
_‘_.i 3+
Ha0 +—=(RH} (Fe-0) NADPH-citocromo P450
a = reductosa
Ha0 [2Fa - 25] - proteina
2H* (RH] Fe* (027} citocromo b
kzn‘
HaQ2

Figura 2-1. Ciclo de reaccién de la citocromo P450
(Bernhardt, 1995).

Se requiere, por tanto, de un compuesto donante de electrones
externo para la activacion del oxigeno. En este sentido
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distinguimos las P450 microsomales de las mitocondriales. Las
P450 microsomales son proteinas unidas a membrana que
aceptan los electrones de una P450 NADPH-citocromo
reductasa. En la figura 2-2 se representa el modelo de
organizacion del sistema P450 microsomal.

NADP+

NADPH*H*

Figura 2-2. Modelo de organizacién del sistema
citocromo-P450 microsomal (Bernhardt, 1995).

Todas las P450 aisladas hasta la fecha que metabolizan
farmacos y xenobidticos pertenecen a esta clase de
monooxigenasas.

Las P450 catalizan reacciones tan diversas como
hidroxilaciones, N-, O-, y S- desalquilaciones, epoxidaciones,
desaminaciones, sulfoxidaciones, deshalogenaciones y
peroxidaciones, entre otras. Aparecen en las rutas biosintéticas
de ecdisteroides y hormona juvenil (HJ) (hormonas responsables
del crecimiento, desarrollo y reproduccion de los insectos),
también metabolizan insecticidas y otros muchos xenobi6ticos de
origen natural o sintético (Feyereisen, 1999). Son enzimas
ampliamente distribuidas, desde bacterias a mamiferos. Su gran
diversidad se debe a la existencia de mudltiples isoenzimas,
diferentes patrones de expresién y una amplia especificidad de
sustrato, lo cual es particularmente relevante en el caso de las
P450 de los insectos (Hemingway et al., 2004).

A pesar de la complejidad de este sistema enzimatico, se ha
establecido que muchos de los casos de resistencia metabdlica
de los insectos a insecticidas son, en esencia, el resultado de un
incremento en las actividades P450 (Agosin, 1985; Hodgson,
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1985; Brogdon et al., 1999; Hemingway y Ranson, 2000; Brooke
et al., 2001; Chareonviriyaphap et al., 2003).

Més all4d, se han descrito numerosos casos de poblaciones
resistentes en los que uno o varios genes que codifican a las
oxidasas P450 presentaban mayor cantidad de transcritos, lo que
sugiere que la sobreexpresion de uno o més genes P450 es un
fendbmeno comin en la resistencia metabdlica (Feyereisen,
2005). Asi, en los estudios realizados en Drosophila con distintas
poblaciones resistentes a DDT recogidas por todo el mundo, se
ha encontrado que s6lo uno de los 90 genes P450 de Drosophila
estaba sobretranscrito, y que esa sobretranscripcion era
suficiente para conferir la resistencia al insecticida (Daborn,
2002).

Las esterasas (subgrupo de las hidrolasas) que catalizan la
hidrélisis de los ésteres, conforman una gran familia de enzimas
de gran versatilidad y amplia especificidad de sustratos,
hidrolizando tanto sustratos endégenos como xenobidticos.

Los diferentes subtipos de esterasas se definen en base a los
tipos de enlaces éster que hidrolizan. Centrdndonos en las que
hidrolizan los ésteres de los acidos carboxilicos, y dejando de
lado las lipasas, distinguimos las acetilesterasas, las
arilesterasas, las carboxilesterasas y las colinesterasas
(Oakeshott et al., 2005).

El mecanismo de reaccion de las carboxilesterasas (CaE) se
resume en la figura 2-3.

La hidrélisis de los ésteres carboxilicos se produce via acilacién
reversible de un residuo serina situado en el centro activo de la
proteina. Esta acilacion provoca la salida del alcohol. El posterior
ataque nucleofilico del agua restituye la forma libre de la enzima
y el correspondiente acido carboxilico. Este es el caso de los
carbamatos y piretroides, cuyas estructuras quimicas se
corresponden con las de acidos carboxilicos y por tanto pueden
ser potencialmente hidrolizados por estas CaE. Para el caso de
los OPs, las fosfotriesterasas son las principales encargadas de
su metabolismo, ya que rompen el enlace entre el atomo de
fésforo y el grupo saliente (Sogorb y Vilanova, 2002).
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Figura 2-3. Mecanismo de reaccion de las carboxilesterasas
(Oakeshott et al., 2005).

Como en el caso de las P450, las CaE se reconocen como una
de las principales familias de enzimas implicadas en la
resistencia a OPs, carbamatos y piretroides (Hemingway Yy
Ranson, 2000) y a los insecticidas mas recientemente
introducidos, como reguladores del crecimiento de insectos
(IGRs), imidacloprid o toxinas de Bacillus thuringiensis (Bt)
(Oakeshott et al., 2005). Asi, se ha descrito su relacién con la
resistencia en muchas especies de insectos que constituyen
plaga, como por ejemplo el mosquito Anopheles gambiae (Vulule
et al., 1999), el gusano negro Spodoptera littoralis (Riskallah,
1983), la moscarda Lucilia cuprina (Campbell et al., 1998) o el
barrenador del grano Anisopteromalus calandrae (Claudianos et
al., 2002).

El caso mejor estudiado es el del afido Myzus persicae. La
sobreproduccion de una isoenzima CaE especifica, la E4, es
responsable del notable incremento de esta actividad en clones
resistentes a OPs (Devonshire, 1977). La resistencia se debe,
principalmente, a la fosforilacion o carbamilacion de la isoenzima
E4, impidiendo que el insecticida llegue a su diana (secuestro)
(Devonshire y Moores, 1982). La amplificacion del gen que
codifica la isoenzima E4 seria la responsable de Ila
sobreproduccion de estas isoformas. En esta linea, en los
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estudios llevados a cabo por Field y colaboradores en 1988 se
demuestra una correlacion positiva entre el grado de
amplificacion y los niveles de resistencia y de actividad E4. El
mismo fendmeno se ha observado en poblaciones resistentes del
mosquito Culex pipiens quinquefasciatus (Devonshire y Field,
1991; Feyereisen, 1995) y del saltamontes marron Nilaparvata
lugens (Vontas et al., 2000). Por otro lado, en la resistencia por
esterasas también parecen estar implicados cambios cualitativos,
esto es, en la funcién de la enzima. Es el caso de la resistencia
al malation de la moscarda L. cuprina, debida a la sustitucion de
un aminoacido (Trp*'-Leu) en la esterasa E3 (Campbell et al.,
1998), lo que provoca un incremento en su hidrélisis. La
sustitucion Gly™*’
en esta especie (Newcomb et al., 1997).

-Asp también confiere resistencia a otros OPs

FASE II. Las reacciones de la fase Il implican la conjugacién de
compuestos endogenos, de xenobidticos o de metabolitos de la Fase
I, con intermedios enddégenos. De los tres tipos de reacciones de
conjugacion que se dan en la célula, nos centraremos en las de tipo
Ill, catalizadas por la familia de enzimas glutation S-transferasas:

Metabolito  + glutation reducido ——— glutatién conjugado
(grupo electrdfilo)

> El sistema de las GSTs constituye, en insectos, una gran familia
de enzimas multifuncionales, presentes en el transporte
intracelular de compuestos hidréfobos, en la biosintesis de
hormonas, en la proteccién contra el estrés oxidativo y en la
desintoxicacion de compuestos tanto enddgenos como
xenobidticos, entre los que se incluyen los insecticidas, actuando
bien directamente sobre el compuesto o bien sobre los
metabolitos resultantes de las oxidaciones de las P450.

Se distinguen dos grupos de GSTs atendiendo a su localizacion
en la célula: citosoélicas y microsomales. La amplia mayoria de
las GSTs son citosolicas. Las GSTs microsomales son proteinas
unidas a membrana y, aunque en estructura y origen son muy
diferentes a las citosodlicas, catalizan reacciones similares. Sin
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embargo, hasta la fecha no se han implicado en el metabolismo
de los insecticidas (Enayati et al., 2005).

Las GSTs citosdlicas, a las que nos referiremos a partir de ahora,
catalizan la conjugacién del grupo tiol del tripéptido glutation
(GSH) con una gran variedad de moléculas organicas hidréfobas
gue poseen grupos electréfilos. Los conjugados, generalmente
menos toxicos, son excretados de las células (Enayati et al.,
2005).

Se ha asociado un incremento en la actividad GST con la
resistencia a las principales clases de insecticidas (Ranson y
Hemingway, 2005). Es el caso de M. domestica (Clark y
Shamaan, 1984) y los mosquitos Aedes aegypti y A. gambiae
(Grant y Matsumura, 1988, Prapanthadara et al., 1995) con el
DDT, o Plutella xylostella (Chiang y Sun, 1993), Anopheles
(Hemingway et al., 1991) y M. domestica (Oppenorth et al., 1979)
con los OPs. Por otro lado, si bien no parece que estén
directamente implicadas en el metabolismo de los piretroides, si
podrian jugar un papel importante en la resistencia a esta clase
de insecticidas, al metabolizar los productos resultantes de la
peroxidacion inducida por ellos (Vontas et al., 2001). Ademas, las
GSTs pueden proteger a los insectos de la accion téxica de los
piretroides mediante el secuestro del insecticida (Kostaropoulos
et al., 2001).

En muchos casos no han sido identificadas las enzimas
individuales implicadas en la resistencia, sino que ésta se ha
relacionado con un incremento en la actividad enzimatica,
empleando sustratos modelo en poblaciones de insectos
resistentes y comparando con una poblacion sensible. En los
casos que se han estudiado con mayor detalle, la resistencia se
atribuye a un incremento en la cantidad de una o mas GSTs més
gue a cambios cualitativos en enzimas individuales. El
incremento en la cantidad podria ser el resultado de una
amplificacion del gen o, mas cominmente, de un aumento en la
velocidad de transcripcion (Enayati et al., 2005).
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2-1.2.4. Resistencia por modificacion de la diana.

Por dltimo, el sitio al que la toxina se une puede estar modificado
genéticamente, reduciendo asi los efectos del insecticida. Este tipo de
resistencia es el segundo mas comun, una forma de resistencia causada
por un cambio en la estructura de la diana o en el nimero de sitios de unién
del insecticida. Algunos fracasos en el control con DDT, OPs, carbamatos y
piretroides son debidos a este tipo de resistencia. Es el mecanismo mas
problemético, pues puede provocar la extension de la resistencia a una
clase entera de insecticidas (resistencia cruzada). Asi, hay gran cantidad de
casos citados en la literatura donde parece existir resistencia a la paralisis
(kdr) debida a la resistencia cruzada entre el DDT vy los piretroides, que
acttan en el mismo lugar del canal de sodio. El mismo fenémeno se ha
observado entre OPs y carbamatos, cuando la resistencia se debe a una
modificacion de la acetilcolinesterasa (AChE) (Hemingway y Ranson, 2000).
En este sentido, el IRAC (Insecticide Resistance Action Comittee) ha
desarrollado una clasificacion definitiva de los insecticidas basada en su
modo de accién (MoA). Esta se basa en el hecho de que, en la mayoria de
los casos, la resistencia a un insecticida no se limita sélo a ese compuesto
sino que a menudo aparece resistencia cruzada a otros compuestos
guimicamente relacionados. Ello es debido, generalmente, a que los
compuestos de un determinado grupo quimico comparten la diana en el
insecto, y por tanto comparten un mismo modo de accién (IRAC, 2007).

N\,

£t )
» La mayoria de insecticidas comparten el inicio y/o la transmision
del impulso nervioso como diana de su accion toxica. Muchas de
estas dianas son importantes receptores 0 enzimas cuya alteracion
produce una rapida paralisis y la muerte del insecto.

Tres son las principales dianas identificadas: los canales de sodio
dependientes de voltaje, las AChEs y los canales dependientes de
ligando.

> Los canales de sodio dependientes de voltaje de las membranas
neuronales son la principal diana del DDT y de los piretroides
(Miller, 1988). La resistencia a piretroides estd basada en la
presencia de una mutacion en el gen “para” del canal de sodio, lo
que produce insensibilidad del sitio de anclaje del insecticida en
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dicho canal, y que se conoce como resistencia a la pardlisis
(resistencia knockdown o kdr). Fue caracterizada por primera vez
en la mosca M. domestica (Farnham, 1977). Los estudios
genéticos llevados a cabo por Williamson y colaboradores en
1993 demostraron una conexién entre el fenotipo kdr y y el gen
“para” de la mosca. En insectos tales como H. virescens
(Nicholson y Millar, 1985; Taylor et al., 1993), Anopheles
stephensi (Omer et al., 1980), Culex tritaeniorhynchus (Umeda et
al., 1990) o S. littoralis (Gammon, 1980), también se ha
relacionado una mutacion en este punto con la resistencia a
piretroides (kdr). Lo que sucede normalmente es que aparecen
alteraciones en el dominio Il de la regién S4-S6 de la proteina
canal, habiéndose localizado sélo 5 mutaciones diferentes entre
las distintas especies de insectos. Al secuenciar los genes
homologos de los canales de sodio de M. domestica (Miyazaki et
al., 1996, Williamson et al.,1996), B. germanica (Miyazaki et
al.,1996) y Haematobia irritans (Guerrero et al.,1997) se
comprobd que la resistencia kdr era debida a las mutaciones
puntuales L1014F y M918T en el dominio Il del canal de sodio.
También se encontrd la mutacion L1029H en el sitio homdlogo
de la mutacion kdr en poblaciones de H. virescens resistentes a
piretroides (Park y Taylor, 1997). Las mutaciones D1561V y
E1565G en el conector de los dominios Il y IV del canal de sodio
estéan también asociadas con este tipo de resistencia tanto en H.
virescens como en H. armigera (Head et al., 1998).

La acetilcolinesterasa es la diana de OPs y carbamatos. Hidroliza
al neurotransmisor acetilcolina tras su uniéon a la membrana
postsinaptica, siendo la forma molecular predominante en
insectos un dimero globular amfifilico unido a membrana
mediante un anclaje glucolipidico.

Las modificaciones de las AChE en poblaciones de insectos
resistentes a carbamatos y a OPs tienen como resultado una
menor sensibilidad de la enzima a la inhibicion producida por la
accion toxica de estos insecticidas (Ayad y Georghiou, 1975;
Hemingway y Georghiou, 1983; Hemingway y Ranson, 2000).
Se ha descrito resistencia a OPs y/o carbamatos por
modificacion de la diana en la mayoria de 6rdenes de insectos
plaga, predominantemente en hemipteros y en dipteros, y en
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menor medida en lepidopteros (Oakeshott et al., 2005). El
estudio de diferentes poblaciones resistentes de Drosophila
mostré que la existencia de diversas sustituciones en algunos
aminoacidos tenia como resultado el incremento en los niveles
de insensibilidad de la enzima (Fournier et al., 1989). El andlisis
de distintas poblaciones resistentes de C. pipiens mostré que
todas ellas eran portadoras de la misma sustitucion en el centro
activo de la enzima (Gly''®- Ser) (Weill et al., 2003). En la
actualidad se conocen al menos 20 mutaciones distintas en la
acetilcolinesterasa que han sido asociadas con la resistencia en
diferentes especies de artrépodos (Menozzi et al., 2004).

> El receptor GABA (&cido »amino butirico) es el lugar de accion
de los ciclodienos y los fenilpirazoles (como el fipronil),
insecticidas de reciente introduccion. Se trata de un canal de
cloro  heteromultimérico, un canal inhibidor de la
neurotransmision ampliamente distribuido en el sistema nervioso
central de los insectos (Sattelle, 1990). El hecho de que se haya
comprobado que insectos resistentes a ciclodienos lo sean
también a la picrotoxina y a los fenilpirazoles, y que el efecto de
la ivermectina sobre neuronas en cultivo pueda ser suprimido
con un tratamiento previo con picrotoxina, sugiere que estos
insecticidas ejercen su efecto al interaccionar con el ion6foro de
cloro asociado al receptor GABA del insecto (Kadous et al., 1983;
Bloomquist, 1994; Hemingway y Ranson, 2000). La sustitucién
de una alanina, en la posicion 302, por una serina o glicina en el
dominio de revestimiento del canal del receptor GABA confiere
resistencia a ciclodienos como el dieldrin (ffrench-Constant et al.,
1993). Esta misma sustitucion se ha descrito también en otras
especies de insectos (ffrench-Constant, 1994).

2-2. Blattella germanicayy la resistencia a los insecticidas

2-2.1. Blattella germanica como plaga.

A pesar de que de las 4.000 especies de cucarachas existentes en el
planeta apenas sélo 10 se citan en la lista de plagas de la OMS, en el
mundo occidental las cucarachas conforman un grupo con el que, en
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importancia econémica y efectos sobre la salud, so6lo compiten los
mosquitos, no teniendo rival como plaga urbana.

Una de las especies de cucaracha mas usual en las viviendas es
Blattella germanica (L.) (Dictyoptera: Blattellidae), cominmente conocida
como la cucaracha rubia, alemana o del café. Vive en zonas con humedad
alta, comida abundante y temperaturas elevadas. Cuando la densidad de la
poblacién es importante no transcurre mas de una semana sin invadir otros
lugares a través de las cafierias e, incluso, trepando por las paredes.
También es comun que se trasladen en cajas, bolsas y envases de distintas
mercancias. Son animales de habitos nocturnos, aunque podemos verlas
durante el dia si el nimero de animales es muy elevado o si necesitan
alimento.

Las cucarachas son insectos que pertenecen al grupo Dictyoptera. De
acuerdo con la clasificacién de Cornwell (1968) su ubicacion es la siguiente:

e Clase Insecta

e Orden Dictyoptera

e Suborden Blattaria

e Superfamilia Blaberoidea

e Familia Blattellidae

e Género Blattella

e Especie Blattella germanica

El desarrollo de B. germanica es del tipo hemimetabolo o de
metamorfosis incompleta, durante el cual se diferencian tres estados:
huevo, ninfa y adulto. Este desarrollo se puede completar en 100 dias, en
condiciones ambientales favorables. B. germanica es una de las especies
de cucarachas que producen mas cantidad de huevos (20.000
descendientes/hembra/afio, incluida la 22 generacién). Los huevos son
depositados en grupos en una estructura protectora denominada ooteca
(generalmente 30-40 huevos por ooteca) (Ross y Mullins, 1995), cuya
longitud varia entre 7 y 9 mm, y que es acarreada por la hembra hasta el
momento de la eclosion, cuando es depositada en lugares apropiados
(Cochran, 1999).
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Las ninfas pasan por 6 estadios, todos semejantes a los adultos,
salvo por el hecho de que carecen de alas y de aparato reproductor
desarrollado (Ross y Mullins, 1995). El adulto de B. germanica es uno de los
mas pequefios entre las cucarachas domésticas, midiendo de 10 a 15 mm
de largo. El color de los adultos es marrén-amarillento en el caso de machos
y ligeramente mas oscuro en hembras. Los adultos y las ninfas tienen en el
térax dorsal dos bandas paralelas longitudinales negras separadas por una
zona mas clara. En estudios de campo se han descrito de 4 a 6
generaciones por afio (Cochran, 1999).

2-2.2. El control quimico y laresistencia a los insecticidas.

En los ultimos 60 afios los insecticidas han resultado ser el Unico
método de control efectivo de esta especie, a pesar de que la resistencia se
ha convertido en la principal causa de los fracasos en su contencién
(Siegfried y Scott, 1992). En la tabla 2-1 (Cochran, 1999) se resumen los
principales insecticidas empleados en el control de Blattella.

El problema de la resistencia surge en los inicios de la década de los
50 a partir del empleo de los insecticidas clorados como método de control
en Blattella. Tras los primeros casos de fracaso en su contencién, se
detectan poblaciones de campo resistentes. En 1953 se localiza el primer
caso de resistencia al ciclodieno clordano en B. germanica, en Corpus
Christi, Texas, USA (Keller et al, 1956a), resistencia que se extiende
rapidamente y obliga a la retirada de este producto. Se emplean a partir de
entonces (mediados de los afios 50) los insecticidas OPs. Sin embargo, no
pasan muchos afios hasta que aparecen casos de resistencia a estos
insecticidas en poblaciones de campo (Bennett y Spinks, 1968), resistencia
gue también se observa con las piretrinas, ampliamente utilizadas durante
muchos afios en el control de la cucaracha (Keller et al, 1956b; Cochran,
1973), y con los piretroides introducidos en los 80 como alternativa a los
OPs (Scott y Matsumura, 1981, 1983). Asi, y después de tantos afios de
empleo de estos compuestos, esta especie ha desarrollado resistencia a
casi todas las clases de insecticidas en todos los continentes: a OPs (Milio
et al., 1987; Schal, 1988; Cochran, 1989; Scott et al., 1990; Siegfried et al.,
1990; Rust y Reierson, 1991; Prabhakaran y Kamble, 1993a; Hemingway et
al., 1993a), a carbamatos (Cochran, 1989; Siegfried y Scott, 1991;
Hemingway et al., 1993a; Prabhakaran y Kamble, 1993a) y a piretroides
(Vagn-Jensen, 1987; Umeda et al., 1988; Cochran, 1989; Robinson y Zhai,
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1990; Atkinson et al., 1991; Chapman et al., 1993; Hemingway et al., 1993b;
Ladonni, 1997; Valles, 1998, 1999; Huang et al., 1999; Lin et al., 2000).
Incluso para el fipronil, introducido a finales de los 90 en Norte América y en
espera de su introduccion en Europa, ya se han descrito casos de
resistencia (Holbrook et al., 2003; Kristensen et al., 2005), probablemente

debido a la resistencia cruzada con los ciclodienos.

Tabla 2-1. Insecticidas cominmente empleados en el control de B. germanica.

Clase quimica

Organoclorados

Organofosforados

Carbamatos

Piretroides

Amidinohidrazona

Macrociclico lactona
glicosido

Fenilpirazoles

Benzonil fenil urea (IGR)

Varios (IGR)

Inorgénicos

Insecticidas
Clordano, lindano, grupo dieldrin

Acefato, clorpirifos, diazinén,
fenitrotion, malatién, pirimifos,
metil propetamfos

Bendiocard, dioxacarb, propoxur

Aletrina, ciflutrina, cipermetrina,
deltametrina, fenvalerato,
permetrina, fenotrina, piretrinas

Hidrametilnona

Avermectina

Fipronil

Flufenoxurén

Fenoxicarb, hidropreno,
piriproxifén

Acido bérico

Modo de accién

Sistema nervioso (sinapsis
colinérgica)

Sistema nervioso (inhibe la
AChE)

Sistema nervioso (inhibe la
AChE)

Sistema nervioso (altera el
canal de sodio dependiente de
voltaje)

Sistema respiratorio celular
(inhibe el transporte de
electrones)

Sistema nervioso (altera el
canal de cloro)

Sistema nervioso (altera los
canales de cloro asociados a
GABA)

Sistema metabdlico (inhibe la
sintesis de quitina)

Sistema metabdlico (alterador
de la funciéon hormonal)

Tejido (alterador celular)

En la actualidad, los métodos de lucha se centran en el control
integrado con cebos, polvos y el empleo de trampas con IGRs y feromonas
(http://www.roachcontrol.com/german.htm, 2007). El tratamiento sélo con
trampas se ha revelado Gtil Gnicamente en aquellos casos en los que los
niveles de infestacion son bajos. La mayoria de insecticidas que se
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encuentran a disposicion del gran publico son aerosoles, geles y trampas
que contienen ingredientes activos de la familia de los piretroides.

2-2.3. Mecanismos relacionados con la resistencia a insecticidas

y Blattella germanica.

Los estudios encaminados a dilucidar los mecanismos implicados en

la resistencia muestran que, en esta especie, parecen estar implicados
mecanismos tales como:

>

la disminuciéon en la penetracion a través de la cuticula
(Anspaugh et al., 1994; Wu et al., 1998; Valles et al., 2000).

la disminucién en la sensibilidad de la diana, tanto kdr como Rdl
(resistencia al dieldrin). En 1981, Scott y Matsumura demostraron por
primera vez la implicaciéon de la resistencia kdr en la resistencia al
DDT y en la resistencia cruzada a piretroides en una poblacion de B.
germanica (VIPDLS) seleccionada con DDT en Estados Unidos. Mas
tarde se afiadirian nuevos casos (Cochran, 1989; Hemingway et al.,
1993b; Dong y Scott, 1994). La identificacion de este tipo de
resistencia en poblaciones de B. germanica de Estados Unidos (Scott
y Matsumura, 1983; Scott et al., 1990; Atkinson et al., 1991) y Jap6n
(Umeda et al., 1988) sugiere que se trata de un problema a nivel
mundial. Profundizando en las bases moleculares de este tipo de
resistencia, en el estudio llevado a cabo por Dong y Scott (1994) no
se encontraron diferencias en la afinidad de la unién o en el nimero
de sitios de union del insecticida al canal de sodio dependiente de
voltaje entre las poblaciones resistente y sensible, lo que sugiere que
los canales de sodio de las cucarachas kdr resistentes son
cualitativamente diferentes a los de la poblacion sensible. Mas auln,
se ha demostrado que la modificacion de estos canales esta asociada
con dicha resistencia. Los resultados obtenidos por Dong (1997)
sugieren que el cambio en un Gnico aminoacido (Leu® por Fe*®) es
el responsable de la resistencia kdr en esta especie. Por otro lado, en
un estudio llevado a cabo en Dinamarca, se establecid que las
poblaciones estudiadas eran portadoras de la mutacion A302S
asociada a la Rdl (Hansen et al., 2005). También se ha descrito la
insensibilidad de la diana debida a una acetilcolinesterasa modificada
en una poblacion de B. germanica de Dubai (Hemingway et al.,
1993a).
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» el incremento en la actividad metabdlica, ya sea mediada por

enzimas hidroliticas (Scott et al., 1990; Siegfried et al., 1990; Siegfried
y Scott, 1991; Atkinson et al., 1991, 1993; Prabhakaran y Kamble,
1993a, 1995; Hemingway et al., 1993a, b) o por enzimas oxidativas
(Cochran, 1987a; Scott et al., 1990; Siegfried et al., 1990; Siegfried y
Scott, 1991; Atkinson et al., 1991; Hemingway et al., 1993a,b; Scaott,
1999, Ladonni, 2000). Hasta finales de los 80 todos los esfuerzos se
habian centrado en el seguimiento de la resistencia en poblaciones
de campo, pero la informacién disponible respecto de los
mecanismos subyacentes a dicha resistencia era limitada. Es a partir
de este momento cuando empiezan a realizarse estudios cuyo
objetivo era dilucidar la naturaleza de los mecanismos implicados en
la resistencia. En un primer momento se recurrié al uso de sinergistas
tales como el PBO (butéxido de piperonilo, inhibidor de P450) o el
DEF (isobutil tritioato, inhibidor de esterasas). Asi, Cochran (1987b)
redujo drasticamente los factores de resistencia en poblaciones de B.
germanica resistentes a bendiocarb y piretrinas al utilizar PBO, lo que
hizo suponer la implicacion del sistema de las monooxigenasas en
dicha resistencia. Empleando PBO y DEF, Scott y colaboradores
(1990) consiguieron eliminar parcialmente la resistencia al bendiocarb
en las poblaciones Kenly y Rutgers y sugirieron la implicacion de las
oxidasas y de las hidrolasas en dicha resistencia. Del mismo modo,
Atkinson y colaboradores (1991) consiguieron eliminar también
parcialmente la resistencia a la permetrina y cipermetrina en la
poblacion Green (altamente resistente a piretroides), sugiriéndose, de
nuevo, la implicacién de oxidasas e hidrolasas en dicho proceso. Con
la ayuda de las técnicas bioquimicas, se profundiz6 en el
conocimiento de los mecanismos implicados en la resistencia en esta
especie. Asi, la medida de las actividades oxidasa, esterasa y GST
frente a diversos sustratos universales, corrobord los resultados
obtenidos previamente con los ensayos en los que se utilizaron los
sinergistas. En los estudios llevados a cabo con las poblaciones
Baygon-R y Dursban-R (resistentes a varios insecticidas OPs y
carbamatos, demostrandose la implicacion tanto de oxidasas como
de esterasas), un analisis comparativo mostré que las isoenzimas E5,
E6, E7 y E8 eran las responsables del incremento en la actividad
hidrolitica frente al a-naftil acetato (Prabhakaran y Kamble, 1993b), y
mas concretamente, un incremento en la produccién de la isoenzima

28



Revision Bibliografica

E6 (Prabhakaran y Kamble, 1995). Esta isoenzima se ha asociado
también con la resistencia a OPs y carbamatos en otras dos
poblaciones de B. germanica (Prabhakaran y Kamble, 1996).

Aunque la resistencia puede ser debida a un Gnico mecanismo o gen,
numerosos estudios han confirmado la presencia de resistencia multiple en
poblaciones de campo de B. germanica (Dong et al., 1998; Scharf et al,
1998a,b,1999; Wu et al., 1998; Valles y Strong, 2001; Tan et al., 2002).
Como ejemplos podemos citar la poblacion Marietta, recogida en 1992 en
una cafeteria en Marietta (USA) y que presentaba una amplia resistencia
cruzada, asi como multiples mecanismos implicados en la misma. La
poblacion resulté ser resistente a piretroides, OPs y carbamatos, y en dicha
resistencia parecian estar implicados a la vez, un incremento en los
metabolismos oxidativo e hidrolitico (Valles y Yu, 1996), asi como
insensibilidad de la diana (kdr) (Dong et al., 1998). La poblacién Munsyana
(MA), recogida en 1994 de un establecimiento publico, también en Estados
Unidos, presentaba factores de resistencia de 80x respecto del piretroide
cipermetrina y de 5x en el caso del OP clorpirifos. Aqui se identificaron un
incremento en la cantidad y actividades esterasa, P450 y GSTs (Scharf et
al., 1997; Wu et al., 1998), asi como elevados metabolismos oxidativo e
hidrolitico del **C-fenvalerato (Wu et al., 1998). Se observé, ademas, un
menor impacto de la pardlisis producida por los piretroides, asi como la
presencia de la mutacion responsable de la resistencia kdr (Dong et al.,
1998). Estudios posteriores demostraron la sobre-expresion de una
citocromo P450, responsable de la resistencia en esta poblacion (Scharf et
al., 1998a). Estos son s6lo dos ejemplos de las numerosas poblaciones de
esta cucaracha descritas en la literatura, que presentan mdltiples
mecanismos de resistencia.
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2-3. Frankliniella occidentalis y la resistencia a los
insecticidas

2-3.1. Frankliniella occidentalis.

El trips de las flores, Frankliniella occidentalis, pertenece al grupo
Tisanoptera. De acuerdo con la clasificacion de Kirk (1996) su ubicacién es
la siguiente.

e Clase Insecta

e Orden Tisanoptera

e Suborden Terebrantia

e Familia Thripidae .
e Género Frankliniella s

e Especie Frankliniella occidentalis

Se trata de un insecto de tamafio pequefio y cuerpo alargado y
cilindrico. Los machos se diferencian de las hembras por su menor tamafio
y por ser de tonalidad méas palida. Su tipo de reproduccién es por via sexual
0 por partenogénesis de tipo arrenotoquia, en la que los huevos no
fecundados dan lugar a machos, mientras que los fecundados dan lugar a
hembras. La proporcion de hembras en la descendencia puede variar en
gran medida desde una proporcion mas o menos equilibrada a una
proporcion de 7 a 1. Las hembras de F. occidentalis depositan los huevos
dentro del tejido parenquiméatico de las hojas, flores y frutos, con la ayuda
de su ovipositor en forma de sierra. El nUmero de huevos que puede poner
una hembra puede variar segun la planta huésped y la temperatura.

Comprenden dos estadios larvarios (1 y 1) y dos pupales quiescentes.
Las larvas son de morfologia similar a los adultos pero se diferencian en
gue no poseen alas, las antenas son mas cortas y su tonalidad mas clara.
Las larvas | acabadas de emerger son de color blanco y se muestran
activas inmediatamente después de la muda. Desde el momento en que
empiezan a alimentarse adquieren una coloracion amarillenta. Las larvas Il
son mas grandes, mas activas y de un color amarillo mas intenso. Al final de
este estadio las larvas salen de las flores y hojas de la planta y se dirigen al
suelo donde mudan a prepupas. Estas son de color blanquecino, con las
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antenas cortas, presentan los rudimentos alares y son inmdviles. Las pupas,
que también son inmdviles y no se alimentan, tienen los rudimentos alares
mas desarrollados y las antenas también mas grandes y replegadas sobre
el dorso. Después de la muda imaginal los adultos son de tonalidad clara y
se oscurecen gradualmente. La duracién del periodo preimaginal depende
de las condiciones ambientales, especialmente la temperatura y la dieta
(Riudavets, 1995).

2-3.2. Frankliniella occidentalis en Espafia.

El trips de las flores (WFT), Frankliniella occidentalis (Pergande), es
una de las principales plagas de los cultivos horticolas en el sudeste
espafiol. Actualmente ésta es la regidn mas importante de Europa en
cultivos vegetales bajo invernadero (Hernandez et al.,1999). Los cultivos
horticolas en la provincia de Almeria, igual que en ciertas zonas de Murcia,
Granada y Las Islas Canarias, forman una enorme y densa extension de
invernaderos, practicamente ininterrumpido por otros tipos de vegetacion
(van der Blom, 2005).

F. occidentalis fue introducido en Espafia en 1986, procedente de
Holanda (donde aparece por primera vez en Europa en 1983), a través de
distintos materiales vegetales y de invernadero (Lacasa, 1990). Cuando se
introdujeron por primera vez no existian productos quimicos en el mercado
eficaces contra esta plaga, y en los primeros afios la poblacion se expandié
rapidamente, hecho que caus6 problemas muy graves y dejé las plantas
totalmente secas (Infoagro, 2007).

La importancia de los trips como plaga no se debe tanto al dafio
directo que producen al alimentarse de la planta, como a la pérdida del valor
comercial derivada de la aparicion de manchas oscuras producidas por el
virus del bronceado del tomate (TSWV), del que actian como vectores de
transmision. Como consecuencia de ello, esta plaga ocasiona dafos
considerables y grandes pérdidas en la produccion de las cosechas,
afectando también a la calidad de los productos y su comercializacion
(Espinosa et al., 2002c).

Los resultados de las encuestas llevadas a cabo por el Comité de
Accion de Resistencia a Insecticidas (IRAC-Espafia) en el periodo 2002-
2004 (Collar, 2005), demuestran que, en este periodo, F. occidentalis es la
especie de trips donde se ha publicado el mayor nimero de fracasos en su
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control. Durante los Ultimos afios, la importancia de los trips ha aumentado
considerablemente en la agricultura espafiola, obligando a modificar los
programas de lucha contra las plagas en muchos de nuestros cultivos. En
este sentido la Conselleria de Agricultura, Pesca y Alimentacion de la
Generalitat Valenciana public6 en el DOGV la orden por la que se
establecen medidas fitosanitarias obligatorias para controlar la presencia de
insectos vectores de virus en cultivos horticolas (DOGV n° 4942, 2005).

Todo lo anteriormente expuesto implica que el nivel de tolerancia de
la plaga sea muy bajo (Forcioli et al., 2002), lo que unido a la capacidad de
este insecto para multiplicarse rapidamente bajo condiciones favorables,
junto con su habilidad de adaptacién, su comportamiento alimenticio
polifago, su haplodiploidia, su ciclo de vida corto y su elevada fecundidad
(hasta 300 huevos por hembra), hace que se requieran reiteradas
intervenciones quimicas a lo largo de un ciclo de cultivo. Ademas, su forma
de vida (protegidos de la exposicion directa al insecticida durante
practicamente todo el ciclo) dificulta su control quimico y favorece un rapido
desarrollo de resistencias.

2-3.3. Laresistencia en el trips de las flores.

En la lucha contra el trips de las flores se han empleado tanto
insecticidas de amplio espectro como productos mas especificos. En este
ultimo caso son 3 o0 4 las materias activas utilizadas de forma extensiva y
reiterada, lo que, con el paso del tiempo, ha dado lugar a la pérdida de
eficacia de los productos asociada a la aparicién de poblaciones resistentes.

El primer caso de fallo en el control de poblaciones de F. occidentalis
se describe en 1961 (Race, 1961), en Estados Unidos, tras la utilizacion del
ciclodieno toxafeno, aunque no es hasta 1989 cuando se demuestra la
implicacion de la resistencia en los fracasos en el control de F. occidentalis
(Robb, 1989). Actualmente ésta ya ha sido descrita para las cuatro clases
principales de insecticidas: organoclorados, OPs, carbamatos y piretroides
(Immaraju et al., 1992; Brodsgaard, 1994; Robb et al., 1995; Zhao et al.,
1995; Gunning et al., 1996; Broadbent y Pree, 1997; Harold y Ottea, 1997;
Kontsedalov et al., 1998; Zhu y Gao, 1998; Jensen, 2000; Herron y Gullick,
2001; Espinosa et al., 2002a,b). El transporte internacional de plantas
contribuye a la distribucion de insectos portadores de genes resistentes, lo
gue podria explicar la rapida extension de la resistencia en esta especie
(Forcioli et al., 2002).
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Aungue son escasos los estudios sobre los mecanismos implicados
en la resistencia en esta especie, se ha comprobado que niveles crecientes
de actividad esterasa estan relacionados con la expresion de la resistencia
(Jensen, 1998, 2000). También las P450 parecen estar implicadas en los
fendmenos de resistencia en esta especie (Espinosa et al., 2005).
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Procedimientos y Técnicas Experimentales

na deteccion fiable constituye un elemento clave en el control de la

resistencia en insectos. Demostrar que existe resistencia, como

fenébmeno genético que es, supone poner de manifiesto los
fenotipos resistente y sensible.

Existen numerosas estrategias que se pueden emplear para detectar
insectos resistentes. Histéricamente se han empleado los bioensayos
convencionales como primera herramienta diagnéstica. El bioensayo
permite evaluar la sensibilidad de una determinada poblacién de insectos a
un insecticida. Cuando éste entra en contacto con el insecto debe penetrar
la cuticula y atravesar los tejidos hasta llegar a su diana, pudiendo ser
metabolizado a lo largo del recorrido. En individuos sensibles esto sucede
en un tiempo dado; todo aquello que suponga una interferencia o retraso en
este proceso puede ser considerado resistencia (Brogdon y McAllister,
1998). Los métodos dosis diagnéstico y analisis probit-log son los mas
comunmente empleados para la deteccion y seguimiento de la resistencia,
incluso en sus estadios iniciales. Sin embargo, estos métodos no permiten
dilucidar la naturaleza de los mecanismos subyacentes a dicha resistencia
(ffrench-Constant y Roush, 1990).

Una de las formas mas rapidas y sencillas de obtener informacién
preliminar sobre los posibles mecanismos implicados en la resistencia es el
empleo de compuestos sinergistas. Empleando un sinergista, al comparar
una poblacién sensible con una resistente, es posible comprobar qué
mecanismo (el inhibido por el sinergista) esta implicado en la resistencia
(Scott, 1990).

Avanzando en este sentido, se sitlan las técnicas bioquimicas y
moleculares ampliamente usadas en la actualidad. Mediante ellas, las
poblaciones resistentes pueden ser caracterizadas por la presencia de un
mecanismo de defensa, que en las poblaciones sensibles estara ausente o
expresado a muy bajos niveles. Asi, el uso de determinados sustratos
modelo ha permitido relacionar incrementos en los niveles de algunas de las
actividades enzimaticas implicadas en la biotransformacion de los
insecticidas con la resistencia (Sawicki et al., 1980; Pasteur y Georghiou,
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1981; Devonshire y Moores, 1982; Brogdon y Dickinson, 1983; Byrne y
Devonshire, 1991; Rose et al., 1995; Guerrero et al., 1999). Estos ensayos
in vitro aportan evidencias indirectas, puesto que, a ciencia cierta, no
sabemos cuéles son realmente las enzimas implicadas en el metabolismo
de los sustratos modelo, y si coinciden con las implicadas en la resistencia.
Sin embargo, estas pruebas son Utiles desde el momento en el que se
aprecien diferencias entre las distintas poblaciones (resistente y sensible), v,
ademas, permiten el andlisis individual de los insectos (Devonshire, 1989).
Por ello nos centraremos en ellas a partir de ahora.

La diferencia en la actividad enzimatica entre una poblacién resistente
y una sensible puede hacerse maxima si se optimizan las condiciones de
ensayo de aquellas implicadas en la resistencia (Zhou et al., 2003). Con
este fin, en la presente Tesis se llevaron a cabo toda una serie de
experimentos para adaptar y optimizar los ensayos propuestos en la
bibliografia para la medida de las actividades enziméticas, a las
caracteristicas bioquimicas de las dos especies objeto de nuestro estudio,
Blattella germanica y Frankliniella occidentalis. Estos experimentos
constituyen pues la primera fase del trabajo, conducente a identificar los
mecanismos implicados en la resistencia a insecticidas en poblaciones de
estas dos especies de insectos, y la base para evaluar el potencial de estas
actividades como posibles herramientas de diagnéstico. Junto con los
bioensayos tradicionales, podrian proporcionar informacion sobre la
dinamica y evolucién de la resistencia en poblaciones de campo,
conocimientos basicos a la hora de disefiar estrategias racionales para el
control de plagas.

3-1. Ensayos originales: condiciones de reaccion

Para medir la actividad de una enzima es necesario un procedimiento
analitico sencillo que determine la desaparicion del sustrato o la aparicién
de los productos de la reaccion (Cox y Nelson, 2005). Para ello es preciso
distinguir al final de la reaccion los sustratos del/de los productos formados.
Esto hace necesario que o bien el sustrato o bien el producto tengan alguna
caracteristica facilmente cuantificable y proporcional a su concentracion.
Generalmente los sustratos naturales no tienen propiedades espectrales
significativas y por ello se emplean sustratos artificiales (productos
modificados quimicamente para producir una sustancia con una propiedad
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espectral particular). De este modo distinguimos dos tipos de técnicas: los
métodos continuos en los que se hace un seguimiento directo de la
reaccion, y los métodos de punto final, donde la enzima es incubada con el
sustrato durante un periodo de tiempo determinado, y a continuacion la
reaccion se detiene, para luego medir el producto formado (cinética de
punto final).

Uno de los mayores obstaculos en la identificacién y caracterizaciéon
bioquimica de las actividades enzimaticas implicadas en la resistencia es la
eleccion del sustrato para medir dicha actividad en presencia de las
multiples isoenzimas que conforman estas familias. Existen gran cantidad
de estudios donde se describe la medida de las actividades enzimaticas
empleando sustratos colorimétricos como el p-nitrofenil acetato (p-NPA) o el
a-naftil acetato (a-NA) en el caso de las esterasas, o el CDNB (1-cloro-2,4-
dinitrobenceno) y el DCNB (1,2-dicloro-4-nitrobenceno) en el de las GSTs.
Estos sustratos son adecuados en cuanto que tienen un bajo costo,
requieren equipos relativamente accesibles para su cuantificacion (ensayos
colorimétricos), y sus propiedades fisicas y quimicas los hacen facilmente
solubles. El uso de sustratos o productos fluorescentes (7-etoxirresorrufina,
0 7-metoxirresorrufina por ejemplo) permite hacer medidas cinéticas mas
sensibles de las reacciones enzimaticas. Es el caso de la medida de las
actividades P450. Sin embargo, es probable que, de todas las isoenzimas
presentes, no todas transformen estos sustratos eficazmente. Por ello, y
dada la probabilidad de que en la muestra estén presentes numerosas
isoformas distintas, seria altamente recomendable emplear mas de un
sustrato para realizar un examen lo mas completo posible de la actividad
enzimatica en estudio.

Los ensayos empleados en la presente Tesis fueron elegidos en base
a los descritos en la literatura para las especies aqui estudiadas y para otros
insectos plaga. En concreto se analizaron las actividades GST frente a los
sustratos CDNB y DCNB, esterasa frente a los sustratos p-NPA y a-NA, y
P450 frente al sustrato 7-etoxirresorrufina. Estos ensayos son ampliamente
utilizados en muchos laboratorios para la deteccion y estudio de los
mecanismos implicados en la resistencia.

3-1.1. Actividad glutation S-transferasa (GST).

Para la medida de la actividad GST frente al CDNB se adapt6 el
ensayo descrito por Habig y Jackoby en 1981, donde se sigue
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espectrofotométricamente la aparicién de un conjugado entre el glutatién
reducido (GSH) y el sustrato (CDNB) (Fig. 3-1).

No;mﬂm S-transferasas Noz
GSH + (EC 2.51.18) + H+ + CI°
NO, NO,
-l 24 2.4

{forma reducida) (CDNB) (G-SDNB)

Figura 3-1. Esquema de la reaccién en el ensayo de la actividad
GST frente al CDNB.

En base al ensayo original se propuso el siguiente protocolo de
partida:

Volumen en el pocillo (Vp) = 100 L

50 xL homogeneizado (diluido)
50 gL mezcla de reaccion

» GSH 5 mM (concentracion final)

» CDNB 1 mM (concentracion final)

» Disolucién reguladora del pH fosfato potasico 0,1 M, pH 6,5;

1 mM EDTA (4cido etilendiaminotetraacético) (disolucion de ensayo I)

340 nm, £= 9,6 mM™*.cm®
30°C, 2 min

También se empled el ensayo original de Habig y Jackoby (1981)
para la medida de la actividad GST frente al DCNB. Al igual que con el
CDNB se sigue espectrofotométricamente la aparicién de un conjugado,
esta vez entre el GSH y el sustrato (DCNB) (Fig. 3-2).

Las condiciones que se emplearon en nuestros ensayos preliminares
fueron:
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Vp =100 4L

50 xL homogeneizado
50 uL mezcla de reaccién
» GSH 5 mM (concentracion final)
» DCNB 1 mM (concentracion final)
» Disolucion reguladora del pH fosfato potasico 0,1 M, pH 7,5; 1 mM EDTA
(disolucién de ensayo | a pH 7,5)
340 nm, = 8,5 mM*t.cm™

30°C, 2 min

Cl sG

cl cl
Glutatién S-transferasas + _

GSH + (EC 2.5.1.18) + H + CI

NO, NO,
Glutatién 1,2-dicloro-4-nitrok o ion-2-cloro-4-nitrob o

(forma reducida) (DCNB) (G-SCNB)

Figura 3-2. Esquema de la reacciéon en el ensayo de la actividad GST
frente al DCNB.

3-1.2. Actividad esterasa (CaE).
Para la medida de la actividad CaE se adaptaron los ensayos de

Townson (1972) y Van Asperen (1962), utilizando directamente sustratos
cromogénicos para los ésteres del nitrofenol (ensayo p-NPA), o bien
mediante reaccion acoplada con un compuesto azo para los ésteres de
naftol, empleando a-NA como sustrato.

En el ensayo con el p-NPA se sigue la rotura, a lo largo del tiempo y

catalizada por las esterasas, de este sustrato en p-nitrofenol (longitud de
onda de maxima absorcién, 400 nm) y acetato (Fig. 3-3).

Las condiciones inicialmente propuestas fueron:
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Vp =100 4L

50 xL homogeneizado (diluido)
50 xL mezcla de reaccién
» p-NPA 1 mM (concentracion final)
» Disolucion reguladora del pH fosfato sédico 0,1 M, pH 7,4
(disolucion de ensayo II)
415 nm, £= 6,53 mM™. cm™ (de Scharf et al., 1998)

30°C, 2 min
O%N 0
0\‘"//0
Carboxilesterasa Hac
(EC 3.1.1.1)
o CH, HO
Y L
0
p-Nitrofenil-acetato p-Nitrofenol Acetato

Figura 3-3. Esquema de la reaccion, catalizada por las CaE, con el p-
nitrofenil acetato como sustrato.

Para el andlisis de la actividad CaE frente al a-NA se adaptd el
ensayo descrito por Van Asperen (1962). El principio en el que se basa se
resume en la siguiente reaccion (Fig. 3-4):

Carboxilesterasa
O‘ (EC 3.1.1.1) H
+ H,0 —> + >= °
5 . HO
\r( OH

a-Naftil-acetato a-Naftol Acetato

Figura 3-4. Esquema de la reaccién, catalizada por las CaE, con
el a-naftil acetato como sustrato.

Ciertas esterasas hidrolizan el o-NA. El naftol liberado se hace
reaccionar con una sal de diazonio para formar un compuesto azo
coloreado. La reaccion se detiene (cinética de punto final) al provocar la
desnaturalizacion de la enzima por efecto del detergente dodecil sulfato de
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sodio (SDS). El compuesto azo formado presenta su maximo de absorcion a
595 nm.

Condiciones iniciales:

Volumen de ensayo = 130 L
Volumen de reaccién = 100 gL

50 xL homogeneizado (diluido)
50 uL mezcla de reaccion
»  o-NA 0,375 mM (concentracion final)
»  Disolucion reguladora del pH fosfato sédico 0,1 M, pH 7,5
(disolucién de ensayo Il a pH 7,5)
incubar, 30°C, 5 min
30 uL mezcla para detener la reaccion
» sal de zinc y de la ortodianisidina bis diazotizada (FBB) 1 %
» dodecil sulfato sédico (SDS) 5 %
incubar, 30°C, 10 min

595 nm

3-1.3. Actividad 7-etoxirresorrufina-O-desetilasa (EROD).

En la cuantificacién de la actividad EROD se emple6 el método
fluorimétrico de medida directa descrito por Burke y Mayer (1974). Este
método se basa en la incubacion del sustrato 7-etoxirresorrufina con la
muestra y el cofactor (NADPH: nicotiamida-adenina dinucleotido fosfato) a

un pH adecuado (Fig. 3-5). La fluorescencia aumenta debido a la formacioén
del producto resorrufina.

Célula

etoxil orrufina-0-desetilasa (EROD-P450)

7-Etoxirresorrufina Resorrufing

Figura 3-5. Esquema de la reaccién de desalquilacién
de la 7-etoxirresorrufina catalizada por las P450.
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Las condiciones empleadas se resumen en el siguiente esquema:

Vp =100 4l

50 xL homogeneizado
50 xL mezcla de reaccion
» NADPH 250 uM (concentracion final)
» 7-etoxirresorrufina 60 M (concentracién final, en dimetilsulféxido)
» Disolucién reguladora del pH Tris-HCI 0,1 M, pH 7,8
(disolucién de ensayo lll)
545 nm excitacion, 595 nm emision
30°C, 3 min

3-2. Adaptacién de los ensayos a las especies de interés

3-2.1. Preparacion de las muestras.

La obtencion del extracto proteico implica un proceso de
homogeneizacién previa con una centrifugacion posterior (entre 10.000 y
20.000 g, 20 min, 4°C) para eliminar los residuos insolubles. El extracto asi
obtenido (Fraccion S-9) se filtra a través de lana de vidrio para eliminar las
particulas de grasa, quedando la enzima dispersa en el sobrenadante
(Garcia-Segura et al., 1996). Una nueva centrifugacion de la fraccion S-9,
esta vez a 100.000 g durante aproximadamente una hora a 4°C, permite
obtener una fraccion soluble, que contiene todas las moléculas solubles en
el medio de homogeneizacion y el citosol celular, y un precipitado o fraccién
microsomal, con las vesiculas derivadas del reticulo endoplasmico.

La estabilidad de las enzimas a ensayar se consigue afiadiendo a la
disoluciébn  extractora agentes protectores como EDTA (acido
etilendiaminotetraacético), GSH o DTT (ditiotreitol), asi como inhibidores de
proteasas como PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo). Para evitar la pérdida
de actividad enzimatica de las preparaciones muy diluidas se suele incluir
algln agente que impida la rapida inestabilidad o desnaturalizacion de las
enzimas, tales como el BSA (albumina de suero bovino).

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, decidimos emplear
como procedimiento basico de obtencion de las muestras con actividad
enzimatica, el que a continuacién se detalla (Fig. 3-6).
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DESINTEGRACION CELULAR
(Homogeneizacidn)
. 4°C
» Disolucién de extraccién pH = 7,5

HOMOGENEIZADO
l CENTRIFUGACION
10.000 g, 20 min., 4°C

| RACTO
{sobmnadantg)

FILTRACION
con lana de vidrio

EERIPREE | Frankliniella occidentalis

Almacenamiento a -B0°C
CENTRIFUGACION

100.000 g, 60 min., 4°C Resuspender con 1 mL de

disolucién de extraccion

Almacenamiento a -80°C

Figura 3-6. Esquema del protocolo basico de homogeneizacion de
muestras de Blattella germanica y Frankliniella occidentalis.

3-2.2. Optimizacioén de los ensayos.

La cantidad de una enzima en un extracto de tejido puede
determinarse cuantitativamente en relacion al efecto catalitico que produce.
La dificultad para medir la cantidad de enzima en unidades convencionales
ha llevado a utilizar la Unidad Internacional (Ul) como medida de actividad
enzimética, y que se define como la cantidad de enzima necesaria para
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convertir 1 gmol de sustrato en producto en 1 minuto, en condiciones
concretas (Holme, 1983).

Como la actividad catalitica puede verse afectada por diversos
factores (concentracién del o de los sustratos, efectos no especificos de
compuestos como sales o las disoluciones reguladoras del pH, el pH, la
fuerza iénica, la temperatura, otras proteinas, etc.) (Scopes, 1988), el primer
objetivo en todo ensayo de actividad catalitica es la blusqueda de aquellas
condiciones 6ptimas tales que la actividad enzimatica dependa sélo de la
concentracién de la enzima, de modo que pequefias variaciones en los
otros factores no tengan efectos significativos (Cornish-Bowden, 1995).

En este sentido, se realizaron experimentos preliminares de
adaptacién de los analisis bioquimicos descritos en la bibliografia, y que
aparecen resumidos en parrafos previos. Estos ensayos fueron optimizados,
siempre y cuando se disponia de cantidad de muestra suficiente, para las
dos especies analizadas, Blattella germanica y Frankliniella occidentalis.

Las medidas se realizaron en un espectrofotometro HP 8452A diode
array (Hewlett-Packard Espafiola, Madrid, Espafia) y en un lector de placas
Tecan SPECTRAFIuor (TECAN, Salzburg, Austria).

3-2.2.1. Blattella germanica.

Se homogeneizaron por separado 30 machos, 30 hembras y 60
ninfas de los dos ultimos estadios de dos de las poblaciones de las que
disponiamos en nuestro laboratorio, la poblacion L; (sensible) y la poblacion
R (resistente). Cada grupo de insectos fue decapitado y homogeneizado
con una disolucion Tris-HCI 0,1 M, pH 7,8 (0,2 mL/insecto) a 0°C,
empleando un homogeneizador de potter a velocidad media en dos tandas
de 30 segundos cada una. El homogeneizado fue entonces centrifugado a
10.000 g durante 20 minutos a 4°C con una centrifuga Sigma 2K20 (Sigma
Laboratory Centrifugues GmbH, Osterode am Harz, Alemania). El
sobrenadante se filtr6 con lana de vidrio y de nuevo se centrifugd a 100.000
g durante 60 minutos a 4°C en una ultracentrifuga Beckman Coulter
Optima™ MAX-E (Beckman Coulter Inc., Palo Alto, California, USA). Los
precipitados se resuspendieron en 1 mL de la disolucion de
homogeneizacion. Tanto el sobrenadante (fraccibn S100), como las
fracciones microsomales (M100) se almacenaron a -80°C hasta su
utilizacion en los ensayos de adaptacion. Se obtuvieron y procesaron tres
muestras diferentes en dias distintos para cada una de las poblaciones.
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Justo antes de ser empleadas en los ensayos enzimaticos las
muestras proteicas se diluyeron con una disolucién que contenia BSA en
una proporcién de al menos 0,1 mg/mL.

3-2.2.1.1. Ensayo de la actividad GST frente al CDNB.

Efecto del pH sobre la velocidad de la reaccion. El pH
“Optimo” de una enzima varia de un sustrato a otro, por lo que debe
determinarse para cada sustrato en particular. Para ello se emplearon
dos disoluciones reguladoras del pH distintas: disolucion MES (0,1 M,
1 mM EDTA) y disolucién fosfato sédico (0,1 M, 1 mM EDTA). La
primera se ensayo a valores de pH de 5,5, 6,0 y 6,5, y con la segunda
se probaron los valores de 7,0 y 7,5. El volumen final de ensayo
contenia: 50 pL de una dilucién de la muestra (fraccion S100, dilucion
1/100 en las distintas disoluciones reguladoras del pH; 50 xL de las
diluciones sin muestra para el blanco) y 50 4L de la mezcla de
reaccion (CDNB 1 mM, GSH 5 mM, concentraciones finales).

Como vemos, la figura 3-7 muestra la curva de campana tipica
de este tipo de estudios (Cornish-Bowden, 1995). Estas curvas
reflejan la ionizacion de ciertos restos de aminoacidos que han de
encontrarse en un estado de ionizacién determinado a fin de que
haya actividad enzimatica. En todos los casos la meseta se situé
alrededor de 7, por ello se adopt6 este valor como pH de ensayo para
la cuantificacion de la actividad GST frente al sustrato CDNB.

Célculo de la K, aparente. Cuando la concentracion de
sustrato es saturante, la velocidad inicial de reaccion es
independiente de la concentracidon de sustrato y se aproxima a la
velocidad maxima observable. Es conveniente usar, pues,
concentraciones de sustrato tan elevadas como permita el coste, la
solubilidad y su posible efecto inhibidor (Cornish-Bowden, 1995).
Generalmente se recomienda emplear una concentraciéon entre 5y 10
veces el valor de la K, (concentracién de sustrato cuando la velocidad
es la mitad de la velocidad maxima). Cuando hay mas de un sustrato
en la reaccion, se varian las concentraciones de uno de ellos
manteniendo constante la del otro, y se analiza su efecto sobre la
velocidad de la reaccion.

61



Apjs10°

o

Figura 3-7. Resultados de los ensayos para la obtencion del pH “6ptimo”
para la cuantificacion de la actividad GST frente al sustrato CDNB en
muestras de Blattella germanica (fraccion S100, dilucion 1/100). Cada
punto representa el valor promedio (+ desviacién estandar) de las medidas
de tres muestras diferentes, salvo para la poblacion R-ninfas en la que se
realizaron determinaciones de dos muestras distintas. Todas las medidas
se hicieron por duplicado. CDNB = 1 mM, GSH = 5 mM. Tiempo de
reaccion = 2 min. R = poblacién resistente; L1 = poblacion sensible.

» Para el GSH. A 25 pL del sustrato GSH (5, 4, 3, 2, 1,5, 1,
0,9, 0,8, 0,7, 0,6, 0,5, 0,4, 0,3, 0,2 0 0,1 mM, disolucién de
partida en agua MilliQ), se afadieron 50 pL del homogeneizado
(diluido 1/100 en la disolucion de ensayo | a la que se afiadi6é
BSA 0,5 mg/mL) y 25 pL de una disolucion de CDNB (1 mM
concentracion final).

A la vista de los resultados obtenidos, y representados en la
figura 3-8, se utiliz6 la ecuacién de Michaelis-Menten para
ajustar los datos. Para el célculo de los parametros cinéticos se
utilizaron dos métodos diferentes: el calculo a partir de la
representaciéon directa, y la transformacion de la ecuacion de
Michaelis-Menten en una recta, mediante el método
ampliamente usado de los dobles reciprocos.
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Figura 3-8. Resultados de los ensayos para el célculo de la K, aparente
para el GSH, para la cuantificacion de la actividad GST frente al sustrato
CDNB en muestras de Blattella germanica (fraccion S100, diluciéon 1/100).
Cada punto representa el valor promedio (+ desviacién estandar) de las
medidas de tres muestras diferentes, salvo para la poblaciéon R-ninfas en la
que se realizaron determinaciones de dos muestras distintas. Todas las
medidas se hicieron por duplicado. Las lineas indican las curvas
hiperbdlicas obtenidas al ajustar la ecuacion de Michaelis-Menten a los
datos experimentales. Las flechas indican un ejemplo de calculo de la Ky,
para muestras de hembras de la poblacién L1. CDNB = 1 mM. Tiempo de
reaccion = 2 min. R = poblacion resistente; L1 = poblacién sensible.

Los valores obtenidos para la K., aparente y Vyax S€ recogen
en la tabla 3-1. De estos resultados y a la vista de la figura
3-8, una concentracion 10 mM para el GSH (entre 55y 9
veces el valor de la K,,,) aseguraria, en cualquier caso, estar a
saturacion.

» Para el CDNB. Los ensayos se realizaron afiadiendo 25 pL
de las diferentes concentraciones del sustrato (5, 4, 3, 2, 1,5, 1,
0,9 0,8,0,7,0,6, 0,5, 04, 0,3,0,2 00,1 mM, en etanol < 3%) a
50 pL del homogeneizado (diluido 1/100 con la disolucién de
ensayo | a la que se afiadieron 0,5 mg/mL de BSA) y 25 uL de
la disolucién de GSH (5 mM, concentracién final).
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Tabla 3-1. Determinacion de los valores de la K., aparente y Vnax para el
sustrato GSH en el ensayo de la actividad GST frente al sustrato CDNB en
muestras de Blattella germanica.

Km (MM) Vimax (4A/s-10%) RA®
Muestra® | Enzfiter® D.RS | Enzitter” D.RS | Enzitter” DR.C
R-machos | 1494024 | 053 |25740,19 | 142 | 09596 | 0,8401
R-hembras |1,07#0,22 | 3,66 |224#0,19 | 526 | 09245 | 0,9760
R-ninfas 1,39#0,37 | 1,40 | 3,09#0,36 | 3,13 | 0,8928 | 0,9229
Ll-machos |1,3020,16 | 2,28 |4,2820,22 | 6,26 | 0,9767 |0,9866
Ll-hembras |1,2140,13 | 0,54 |4,52#0,20 | 3,09 | 0,9804 | 0,9504

L1-ninfas 1,80#0,54 | 0,32 |4,4140,63 | 2,02 0,8700 0,8325

R = poblacion resistente; L1 = poblacion de referencia (sensible).

PCalculo mediante el programa Enzfitter 2.0. (Biosoft, Cambridge, UK). Por
calculo iterativo, este programa proporciona el mejor ajuste de los datos a una
hipérbola que sigue la ecuacion de Michaelis-Menten: V=vyax.(S)/Kn+(S).

Valor promedio # error estandar .

°D.R. = Dobles reciprocos. Mediante la transformacion de la ecuacion de
Michaelis-Menten en la ecuaciéon de una recta, 1/V=Km/Vma.1/(S)+1Vmax. Al
representar 1/v frente a 1/(S) obtenemos una recta de pendiente Kn/Vmax y de
ordenada en el origen 1/Vpma. Valor promedio.

‘R?indica la bondad del ajuste del modelo a nuestros datos.

Tabla 3-2. Determinacién de los valores de la K, aparente y Vna para el
sustrato CDNB en el ensayo de la actividad GST frente a este sustrato, en
muestras de Blattella germanica.

Km (MM) Vinax (4A/s-10%) R*®
Muestra® | Enzfitter” D.RS | Enzfitter® | D.RS | Enzfitter® = D.R.C
R-machos | 0,6170,05 | 0,63 |3,0470,080 | 313 | 09872 |09715
R-hembras | 0,2470,02 = 02 |34670,048 | 330 | 09923 |0,9849
R-ninfas 0,2220,02 | 0,22 | 2,8720,045 | 2,86 | 0,9897 | 0,9951
Ll-machos |0,32#0,02 @ 0,3 |4,7320,061 | 4,63 | 09949 | 0,9954
Ll-hembras | 0,2470,02 | 0,27 |54470,088 | 560 | 09899 | 0,9874

L1-ninfas 0,272#0,03 | 0,25 | 4,70#0,13 | 4,61 0,9718 0,9827

°R, poblacion resistente; L1, poblacion de referencia (sensible).

PCalculo mediante el programa Enzfitter. Valor promedio +error estandar
°D.R. =Dobles reciprocos. Valor promedio.

“R?indica la bondad del ajuste del modelo a nuestros datos.
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De nuevo se observa en la figura 3-9 que la actividad
enzimética obedece a una cinética de Michaelis-Menten.
Empleando dicha ecuacién resultaron para la K,, aparente y

Vmax l0S valores que se detallan en la tabla 3-2.

Adjs . 102

Figura 3-9. Resultados de los ensayos para el célculo de la K, aparente
para el CDNB, para la cuantificacion de la actividad GST frente al sustrato
CDNB en muestras de Blattella germanica (fraccion S100, dilucién 1/100).
Cada punto representa el valor promedio (= desviacion estandar) de las
medidas de tres muestras diferentes, salvo para la poblacion R-ninfas en la
gue se realizaron determinaciones de dos muestras distintas. Todas las
medidas se hicieron por duplicado. Las lineas indican las curvas
hiperbdlicas obtenidas al ajustar la ecuacion de Michaelis-Menten a los
datos experimentales. GSH = 5 mM. Tiempo de reacciéon = 2 min. R =
poblacién resistente; L1 = poblacién sensible.

Para este sustrato, una concentracién 2 mM asegura también
(al igual que con el GSH) estar a saturacion, y por ello ésta
sera la concentracion del CDNB que se utilizara en los ensayos
de cuantificacion de la actividad GST frente a este sustrato en
muestras de Blattella germanica.

Determinacién del tramo lineal. Para la cuantificaciéon de la

actividad enzimatica, los resultados finales se calculan, como ya se
ha comentado previamente, a partir de las velocidades de reaccién.
Para estos calculos es necesario suponer que existe una relacién
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directa entre la velocidad de reaccién y la concentracion de la enzima,
por lo que cuando se plantea un analisis de este tipo es indispensable
determinar el rango de actividad en el que dicha relacion es lineal
durante el tiempo de reaccién ensayado. Con este fin, se emplearon
diluciones de una muestra y se representaron la velocidad de
reaccion resultante frente a distintos volimenes de la misma (Fig. 3-
10). Se mezclaron 50 L de la mezcla de reaccién (CDNB 2 mM,
GSH 10 mM, concentraciones finales) con 50 L de homogeneizado a
distintas concentraciones en la disoluciéon de ensayo | a pH 7, a la
gue afiadimos 0,5 mg/mL de BSA.

Utilizando el método detallado se obtuvo un rango analitico
valido hasta una velocidad de reaccién maxima de entre 1,1-10° y
4,2.10° unidades de absorbancia por segundo, en funcién de la
muestra estudiada (Fig. 3-10). Por otro lado, se establecio el limite de
deteccion (limite minimo) como 3 veces la desviacién estandar de la
actividad espontanea (reaccion en ausencia de muestra) de acuerdo
con Bergmeyer y colaboradores (1983). De esta forma se fijaron
ambos limites para el andlisis cuantitativo para cada una de las
muestras.

Célculo del “coeficiente de extincién” (ed). Segun lo
predicho por la ecuacién de Lambert-Beer, en toda fotometria vertical
la absorbancia varia proporcionalmente con el volumen final del
pocillo. Esto implica que se debe determinar un factor de correccién
del paso Optico a medida que se producen cambios en el volumen
final del ensayo. Se puede determinar dicho factor comparando la
absorbancia de una disolucion coloreada a un paso Gptico conocido
(p. €. 1 cm) con la absorbancia del pocillo de una microplaca. Segun
esto, se midié la absorbancia de diferentes volimenes (100, 200 y
300 pL) de la misma preparacién, en tres pocillos de una placa, y se
compararon con la absorbancia de 1 mL de la misma muestra medida
con un espectrofotometro.
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Figura 3-10. Resultados de los ensayos para la determinacién del tramo
lineal para la cuantificacion de la actividad GST frente al sustrato CDNB en
muestras de Blattella germanica (fraccion S100, dilucion 1/100). Cada
punto representa el valor promedio (+ desviacion estandar) de las medidas
de tres muestras diferentes, salvo para la poblacion R-ninfas en la que se
realizaron determinaciones de dos muestras distintas. Todas las medidas
se hicieron por duplicado. CDNB = 2 mM; GSH = 10 mM; disolucion de
ensayo | a pH 7,0. Tiempo de reaccién = 2 min. R = poblacion resistente;
L1 = poblacién sensible.

Al representar la absorbancia de las distintas determinaciones
en funcion de la concentracion del producto formado al incubar el
extracto con los sustratos (Fig. 3-11), obtenemos rectas cuyas
pendientes representan el “coeficiente de extincién” (¢d) para ese
volumen final. Asi, para 100 zL el valor obtenido fue 3,5312 mM™.

Si representamos el “coeficiente de extincién” calculado para
cada volumen ensayado en funcion del paso Optico, obtenemos una
recta, tal y como se observa en la figura 3-12, cuya ecuacion

£d** = 0,0356 x paso 6ptico (uL)

nos permite calcular el “coeficiente de extincion” para cualquier
volumen del pocillo.
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Figura 3-11. Resultados de los ensayos para la determinacion del
“coeficiente de extincion” para la cuantificacion de la actividad GST frente al
sustrato CDNB en muestras de Blattella germanica (fraccion S100; dilucion
3/1000). Cada punto representa el valor promedio (+ desviacion estandar)
de las medidas de tres muestras diferentes. CDNB = 2 mM; GSH = 10 mM,;
e=9,6 mMtcm™.
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Figura 3-12. Representacién del “coeficiente de extincién” en funcion del
paso optico (¢ = f (I)), para la cuantificacion de la actividad GST frente al
sustrato CDNB en muestras de Blattella germanica (fraccion S100; dilucion
3/1000). CDNB = 2 mM; GSH = 10 mM.
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3-2.2.1.2. Ensayo de la actividad GST frente al DCNB.

Efecto del pH sobre la velocidad de la reaccién. Siguiendo
el mismo protocolo que el descrito para el ensayo de la actividad GST
frente al CDNB, se realizaron los ensayos para la obtencién del pH
“Optimo” de la actividad GST frente al sustrato modelo DCNB. El
rango de pHs analizados fue: 6,5 para la disolucion reguladora MES
(0,2 M, 1 mM EDTA); 7,0 y 7,5 para la disolucion reguladora fosfato
sédico (0,1 M, 1 mM EDTA), y 8,0 y 8,5 para la disolucion Tris-HCI
(0,2 M, 1 mM EDTA). Para ello mezclamos 50 xL de la muestra
(fraccidon S100) con 50 uL de la mezcla de reaccion (DCNB 1 mM,
GSH 5 mM, en la disolucién reguladora correspondiente).

En torno al pH 8,0 se aprecia la meseta tipica de este tipo de
ensayos (Fig. 3-13); por ello, éste fue el pH de la disolucién de
ensayo escogido para la actividad GST frente al DCNB en muestras
de Blattella germanica.
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Figura 3-13. Resultados de los ensayos para la obtencion del pH “6ptimo”
para la cuantificacion de la actividad GST frente al sustrato DCNB en
muestras de Blattella germanica (fraccion S100). Cada punto representa el
valor promedio (+ desviacién estandar) de las medidas de tres muestras
diferentes, salvo para la poblacion R-ninfas en la que se realizaron
determinaciones de dos muestras distintas. Todas las medidas se hicieron
por duplicado. R = poblacién resistente; L1 = poblacién sensible.
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Célculo de la K, aparente.

> Para el DCNB. A 25 pL de una disolucion de DCNB (5, 3, 2,
1,5, 1, 0,7 y 0,3 mM, disoluciéon de partida en etanol <3%), se
afiadieron 50 pL de homogeneizado y 25 pL de una disoluciéon
de GSH (5 mM concentracidon final). Ambos sustratos se
diluyeron en una disolucion reguladora del pH Tris-HCI 0,1 M,
EDTA 1 mM, pH 8.

Al igual que ocurriera con la actividad GST frente al sustrato
CDNB, de nuevo observamos (Fig. 3-14) que todos los datos
se ajustan a cinéticas de Michaelis-Menten. En la tabla 3-3 se
resumen los resultados de los ensayos para la determinacién
de la K, aparente para este sustrato.

1] 1 2 3 [ a3 &
OCHE [rmkd]
— R-machos — — — R-hamivas
------ R-minfas —LTmachos
— — — Lthembyas ------ LT-minias

Figura 3-14. Resultados de los ensayos para el calculo de la K, aparente
para el DCNB, para la cuantificacién de la actividad GST frente al sustrato
DCNB en muestras de Blattella germanica (fraccion S100). Cada punto
representa el valor promedio (x desviacion estandar) de las medidas de
tres muestras diferentes, salvo para la poblacién R-ninfas en la que se
realizaron determinaciones de dos muestras distintas. Todas las medidas
se hicieron por duplicado. Las lineas indican las curvas hiperbdlicas
obtenidas al ajustar la ecuaciébn de Michaelis-Menten a los datos
experimentales. GSH = 5 mM. Tiempo de reaccién = 2 min. R = poblacién
resistente; L1 = poblacion sensible.

Si bien es conveniente emplear la concentracién de sustrato
tan alta como sea posible, en el caso del DCNB esta
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concentracion supone un compromiso entre la solubilidad del
sustrato (a concentraciones mayores de 5 mM aparece un
precipitado) y el requisito de saturacién. De los resultados
obtenidos (Fig. 3-14, Tabla 3-3) decidimos emplear como
concentracién final 3 mM de DCNB en el ensayo de la actividad

GST frente a este sustrato.

Tabla 3-3. Determinacion de los valores de K, aparente y V. para el sustrato
DCNB en el ensayo de la actividad GST frente a dicho sustrato, en muestras de
Blattella germanica.

Km (MM) Vinax (4A/s-10%) RA®
Muestras® | Enzitter" D.RS  Enzitter® | D.RS | Enzitter" D.R.C
R-machos | 2154047 | 1,36 |23140,32 172 | 09902 | 0,9883
R-hembras | 1624031 | 150 |2,394022 | 232 | 09897 | 0,9943
R-ninfas 2,7120,94 | 2,25 | 2,2420,46 | 2,03 | 0,765 | 0,9689
Ll-machos | 1414073 | 2,41 |3,2420,88 4,40 | 09493 | 0,9628
Ll-hembras | 1214044 | 175 |2,89:0,40 3,48 | 09258 | 0,9484

L1-ninfas 1,90+0,70 | 3,61 |1,77#40,34 | 2,77 0,9644 0,9829

R, poblacién resistente; L1, poblacion de referencia (sensible).

°Calculo mediante el programa EnZzfitter. Valor promedio #error estandar.
°D.R. = Dobles reciprocos. Valor promedio.

“R?indica la bondad del ajuste del modelo a nuestros datos.

» Para el GSH. Se diluy6 el sustrato hasta obtener siete
concentraciones diferentes (5, 3, 2, 1,5, 1, 0,7, y 0,3 mM,
concentraciones finales de ensayo) y se mezclé (25 pL) con 50
pL de la muestra y 25 pL de una disolucion de DCNB (0,6 mM
concentraciéon final, disolucion de partida en etanol <3%).
Ambos sustratos se diluyeron en la disolucion de ensayo Il a
pH 8. Los resultados obtenidos se representan en la figura 3-
15.
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Figura 3-15. Resultados de los ensayos para el célculo de la K, aparente
para el GSH, para la cuantificacién de la actividad GST frente al sustrato
DCNB en muestras de Blattella germanica (fraccion S100). Cada punto
representa el valor promedio (+ desviacion estandar) de las medidas de
tres muestras diferentes, salvo para la poblacién R-ninfas en la que se
realizaron determinaciones de dos muestras distintas. Todas las medidas
se hicieron por duplicado. Las lineas indican las curvas hiperbdlicas
obtenidas al ajustar la ecuaciéon de Michaelis-Menten a los datos
experimentales. Tiempo de reaccion = 2 min. R = poblacion resistente; L1 =
poblacién sensible.

La tabla 3-4 nos muestra los resultados del célculo de la K,

aparente para el sustrato GSH.

En base a estos resultados y a la vista de la figura 3-15, donde
se aprecia saturacién a partir de una concentracion de sustrato
5 mM, decidimos emplear 10 mM como concentracién final de

GSH en el ensayo de la actividad GST frente a DCNB.

Determinacién del tramo lineal. Del mismo modo que se
realizd en el ensayo de la actividad GST frente al CDNB, aqui
también se emplearon distintas diluciones del homogeneizado para
determinar el rango en el que la actividad se mantenia
proporcionalmente lineal al volumen de muestra ensayado, durante

los dos minutos de reaccion.
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Tabla 3-4. Determinacioén de los valores de K., aparente y V. para el sustrato
GSH en el ensayo de la actividad GST frente al sustrato DCNB en muestras de
Blattella germanica.

Km (MM) Vinax (4A/5-10%) R*®

(o}

Muestras® | Enzfitter® | D.R.S | Enzfitter® | D.R.S | Enzfitter® | D.R.

R-machos 0,89#0,33 | 0,98 |0,75#0,09 | 0,77 0,8960 0,9747
R-hembras 1,22+0,73 | 1,21 |0,70#0,16 | 0,70 0,6620 0,9958
R-ninfas 1,36+0,80 | 0,37 |0,38#0,10 | 0,24 0,7487 0,7899
L1-machos 0,62+#0,17 | 0,47 | 0,6520,05 | 0,60 0,9480 0,9594
L1-hembras | 0,51#0,29 | 0,37 | 1,12#0,17 | 1,03 0,6381 0,8773

L1-ninfas 0,51+0,17 | 0,46 | 0,8720,08 | 0,84 0,9078 0,9757

R, poblacién resistente; L1, poblacion de referencia (sensible).

PCalculo mediante el programa Enzfitter. Valor promedio + error estandar.
°D.R. = Dobles reciprocos. Valor promedio.

“R? indica la bondad del ajuste del modelo a nuestros datos.

Los resultados establecen un rango lineal cuyo maximo varia
entre 1,6-10° y 3,2:10° unidades de absorbancia por segundo, en
funcién de la muestra analizada (Fig. 3-16). Para el limite de
deteccion se empleé el mismo procedimiento que el utilizado con el
sustrato CDNB, quedando asi establecidos los limites superior e
inferior del rango en el que se sabe que la actividad responde de
forma linealmente proporcional a las variaciones en el volumen de
ensayo.

Célculo del “coeficiente de extincion” (ed). Teniendo en
cuenta el valor del paso 6ptico obtenido en el ensayo con el CDNB, y
el valor del ¢ obtenido de la bibliografia (¢= 8,5 mM™.cm™, Habig y
Jackoby, 1981), se calculd el valor para el coeficiente (&d), que fue
de 3,1266 mM™ para un volumen de reaccién final de 100 L.

3-2.2.1.3. Ensayo de la actividad esterasa frente al p-NPA.

Efecto del pH sobre la velocidad de la reacciéon. Se midieron
las velocidades de reaccion frente a diferentes pH: 5,5, 6,0 y 6,5 para
la disolucién reguladora MES (0,1 M, 1 mM EDTA); 7,0y 7,5 para la
disolucién fosfato sédico (0,1 M, 1 mM EDTA), y 8,0 para la disolucion
reguladora Tris-HCI (0,1 M, 1 mM EDTA). A modo de resumen, se
afiadieron 50 uL de una disolucién de la muestra (fraccién S100,
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dilucion 3/1000 en las distintas disoluciones reguladoras del pH) a 50
4L de la mezcla de reaccion (p-NPA 1 mM, concentracion final). Para
el blanco, en lugar de la muestra se afiadi6 solo la disolucion
reguladora del pH.
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Figura 3-16. Resultados de los ensayos para la determinacion del tramo
lineal para la cuantificacion de la actividad GST frente al sustrato DCNB en
muestras de Blattella germanica (fraccion S100, dilucion 1/100). Cada
punto representa el valor promedio (+ desviacién estandar) de las medidas
de tres muestras diferentes, salvo para la poblaciéon R-ninfas en la que se
realizaron determinaciones de dos muestras distintas. Todas las medidas
se hicieron por duplicado. CDNB = 3 mM; GSH = 10 mM; disolucion de
ensayo | a pH 8,0. Tiempo de reaccién = 2 min. R = poblacién resistente;
L1 = poblacién sensible.

En base a los resultados obtenidos (Fig. 3-17), se decidio
emplear para este ensayo una disolucién reguladora de pH 7,5.

Célculo de la K,,. A 50 pL de una disolucién de p-NPA (2, 1,5,
1, 0,8, 0,5, 0,4, 0,2 mM, disolucion de partida en etanol < 3%), se
afiaden 50 pyL de homogeneizado (diluido 3/1000). El efecto de la
concentracion del sustrato sobre la velocidad de la reacciéon se pone
de manifiesto en la figura 3-18.
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Figura 3-17. Resultados de los ensayos para la obtencion del pH “6ptimo”
para la cuantificacién de la actividad esterasa frente al sustrato p-NPA en
muestras de Blattella germanica (fraccion S100, dilucién 3/1000). Cada
punto representa el valor promedio (+ desviacién estandar) de las medidas
de tres muestras diferentes, salvo para la poblacion R-ninfas en la que se
realizaron determinaciones de dos muestras distintas. Todas las medidas
se hicieron por duplicado. R = poblacién resistente; L1 = poblacién
sensible.

Como puede observarse, la K, resultante para todas las
muestras oscila entre 0,24 y 0,47 mM (Tabla 3-5), por lo que una
concentracién 2 mM nos asegura estar a saturacion del sustrato para
cualquiera de las muestras analizadas. De los valores estimados para
la K., esta concentracidon supondria entre 4,3 y 8,3 veces el valor de
la K, dependiendo de la muestra.
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Figura 3-18. Resultados de los ensayos para el célculo de la Ky, para la
cuantificacion de la actividad esterasa frente al sustrato p-NPA en muestras
de Blattella germanica (fraccion S100, dilucion 3/1000). Cada punto
representa el valor promedio (+ desviacién estandar) de las medidas de
tres muestras diferentes, salvo para la poblacién R-ninfas en la que se
realizaron determinaciones de dos muestras distintas. Todas las medidas
se hicieron por duplicado. Las lineas indican las curvas hiperbélicas
obtenidas al ajustar la ecuacién de Michaelis-Menten a los datos
experimentales. Tiempo de reaccién = 2 min. R = poblacién resistente; L1 =
poblacién sensible.

Tabla 3-5. Determinacion de los valores de la Kn, Y Vimax para el sustrato p-NPA
en el ensayo de la actividad esterasa frente a dicho sustrato en muestras de
Blattella germanica.

Km (MM) Vinax (4A/5-10%) R*®

C (o}

Muestras® | Enzfitter® D.RS | Enzitter” D.RS @ Enzfitter” = D.R.°
R-machos | 0,33#0,06 @ 0,35 | 0504003 051 | 0,9899 | 0,9789
R-hembras | 0,3270,04 K 0,32 | 0927003 092 | 09937 |0,9934
R-ninfas 037011 | 0,33 | 0,7420,06 | 0,65 | 09698 | 0,9558
Ll-machos | 0,3470,08 032 |0230,18 023 | 09518 | 0,9153
Ll-hembras | 0,4520,08 @ 0,38 |0,7170,04 0,67 | 0,9820 |0,9794

L1-ninfas 0,42#0,11 | 0,34 | 0,47#0,04 | 0,44 0,9633 0,9424

°R, poblacién resistente; L1, poblacién de referencia (sensible).

PCalculo mediante el programa Enzfitter. Valor promedio + error estandar.
°D.R. = Dobles reciprocos. Valor promedio.

“R? indica la bondad del ajuste del modelo a nuestros datos.
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Determinacién del tramo lineal. Cincuenta 4L de la mezcla de
reaccion (p-NPA 2 mM, concentracion final) se mezclaron con 50 ul
de la disolucién de ensayo Il (pH 7,5, a la que afiadimos 0,5 mg/mL
de BSA) con distintas concentraciones de homogeneizado.

Como se ve en la figura 3-19, la respuesta fue lineal durante
todo el tiempo de la reaccion (2 min).
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Figura 3-19. Resultados de los ensayos para la determinacién del tramo
lineal para la cuantificacion de la actividad esterasa frente al sustrato p-
NPA en muestras de Blattella germanica (fraccién S100, diluciéon 3/1000).
Cada punto representa el valor promedio (= desviacion estandar) de las
medidas de tres muestras diferentes, salvo para la poblacion R-ninfas en la
gque se realizaron determinaciones de dos muestras distintas. Todas las
medidas se hicieron por duplicado. p-NPA = 2 mM. Tiempo de reaccién = 2
min. R = poblacion resistente; L1 = poblacion sensible.

Célculo del “coeficiente de extincion” (&d). Al igual que se
hizo para el CDNB, una misma preparacion se midié por triplicado en
los pocillos de una microplaca y en la cubeta (1 cm de paso 6ptico) de
un espectrofotometro. Cada pocillo contenia 100, 200 o 300 L de
volumen final. El “coeficiente de extincion” se determind a partir de la
pendiente de la recta resultante de representar la absorbancia frente
a la concentracion en funcién del producto formado al incubar el
extracto con los sustratos (Fig. 3-20).
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Figura 3-20. Resultados de los ensayos para la determinaciéon del
“coeficiente de extincion” para la cuantificacion de la actividad esterasa
frente al sustrato p-NPA en muestras de Blattella germanica (fraccién S100;
dilucién 3/1000). Cada punto representa el valor promedio (+ desviacion
estandar) de las medidas de tres muestras diferentes. pNPA = 2 mM; ¢=
6,53 mM™*.cm™.

Para un volumen de reaccion final de 100 L, el valor calculado
para el “coeficiente de extincion” en el ensayo de la actividad esterasa
frente al sustrato p-NPA, fue de 1,503 mM™.

3-2.2.1.4. Resumen de las condiciones finales.

En todos los ensayos y para todas las poblaciones y estadios no se
detectd actividad cuando se ensayaron los sustratos con muestras hervidas
durante 2 horas a 100°C. Tampoco cuando eliminamos alguno o los dos
sustratos. Asi demostramos que la reaccién dependia de la presencia de los
sustratos y de la forma activa de la enzima.

Los resultados muestran que tanto la poblacion resistente como la
sensible (adultos y ninfas) presentaron el mismo patron de comportamiento
en las diferentes actividades frente a los diversos sustratos, y bajo
condiciones de ensayo distintas (ver Tablas 3-1 a 3-5 y Figs. 3-7 a 3-20).
Otros autores, como Baker y colaboradores (1998) o Zhou y colaboradores
(2003) encuentran respuestas similares al comparar las condiciones
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Optimas de ensayo para la medida de estas actividades enzimaticas en
poblaciones de otras especies de insectos resistentes y sensibles.

Por todo ello, y dada la similitud de resultados obtenidos en los
diferentes grupos experimentales, establecimos las siguientes condiciones
finales para los ensayos de medida de las actividades GST frente a CDNB y
DCNB, y esterasas frente a p-NPA, en muestras de Blattella germanica
(Tabla 3-6):

Tabla 3-6. Cuadro resumen de las condiciones finales establecidas para la medida de
actividades enzimaticas en muestras de Blattella germanica.

GST-CDNB GST-DCNB Esterasas-p-NPA
Parametros Condiciones = Adaptacion | Condiciones | Adaptacion = Condiciones = Adaptacion
iniciales® a lector de iniciales® a lector de iniciales® a lector de
placas placas placas
pH de la | Fosfato Fosfato Fosfato Tris-HCI Fosfato Fosfato
disolucion potéasico potésico potéasico 100 mM, sodico sodico
reguladora 100 mM, 100 mM, 100 mM, 1mM 100 mM, 100 mM,
1 mMEDTA, | 1 mM EDTA, | 1 mM EDTA, | EDTA, pH 7,4 1 mM EDTA
pH 6,5 pH7 pH 7,5 pH8 pH 7,5
Concentracion | 1 mM 2mM 1mM 3mM 1mM 2mM
de sustrato 1°
Concentracion | 5 mM 10 mM 5mM 10 mM
de sustrato 2°
Temperatura 30°C 30°C 30°C 30°C 30°C 30°C
Longitud de | 340 nm 340 nm 345 nm 340 nm 400 nm 415 nm
onda
Coeficiente 9,6 mMtem?*| 35mM*@ | 85mMiem?| 3,1 mM*® | 65mMtem?| 1,5 mM*@

extincién molar

dLas condiciones iniciales estan basadas en los ensayos originales.
®Todos los sustratos estaban disueltos en etanol.

°GSH en todos los casos.

"Coeficiente de extincién” para un volumen de 100 pL.

Las condiciones Optimas identificadas fueron similares a las halladas
por diversos autores en otros insectos (Baker et al., 1998).

3-2.2.2. Frankliniella occidentalis

Grupos de entre 50 y 200 trips, segun el ensayo, se homogeneizaron
manualmente usando volimenes pequefios (de hasta 2 mL) de una
disoluciéon de fosfato sédico (100 mM, pH 7,4). Tras centrifugar a 10.000 g
(20 minutos, 4°C) se filtr6 el sobrenadante a través de lana de vidrio. El
sobrenadante clarificado, resultante de una segunda centrifugacion (2.000
g, 5 minutos, 4°C) fue congelado hasta su utilizacibn como fuente de
enzima.
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3-2.2.2.1. Ensayo de la actividad esterasa frente al a-NA.

Ensayos previos. Antes de obtener los valores de los
parametros cinéticos, y seguiin proponen Dary y colaboradores (1990),
se determiné cual era la mejor combinacién de la sal de diazonio y de
detergente para detener la reaccion. Para ello se compararon los
espectros de absorcion del compuesto azo que se forma entre el
naftol y los iones de diazonio de la sal de zinc del FBB (concentracion
final 1 gL' o de la sal Fast Garnet GBC (2-metil-4-([2-
metilfenillazo)benzenodiazonio) (concentracién final 1 gL en
presencia de SDS (concentracién final 10 g-L™") o de Tritén X-100
(concentracion final 5 g-L™) y también sus variaciones con el tiempo.
Los ensayos fueron realizados afiadiendo 10 pL de la disolucion del
sustrato (a-NA 50 mM en etanol, concentracién final 1 mM) a la
cubeta que contenia 2 yL de la disolucién de la enzima (diluida 1/10
con la disolucion de homogeneizacion) en fosfato sdédico pH 7,5 hasta
completar 500 uL. Después de incubar durante 5 minutos a 30°C, se
afiadieron 500 pL de la disolucion de la sal de diazonio y el
detergente, midiéndose entonces la absorbancia. La figura 3-21
muestra que el compuesto azo producido por el i6n tetrazotizado de
la o-dianisidina en presencia de SDS es el que tiene la mayor
absorbancia. Por otra parte, el espectro se mantuvo estable a lo largo
del tiempo, mientras que cambi6é en el caso de utilizar la sal GBC.
También se observa que la adicién de la sal FBB al homogeneizado
de trips en presencia de SDS inactivé inmediatamente la esterasa de
los trips. Por lo tanto, la mejor combinacién de sal y detergente para
esta especie es la mezcla FBB + SDS.

También se investigo la posibilidad de que la sal del diazonio
pudiera inhibir una o mas de las actividades esterasa. Por ello se
comparo un analisis modificado de punto final con uno tradicional, tal
como describen Grant y colaboradores (1989). En el ensayo
modificado, la sal de diazonio se afiade al comienzo del periodo de
incubacion de la enzima, seguido por la adicién del detergente 5
minutos mas tarde. La ausencia de inhibicibn de la esterasa nos
permitiria usar un procedimiento cinético. Los métodos cinéticos
ofrecen la ventaja de controlar la formacién del producto a lo largo del
tiempo, reduciendo asi la probabilidad de error causada por la
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imprecision en la medida del tiempo, que se produce cuando se usa
un ensayo de punto final.
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Figura 3-21. Absorbancia y estabilidad de los compuestos de azo
formados al reaccionar el a-naftol con los iones diazonio de las sales
FBB o GBC en presencia de SDS o de Triton X-100 a lo largo del

tiempo ] FBB =1 g-L™; ® OGBC = 1 g-L™. Simbolos cerrados, SDS =
10g-L™; simbolos abiertos, Tritén X-100 = 5 g-L™*. Cada punto representa
el valor promedio (+ desviacion estandar) de las medidas de tres
muestras diferentes.

En la figura 3-22 se comprueba que la sal FBB inhibio
significativamente la actividad esterasa cuando se encontraba
presente durante la reaccién de hidrélisis. Este resultado invalida el
ensayo cinético para estas muestras de F. occidentalis, optandose
definitivamente por la cinética de punto final.
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Figura 3-22. Absorbancia de los compuestos de azo formados al
reaccionar el e-naftol con los iones diazonio de las sales FBB o GBC,
usando un ensayo de punto final modificado. Se permitié6 que el ensayo
tipico de esterasa de punto final se desarrollara durante 5 minutos con
(simbolos abiertos) o sin (simbolos cerrados) la sal en la reaccion. Tras
los 5 minutos, se afiadié el SDS o el SDS + la sal, a la cubeta apropiada,
y se obtuvieron los valores de la absorbancia. Cada punto representa el
valor promedio (* desviacién estandar) de las medidas de tres muestras

diferentes. li[(]FBB 1 g-L™"; ® O GBC 1 g-L™.

Céalculo de la K,,. Se determiné la concentraciéon saturante del
sustrato afiadiendo 10 pL de las diferentes concentraciones de a-NA
(2,15,1,0,5,04,0,2, 0,1, 0,04 MM) a 2 uL de homogeneizado de
trips (diluido 1/10 con la disolucibn de homogeneizacion). A
continuacion se afadié disolucién de ensayo Il a pH 7,5 hasta
alcanzar un volumen final de 500 L. Tras incubar durante 30 minutos
a 30°C, se afadieron 500 pL de la sal de diazonio (FBB,
concentracién final 0,2 g-L™?) disuelta en el detergente (SDS,
concentraciéon final 10 g-L™") para detener la reaccion. Una vez
alcanzado el equilibrio del color (30 minutos), se ley6 la absorbancia a
600 nm. Se comprobé que a medida que aumentaba la concentracién
del sustrato se inhibia la actividad (inhibicion por el sustrato) (Fig. 3-
23).
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Figura 3-23. Resultados de los ensayos para el célculo de la Ky, para la
cuantificacion de la actividad esterasa frente al sustrato a-NA en muestras
de Frankliniella occidentalis. Cada punto representa el valor promedio (+
desviacién estandar) de las medidas de cinco muestras diferentes. La linea
continua indica la curva hiperbélica obtenida al ajustar la ecuacién de
Michaelis-Menten a los datos experimentales, después de eliminar las
velocidades inhibidas a altas concentraciones del sustrato.

Por ello, una vez eliminadas las velocidades inhibidas, se utilizo
la cinética de Michaelis-Menten para ajustar los datos. Se obtuvo un
valor de la K, de 0,11 mM. Usando este valor se establecié que la
concentracion éptima de o-NA era de 0,75 mM (aproximadamente 7
veces el valor de la Ky,).

Determinacién del tramo lineal. El limite superior se calculo
usando una serie de diluciones del homogeneizado de trips. Las
diluciones se ensayaron siguiendo el protocolo descrito para el
estudio de la concentracion saturante del sustrato, pero adaptadas a
un volumen de ensayo de 100 pL. La concentracion final para el a-NA
fue 0,75 mM. Se observé que el aumento en la actividad esterasa
frente a a-NA era proporcional a la concentracion total de proteina en
F. occidentalis (Fig. 3-24). La actividad enzimatica era lineal hasta un
volumen de homogeneizado equivalente a 0,4 trips. El rango
funcional de medida de este ensayo se establecidé desde 0,03 (limite
de deteccion) hasta 1,2 x 10° A-s™.
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Figura 3-24. Resultados de los ensayos para la determinacion del tramo
lineal para la cuantificacion de la actividad esterasa frente al sustrato a-NA
en muestras de Frankliniella occidentalis. Cada punto representa el valor
promedio (+ desviacion estandar) de las medidas de tres muestras
diferentes.

3-2.2.2.2. Ensayo de la actividad esterasa frente al p-NPA.

Célculo de la K;. Para comprobar el efecto de la
concentracion del p-NPA, se afiadieron 970 pL de la disolucién de
ensayo Il a 10 pL del homogeneizado de trips (diluido 1/80 con la
disolucion de homogeneizacién) y 20 pyL de etanol que contenia
suficiente cantidad de p-NPA como para obtener unas
concentraciones finales de 1,5, 1,25, 1, 0,75, 0,5, 0,4, 0,3, 0,1 y 0,04
mM. El volumen total de ensayo fue de 1 mL. Se midi6é entonces la
actividad a 30°C, durante 180 s y a una longitud de onda de 400 nm.

La figura 3-25 muestra el efecto de la concentracién del p-NPA
sobre la velocidad de la reaccién. El valor de la K, (0,19 mM) se
calculé igual que para la actividad a-NA. Sin embargo aqui no se
detecté ninguna inhibicién del sustrato en el rango estudiado. Se
eligié una concentracion final de p-NPA de 1 mM porque no limitaba
la velocidad durante el periodo de tiempo ensayado.
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Figura 3-25. Resultados de los ensayos para el célculo de la K, para la
cuantificaciéon de la actividad esterasa frente al sustrato p-NPA en muestras
de Frankliniella occidentalis. Cada punto representa el valor promedio (+
desviacion estandar) de las medidas de cinco muestras diferentes. La linea
continua indica la curva hiperbdlica obtenida al ajustar los datos a la
ecuacion de Michaelis-Menten.

Determinacién del tramo lineal. En la figura 3-26 se
muestran las rectas generadas tanto con el espectrofotometro HP
como con el lector de microplacas Tekan, tras emplear el mismo
procedimiento que en el caso de la determinacion del “coeficiente de
extincion” para Blattella germanica (ver secciones “Determinacion del
tramo lineal”). El paso 6ptico asi obtenido, para un volumen final de
ensayo de 100 pL, fue de 0,1494 cm.

El intervalo de proporcionalidad entre la actividad medida vy el
volumen de muestra para este ensayo se situé entre 0,3 (limite de
deteccion) y 8,5 x 10° A-s™.
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Figura 3-26. Resultados de los ensayos para la determinacion del tramo
lineal para la cuantificacion de la actividad esterasa frente al sustrato
p-NPA en muestras de Frankliniella occidentalis, medidos en un
espectrofotdémetro y en un lector de placas. Cada punto representa el valor
promedio (+ desviacion estandar) de las medidas de tres muestras
diferentes.
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3.2.2.2.3. Resumen de las condiciones finales.

Las condiciones O6ptimas identificadas (Tabla 3-7), fueron
similares a las halladas para Blattella y otros insectos (Zhou et al.,
2003).

Tabla 3-7. Cuadro resumen de las condiciones finales establecidas para la medida de
actividades enziméaticas en muestras de Frankliniella occidentalis.

Esterasas-a-NA Esterasas-p-NPA
PGS Cpryd_laonfs Adaptacion a Cpryd_laonfs Adaptacion a
iniciales lector de placas iniciales lector de placas
pH de la disolucién | Fosfato  sédico Fosfato sdédico Fosfato sodico Fosfato sdédico
reguladora 100 mM, 100 mM, 100 mM, 100 mM,
pH 7,5 pH 7,5 pH 7,4 pH 7,5
Concentracion de 0,375 mM 0,75 mM 1mM 1mM
sustrato 1°
Combinacién sal y FBB 1% + FBB 1% +
detergente SDS 5% SDS 5%
Temperatura 30°C 30°C 30°C 30°C
Longitud de onda 595 nm 595 nm 400 nm 415 nm
Coeficiente Patrén a-naftol Patrén a-naftol 6,5 mM™.cm™ 0,9758 mM™©

extincion molar

dLas condiciones iniciales estan basadas en los ensayos originales.
®Todos los sustratos estaban disueltos en etanol.
“’Coeficiente de extincion” para un volumen de 100 pL.
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CAPITULO

ras la amplia introduccién del DDT como método de control de los

mosquitos transmisores de la malaria, la evolucion de la

resistencia en los insectos se convirti6 en un problema (Brown,
1967), que, hoy por hoy, se mide a escala global. El hecho de que la diana
del DDT fuese de naturaleza ubicua, hizo que la evolucion de la resistencia
fuera inevitable en otras especies de insectos expuestas también a este
insecticida.

Durante los afios 90 se comprobd, a partir de investigaciones mas
especificas sobre los mecanismos implicados en la resistencia, que los
insectos tienen la habilidad innata de desarrollar resistencia a la mayoria de
clases de insecticidas, e incluso, en algunos casos, a diferentes clases a la
vez. Este es el caso de la cucaracha Blattella germanica, que ha
desarrollado resistencia a todos los insecticidas tradicionales, asi como
resistencia cruzada a los introducidos recientemente, como el fipronil (ver
apartados 2-2.2 y 2-2.3 del capitulo 2). Este hecho la hace particularmente
interesante como organismo modelo para el estudio de la resistencia a
insecticidas. En este sentido, Hemingway y colaboradores (2002) proponen
el empleo, como especies modelo, de aquellos insectos plaga sometidos a
extensos programas de control y frente a los cuales han desarrollado
multiples mecanismos de resistencia.

En la actualidad, y dada su eficacia y baja toxicidad en mamiferos, los
piretroides son los compuestos mas ampliamente utilizados en el control de
Blattella. Existen dos tipos de piretroides segin su diferente estructura
guimica y sintomas de exposicion: los del tipo |, que no contienen el grupo
a-ciano y entre los que se incluyen la aletrina, tetrametrina, resmetrina,
sumitrina, bioresmetrina y permetrina; y los del tipo Il, que si lo contienen,
como la cipermetrina, ciflutrina, cialotrina, deltametrina, esfenvalerato,
fluvalinato y fenvalerato (Martinez-Torres et al., 1997). Ambos tipos de
piretroides actllan sobre el sistema nervioso de los insectos, al nivel de los
canales de sodio dependientes de voltaje de la membrana neuronal.
Algunos piretroides del tipo Il también afectan la accién del neurotransmisor
GABA (Bloomquist et al., 1997).

Los piretroides cipermetrina, permetrina, fenvalerato y deltametrina se
encuentran entre los mas empleados en el control de insectos (El-Sayed y
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Knowles, 1984), siendo la deltametrina el principio activo mas utilizado y
mas eficaz en el control de Blattella (Cochran, 1995a). Este compuesto
consta de un Unico isémero, y esta caracteristica exclusiva de la
deltametrina proporciona mayor estabilidad a la molécula, mas pureza al
producto, mayor eficiencia con dosis mas bajas y mejores resultados en el
control de la plaga.

No obstante, y como consecuencia de su uso continuado, la
resistencia de B. germanica a los piretroides se ha convertido en un serio
problema (Ebbett y Cochran 1997), provocando fallos en su control en
poblaciones de campo (Cochran, 1989; Scott et al, 1990, Atkinson et al.,
1991; Valles y Yu, 1996; Dong et al., 1998; Wei et al., 2001). Asi, se han
descrito poblaciones de Blattella resistentes a piretroides en paises como
Dinamarca (Vagn-Jensen, 1988; Hemingway et al., 1993a), Japén (Umeda
et al.,, 1988), Estados Unidos (Cochran, 1989; Zhai y Robinson, 1990;
Atkinson et al., 1991; Bull y Patterson, 1993; Hemingway et al., 1993a;
Valles y Yu, 1996; Scharf et al., 1996, 1997), Panama (Hemingway et al.,
1993a), Reino Unido (Chapman et al., 1993), Malasia (Lee et al., 1996),
China (Huang et al., 1999; Lin et al., 2000), Brasil (Salmeron y Omoto,
2003), Taiwan (Pai et al., 2005) e Iran (Ladonni, 1997; Limoee et al., 2007).
Sin embargo, hasta la fecha no se ha publicado ningin estudio en este
sentido en Espafia, pese a los miltiples problemas descritos relacionados
con esta plaga (Aguilar et al., 2000; ANECPLA, 2006).

Los principales mecanismos implicados en la resistencia a piretroides
en esta cucaracha son: una elevada biotransformacion o una mayor
capacidad para secuestrar al insecticida (Hemingway et al., 1993b; Scharf et
al., 1998a); cambios estructurales en los canales de sodio dependientes de
voltaje debidos a mutaciones (Scott et al., 1990; Hemingway et al., 1993b;
Lee et al.,, 1996; Dong et al., 1998); o bien una combinacion de ambos
mecanismos (Hemingway et al., 1993b; Dong et al., 1998; Wu et al., 1998;
Valles et al., 2000; Wei et al., 2001; Pridgeon et al., 2002; Valles, 2004;
Limoee et al., 2007).

Con el fin de comprender las bases bioquimicas de la resistencia en
Blattella germanica, y siguiendo los objetivos marcados al inicio de la
presente Tesis Doctoral, se llevaron a cabo toda una serie de experimentos
para documentar y evaluar los mecanismos implicados en la resistencia de
una poblacion de Blattella germanica (poblacién R) obtenida a partir de una
muestra recogida en 1999 en la cocina de una cafeteria en Valencia
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(Espafia). Las cucarachas habian sido sometidas a un tratamiento de
choque con piretrinas y posteriormente tratadas con un piretroide como
métodos de control.

Asi pues, en primer lugar se determind la resistencia frente al
piretroide deltametrina, y a continuacion se evaluaron los mecanismos
bioquimicos que potencialmente podrian estar implicados en dicha
resistencia, tanto mediante el empleo de los compuestos sinérgicos PBO y
DEF, inhibidores de P450 y de hidrolasas, respectivamente, como mediante
la medida de las actividades enziméticas CaE, GST y P450.

Por otro lado, a menudo no se conocen exactamente los insecticidas
empleados en el control de las poblaciones recogidas en el campo (como es
el caso de nuestra poblacién R), y que desembocan en la apariciéon de la
resistencia. De modo que realmente no sabemos cuales son los
mecanismos directamente relacionados con el tratamiento con un
insecticida determinado. Por ello, son interesantes los experimentos de
seleccion en el laboratorio, disefiados para identificar mecanismos de
resistencia especificos a un determinado insecticida, y poder formular asi
estrategias de control efectivas en base a los conocimientos adquiridos en
dichos experimentos. En este sentido, con la excepcién de algunos estudios
en laboratorio y limitadas evaluaciones en campo, se posee muy poca
informacion respecto a la deltametrina y su capacidad para seleccionar
resistencia. Por ello, nuestra siguiente etapa fue seleccionar resistencia a la
deltametrina en una poblacion hibrida, resultante del cruce de la poblacion
de campo R e individuos de una poblacion sensible de referencia (L,),
caracterizar dicha resistencia, sus niveles y patrén de desarrollo.

Los objetivos del presente trabajo fueron:

1) Evaluar los mecanismos que confieren resistencia a
insecticidas en una poblacién de B. germanica, y en especial, la
desintoxicacion metabdlica en la resistencia a piretroides.

2) Evaluar la respuesta de una poblacion de B. germanica
sometida a presion de seleccion con un piretroide, y la
contribucion de cada mecanismo en el fenémeno global.
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4-1. Material y Métodos

4-1.1. Insectos. Recoleccién y cria.

La poblacion R, caracterizada en este estudio, fue establecida en
nuestro laboratorio a partir de una muestra cedida por una empresa de
control de plagas. La muestra estaba formada por una hembra con ooteca,
un macho y una ninfa de tercer estadio de B. germanica. Las cucarachas se
mantuvieron sin exposicion a insecticidas, y fue necesario esperar varias
generaciones desde su llegada al laboratorio para tener suficiente nimero
de insectos para los ensayos toxicologicos y bioquimicos.

En los ensayos se comparé la poblacion R con las poblaciones de
referencia: L,, poblacién sensible cedida por la Dra Ross, del Virginia
Polytechnic Institute (USA); Li, poblacién sensible mantenida en nuestro
laboratorio durante mas de 25 afios sin contacto alguno con insecticidas, y
la poblacion Melia (ML), que nos sirvi6 como poblacidn resistente de
referencia. Esta fue establecida a partir de una muestra de la poblacion
Melia 12 enviada por el Dr. Lee del Institute of Science of Malaysia. Dicha
poblacion fue recogida en julio de 1997, habiendo sido tratada durante mas
de 20 afios con propoxur (carbamato), y en los dos Ultimos afios con A-
cialotrina (piretroide). En el laboratorio del Dr. Lee, la poblacién fue
seleccionada cada tres generaciones con fenitrotion (50 mg/mz) durante 7
dias, en adultos y ninfas de 5° y 6° estadio. También alli se caracteriz6 su
nivel de resistencia, siendo moderado frente a piretroides, OPs vy
carbamatos. Parece que en dicha resistencia estarian implicadas
monooxigenasas y esterasas (Lee, comunicacion personal).

Por dltimo, se estableci6 la poblacién BCP, a partir de individuos de
las poblaciones BBR, CIGO y PG, enviados a nuestro laboratorio por el Dr.
Lee. La poblacion BBR, recogida en julio de 1999, habia sido tratada
mensualmente con deltametrina y a-Cipermetrina (ambos piretroides).
Posteriormente no fue seleccionada en el laboratorio del Dr. Lee, aunque si
caracterizados sus niveles de resistencia (moderada a piretroides y baja a
OPs y carbamatos) asi como los posibles mecanismos implicados en la
misma: monooxigenasas y esterasas (Lee, comunicacion personal). La
poblacion CIGO, recogida en diciembre de 1998, recibié tratamientos
mensuales alternados de A-cialotrina (piretroide) y metil-pirimifos (OP).
Tampoco fue posteriormente seleccionada en el laboratorio. Presentaba
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niveles de resistencia moderados a piretroides, OPs y carbamatos,
apareciendo implicadas monoxigenasas y esterasas (Lee, comunicacion
personal). Por ultimo, la poblaciéon PG fue recogida en octubre de 1999 y
tratada mensualmente con A-cialotrina y metil-pirimifos. No fue seleccionada
en laboratorio ni caracterizada su posible resistencia (Lee, comunicacion
personal).

Todas las poblaciones fueron criadas a 25#2°C, 65-70% HR vy
fotoperiodo de 16h:8h (L:O). Las colonias se sincronizaban manteniendo las
camadas de cada semana en botes separados. Para la manipulacion de los
insectos no se utilizaba anestesia. Las cucarachas fueron alimentadas ad
libitum con pienso para ratas y el agua se administré en tubos de cristal
tapados con algodoén.

4-1.2. Caracterizacion de la resistencia al insecticida deltametrina
en la poblacion R de B. germanica.

4-1.2.1. Deteccién de la resistencia.

Dos son los tipos de bioensayos mas cominmente empleados en
Blattella germanica: bioensayos de aplicacién topica (dosis-mortalidad)
(Milio et al., 1987; Cochran, 1997) y métodos de contacto por exposicion a
residuo (tiempo-mortalidad), donde los insectos caminan sobre una
superficie tratada con el insecticida (Cochran, 1989, 1994; Ladonni, 2001).
En los primeros se prueban varias concentraciones del ingrediente activo y
se anota el porcentaje de individuos muertos a un tiempo prefijado. Para el
segundo tipo, se deposita una cantidad diagndstico (determinada
previamente) del ingrediente activo y se anota el instante en que aparece el
primer muerto, asi como los sucesivos tiempos hasta que no queden
supervivientes. Con piretroides el criterio de respuesta se define como
knockdown, esto es, la inmovilizacién del insecto. Este segundo tipo de
bioensayos, que se recoge como método estandar por la Organizacion
Mundial de la Salud (W.H.O. 1970) para el estudio de la resistencia a
insecticidas en cucarachas, fue el empleado en nuestro trabajo. Mediante
este método los insectos estan expuestos al insecticida por contacto tarsal,
como ocurre en su ambiente natural (Lee et al., 1996). Ahora bien, puesto
que solamente se emplea una cantidad fija del insecticida, ésta debe ser
cuidadosamente escogida para permitir que se exprese el mecanismo de la
resistencia; si se utiliza una cantidad excesivamente alta seria capaz de
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matar a la mayoria de los insectos y concluirse, erroneamente, que éstos no
son resistentes (Cochran, 1997).

En el presente trabajo los bioensayos fueron realizados con el
insecticida deltametrina (98,5% de pureza) cedido por la empresa Agrevo,
S. A. (en la actualidad Bayer CropScience, S.L.).

Los recipientes de cristal (263,9 cm? de superficie interna) se trataron
con 2 mL de acetona y 500 gL de una disolucion de deltametrina (5
miligramos del producto técnico en 20 mL de acetona), resultando
depositados 473,66 ng de deltametrina/cm?. Los botes se hicieron rodar
para que la acetona con el insecticida se distribuyera uniformemente por
sus paredes interiores, y seguidamente se mantuvieron en campana
extractora hasta la evaporacion completa de la acetona. Para cada
bioensayo se trataron de tres a cinco botes. Los controles recibieron sélo
acetona. La cantidad empleada se basé en ensayos preliminares realizados
con la poblacién sensible L; y con las que se obtenia un TKsg, (tiempo de
respuesta, definida como knockdown, del 50% de los individuos) de 60
minutos o menos (Cochran, 1989).

Para cada tratamiento, y después de ser pesadas, se emplearon 10
cucarachas, 5 machos mas 5 hembras (adultas de 7 dias de edad), o 10
ninfas de los dos Ultimos estadios. Tras colocar a las cucarachas dentro de
los botes se comprobd, a intervalos de 2-3 minutos para las poblaciones
sensibles o0 de 10 minutos para las resistentes, el nimero de insectos
caidos (knocked), hasta obtener entre el 90% y 100% de individuos
afectados. Se consideré como respuesta al tratamiento a la incapacidad de
las cucarachas para moverse normalmente de forma coordinada tras ser
estimuladas con unas pinzas. Cada bioensayo fue repetido en tres o cuatro
dias distintos, siempre a la misma hora.

4-1.2.2. Estudios con sinergistas.

Mediante aplicacién topica se evaluaron los efectos sinergéticos del
PBO y del DEF en la resistencia a la deltametrina en la poblacion R.

Previamente se habian realizado ensayos preliminares para
determinar las dosis subletales de los sinergistas. En base a los resultados
obtenidos, las cucarachas (ninfas de los dos Ultimos estadios) se trataron
primeramente con el sinergista PBO (0,95 ugl/insecto) o DEF (1,04
uglinsecto). Dos horas después de este tratamiento, eran expuestas al
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bioensayo de contacto tarsal con el insecticida, siguiendo los
procedimientos descritos en el apartado anterior (4-1.2.1).

4-1.2.3. Ensayos enzimaticos.

Las medidas de las actividades enzimaticas se realizaron en
extractos, tanto de ninfas como de adultos decapitados, de las poblaciones
Ry L; (poblacion sensible de referencia) de B. germanica.

4-1.2.3.1. Preparacion de las muestras.

Las cucarachas de cada grupo analizado (30 machos, 30
hembras y 60 ninfas de los dos Ultimos estadios), sin exposicién
previa a ningun insecticida, se pesaron y a continuacién fueron
homogeneizadas con una disoluciéon Tris-HCI 0,1 M, pH 7,8 (0,2
mL/insecto) a 4°C, empleando un homogeneizador de potter a
velocidad media, en dos tandas de 30 segundos cada una. El
homogeneizado fue entonces centrifugado a 10.000 g durante 20
minutos a 4°C con una centrifuga Sigma modelo 3K20 (Sigma
Laboratory Centrifuges GmbH, Osterode am Harz, Alemania). El
sobrenadante se filtr6 con lana de vidrio y de nuevo se centrifugé a
100.000 g durante 60 minutos a 4°C en una ultracentrifuga Beckman
Coulter Optima™ MAX-E (Beckman Coulter Inc., Palo Alto, California,
USA). Los precipitados se resuspendieron en 1 mL de la disolucion
de homogeneizacién. Tanto el sobrenadante (fracciébn S100), como
las fracciones microsomales (M100) se almacenaron a -80°C hasta su
utilizacion (Fig. 3-6). Se obtuvieron y procesaron tres muestras
diferentes en dias distintos para cada una de las poblaciones.

Justo antes de ser empleadas en los ensayos enzimaticos las
muestras proteicas se diluyeron con una disoluciéon que contenia BSA
en una proporcién de 0,5 mg/mL.

4-1.2.3.2. Cuantificacion de las actividades enzimaticas.

Los mecanismos bioquimicos potencialmente implicados en la
resistencia de la poblacion R fueron evaluados mediante la
cuantificacion de las actividades esterasa, GST y EROD.

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado y la
cuantificacién se efectué dentro de los rangos de linealidad para el
tiempo y la concentracién de proteina (ver capitulo 3). Las medidas
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se hicieron en un lector de placas (TECAN SPECTRA-Fluor,
Salzburg, Austria), siguiendo los protocolos adaptados segun se
describe en el capitulo 3.

Actividad GST. Se determind la actividad GST tanto en la
fraccion subcelular S100 (citosoélica) como en la M100 (microsomal).
Siguiendo el protocolo establecido (Tabla 3-6), a 50 4L de la
disoluciéon de la enzima diluida (3/1000 en una disolucién de fosfato
potasico 0,1 M, 1 mM EDTA, pH 7), para el analisis con CDNB, o a 50
uL del homogeneizado sin diluir, para el caso del DCNB, se afiadieron
50 L de una mezcla de reaccion que contenia para el ensayo con el
CDNB: una disolucion de fosfato potasico (0,1 M, 1 mM EDTA;
disolucion de ensayo | a pH 7), que contenia GSH (10 mM
concentracion final) y CDNB (2 mM concentracion final); y para el
ensayo con el DCNB: una disolucién de Tris-HCI (0,1 M, 1 mM EDTA,
pH 8), que contenia GSH (10 mM concentracion final) y DCNB (3 mM
concentracion final), siendo el volumen final de reaccion de 100.L. La
reaccion espontdnea (no catalizada), medida en ausencia de
homogeneizado, sirvi6 como control. Se siguio la reaccién durante 2
minutos, a 340 nm y 30°C, empleando el modo cinético para ambos
ensayos. Los “coeficientes de extincion” determinados previamente
(ver apartados 3-2.2.1.1 y 3-2.2.1.2) se emplearon para convertir los
cambios en la absorbancia en pmoles de conjugado formado en los 2
minutos de la reaccion.

Actividad CaE. Para un volumen final de reaccién de 100.L,
50 uL de la mezcla de reaccion (p-NPA 2 mM, concentracion final) se
mezclaron con 50 L del homogeneizado (fracciones S100 y M100)
diluido en la disolucion de ensayo Il (pH 7,5, a la que afiadimos 0,5
mg/mL de BSA). Después de la adicién del sustrato, se siguid la
aparicién del producto durante dos minutos a 415 nm. La reaccién
espontanea (no catalizada) medida en ausencia de homogeneizado,
sirvi6 como control. El “coeficiente de extincion” determinado
previamente (ver apartado 3-2.2.1.3) se utiliz6 para convertir los
cambios en la absorbancia en pmoles de conjugado formado en los 2
minutos de la reaccion. Para la fraccion S100 se determinaron
también los valores de la K, y de la V. para la actividad esterasa
frente a p-NPA en las cepas L; y R, tanto en ninfas como en adultos
(para detalles de los protocolos ver apartado 3-2.2.1.3). Estos valores
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se calcularon aplicando el programa Enzfitter Software (Biosoft) y
utilizando la ecuacién de Michaelis-Menten para ajustar los datos.

Actividad P450 (EROD). A 50 pL de homogeneizado (fraccion
M100) se afiadieron 50 pL de la mezcla de reaccién: NADPH 250 xM
(concentracion final) y 7-etoxirresorrufina (60 #M en DMSO,
concentracién final) en una disolucion Tris-HCI 0,1 M, pH 7,8
(disolucion de ensayo lll). Durante tres minutos se siguié el
incremento en la fluorescencia debida a la aparicion de la resorrufina.
Para los calculos de la actividad se prepar6é un patron con distintas
cantidades de resorrufina (0,024M-1uM).

Experimentos preliminares demostraron que la actividad EROD
se encontraba por debajo del nivel de deteccion cuando se
empleaban insectos no decapitados.

Cantidad de proteina. El contenido proteico de los extractos
se determiné mediante el método de Lowry y colaboradores (1951),
siguiendo la modificacién de Biorad para microensayo en microplaca.
Como patrén se empleé la albumina de suero bovino.

4-1.3. Poblaciones hibridas de B. germanica sometidas a presion
de seleccion con el piretroide deltametrina.

4-1.3.1. Establecimiento de las poblaciones hibridas.

Las poblaciones hibridas RL; y BCPL;, se obtuvieron como resultado
de los cruzamientos aleatorios en masa de las poblaciones Ry L;,y BCP y
L,, respectivamente.

Para la poblacién RL4, 60 individuos de cuarto estadio de la poblacion
L; se cruzaron con 30 individuos de cuarto estadio de la poblacién R (4
meses después de su recoleccién).

Para la poblacién BCPL, el cruce también mantuvo la proporcion 2:1,
aunque en este caso fueron 120 insectos de cuarto estadio de la poblacién
L1, con 60 insectos, entre machos adultos y ninfas, de la poblacion BCP.

Antes de los experimentos de seleccion, y para poder tener suficiente
namero de cucarachas, se dejaron transcurrir dos generaciones de
cruzamiento endogamico aleatorio en ambas poblaciones hibridas.
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4-1.3.2. Seleccidn con deltametrina.

La poblacién RL; fue dividida en dos subpoblaciones en la generacion
Fs, una fue seleccionada (desde la F, hasta la Fs) con deltametrina (°RL,), y
la otra permanecio sin seleccionar (RL,). Se procedié de igual manera con
la poblaciéon BCPL;. La subpoblacién *BCPL1 fue sometida a presion de
seleccion con la deltametrina, desde la generacion F; a la F7, mientras que
la subpoblacion BCPL, fue mantenida sin presién de seleccién.

En todos los casos los experimentos de seleccién se llevaron a cabo
con los estadios mas tolerantes (5° y 6° estadios ninfales; Koehler et al.,
1993). En cada ciclo se exponian entre 50 y 80 individuos de cada una de
las distintas camadas empleadas, con un total de aproximadamente 400
insectos por generaciéon. Las cucarachas se distribuian en botes de cristal
previamente tratados con la concentracién apropiada de la disolucion
insecticida (siguiendo el mismo procedimiento que el descrito para los
bioensayos de contacto tarsal, seccién 4-1.2.1) y permanecian en ellos
durante periodos especificos de tiempo, como se detalla en la tabla 4-1.

Tabla 4-1. Detalles de los experimentos de selecciéon de dos poblaciones hibridas, °RL; y
°BCPL,, de Blattella germanica en ninfas de 5° y 6° estadio.

Concentracion | Tiempo de | Porcentaje | Porcentaje

Poblacién | Generacion insecticida exposicion | de caidos de
(ng/lcm?) (min) (knocked)? muertos®
°RL, F, 473,66 25 40,4 21,0
Fs 473,66 75 71,2 28,3
Fs 1894,64 60 59,2 54,2
Fs 18946,57 5760 73,1 76,2
*BCPL, Fs 473,66 25 58,3 38,8
Fs4 473,66 40 83,6 67,1
Fs - - - -
Fs 1136,79 40 91,4 89,6
F; - - - -

®Porcentaje de caidos (knocked) tras exposicion al insecticida durante el tiempo
establecido.
bPorcentaje de mortalidad 72 horas después de la exposicion.

Los insectos paralizados eran eliminados, lo que constituia una
primera fase en el ensayo. Los restantes eran transferidos a botes limpios
con agua y comida. A las 72 horas, se comprobaba la mortalidad y los
supervivientes eran devueltos a la poblacion de partida. Obviamente, la
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seleccion Ultima dependia de los supervivientes que maduraban y se
reproducian con éxito.

Para evaluar la respuesta a la presion, después de cada ciclo de
seleccion, tanto las subpoblaciones seleccionadas como las mantenidas sin
presion fueron sometidas a bioensayos de contacto tarsal con la
deltametrina. Ademas, en el Ultimo ciclo se incluyeron también ensayos con
los sinergistas PBO y DEF, con el fin de evaluar la posible participacion de
los mecanismos oxidativo e hidrolitico en la resistencia seleccionada. Se
siguié el mismo procedimiento que en los estudios realizados con la
poblacion R (ver apartado 4-1.2.2).

También en el dltimo ciclo fueron evaluadas las respuestas frente a
los insecticidas fenitrotion (OP) y acrinatrina (piretroide). En el caso del
fenitrotion se utilizd un bioensayo de aplicacién tépica empleando el
producto técnico (97,8% de pureza, cedido por la empresa Bayer
CropScience, S.L.). Las concentraciones evaluadas (5 concentraciones
distintas) producian una mortalidad entre el 1-100% de los individuos
tratados. Las cucarachas fueron inicialmente separadas y distribuidas en
placas petri de vidrio. Para cada concentracion se trataron unos 30
individuos (3 grupos de 10 cucarachas por recipiente). El protocolo basico
consistid en depositar sobre el abdomen de cada cucaracha 1 mL de la
disolucion del insecticida, o de acetona en el caso de los controles. Para
facilitar la manipulacion y el tratamiento de los insectos, las cucarachas
fueron anestesiadas con frio. Los posibles efectos adversos de una
exposicion prolongada al frio se minimizaron al procesar a los insectos en
pequefios grupos de insectos y ser tratados rapidamente. Experimentos
preliminares habian demostrado que, de este modo, el procedimiento de
inmovilizacién no producia efectos dafiinos. La evaluacién de la mortalidad
se realizé 24 horas después de la aplicacion del insecticida, adoptandose
como criterio de respuesta la incapacidad de movimiento, mostrando
evidencia de paralisis. Para la acrinatrina el procedimiento fue idéntico al
empleado con la deltametrina (ver apartado 4-1.2.1).

4-1.4. Analisis estadistico.

4-1.4.1. Ensayos toxicolégicos.

Tipicamente, en los ensayos dosis-mortalidad los resultados son
analizados mediante analisis Probit para estimar la dosis que mata al 50%
de la poblacion (DLsg) (Litchfield y Wilcoxon, 1949). Este fue el método
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empleado en los ensayos con el fenitrotion. Para este andlisis se empleo el
programa estadistico POLO-PC (LeOra Software, Berkely, CA).

Sin embargo, estas técnicas estdndar de andlisis Probit no son
aplicables cuando se dispone de datos tiempo-mortalidad, puesto que, al
realizar multiples observaciones sobre el mismo grupo de individuos, las
medidas estan correlacionadas (violada la asunciéon de independencia)
(Robertson y Preisler, 1992). De ello resultan errores estandar mas
pequefios, con lo que se obtendrian mas resultados “estadisticamente
significativos” de lo esperable. Esta correlacion debe ser, pues, tenida en
cuenta utilizando métodos de analisis apropiados. En este sentido, los
modelos de regresion estandar probit se han adaptado al incluir una
estructura de correlacion y un estimador robusto de la varianza de los
coeficientes de regresién. Asi, Throne y colaboradores, en 1995(a),
desarrollaron un programa (PROBIT) con el que implementar la regresién
logistica para datos correlacionados. Este fue el programa empleado en el
analisis de los datos de los ensayos de contacto tarsal. El programa esta
escrito y es ejecutado en lenguaje Mathematica. Con él se estimaron los
valores del TKsgy TKgo.

En todos los andlisis se empled el estadistico 5° para verificar la
bondad del ajuste del modelo a los datos experimentales (Robertson y
Preisler, 1992; Throne et al.,1995b).

A partir de aqui definimos factor de resistencia (FR) como el valor
resultante de dividir el valor de la DLsy 0 TKso (dependiendo del tipo de
bioensayo empleado) de las poblaciones estudiadas, por el valor de la DLs
0 TKso de la poblacion de referencia (sensible) de laboratorio; este factor
nos permite comparar entre poblaciones, o entre distintos toxicos para una
misma poblacion. El intervalo de confianza al 95% de esta nueva ratio se
calculé en base a Robertson y Preisler (1992); si los intervalos incluyen el
valor 1, entonces los dos parametros no son significativamente diferentes.

El efecto de los sinergistas se expresd en los términos siguientes:
factor de sinergismo (FS): TKso sin sinergista/ TKsy con sinergista; factor de
resistencia 1 (FR1): TKso de la poblacién resistente con sinergista/ TKso de
la poblacién sensible sin sinergista (mide el efecto del sinergismo en la
resistencia); factor de resistencia 2 (FR2): TKs, de la poblacion resistente
con sinergista/ TKsq de la poblacion sensible con sinergista (compara el
valor del TKsy con sinergista entre las poblaciones resistente y sensible).
Estos términos se adoptaron de Saito y colaboradores (1991). Ademas se

104



Estudio de la resistencia en una poblacion de campo de Blattella germanica

calcularon las proporciones FR/FR1 y FR2/FR indicativas de la presencia de
otros mecanismos adicionales al suprimido por el sinergista empleado.

4-1.4.2. Ensayos bioguimicos.

Los analisis estadisticos se realizaron usando los paquetes
informaticos SPSS 12.0 basico y avanzado para Windows (SPSS Inc,
Chicago, IL).

Los datos de las actividades enziméticas, asi como los valores de la
Km Yy de la Ve (calculados empleando la ecuacién de Michaelis-Menten),
de las poblaciones resistente y sensible se compararon mediante la prueba t
de Student.

Antes de realizar los andlisis se estudié la normalidad de los datos,
utilizando las pruebas de Kolmogornov-Smirnov y de Shapiro-Wilk con la
correccion de Lilliefors; la homogeneidad de la varianza se comprobd con la
prueba de Levene. Las actividades enzimaticas no mostraron distribuciones
normales respecto de la media y ademas presentaron heterogeneidad de
las varianzas. Para estabilizar la normalidad y la varianza se utilizé una
transformacion logaritmica. El nivel de significacion empleado fue del 5%.

4-2. Resultados

4-2.1. Caracterizaciéon de la resistencia al insecticida deltametrina
en la poblacién R de B. germanica.

4-2.1.1. Deteccién de la resistencia.

En la tabla 4-2 y en las figuras 4-1 y 4-2 se recogen los resultados
de los andlisis de regresion para medidas correlacionadas, y las curvas
respuesta, tras evaluar la toxicidad del piretroide deltametrina en las
poblaciones R (poblacién de campo), L; y L, (sensibles de referencia) y ML
(resistente de referencia).

Para 5 de las 11 regresiones calculadas, los valores de ;(2 no fueron
significativos (P>0,05). Los valores significativos de ;(2 (P<0,05) para el resto
de curvas (Tabla 4-2), podrian sefalar que las respuestas fueron
heterogéneas. Entre las causas cabria citar las diferentes respuestas en
funcién de la edad incluso dentro de un mismo estadio (se emplearon ninfas
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Tabla 4-2. Tiempos de respuesta knockdown (TKsoy TKgo), pendiente de la recta de regresion PROBIT y factores de resistencia (FRso Y FRg) a la
deltametrina (473,66 ng de deltametrina/cm?) de adultos y ninfas de distintas poblaciones de B. germanica.

Poblacién® | Estadio” Pe”de';"f;rf d’-;f”‘” P>7"® | TKsp(95%LC) (min.) resﬁiféa}ia TKeo (95%LC) (min.) resFiz(t:écr’lg:ia
(FReo) (FReo)
L, machos 8,42+1,85 0,179 8 (7-10) 1 12 (10-16) 1
hembras 7,25+ 1,64 0,130 9 (7-11) 1 13 (11-20) 1
ninfas 596+0,75 0,004 22 (16-29) 1 36 (27-67) 1
L machos 6,57 £ 0,59 0,238 11 (10-12) 1,35 18 (16-20) 0,95
hembras 7,01 £ 0,64 0,127 14 (10-16) 1,56 21 (18-26) 1,04
ninfas 3,19+0,19 6,5010° 26 (20-32) 1,18 65 (49-99) 0,72
ML machos 3,45+ 0,37 0,038 20 (14-30) 2,41* 48 (32-100) 1,70
hembras 2,32+0,32 0,024 30 (18-74) 3,35% 106 (50-1585) 2,23
ninfas 1,83£0,15 1,2:10* 70 (44-147) 3,23* 354 (163-2301) 1,97%
R machos 3,41+ 0,48 0,56 4643 (3685-5933) 551,85* 11027 (8237-17302) 388,90*
hembras 2,07 + 0,45 0,26 12669 (7936-18942) 1424,40¢ | 52826 (31828-152999) 948,58
ninfas nc nc nc nc nc nc

L, y L,, poblaciones sensibles; ML(Melia), poblacion resistente; R, poblacién recogida en una cafeteria de Valencia (Espafia) (ver caracteristicas de las
Eoblaciones en el texto, apartado 4-1.1).

Machos y hembras, adultos de 7 dias; ninfas de los dos Ultimos estadios.
‘Un valor de P>;(2 mayor de 0,05 indica un ajuste significativo entre las lineas de regresion observada y esperada.
“El factor de resistencia y los limites de confianza del 95% se calcularon para cada poblacién respecto de la poblacion L, segin el método de
Robertson y Preisler (1992).

nc, no fue posible su célculo. La cantidad de insecticida empleada resulté ser subletal para las ninfas de esta poblacion. Si se observaron alteraciones
morfolégicas en los adultos; incluso algunas ninfas murieron en el paso al estadio adulto.

*, los valores de la misma columna seguidos de asterisco sefialan una diferencia significativa entre este valor TKsy 0 TKgo y €l de la poblacién sensible.
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de los dos ultimos estadios), o diferencias ligadas al sexo (no se verifico el
sexo de las ninfas tratadas).

Los resultados nos muestran que no hay diferencias significativas en
los valores de los tiempos knockdown entre las poblaciones L; y L,, tanto en
adultos (machos y hembras) como en ninfas a los niveles 50 y 90% (Tabla
4-2, Fig. 4-1 y 4-2). Se verificd asi que la poblacién L, podia ser tomada
como sensible de referencia. La poblacion L, es una poblacién sensible de
laboratorio, marcada genéticamente, y cuya sensibilidad a insecticidas ha
sido acreditada (Cochran, 1995b).

Por otro lado, las hembras de cada poblacién resultaron ser mas
tolerantes a la deltametrina que los machos. Asi en la poblacién L, las
hembras eran 1,06 veces (95% LC, 0,84-1,33) mas tolerantes, en la
poblacion Ly, 1,22 veces (95% LC, 0,94-1,41), en la ML 1,47 veces (95%
LC, 1,19-2,62) y en la R 2,73 veces mas tolerantes (95% LC, 1,72-4,33).
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Figura 4-1. Porcentaje de adultos caidos en funcién del tiempo,
de las poblaciones L,, L;, ML y R en los bioensayos de contacto
tarsal con la deltametrina (0,47 ug/cmz).

Centrandonos en la poblacién R, los adultos (machos y hembras)
fueron significativamente mas resistentes a la deltametrina que las
cucarachas (machos y hembras) de las poblaciones L; y L,. Incluso
resultaron ser 229,16 y 425,6 veces mas resistentes que los machos y
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hembras, respectivamente, de la poblacion resistente Melia a nivel de TKsq
(Tabla 4-2, Fig. 4-1).

En cuanto a las ninfas, 473,66 ng de deltametrina/cm? causaron la
paralisis del 100% de los individuos a los 50 minutos del inicio del
experimento (TKsg= 22 minutos) en la poblacién L,, y a los 60 minutos
(TKs0= 26 minutos) en la poblacién L,. (Tabla 4-2, Figura 4-2).
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Figura 4-2. Porcentaje de ninfas caidas en funcién del tiempo, de
las poblaciones L,, L;, ML y R en los bioensayos de contacto
tarsal con la deltametrina (0,47 yg/cmz).

En la poblacién ML el porcentaje de ninfas caidas a los 80 minutos
fue de un 60%. La poblacién ML en este estadio, presentod niveles de
resistencia bajos con un factor de 2,75 en el nivel TKsq comparado con la
poblacién L;. Niveles mas bajos que los que dicha poblacion presentaba en
el laboratorio del Dr. Lee, posiblemente porque la poblacion ML permanecid
desde su llegada a nuestro laboratorio sin exposicién alguna a insecticidas,
lo que da cuenta de la estabilidad de la resistencia de esta poblacién.

Para las ninfas de la poblacién R tratadas la cantidad de insecticida
empleada resultd ser subletal y éstas consiguieron mudar al estadio adulto.
Hay que hacer notar el elevado numero de insectos que sufrieron algin tipo
de alteracion, incluso la muerte en el paso a este estadio (datos no
mostrados). En éste sentido, se ha descrito que muchos insecticidas
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presentan actividad agonista o antagonista de hormonas de insectos, siendo
clasificados como alteradores endocrinos (Committe on Hormonally Active
Agents in the Environment, National Research Council, USA, 1999;
McLachlan, 2001). Parece que la deltametrina tendria éste efecto y como tal
ya ha sido descrita en B. germanica (Lee et al., 1998).

En todos los casos, las ninfas eran mas tolerantes que los adultos de
su misma poblacion, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por
Koehler y colaboradores (1993) y Valles y colaboradores (1996).

4-2.1.2. Ensayos con los compuestos sinérgicos PBO v DEF.

Las pruebas realizadas con el PBO y con el DEF evidenciaron el
efecto de estos compuestos sinérgicos sobre los niveles de resistencia de
las poblaciones estudiadas (Tablas 4-3 y 4-4, Fig. 4-3 y 4-4).

Cuando las cucarachas fueron pretratadas con el PBO, se produjo un
incremento en la toxicidad de la deltametrina en las poblaciones ML (3,50x)
y R (Tabla 4-4), que se pone de manifiesto en el desplazamiento de las
curvas tiempo-respuesta hacia los tiempos de las poblaciones sensibles
(Fig. 4-3). El resultado fue una reducciéon de la resistencia en ambas
poblaciones al compararlas con la poblacién L, (Tablas 4-3 y 4-4).

Tabla 4-3. Tiempos de respuesta knockdown (TKso Yy TKgp), y limites de confianza del 95% (95%
LC), de distintas poblaciones de B. germanica tras exposicion a PBO (0,95 xg/insecto) o DEF
(1,04 wglinsecto) y deltametrina (473,66 ng de deltametrina/cmz) en ninfas (5°y 6° estadio).

Sinergista | Poblacién? Pengisetg:]edta?rror p>/® TKSO(é?i?/)()LC) TKQO(rg?ii?/)()LC)
PBO L 420+0,55 02000 | 18 (15-21) 36 (29-48)
L 3,21+0,44 0,240 | 19 (13-28) 48 (32-107)
ML 3,09 % 0,29 0,0026 | 20 (15-28) 53 (37-96)
R 2,62+ 0,39 00032 | 567 (139-3631) | f756(67214£;
DEF L 3,04+ 0,28 0,0079 | 17 (12-25) 44 (29-99)
L 2,60 % 0,30 00022 | 18 (2-53) 55 (53-89)
ML 2,34+0,33 0,0520 | 34 (25-46) 120 (82-218)
R 2,96 + 0,46 0,0720 135168(110(;66' 367617(2%366'

%L, y L, poblaciones sensibles; ML(Melia), poblacion resistente; R, poblacién recogida en una
cafeteria de Valencia (Espafia) (ver caracteristicas de las poblaciones en el texto, apartado 4-
1.1).

®Un valor de P>,* mayor de 0,05 indica un ajuste significativo entre las lineas de regresion
observada y esperada.
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Tabla 4-4. Efectos del PBO y del DEF en la toxicidad de la deltametrina en ninfas de 5° y 6°
estadio de distintas poblaciones de Blattella germanica.

Sinergista® Poblacién® FS FR FR1 FR2 FR/FR1 FR2/FR

PBO Ly 1,37 1,18 0,86 1,06 1,37 0,90
ML 3,50 3,23 0,91 1,11 3,55 0,34
R nc® nc 25,77 81,5 nc nc
DEF Ly 1,44 1,18 0,82 1,06 1,44 0,90
ML 2,06 3,23 1,55 2,00 2,08 0,62
R nc nc 61,64 79,76 nc nc

®Ninfas de los dos ultimos estadios se trataron previamente con el sinergista, PBO (0,95
uglinsecto), o DEF (1,04 wgl/insecto). Dos horas después de este tratamiento, eran expuestas al
bioensayo con el insecticida, siguiendo los procedimientos descritos en el apartado 4-1.2.2.

®L,, poblacién sensible; ML, poblacion resistente; R, poblacién recogida en una cafeteria de
Valencia (Espafia) (ver caracteristicas de las poblaciones en el texto, apartado 4-1.1).

°nc, no fue posible su calculo. La cantidad de insecticida empleada resulté ser subletal para las
ninfas de esta poblacion.

FR, factor de resistencia calculado para cada poblacién respecto de la poblacién L, segun el
método de Robertson y Preisler (1992) (ver tabla 4-2). FS, factor de sinergismo (TKsp sin
sinergista/ TKso con sinergista). FR1, factor de resistencia 1 (TKs de la poblacion resistente con
sinergista/ TKso de la poblacién sensible L, sin sinergista). FR2, factor de resistencia 2 (TKs, de
la poblacién resistente con sinergista/ TKs, de la poblacién sensible L, con sinergista).

Del mismo modo, al emplear el inhibidor de hidrolasas DEF, también
se incrementd la toxicidad de este piretroide en ambas poblaciones
resistentes (2,06x en la poblacién ML), produciéndose un descenso en el
nivel de la resistencia (0,62x en la poblacién ML) (Tablas 4-3 y 4-4) y un
desplazamiento hacia tiempos mas bajos de las curvas tiempos-respuesta
en presencia del sinergista (Fig. 4-4), si bien no tan acusado como con el
PBO.

En la poblacion Melia, los valores de la ratio FR2/FR con el PBO
indicarian la presencia, junto al mecanismo oxidativo, de otro mecanismo de
resistencia adicional. Puesto que el valor del FS para este sinergista (3,50)
es el mayor. Los resultados con el sinergista DEF confirmarian la presencia
de méas de un mecanismo de resistencia a la deltametrina en esta poblacion,
posiblemente de naturaleza hidrolitica.

En la poblacién R, de nuevo el PBO produjo el mayor efecto sobre la
resistencia, rebajando la resistencia a un nivel 25,77x (FR1, Tabla 4-4).
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deltametrina y el sinergista DEF (1,04 wugl/insecto).

4-2.1.3. Ensayos bioguimicos.
En la tabla 4-5 se presentan los valores de las actividades GST frente
al CDNB y DCNB, CaE frente al pNPA y P450 (EROD), medidas en las

poblaciones L; y R.
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Tabla 4-5. Resultados de la medida de las actividades enziméticas esterasa, GST y P450 frente a varios sustratos modelo en las poblaciones
resistente (R) y sensible (L;) de Blattella germanica.

GST? (umol min™ mg™ proteina) CaE? (umol min™ mg™ proteina) P450° (omol min™ mg™ proteina)
CDNB DCNB p-NPA EROD
Poblacion® Estadio” S100 S100 S100 M2100 M100
R machos 0,4427+0,0554 0,0023+#0,0005 0,3377+0,0817* 0,3660+0,0571* 0,2892+0,0300*
hembras 0,486570,0413 0,0027+0,0006 0,4197+0,0667* 0,3818+0,0077* 0,3091+0,0092*
Ly machos 0,5197+0,0384 0,0023+0,0004 0,1492+0,0112 0,1201+0,0183 0,1264+0,0241

hembras | 0,5401+0,0095 | 0,002320,0002 0,1846+0,0165 0,1316+0,0184 0,1468+0,0181
R ninfas 0,4901+#0,0408 | 0,0015+0,0003 | 0,3928+0,1049* | 0,4036+0,0229*

0,3312+0,0256*
Ly ninfas 0,5262+0,0408 | 0,0019+0,0001 0,1921+0,0619 0,1948+0,0216

0,141620,0341

®Media + error tipico; se realizaron tres preparaciones distintas de cada extracto (mezcla de varios individuos) que se ensayaron por duplicado.
PL,, poblacion sensible; R, poblacion recogida en una cafeteria de Valencia (Espafia) (ver caracteristicas de las poblaciones en el texto, apartado 4-
1.1).

“Machos y hembras, adultos de 7 dias; ninfas de los dos Gltimos estadios.
S100, fraccion citos6lica; M100, fraccion microsomal.

*.en una misma columna el asterisco indica la diferencia significativa respecto de la poblacion L, (P<0,05, prueba t de Student).
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Para los ensayos GST-CDNB y GST-DCNB, la actividad GST fue
mas activa frente al CDNB que frente al DCNB, no evidenciandose
diferencias significativas en las actividades entre ambas poblaciones en
adultos, asi como tampoco en ninfas (Tabla 4-5).

La actividad P450-EROD, por contra, si presentd diferencias
significativas entre las dos poblaciones estudiadas. Asi, los machos de la
poblacion R presentaron una actividad EROD 2,3 veces mayor que los de la
poblacion L;. Incrementos de 2,1x y 2,4x se dieron entre las hembras y
ninfas, respectivamente, de las poblaciones L; y R (Tabla 4-5).

En el ensayo esterasa-pNPA, la poblacion R presenté una actividad
2,3, 2,3 y 2,0 veces significativamente mayor que la poblacién L; en
machos, hembras y ninfas, respectivamente, para la fracciéon citosodlica y
3,0, 2,9 y 2,1 veces, respectivamente, en la fraccion microsomal (Tabla 4-
5).

Por otro lado el estudio de la afinidad (K,,) de las CaEs por el sustrato
p-NPA, mostr6 que no habia diferencias significativas entre las dos
poblaciones estudiadas L; y R (Tabla 4-6). Si la poblacion resistente tuviera
alguna isoenzima modificada, la Km seria significativamente diferente que la
de la poblacion sensible. Nuestros datos sugieren que la poblacion R de
Blattella germanica no presenta una forma modificada de la enzima para
resistir a los insecticidas. Por otro lado, la velocidad méaxima de la enzima
(Vmax) fue significativamente mas alta para la poblacion resistente que la de
la sensible (en machos, hembras y ninfas) (Tabla 4-6). Es decir, hay un
incremento en la produccién de la enzima en la poblacién resistente
respecto de la sensible. Estos resultados concuerdan con los de
Prabhakaran y Kamble (1995).
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Tabla 4-6. Estudio de la afinidad de las esterasas por el sustrato p-NPA.
Parametros cinéticos® Ky, y Vimax, de la reaccion de hidrolisis catalizada por
esterasas de extractos de adultos y ninfas de dos poblaciones, resistente y
sensible, de B. germanica.

Muestra” Km Vimax
(mM) (umol min™mg™ proteina)
R-machos 0,31 +0,06 0,18 #0,01*
R-hembras 0,32 0,04 0,20 #0,01*
R-ninfas 0,37 0,11 0,19 #0,02*
L1-machos 0,34 +0,08 0,07 £0,01
L1-hembras 0,45 +0,08 0,08 0,01
L1-ninfas 0,42 0,11 0,08 0,01

®Todos los valores estan representados como el valor promedio # error
tipico (se realizaron tres preparaciones distintas de cada extracto que se
ensayaron por duplicado). Célculo mediante el programa EnZzfitter (ver
capitulo 3, Tabla 3-1).

®Machos y hembras, adultos de 7 dias; ninfas de los dos tltimos estadios.
L, poblacién sensible; R, poblacién recogida en una cafeteria de Valencia
(Espafia) (ver caracteristicas de ambas poblaciones en el texto, apartado 4-
1.1.1).Se empleé la fraccién citosolica (S100) de los extractos.

*.en una misma columna el asterisco indica la diferencia significativa
respecto de la poblacién L; (P<0,05, prueba t de Student).

Por ultimo, ninguna de las actividades analizadas mostré diferencias
significativas entre machos, hembras y ninfas de una misma poblacion
(Tabla 4-5). Es decir, basandonos en los datos de las actividades
enzimaticas frente a sustratos modelo, pareceria que el metabolismo mas
activo de hidrolasas y oxidasas no explicaria las diferencias en la
sensibilidad entre adultos y ninfas observadas en los bioensayos (apartado
4-2.1.1). Valles y colaboradores (1994) encontraron resultados similares.

En resumen, los bioensayos revelaron la elevada resistencia a la
deltametrina de la poblaciéon R. Los ensayos con los sinergistas, ademas,
implicaron a esterasas y oxidasas en dicha resistencia, datos que
parecerian corroborarse con los resultados de los ensayos bioquimicos.

4-2.2. Respuesta a la presion de seleccion.

A partir de las poblaciones R, con un nivel de resistencia a la
deltametrina elevado (420 y 904,3 veces mas resistente (al nivel TKgy) que
la poblacién L, para machos y hembras, respectivamente; Tabla 4-2) y la
poblacién sensible L, se obtuvo la poblacion RL; (ver apartado 4-1.3.1).
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Esta fue sometida a presion de seleccion con el piretroide deltametrina,
respondiendo significativamente a dicha presion (Tablas 4-1 y 4-7, Fig. 4-
5).

Tabla 4-7. Tiempos de respuesta knockdown (TKsy y TKg), pendiente de la recta de regresion
PROBIT vy factores de resistencia (FRso y FRoo) @ la deltametrina de las ninfas (5° y 6° estadios) de
la subpoblaciones RL;y °RL; de B. germanica.

Pendientez£
Poblacion® error P>/® | TKs(95%LC) FRso" TKgo(95%LC) FRoo®
estandar
RL: (F2) 2,19+0,39 | 0,021 37 (17-89) 1 144 (67-1316) 1
RLy(Fs) 2224017 0,024 30 (18-49) 0,80 114 (66-360) 0,21
RLy(Fs) 3,02 +0,32 | 0023 27 (16-42) 0,70 71 (44-220) 0,19
RL; (Fe) 2,54 70,41 | 9410° 41 (nd) 1,09 131 (nd) 0,29
°RL,(F3) 1,66 0,16 | 0011 49 (31-84) 1,32 293 (149-1127) | 0,34
1428927
RLy(Fs) | 0,50 £0,09 | 0,009 382(?8%54(;9' 101,68* (8988- 26,5¢
210087396924)

°*RL4(Fs) nc nc nc nc nc nc

®RL;, poblacion hibrida resultante del cruce de las poblaciones R y L;; °RL; subpoblacién obtenida a
partir de la F; de la subpoblacién RL; tras aplicar presion de seleccion con el piretroide deltametrina
(ver apartados 4-1.3.1y 4-1.3.2).

®Un valor de P>,* mayor de 0,05 indica un ajuste significativo entre las lineas de regresién observada
y esperada.

°El factor de resistencia y los limites de confianza del 95% se calcularon para cada subpoblacion
respecto de la subpoblacién RL,(F,) segln el método de Robertson y Preisler (1992).

nc, no fue posible su calculo. La concentracion empleada result6 ser subletal para las ninfas de esta
generacion.

* los valores de la misma columna seguidos de asterisco sefialan una diferencia significativa entre
este valor TKso 0 TKgo Y el de la poblacién de referencia RL(F»).

nd, no fue posible determinar los limites de confianza.

A diferencia del método seguido en los bioensayos, donde la cantidad
de insecticida depositada era fija (no asi el tiempo), en los experimentos de
seleccion la cantidad y/o el tiempo de exposicion variaron de unas
generaciones a otras con el fin de mantener un porcentaje de mortalidad
alrededor del 50% (incluidos los recuperados a las 72 horas)(Tabla 4-1). A
medida que la resistencia iba progresando, cada vez el nimero de insectos
paralizados era menor para el tiempo de exposicion propuesto inicialmente.
Asi, en el caso de la subpoblacion °RL;, en la primera generacion
seleccionada se depositaron 0,47366 ug de deltametrina/cm? manteniendo
a los insectos en los botes durante 25 minutos, mientras que en la segunda
generacion el tiempo tuvo que subir a los 75 minutos, manteniendo la
misma cantidad de insecticida, y en la tercera generacion seleccionada se
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hubo de multiplicar por cuatro la cantidad depositada y variar el tiempo de
exposicién a 60 minutos. Todo ello es indicativo de la seleccion de algin
mecanismo de resistencia.

Conforme la seleccion fue progresando, la resistencia se fue
incrementando significativamente en los niveles TKsg y TKgo. Asi, y solo tras
3 ciclos de aplicacion de la presion de seleccidn, el factor de resistencia fue
de 102 (al nivel TKso) comparado con la subpoblacién RL; en la generacion
F, (Tabla 4-7). La seleccién también produjo una disminucién en las
pendientes de las curvas tiempo-respuesta (Tabla 4-7 y Fig. 4-5).

Al igual que sucediera en los ensayos con las ninfas de la poblacion
R (Tabla 4-2, Fig. 4-2), para algunas ninfas de la subpoblacion
seleccionada la cantidad de insecticida empleada en los bioensayos resultd
ser subletal, aumentando la proporcion de individuos que sobrevivian con el
namero de ciclos de seleccién. Aqui también se observaron alteraciones
morfolégicas en las ninfas que sobrevivian a los bioensayos y mudaban a
adultas.
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Figura 4-5. Porcentaje de individuos caidos en funcion del tiempo,
de las supoblaciones RL; y °RL; en los bioensayos de contacto
tarsal con la deltametrina (0,47 pg/cmz).
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Por otro lado, los niveles de resistencia de la subpoblacion sin
seleccionar RL;, se mantuvieron después de 5 generaciones sin exposicion
alguna a insecticidas (tan s6lo 1,58 veces mas resistente que la poblacion
L; al nivel TKso) (Figura 4-5).

Para las subpoblaciones BCPL; y *BCPL; se verificO un patron de
desarrollo de la resistencia diferente al de las poblaciones RL; y °RL;
(Tablas 4-1y 4-8, Fig. 4-6).

Tabla 4-8. Tiempos de respuesta knockdown (TKsy y TKg), pendiente de la recta de regresion
PROBIT vy factores de resistencia (FRso y FRqo) @ la deltametrina de las ninfas (5° y 6° estadios) de
la subpoblaciones BCPL, y °BCPL; de B. germanica.

Pendiente
Poblacion® Zerror p>®) TKso(95%FL) | FRs® TKeo(95%FL) | FReo®
estandar
BCPL; (F3) | 3,06 £0,60 0,002 24 (12-47) 1 62 (35-557) 1
BCPL,(Fy4) 2,85 0,27 0,004 30 (19-46) 0,99 83 (52-214) 0,38
BCPL,(Fe) 4,28 0,36 0,008 25 (16-38) 1,04 49 (33-163) 0,40
BCPL,(F-) 3,89 #0,34 0,007 25 (18-35) 1,06 54 (38-103) 0,41
BCPL,(Fs) 3,58 #0,36 0,055 25 (22-29) 1,08 58 (48-76) 0,41
*BCPLy(Fs) | 2,81£0,22 0,001 23 (15-36) 0,98 66 (41-177) 0,38
SBCPLy(Fs) | 3,33 #0,27 0,010 29 (20-40) 1,22 70 (48-149) 0,47
*BCPLy(Fs) | 2,98 #0,47 0,150 34 (27-43) 1,44 91 (68-151) 0,55

®BCPL,, poblacion hibrida resultante del cruce de las poblaciones BCP y L;; *BCPL, subpoblacion
obtenida a partir de la F, de la subpoblacion BCPL, tras aplicar presion de seleccion con el
piretroide deltametrina (ver apartados 4-1.3.1y 4-1-3.2).

®Un valor de P>;{2 mayor de 0,05 indica un ajuste significativo entre las lineas de regresion
observada y esperada.

°El factor de resistencia y los limites de confianza del 95% se calcularon para cada subpoblacion
respecto de la subpoblacién BCPL,(Fs3) segun el método de Robertson y Preisler (1992).

nc, no fue posible su calculo. La concentraciéon empleada resulté ser subletal para las ninfas de
esta generacion.

Al contrario de lo que sucedia con la poblacion °RL,, aqui, a pesar de
que en cada ciclo de seleccion se incrementé el tiempo de exposicion y/o la
cantidad de insecticida depositada en los botes de tratamiento (Tabla 4-1),
no se apreciaron diferencias significativas en las distintas generaciones
seleccionadas (Tabla 4-8). No obstante, la tendencia de las curvas en
desplazarse hacia tiempos mayores, asi como el incremento de los valores
TKgo (Fig. 4-6), apuntarian a un posible, aunque lento, desarrollo de la
resistencia a la deltametrina en esta subpoblacion hibrida *BCPL;.

117



La subpoblacion sin seleccionar BCPL;, no presentd niveles de
tolerancia a la deltametrina diferentes, significativamente, de los de la
poblacién sensible L, (Fig. 4-6, Tablas 4-2 y 4-8).
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Figura 4-6. Porcentaje de individuos caidos en funcién del
tiempo, de las supoblaciones BCPL, y °BCPL; en los
bioensayos de contacto tarsal con la deltametrina (0,47

uglem?).

Al indagar en la naturaleza de los mecanismos seleccionados, la
existencia de resistencia cruzada a un compuesto quimicamente diferente
del empleado en la seleccion de la resistencia sugeriria la presencia de un
mecanismo de naturaleza metabdlica, mientras que si la resistencia cruzada
se diera con un compuesto de la misma familia no descartaria el origen
metabdlico, pero haria que las modificaciones en la diana fuera una
explicacion alternativa razonable.

Al analizar los niveles de resistencia cruzada en la subpoblacion *RL,
a otro compuesto insecticida quimicamente diferente de la deltametrina, el
fenitrotion (OP), se comprobd, tras varios ciclos de seleccion, que el factor
de resistencia en la generacion Fs era de 8,16 comparado con la
subpoblacion RL; (Fe) y 17,4 comparada con la poblacion L; (DLsy 1,40 (LC
95% 0,97 — 1,85) ug insecticida/insecto). Al tratar la poblacion *BCPL; con el
fenitrotién, no se apreciaron diferencias significativas entre los valores de la
DL, al compararla en la Fg con la subpoblacidn sin seleccionar (Tabla 4-9).
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Tabla 4-9. Resultados de los bioensayos de aplicacion tépica con el
insecticida fenitrotion en ninfas (5° y 6° estadio) de las subpoblaciones
°RL,, *BCPL;, RL;y BCPL; de B. germanica en el ultimo ciclo de seleccion
(Fs para RL; y °RL4, y Fg para BCPL;y *BCPL,).

DLso (95% LC)

Pl (#g insecticidal/insecto)
RL, 2,98 (2,80-17,68)
*RLy 24,32 (19,94-37,65)

BCPL, 2,66 (1,90-3,51)
*BCPL, 2,06 (1,09-2,89)

®RL,, poblacién hibrida resultante del cruce de las poblaciones R y L;; °RL;
subpoblaciéon obtenida a partir de la F; de la subpoblacién RL; tras aplicar
presion de seleccion con el piretroide deltametrina; BCPL;, poblacion
hibrida resultante del cruce de las poblaciones BCP y Lj; °BCPL;
subpoblacién obtenida a partir de la F, de la subpoblacion BCPL, tras
aplicar presion de seleccion con el piretroide deltametrina (ver apartados 4-
1.3.1y 4-1.3.2).

Los ensayos con la acrinatrina, piretroide quimicamente similar a la
deltametrina, resultaron en un valor del TKsy de 134 minutos para las de la
subpoblacion RL; (Fs), mientras que para las ninfas de la subpoblacion *RL;
la cantidad de insecticida result6 ser subletal (Tabla 4-10). De nuevo, no se
apreciaron diferencias significativas entre los valores de la TKgsy en la
poblacion °BCPL;, al compararla en la Fg con la subpoblacion sin
seleccionar (Tabla 4-10) o con la poblacién L; (TKsq 46 (LC 95% 34 — 85)

minutos).

Tabla 4-10. Resultados de los bioensayos de contacto por exposicion a
residuo con el insecticida acrinatrina en ninfas (5° y 6° estadio) de las
subpoblaciones °RL;, *BCPL;, RL; y BCPL; de B. germanica en el tltimo
ciclo de seleccién (Fs para RL; y °RL,, y Fg para BCPL,y *BCPL,).

TKs0(95% LC)

Poblacién?® )
RL, 134 (117-125)
°*RL; nc

BCPL, 60 (32-138)
°BCPL, 82 (73-167)

®RL,, poblacion hibrida resultante del cruce de las poblaciones R y L;; °RL;
subpoblacion obtenida a partir de la F3; de la subpoblacion RL; tras aplicar
presion de seleccion con el piretroide deltametrina; BCPL;, poblacion
hibrida resultante del cruce de las poblaciones BCP y L;; °BCPL;
subpoblacion obtenida a partir de la F, de la subpoblacion BCPL; tras
aplicar presion de seleccién con el piretroide deltametrina (ver apartados 4-
1.3.1y4-1.3.2).

nc, no fue posible su calculo. La cantidad de insecticida empleada resulto
ser subletal para las ninfas de esta poblacion.
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Los ensayos con los compuestos sinérgicos PBO y DEF aportaron
nuevas pruebas sobre la naturaleza de los mecanismos implicados en la
resistencia seleccionada con la deltametrina.

La tabla 4-11, y las figuras 4-7 y 4-8 recogen los resultados de
dichos ensayos.

Tabla 4-11. Tiempos de respuesta knockdown (TKsg y TKg), € intervalos de confianza del 95%
(95% LC), tras exposicién a PBO o DEF en ninfas (5° y 6° estadio) de las subpoblaciones °RL;,
*BCPL,;, RL;y BCPL, de B. germanica en el Gltimo ciclo de seleccion (Fs para RL; y °RLy, y Fg

para BCPL,y *BCPLy).

Pendiente * TKso

Sinergista | Poblacion® error P> (95%LC) TKQ‘(’r(T??r:?LC) FS
estandar (min.)

PBO RL; 1,87 £ 0,19 2,04+10° 19 (10-36) 91 (45-411) 2,16
°RL, 1,06 0,17 | 1,44.10° | 183 (nd) 2976 (nd) nd
BCPL, 4,83 £ 0,46 0,015 | 25(20-31) | 45 (35-70) 1

BCPL, 3,14 £ 0,44 0,084 | 27(21-34) | 68(51-107) | 1,26

DEF RL, 2,67 £ 0,54 0,003 44 (nd) 132 (nd) 0,93
*RL, 1,83+ 0,37 0,001 1779 (nd) 8882 (nd) nd

BCPL, 3,62 0,50 0,020 | 22(14-37) | 50(31-190) | 1,14

BCPL, | 2,23+039 | 0,001 3i1%)6' %gég;" 1,03

®RL;, poblacion hibrida resultante del cruce de las poblaciones R y L;; °RL; subpoblacion
obtenida a partir de la F; de la subpoblaciéon RL; tras aplicar presion de seleccion con el piretroide
deltametrina; BCPL,, poblacion hibrida resultante del cruce de las poblaciones BCP y L;; *BCPL,
subpoblacién obtenida a partir de la F, de la subpoblacién BCPL; tras aplicar presion de
seleccion con el piretroide deltametrina (ver apartado 4-1.3.1).

®Un valor de P>;(2 mayor de 0,05 indica un ajuste significativo entre las lineas de regresién
observada y esperada.

°FS, factor de sinergismo (TKs sin sinergista/TKs, con sinergista)

nd, no fue posible su determinacion.

Las ninfas de la poblacién RL; (Fs) que presentaban un nivel de
resistencia de 1,09, mostraron con el PBO un factor de sinergismo de 2,16,
mientras que con el DEF fue de 0,93. En la poblacion °RL, el efecto fue
mucho mayor, consiguiendo disminuir la resistencia en las ninfas de la
generacion seleccionada Fg a un nivel 4,95x respecto a la generacién F,.
Con el DEF la resistencia se rebajo hasta un nivel 48,08x.
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Figura 4-7. Porcentaje de caidos en funcién del tiempo, de las
poblaciones RL; y °RL; en los bioensayos de contacto tarsal
con la deltametrina (0,47 ug/cm?) sola y con la deltametrina y el

sinergista PBO (0,95 ug/insecto) o DEF (1,04 ug/insecto).

Por otro lado, en la poblacion °BCPL;, los efectos sinérgicos se
observan sobre todo al nivel TKgg (Tabla 4-11) en el que también se pone
de manifiesto el desarrollo incipiente de resistencia. De nuevo el mayor
efecto sinérgico se debe al PBO.

Porcentaje caidos
(&
o
.

¢ BCPL1-F8
——sBCPL1-F8

20 30 40 50 60 70
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¢ BCPL1-F8+PBO e BCPL1-F8+DEF
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Figura 4-8. Porcentaje de caidos en funcién del tiempo, de las
poblaciones BCPL; y *BCPL; en los bioensayos de contacto
tarsal con la deltametrina (0,47 uglcm®) sola y con la
deltametrina y el sinergista PBO (0,95 wgl/insecto) o DEF (1,04

uglinsecto).
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En resumen, tras varios ciclos de seleccién se comprobé un rapido
incremento en el nivel de resistencia al piretroide deltametrina en la
subpoblacion seleccionada °RL,, que ademés mostro resistencia cruzada al
organofosforado fenitrotion y al piretroide acrinatrina. Los ensayos con
sinergistas implicaron a esterasas y monooxigenasas en dicha resistencia,
si bien no puede descartarse la presencia de otro mecanismo de naturaleza
no metabdlica. Para la poblacion °BCPL;, sin embargo, los ciclos de
seleccién aplicados resultaron en un lento desarrollo de resistencia a la
deltametrina.

4-3. Discusion

Los mecanismos que confieren resistencia a la deltametrina se han
estudiado en diferentes Ordenes de insectos como Diptera, incluyendo a
moscas (Liu y Yue, 2000) y mosquitos (Chareonviriyaphap et al., 2003;
Rodpradit et al., 2005; Gayathri y Murthy, 2006; Hu et al., 2007), Coleoptera
(Beckel et al, 2006), o Lepidoptera (Bues et al., 2005; Ahmad et al., 2006;
Huang y Han, 2007). En todos los casos, en la resistencia parecen estar
implicados, entre otros, procesos de naturaleza metabdlica,
preferentemente oxidasas y esterasas, lo cual concuerda con los resultados
obtenidos al analizar las rutas de desintoxicacién de la deltametrina en
insectos. En concreto en estudios in vivo del metabolismo de la deltametrina
en poblaciones resistentes de Cydia pomonella, se obtuvieron dos tipos de
metabolitos, aquellos provenientes de la hidrolisis del enlace éster y los
derivados hidroxilados de la deltametrina (dependientes, por tanto, de las
P450) (Sauphanor et al., 1997).

En Dictyoptera, y en concreto en Blattella germanica, los trabajos de
Wei y colaboradores (2001) y Pridgeon y colaboradores (2002), de nuevo
constatan la implicacion de oxidasas y esterasas en la resistencia de este
insecto a la deltametrina. Nuestros resultados en la poblacién espafiola R,
altamente resistente a la deltametrina, continGan en esta linea. Esto es, la
implicacion de las P450 asi como la participacién de las hidrolasas, aunque
a un menor nivel que las oxidasas, entre los mecanismos responsables de
la resistencia en la poblacion resistente analizada. Incrementos similares a
los obtenidos en nuestros experimentos en las actividades esterasas y
oxidasas han sido descritos por diversos autores en poblaciones resistentes
de B. germanica (Siegfried y Scott, 1992; Prabhakaran y Kamble, 1993;
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Hemingway et al., 1993b; Prabhakaran y Kamble, 1994; Valles y Yu, 1996;
Scharf et al., 1996; Prabhakaran y kamble, 1996; Lee et al., 1997; Wu et al.,
1998; Valles, 1998; Scharf et al., 1999; Lee et al., 2000; Valles et al., 2000;
Limoee et al., 2007).

Asi, en relacion al papel de las oxidasas en la resistencia a piretroides
en Blattella germanica, nuestros resultados estarian en concordancia con
los obtenidos por Hemingway y colaboradores (1993b), Wu y colaboradores
(1998), Valles y colaboradores (2000) y Limoee y colaboradores (2007).

Evidencias sobre la naturaleza metabdlica de la resistencia de B.
germanica a piretroides y la implicacion de las hidrolasas en dicha
resistencia fueron descritas, entre otros, por Hemingway y colaboradores
(1993b), Wu y colaboradores (1998) y Valles (1998). En esta especie, la
actividad esterasa se debe principalmente a las enzimas solubles presentes
en la fraccion citosélica. Sin embargo, algunas formas estan unidas a la
membrana, aunque en este aspecto, los estudios son escasos. Valles, en
1998, describe por primera vez el papel de las esterasas microsomales en
la resistencia a piretroides. En la poblacion analizada (Aves) las esterasas
microsomales fueron mas activas que las citosélicas en la resistencia a la
permetrina. Otras poblaciones de B. germanica resistentes a la cipermetrina
como la poblacién Marietta (Valles y Yu, 1996) o la poblacién Union 511,
también mostraron que un incremento en la actividad esterasa microsomal
era responsable de la resistencia observada (Valles, 1998). En nuestro
trabajo, si bien no se apreciaron diferencias significativas entre las
esterasas citosélicas y las microsomales, ambas actividades si fueron
significativamente diferentes entre la poblacion sensible y la resistente.
Estudios in vitro con [**C]deltametrina permitirian corroborar el papel de las
esterasas citosolicas y microsomales en la resistencia de nuestra poblacion
R e indagar en la naturaleza de dicha participacion, esto es, la
desintoxicacion via hidrolisis o bien el secuestro de las moléculas de
insecticida.

Nuestros resultados en el estudio de la afinidad de las CaE por el p-NPA
concuerdan con los resultados de Karunaratne y Hemingway (1996), Scharf
y colaboradores (1998b) y Lee y colaboradores (1994) y apoyan la hipétesis
de que la resistencia en cucarachas mediada por esterasas esta
relacionada con una amplificacién génica (Prabhakaran y Kamble, 1995). La
semejanza en las propiedades de las esterasas citosdlicas, asi como el
incremento en la actividad, apoyarian mas un cambio cuantitativo que
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cualitativo en la composicion de las isoenzimas entre las poblaciones
resistente y sensible, sin descartar otros factores, tales como un incremento
en la velocidad de transcripcion o una disminucién en la velocidad de
degradacion del ARN.

Por otro lado, y aunque ha sido descrito como uno de los principales
sistemas enzimaticos de desintoxicacién implicados en la resistencia a
insecticidas en insectos (ver capitulo 2, apartado 2-1.2.3), el sistema GST
no parece estar implicado en la resistencia de nuestra poblaciéon R. Scharfy
colaboradores (1996), al estudiar la poblacion multirresistente Muncie '86,
tampoco observaron un incremento en la actividad GST al compararla con
la poblacidon sensible JWax. En el estudio realizado por Limoee y
colaboradores (2007), solo se encontr6 un pequefio incremento en la
actividad GST en dos de las poblaciones analizadas; las otras poblaciones
tenian la misma o incluso menos actividad que la poblacién sensible SUS.
En la poblacién hibrida JM tampoco hubo cambios estadisticamente
significativos en la actividad de estas enzimas tras ser seleccionada con
clorpirifos o con cipermetrina (Scharf et al., 1998b). Por el contrario la
poblacion Marietta, resistente al bendiocarb, cipermetrina, propoxur,
permetrina y clorpirifos, si presentd un incremento en la actividad GST
(CDNB, DCNB) al compararla con la poblacion sensible Orlando (Valles y
Yu, 1996). En este mismo sentido se sitlan los trabajos de Hemingway y
colaboradores (1993a), Wu y colaboradores (1998), Valles (1998) y Lee y
colaboradores (2000). Muchas de estas poblaciones eran resistentes a OPs
y carbamatos, asi como a piretroides. Posiblemente los incrementos
observados en la actividad GST estuvieran relacionados, en primer término,
con la resistencia a los OPs o a los carbamatos, o a ambos, antes que con
la resistencia a los piretroides (Hemingway et al., 1993b).

Lo que resulta notable de nuestra poblacién R es el elevadisimo nivel de
resistencia tras su recoleccion y multiplicacion durante varias generaciones
en ausencia de insecticidas. La estabilidad de esta resistencia puede
deberse bien a que el costo bioldgico dependa de las condiciones
ambientales, y por tanto no se de bajo las condiciones de laboratorio; bien
porque la resistencia esté cercana a ser fijada, y conlleve por ello a un lento
incremento de la heterocigosis. La seleccion en laboratorio de la poblacién
hibrida obtenida a partir de la poblacion R, demostré alin mas la magnitud
de esta resistencia. La presion de seleccién a la que fueron sometidas las
ninfas resultd inicialmente en un lento desarrollo de la resistencia que, sin
embargo, se incrementd dramaticamente tras los siguientes ciclos de

124



Estudio de la resistencia en una poblacion de campo de Blattella germanica

seleccion. Esto suele ser indicativo de la seleccion de mecanismos
fenotipicamente recesivos en los que la mayoria de los supervivientes son
homocigo6ticos para el loci resistente (Matambo et al., 2007). De este modo,
los alelos resistentes alcanzan una elevada frecuencia muy rapidamente. En
este sentido, Siegfried y Scott (1992) demostraron que la actividad P450 era
heredada, en B. germanica, como un caracter recesivo. También la
mutacién kdr es heredada como un rasgo simple, autosémico e
incompletamente recesivo (Scott y Dong, 1994). En nuestra poblacién
seleccionada °RL,, por tanto, no podria descartarse que ambos mecanismos
pudieran haber sido coseleccionados. La accion combinada de ambos
mecanismos podria explicar el elevado nivel de resistencia en esta
poblacion. Los efectos conjuntos de los mecanismos P450 y kdr estarian en
concordancia con varios estudios genéticos que muestran la implicacién de
ambos mecanismos en la resistencia a piretroides (Roush et al., 1986;
McDonald y Schmidt, 1987; Payne et al., 1988).

La resistencia cruzada detectada entre la deltametrina y el fenitrotién
en la poblacién °RL; en la generacién Fg indicaria la implicacion de un
mecanismo de naturaleza metabdlica en la resistencia, al que habria que
afadir otro mecanismo no metabdlico en base a los resultados con la
acrinatrina. Algun tipo de insensibilidad a la diana, posiblemente del tipo kdr.
Los estudios de Cochran (1991) y Valles (1998) ya sefialan que la
resistencia a un piretroide generalmente resulta en la resistencia cruzada a
otros piretroides. La supresion incompleta de la resistencia por los
compuestos sinérgicos en la poblacion seleccionada indicaria, de nuevo,
que uno 0 mas mecanismos adicionales (no metabdlicos) podrian estar
implicados. A diferencia de la resistencia debida a un incremento de la
desintoxicacion metabdlica, la resistencia knockdown (ver capitulo 2,
seccién 2-1.2.4) no se ve alterada por la accién de los sinergistas
inhibidores de esterasas 0 monooxigenasas. La resistencia a la pardlisis o
resistencia kdr a piretroides, ha sido ampliamente estudiada en Blattella
(Scott y Matsumura, 1981; Bull y Patterson, 1993; Anspaugh et al., 1994;
Dong, 1997; Dong et al., 1998). En nuestro caso, alin cuando se observé un
incremento en el tiempo knockdown promedio durante la seleccion, evaluar
la frecuencia del alelo kdr permitiria determinar si dicho mecanismo estaria
también implicado o no en la resistencia a la deltametrina.

Por otro lado, los valores de las pendientes de las curvas tiempo/dosis-
respuesta son medidas de la heterogeneidad genética asociada a la
resistencia en las poblaciones resistentes (ffrench-Constant y Roush, 1991).
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En este sentido, la disminucion de las pendientes de las curvas de la
poblacion °RL; en las diferentes generaciones seleccionadas indicarian un
incremento de la heterogeneidad, y apoyaria la hipétesis de la seleccién de
méas de un mecanismo en esta poblacion. En la poblacién *BCPL; este
efecto se verifica al comprobar que, aun cuando los niveles originales de
tolerancia se mantienen, el valor del TKgy, aumenta en cada generacion
seleccionada. Scharf y colaboradores (1997) observaron efectos similares
en la heterogeneidad y el desarrollo de la resistencia tras someter a la
poblaciéon de campo Munsyana a presion de seleccién con una mezcla de
insecticidas.
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CAPITULO

ara el establecimiento y mantenimiento de una estrategia exitosa en

el control de las plagas, es importante la evaluacion de la resistencia

en el campo. A finales de los afios 80 no se poseian datos de
ensayos de resistencia a insecticidas de las poblaciones espafiolas de F.
occidentalis. Sin embargo, dado el elevado nimero de aplicaciones, a veces
con una misma materia activa o grupo quimico, en intervalos de tiempo muy
cortos, no se descartaba ya entonces que muchos de los fallos en el control
no se debieran tan sélo a los problemas en la aplicacion de los insecticidas,
como consecuencia del ciclo de vida del insecto. Era posible que en estos
fracasos también estuvieran implicados los fendmenos de resistencia, sobre
todo en aquellos productos (clorados, organofosforados y piretroides) que
inicialmente si habian resultado ser eficaces y que fueron empleados
masivamente. Y, ya entonces, se recomendaba alternar las materias
activas, cambiando los grupos quimicos en tratamientos sucesivos, para
evitar asi la presion de seleccidon con el mismo insecticida o familia de
insecticidas (Belda y Rodriguez, 1989).

Diez afios mas tarde se pone de manifiesto que las poblaciones de
trips presentan altos niveles de resistencia contra todas las materias activas
disponibles (Contreras et al., 2001; Espinosa et al. 2002 a, b). En estos
trabajos se abord6é el estudio de la resistencia a insecticidas en F.
occidentalis mediante ensayos de campo y de laboratorio, y también
empleando bioensayos con sinergistas. En ellos se apunt6 la posibilidad de
que la resistencia fuera debida a un mecanismo de tipo metabdlico
(Espinosa et al., 2002b), probablemente mediado por las monooxigenasas
dependientes de P450 (Espinosa et al., 2005), si bien no se podia descartar
la participacién de otros sistemas enzimaticos también relacionados con la
resistencia, como las esterasas o las glutation-S-transferasas. Se proponia,
pues, la necesidad de ahondar en el estudio de los mecanismos implicados
en la resistencia en esta especie-plaga.

En este sentido, en el presente trabajo se evalué la implicacion de las
esterasas en la resistencia de las poblaciones de F. occidentalis del sudeste
espafiol, asi como la posibilidad de emplear dicha actividad como posible
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herramienta diagndstico de la resistencia en este trips. Para ello se
determind la actividad carboxilesterasa frente a dos sustratos modelo:
a-naftil acetato y p-nitrofenil acetato, tanto de poblaciones recogidas en el
campo con diferentes niveles de sensibilidad a acrinatrina y metiocarb
(insecticidas selectivos), y endosulfan, metamidofos y deltametrina
(insecticidas de amplio espectro), como de poblaciones seleccionadas en
laboratorio. Los insectos poseian distintos niveles de resistencia a
piretroides y carbamatos (Tabla 5-1) (Espinosa et al., 2002a,b).

Para las medidas de actividad enzimatica se aplicaron los métodos
adaptados en nuestro laboratorio, que permiten medir a la vez, y en un
mismo trips, hasta tres actividades distintas implicadas en la resistencia a
insecticidas (ver Capitulo 3). Ademés, se comparé dicha actividad con el
grado de resistencia in vivo (CLsy), en busca de una posible correlacién
entre ambos parametros.

Los objetivos del presente capitulo fueron:

1) Caracterizar las diferencias en la actividad esterasa
entre poblaciones resistentes y sensible de F. occidentalis.

2) Evaluar la posibilidad de emplear dicha actividad como
herramienta diagnéstico de la resistencia en poblaciones de
campo de F. occidentalis.

5-1. Material y Métodos

5-1.1. Insectos.

Todos los trips empleados en este estudio fueron cedidos por el
Departamento de Produccion Vegetal de la Universidad Politécnica de
Cartagena. Tras la recogida en campo, los insectos se mantuvieron y
multiplicaron en su laboratorio durante una o dos generaciones antes de ser
enviados al nuestro.

A su llegada, los trips vivos se colocaron individualmente en tubos de
microcentrifuga y fueron almacenados a -80 °C hasta su utilizacion en las
determinaciones enzimaticas.

Las poblaciones fueron recogidas de distintos cultivos donde habian
sido sometidas a diferentes tratamientos con insecticidas. Las
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caracteristicas toxicologicas de las distintas poblaciones analizadas se
resumen en la tabla 5-1. La poblacion MLFOM se tomé como poblacién de
referencia al no haber estado expuesta a insecticidas.

5-1.2. Preparacion de las muestras. Determinacion de las
actividades enzimaticas y de la cantidad de proteina.

5-1.2.1. Preparacion de las muestras.

Los homogeneizados de los trips se prepararon colocando 8 insectos
adultos en ocho pocillos de una microplaca de 96-pocillos mantenida sobre
hielo. A continuacion se afiadié 1 pL de una disolucion de fosfato sddico
0,21 M (pH 7,4) a cada uno de ellos y se homogeneizaron simultaneamente
todos los insectos con la ayuda de un homogeneizador multiple (Burkard
Instruments, Rickmansworth, Reino Unido) (ffrench-Constant y Devonshire,
1987). Posteriormente se enjuagd el homogeneizador con mas disolucion
de fosfato sddico, hasta alcanzar un volumen final de 50 pL. En las
diluciones finales necesarias para la realizacion de las medidas enzimaticas
se empled la disolucion de homogeneizacion.

5-1.2.2. Medida de la actividad CaE.

En los ensayos con p-NPA la mezcla de reaccion contenia de 15 a
20 uL de wuna dilucion 1:5 del homogeneizado en disolucion de
homogeneizacién, p-NPA (1 mM; disolucion de partida en etanol absoluto), y
disolucion de fosfato sédico (0,1 M, pH 7,4) hasta un volumen final de
100 pL por pocillo. Para equilibrar la mezcla, las adiciones se realizaron en
una microplaca precalentada. Los controles se midieron al mismo tiempo,
empleando una mezcla de reaccion sin extractos proteicos. Las muestras se
midieron durante 180 s a una longitud de onda de 415 nm y a una
temperatura de 30°C. Para convertir los cambios en la absorbancia en
umoles de p-nitrofenol producidos durante 3 minutos se utilizaron el
coeficiente de extincion molar descrito en la literatura para el p-nitrofenol
(a5 = 6,56 mM™ cm™, Scharf et al., 1998), y el paso 6ptico (para un
volumen final de 100 pL) obtenido en los ensayos de optimizacién (ver
Capitulo 3).

139



Tabla 5-1. Caracteristicas de las poblaciones de insectos analizadas: régimen de tratamientos empleados, datos de la recoleccién y resultados de los
bioensayos de aplicacion tépica con diversos insecticidas.

CLso (Mg producto activo L™)"°

Poblacion® Huésped MET ACR MTH END DEL Tratamiento insecticida empleado
MLFOM Melocoton 15(2) 9(1) 1056 (1) 3206 (1) 131 (1) Ninguno (organico). Cultivo ecoldgico
SALB 85(5,7) 119(13,2) | 2040(1,9) 903(0,3) | 580(44) Mantenida durante 9 afios en ausencia de insecticida (excepto un tratamiento accidental con
acrinatrina 5 afios antes)
PIMOL Pimiento 190 (12,7) 70(7,8) 888(0,8) | 25354(7,9) | 403(31) Formetanato (x1)/ acrinatrina (x2)/ diclorvos (probablemente también endosulfan y metomilo)
GERBPIL Gerbera 100(6,7) 127(141) | 1962(1,9) | 8988(28) | 426 (33) Formetanato/acrinatrina
TOMCO Tomate 150 (10) 112(12,4) | 2778(26) | 4862(1,5) | 73(06) Metiocarb/formetanato/acrinatrina (dudoso)
PIMPE Pimiento 150(10) 128(14,2) | 2694 (2,6) | 5908(1,8) | 265(2,0) Acrinatrina/diclorvos/metiocarb/formetanato/ buprofezin/pirimifos metilo (alta presion)
CLME Clavel 155 (10,3) - 1938 (1,8) | 2307 (0,7) 1144 (1,1) Metomiloftriclorfon/fiufenoxurontaufiuvanilato/diclorvos/metiocarb
PIMMIR 1 Pimiento 140(9,3) 268(29,8) | 1548(1,5) | 2646 (0,8) - Buprofezin/imidacloprid/acrinatrina (x3)/metiocarb (x1) formetanato (x2). El mismo
invernadero que el de la poblacion PIM MIR 2, los insectos se recogieron justo después del
(itimo tratamiento
PIMMIR 2 Pimiento 105 (7) 67 (7,4) 810(0,8) 3605 (1,1) 165 (1,3) Buprofezinfimidacloprid/acrinatrina (x3)/metiocarb (x1)formetanato (x2). El mismo
inveradero que el de la poblacion PIM MIR 1, los insectos se recogieron 1 mes después del
Gltimo tratamiento
MET 7 SEL 305(20,3) nd nd nd nd Siete ciclos de seleccion con metiocarb
ACR7 SEL nd 383 (42,6) nd nd nd Siete ciclos de seleccion con acrinatrina

“Para los ensayos de actividad enzimatica se emplearon trips adultos de la primera generacion (F1) criada en el laboratorio tras la recogida en campo (verano 2000 y 2001)
o seleccionadas en el laboratorio (SEL).

®Insecticidas: MET, metiocarb (carbamato); ACR, acrinatrina (piretroide); MTH, metamidofos (organofosforado), END, endosulfan (organoclorado) y DEL, deltametrina
(piretroide).

“Resultados de los bioensayos topicos, de las referencias: Espinosa et al., 2002a,b. Factor de resistencia entre paréntesis.

-, No se ajusta al modelo probit.

nd, no se determind.
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Para las determinaciones con el a-NA, la mezcla de reaccion
contenia: 10 pL del extracto enzimético diluido 1:10 y una cantidad
suficiente de a-NA en una disolucién de fosfato sodico (0,1 M, pH 7,5) como
para tener una concentracion final de sustrato de 0,75 mM. El volumen final
de ensayo fue de 50 pL. La microplaca se incubé a 30°C durante 15
minutos, deteniéndose entonces la reaccion afadiendo 50 pL de la
disolucién de o-dianisidina (FBB) (concentracién final 0,2 gL™) y SDS
(concentracion final 10 gL™). Tras 5 minutos se leyd la absorbancia a 595
nm y se comparé con la de una curva patrén de a-naftol (5-500 puM), el
producto de la reaccién.

Todas las reacciones enzimaticas se midieron en los rangos lineales
de tiempo de reaccion y concentracion de proteina fijados previamente (ver
Capitulo 3).

En cada placa las determinaciones se realizaron por duplicado. Se
leyeron al menos tres placas de cada poblacién por dia, y las mismas
lecturas se repitieron por lo menos en dos dias diferentes.

El contenido proteico de los homogeneizados se determindé mediante
el método de Lowry y colaboradores (1951), siguiendo la modificacion del
microensayo de Bio-Rad (Hercules, CA) para microplacas, y usando
albumina de suero bovino como patrén.

Las actividades especificas se expresan en Unidades Internacionales
de enzima, definidas como la cantidad de enzima que cataliza la conversion
de 1 ymol de sustrato a producto en un minuto, en las condiciones de
ensayo, por mg de proteina.

5-1.3. Andlisis estadistico.

Los andlisis estadisticos se realizaron usando los paquetes
informaticos SPSS 12.0 basico y avanzado para Windows (SPSS Inc,
Chicago, IL).

Antes de realizar los analisis de regresién o los ANOVA, se estudio la
normalidad de los datos, utilizando las pruebas de Kolmogornov-Smirnov y
de Shapiro-Wilk con la correccion de Lilliefors; la homogeneidad de la
varianza se comprob6 con la prueba de Levene. Las actividades
enzimaticas no mostraron distribuciones normales respecto de la media, y
ademas presentaron heterogeneidad de las varianzas. Para estabilizar la
normalidad y la varianza se utilizé una transformacién logaritmica.
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Los resultados de las determinaciones enzimaticas se analizaron
usando un ANOVA para un modelo mixto anidado en base al disefio
experimental propuesto, definiendo a la “poblacién” como factor fijo, y a los
factores “dia” y “placa” como factores aleatorios. Para determinar las
diferencias entre las medias se utilizé la prueba de comparaciéon multiple de
dos colas de Dunnett, usando la poblacion MLFOM como categoria control.

También se estudiaron las varianzas, analizandose sus diferencias
mediante la prueba F de Snedecor, y el coeficiente de variacion (CV), que
indica la relacion existente entre la desviacion tipica de una muestra y su
media. Al dividir la desviacién tipica por la media se convierte en un valor
exento de unidad de medida. Se utiliza para comparar las desviaciones
estandar entre poblaciones que tienen medias diferentes. Si comparamos la
dispersion en varios conjuntos de observaciones tendra menor dispersién
aquella que tenga menor coeficiente de variacion.

Las distribuciones de frecuencia de las actividades esterasa frente a
o-NA y p-NPA se analizaron mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis. Posteriormente se compararon individualmente cada una de las
poblaciones estudiadas con la de referencia, usando la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney y empleando la correccion de Bonferroni para
ajustar el nivel de significacion (Milton, 1991).

El analisis de las correlaciones entre las respuestas toxicologicas y
las medias de las medidas enzimaticas, asi como entre ambas actividades
enzimaticas, se realizd mediante regresion lineal.

El nivel de significacion de estas pruebas fue de « = 0,05.

5-2. Resultados

5-2.1. Actividades enziméaticas.

Las figuras 5-1, 5-2 y 5-3 y las tablas 5-2, 5-3 y 5-4, resumen los
resultados de las actividades enzimaticas frente a ambos sustratos modelo.

5-2.1.1. Andlisis de los valores promedio.

De las poblaciones de campo analizadas (Tabla 5-1), las
denominadas GERBPIL, CLME y PIM MIR 2, presentaron los mayores
niveles de actividad CaE media frente a p-NPA. En las poblaciones
seleccionadas en laboratorio, la actividad fue mayor para la ACR 7, siendo
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en la poblacion MET 7 algo menor que en la de referencia (MLFOM) (Fig. 5-
1).
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Figura 5-1. Diagrama de cajas para la actividad p-NPA medida en
diferentes poblaciones de Frankliniella occidentalis (Tabla 5-1). La caja
indica el rango en el que se concentra el 50% central de los datos. Sus
extremos son, por lo tanto, el 1% y 3% cuartil de la distribucion (rango
intercuartil, RIC). La linea central en la caja es la mediana. Los
extremos de los "bigotes" que salen de la caja son los valores que
delimitan el 95% central de los datos. Las observaciones que caen
fuera de este rango (outliers o valores extremos) estan representados
por un circulo (cuando el valor sobrepasa el 3er cuartil en 1,5 veces el
RIC) o un asterisco (cuando el valor sobrepasa el 3er cuartil en 3 0 mas
veces el RIC).

Para el a-NA, la poblacién de campo PIM MIR 1 y las dos
poblaciones seleccionadas en el laboratorio (MET 7 y ACR 7) mostraron las
actividades mas altas (Fig. 5-2).

Con el fin de comparar los niveles de actividad en las distintas
poblaciones, empleamos como herramienta estadistica el analisis de la
varianza (ANOVA), que nos permite, ademas de comprobar si las medias
entre los distintos grupos (poblaciones) son significativamente diferentes,
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examinar la contribucion relativa de las distintas fuentes de variacion
(poblacién, dia, placa, error) a la variabilidad total de la variable respuesta
(en este caso el valor de la actividad, p-NPA o0 a-NA).
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Figura 5-2. Diagrama de cajas para la actividad o-NA medida en
diferentes poblaciones de Frankliniella occidentalis (Tabla 5-1). La caja
indica el rango en el que se concentra el 50% central de los datos. Sus
extremos son, por lo tanto, el 1% y 3% cuartil de la distribucion (rango
intercuartil, RIC). La linea central en la caja es la mediana. Los
extremos de los "bigotes" que salen de la caja son los valores que
delimitan el 95% central de los datos. Las observaciones que caen
fuera de este rango (outliers o valores extremos) estan representados
por un circulo (cuando el valor sobrepasa el 3er cuartil en 1,5 veces el
RIC) o un asterisco (cuando el valor sobrepasa el 3er cuartil en 3 0 mas
veces el RIC).

Como resultado del disefio experimental planteado se propone
inicialmente el siguiente modelo mixto anidado:

(constante+poblacién+dia(poblacion)+placa(dia(poblacién))
donde el factor “poblacion” se define como un factor fijo y los factores “dia” y
“placa” se consideran factores aleatorios.

144



Frankliniella occidentalis y la resistencia a insecticidas

Los resultados del ANOVA se muestran en la tabla 5-2, de la que se
deduce que el factor “placa” se puede excluir del modelo, puesto que su
contribucion (valor de Eta?, 14,6% para el a-NA 'y 16,8% para el p-NPA) no
es significativa. Ademas, la estima de su varianza, 0,0298 y 0,010 para el p-
NPA 'y el a-NA respectivamente, corrobora que puede ser excluido.

Tabla 5-2. Resultados del ANOVA para un disefio anidado, con el
factor “poblacion” considerado como factor fijo y los factores
aleatorios “dia” anidado a poblacién y “placa” dentro del factor dia.
Modelo completo.

gl F Prob>F | Eta’ | Potencia®
a-NA
Constante 1 1837,447 0 0,992 1
Poblacion 10 8,482 0,002 0,901 0,995
Dia 11 1,460 0,181 0,264 0,667
Placa 33 1,143 0,282 0,146 0,928
p-NPA
Constante 1 750,617 0 0,984 1
Poblacion 10 2,982 0,073 0,798 0,631
Dia 12 1,156 0,342 0,234 0,564
Placa 29 1,391 0,099 0,168 0,959
a=0,05

Por ello, se propone como modelo definitivo para el estudio de las
actividades enziméticas mediante un ANOVA el siguiente:

(constante+poblacién+dia(poblacién))
gue incluye solo los factores “poblacion” y “dia”.

Del andlisis del ANOVA para este nuevo modelo (Tabla 5-3), se
desprende que no existen diferencias significativas en la actividad p-NPA
entre individuos de diferentes poblaciones. Sin embargo, el valor Eta®
sugiere que el factor “poblacién” es responsable en un 78,1% de la
variacion. Posiblemente una mayor potencia, mas cercana a 1, permitiria
detectar esta diferencia entre las poblaciones. El factor “dia” supone soélo el
7% de la variacion.

Por otro lado, el ANOVA mostré que las diferencias en la actividad
a-NA explicadas por el factor “poblacion” si eran significativas (Tabla 5-3).
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Tabla 5-3. Resultados del ANOVA para un disefio anidado, con el factor
“poblacién” y el factor “dia” anidado a poblacién. Modelo reducido.

gl F Prob>F | Eta® | Potencia®

a-NA

Constante 1 1719,274 0 0,990 1

Poblacién 10 7,394 0,002 0,876 0,993

Dia 11 1,593 0,101 0,065 0,802

p-NPA

Constante 1 752,782 0 0,982 1

Poblacion 10 2,917 0,070 0,781 0,649

Dia 12 1,429 0,154 0,070 0,771
%a=0,05

Para investigar estas diferencias entre las poblaciones se aplicd la
prueba de comparacion multiple de dos colas de Dunnett. Los resultados se
resumen en la tabla 5-4. Dicha prueba mostré6 que, en insectos de las
poblaciones GERBPIL y PIM MIR 2, las actividades p-NPA eran
significativamente mas altas (1,87 y 1,79 veces superiores,
respectivamente) que las de la poblacion de referencia (MLFOM). Para la
poblacion CLME no se encontr6é ninguna diferencia significativa, a pesar de
presentar una actividad CaE frente a p-NPA 1,76 veces mas alta que la
correspondiente a la poblacién de referencia. La actividad p-NPA de las
poblaciones PIMOL, SALB y MET 7 era similar a, o incluso méas baja que, la
de la poblacion de referencia. La prueba de Dunnett es una modificacion de
la prueba t. Fue disefiada especificamente para comparar cada grupo con
un grupo control, por lo que el nUmero de comparaciones es menor que en
cualquier prueba en la que se comparen mas de dos grupos. Resulta ser,
por tanto, una prueba mas potente que otras en las que se realicen
comparaciones multiples. Probablemente, esta sea la causa por la que se
aprecian diferencias significativas entre determinadas poblaciones respecto
de la poblacion de referencia, ain cuando con el ANOVA no se apreciaban.

En las medidas con el a-NA, los trips de las poblaciones de campo
hidrolizaron el sustrato a una velocidad mayor que los de la poblacién de
referencia MLFOM (Tabla 5-4). Las poblaciones PIM MIR 1 y PIM MIR 2
mostraron las actividades CaE mayores, 4,02 y 2,83 veces superiores a las
de MLFOM. El resto de las poblaciones de campo (PIMOL, GERBPIL,
PIMPE, CLME y SALB) mostraron diferencias significativas respecto a la
poblacion de referencia, con factores que oscilaron entre 2,3 y 1,8 veces el
valor de MLFOM. La poblacién TOMCO no fue significativamente diferente
de la poblacion de referencia. Las poblaciones seleccionadas también
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fueron significativamente diferentes de la poblacion MLFOM (4,3 y 3,7 veces
superiores para MET 7 y ACR 7 respectivamente) (Tabla 5-4).

Tabla 5-4. Actividades esterasa medias frente a p-NPA y o-NA , y sus varianzas asociadas,
medidas en individuos de diferentes poblaciones de Frankliniella occidentalis.

Poblacion a-NA? Varianza VRIVS F- p-NPA® Varianza | VRIVS F-
Snedecor Snedecor
MLFOM 4.83+243 588 1 4,07+230 5312 1
(n=56) (n=34)
PIMOL 11,09+4,78** 22,85h 388 224 3,89+237 5626 1,06 2,06
(n=12) (n=27)
GERBPIL 11,12+7,06"* 49,76b 846 1,74 7614590 34,782b 655 2,02
(n=46) (n=32)
TOMCO 5724304 921 157 2,03 6124311 9,696 183 2,09
(n=18) (n=25)
PIMPE 8454307 943 1,60 211 5264222 4922 <1 241
(n=15) (=12
CLME 11,0645,21* 2711b 461 187 7,16+4.27 18,198b 343 27
(n=28) (n=8)
SALB 9274642 41,20b 7,00 199 4,02+42,98 8,894 168 219
(n=20) (n=19)
PIMMIR 1 19,39+7,28* 52,93b 9,00 229 5,62+3,67 13498b 254 2
(n=11) (n=35)
PIM MIR 2 13,65+8,22%+* 67,50b 1147 185 7,303,809 11483 216 229
(n=30) (n=15)
MET 7 20,68+10,54** 111,08b 1888 219 3,73£245 6,024 113 215
(n=13) (n=12)
ACR7 17,83+7,65%* 5854b 995 189 5,7242,89 8349 157 21
(n=26) (n=8)

2 Cada valor representa la actividad especifica media (umol min™ mg™ proteina) (+ DE), n =
tamafio de muestra. Las condiciones del ensayo se especifican en la Seccién 5-1.

® varianza significativamente diferente de la varianza de referencia cuando la relacion (varianza
R/varianza S) > F-Snedecor [0,975, GL (numerador), GL (denominador)]; R, poblaciones
resistentes; S, poblacion de referencia.

Los valores de la misma columna seguidos de asterisco indican diferencias significativas
respecto de la poblacién de referencia (MLFOM) (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, prueba de
Dunnett).

5-2.1.2. Andlisis de la variabilidad de las observaciones alrededor del
promedio: dispersién y forma de la distribucién de frecuencias.

En el ensayo con el p-NPA, las distribuciones de la actividad
enzimatica en las poblaciones GERBPIL y PIM MIR 2 fueron
significativamente diferentes a la de la poblacion MLFOM (prueba de Mann-
Whitney, P < 0,05) (Fig. 5-3a, b).

Las varianzas de las poblaciones GERBPIL, CLME y PIM MIR 1
fueron significativamente diferentes a la varianza de la poblacion MLFOM
(Tabla 5-4). La mayor varianza se encontré en la poblacion GERBPIL, que
también presentd el mayor coeficiente de variacion (CV=77,5%).
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Las distribuciones de frecuencia de la actividad enzimatica frente al
a-NA en todas las poblaciones de campo, excepto TOMCO y SALB, fueron
también significativamente diferentes de las mostradas por MLFOM (prueba
de Mann-Whitney, P < 0,05).

Las varianzas de las poblaciones de campo analizadas fueron
significativamente diferentes de la obtenida para la poblacion MLFOM,
excepto para las poblaciones TOMCO y PIMPE (Tabla 5-4). Las
poblaciones seleccionadas también fueron significativamente diferentes de
la poblacion MLFOM respecto de la varianza y distribucién de frecuencia
(Tabla 5-4). Al igual que sucediera para la actividad p-NPA, las dos
poblaciones con los valores de varianza mas elevados (PIM MIR 2 y MET 7)
también presentaron coeficientes de variacién elevados (60,2% y 60,0%,
respectivamente).

En la distribuciéon de frecuencias de las actividades a-NA y p-NPA
(Fig. 5-3a, b y c), aunque existe solapamiento entre las distintas
distribuciones y no se puede ver una clara separacién entre las poblaciones
sensible y resistentes, si se aprecia en estas U(ltimas un claro
desplazamiento en la actividad hacia niveles mas altos. De hecho en la
actividad «-NA resulta posible detectar individuos cuya actividad enzimatica
es mucho mayor que la media, tanto si se comparan con su propia
poblacion como si se hace con la de referencia.
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Figura 5-3a. Histogramas de las determinaciones de las actividades
esterasa a-NA y p-NPA (pmol/min/mg prot) en individuos de distintas
poblaciones de campo de Frankliniella occidentalis.
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Figura 5-3b. Histogramas de las determinaciones de las actividades
esterasa a-NA y p-NPA (umol/min/mg prot) en individuos de distintas
poblaciones de campo de Frankliniella occidentalis.
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Figura 5-3c. Histogramas de las determinaciones de las actividades
esterasa a-NA y p-NPA (umol/min/mg prot) en individuos de distintas
poblaciones seleccionadas en laboratorio de Frankliniella occidentalis.

5-2.2. Correlacion entre las actividades enzimaticas y los datos

toxicologicos.

Los valores CLg para la acrinatrina de las diferentes poblaciones se
correlacionaron significativamente con las actividades medias frente a a-NA
(R* = 10,5278, F(1. = 6,68, P < 0,05) y frente a p-NPA (R* = 0,5191, F 7 =
7,56, P < 0,05). El metiocarb también se correlacioné significativamente con
la actividad media frente a o-NA (R2 = 0,6175, F, 7) = 11,30, P < 0,05). Sin
embargo, no se encontr6 ninguna correlacion entre ambas actividades

esterasa.
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5-3. Discusion

Segun indic6 Jensen (2000a), “la resistencia a insecticidas en
poblaciones de campo de F. occidentalis parece ser comdn vy
probablemente es la causa principal de muchos fallos en el control con
insecticidas de infestaciones de F. occidentalis”. Los resultados de los
estudios de Contreras y colaboradores (2001) y Espinosa y colaboradores
(2002b) sobre los problemas en el control de los trips en el &rea del sudeste
espafiol parecerian corroborar esta tendencia, esto es, el desarrollo de
resistencia a insecticidas en poblaciones de campo de F. occidentalis.

Las poblaciones de campo empleadas en este estudio y recogidas de
cosechas de invernadero sometidas a alta presion de insecticida (Tabla 5-
1), mostraron una resistencia moderada a la acrinatrina y al metiocarb al
mismo tiempo (factores de resistencia entre 5,7 y 14,2). Estos son
insecticidas selectivos contra los trips. Para el endosulfan (insecticida de
amplio espectro) en la poblacion PIMOL se detecté un factor de resistencia
de alrededor de 8. Para el metamidofos y la deltametrina (también
insecticidas de amplio espectro), las relaciones de resistencia presentaron
un factor en torno a tres para todas las poblaciones, excepto la poblacion
SALB que presenté un factor de 4,4 con la deltametrina.

En poblaciones de insectos sometidas a una elevada presion de
seleccion con piretroides se ha descrito el desarrollo de miltiples
mecanismos de resistencia a una o varias clases de insecticidas (Khambay
y Jewess, 2005). En el mismo trips de las flores, Zhao y colaboradores
(1995) demostraron que una reduccion en la penetracion, el incremento del
metabolismo y posiblemente la insensibilidad nerviosa contribuian a la
resistencia frente al fenvalerato (piretroide). También se han descrito
poblaciones de trips con resistencias multiples en Dinamarca (Jensen, 1998)
y Australia (Herron y Gullick, 2001). Los resultados de toxicidad de nuestras
poblaciones parecen indicar la misma tendencia, esto es, la posible
presencia de mas de un mecanismo responsable de la resistencia, en base
a las distintas dianas de los insecticidas ensayados.

En algunas especies de insectos se ha correlacionado un incremento
en la actividad esterasa con la resistencia a los insecticidas (Soderlund y
Bloomquist, 1990). En nuestro estudio los niveles medios de actividad
esterasa frente a a-NA y p-NPA fueron mas elevados en las poblaciones
resistentes que en la de referencia, lo que concuerda con los estudios
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llevados a cabo, también en Frankliniella, por Ferrari y colaboradores (1993)
y por Jensen (1998, 2000b). Estos autores también encontraron un
incremento en la actividad esterasa frente a o-NA o B-NA cuando se
ensayaron poblaciones resistentes, en comparacion con una poblacion
sensible, si bien ninguno de los ensayos empleados en dichos estudios
mostraron una correlaciéon positiva entre los niveles de actividad y los
niveles de resistencia frente al insecticida metiocarb. En este sentido, en
nuestro trabajo se ha encontrado una correlacidon significativa entre la
resistencia a la acrinatrina y la actividad esterasa frente al p-NPA. También
se ha correlacionado significativamente el metiocarb y la acrinatrina con la
actividad esterasa frente a o-NA, lo que apoyaria la posible implicaciéon de
este mecanismo en la resistencia de estas poblaciones de campo de F.
occidentalis a estos dos insecticidas. Ademas, dadas las dianas distintas
que usan estos insecticidas, pareceria confirmarse la seleccion de un
sistema de desintoxicacion similar, no especifico, en estas poblaciones de
campo, si bien no se puede excluir la interaccion de las esterasas con otros
mecanismos que contribuirian de forma multiplicativa a la resistencia. De
hecho, ensayos realizados con las poblaciones de campo PIM MIR 1y PIM
MIR 2 resultaron en un incremento significativo de la actividad GST frente al
sustrato CDNB al compararla con la poblacion sensible de referencia
(Maymé et al., 2002), lo que corroboraria esta hip6tesis. Por otro lado,
Espinosa y colaboradores (2005) observaron que en poblaciones de trips
seleccionadas en el laboratorio con insecticida, el mecanismo de resistencia
era metabdlico y se suprimia con butéxido de piperonilo, indicando que las
P450 podrian ser el agente principal responsable de la resistencia
observada. Pero ademas indicaron que: “Otros factores, tales como GST,
esterasas, alteracion de AChE y reduccién de la penetracion, también
pueden contribuir a la resistencia frente a diferentes insecticidas”.

Por otro lado, las diversas poblaciones resistentes analizadas en el
presente trabajo presentaron actividades esterasa que diferian ampliamente
entre individuos de la misma poblacién. Asi, tanto la actividad media como
el tipo de distribucién se ven modificados con una dispersion de los valores
hacia mayores niveles de actividad en las poblaciones resistentes. Los
resultados obtenidos por Jensen (1998) muestran una pauta de
comportamiento similar. Tal como indicaron Callaghan y Holloway (1999), el
aumento de la varianza en las poblaciones resistentes se puede relacionar
con un incremento en la expresién o en el nUmero de genes expresados.
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Sin embargo, y a pesar de que las actividades medias fueron
significativamente diferentes entre las poblaciones resistentes y sensible, el
ensayo no parece ser valido como herramienta diagnéstico en individuos,
debido al solapamiento en las distribuciones de las poblaciones.

Al profundizar en las bases moleculares de la resistencia, la mediada
por esterasas parece ser debida a cambios cuantitativos o cualitativos en las
isoenzimas responsables de la hidrélisis o secuestro del insecticida
(Soderlund y Bloomquist, 1990). Asi, se ha publicado que en el afido M.
persicae, los mosquitos Culex quinquefasciatus, C. pipiens, C. tarsalis y C.
tritaeniorhynchus y en el saltamontes marréon Nilaparvata lugens (Stal) el
incremento en las esterasas se debe a un fenomeno de amplificaciéon
génica, mientras que en las moscas Lucilia cuprina y Musca domestica se
ha demostrado que la resistencia debida a un incremento del metabolismo
por las esterasas estd causada por una Unica mutacion puntual
(Hemingway, 2000). De nuestros resultados parece desprenderse que debe
haber un incremento del metabolismo de la acrinatrina y del metiocarb
mediado por esterasas en el trips de las flores, pero no podemos concluir
cuales de las numerosas esterasas presentes en el insecto son las que
estan implicadas en la resistencia, ni de qué forma.
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CAPITULO

a resistencia a insecticidas es la respuesta evolutiva natural a un

estrés ambiental y, a menos que se produjera la extincion total de

la especie en su habitat inmediato y alrededores, es inevitable en
un plazo de tiempo mas o menos largo. Dado que la eliminacién completa
de una especie resulta inadecuada, la investigacién en resistencia a
insecticidas no debe pretender buscar una solucion definitiva, sino prolongar
.en la medida de lo posible, la vida util de los productos, procurando mitigar
los factores que conducen a la aparicion de la resistencia.

Una de las formas de conseguir este objetivo es la de emplear
aquellos recursos y herramientas biolégicas que permitan diseccionar el
entramado genético y molecular de las especies resistentes. Examinar a los
mutantes resistentes aislados del campo es el método instintivo para
comprender el fenémeno de la resistencia. Un amplio muestreo de
poblaciones de diferentes ambitos geograficos, con diferentes temperaturas,
vegetacion o tratamientos con insecticidas, puede proporcionar un abanico
de mutantes con los que comenzar las investigaciones, y tratar asi de
responder a diversas cuestiones fundamentales para el entendimiento del
fendmeno de la resistencia en general: ¢qué o cuales mutaciones en qué o
cuales genes son las responsables de la resistencia?; ¢ como se manifiestan
fisiologicamente dichas mutaciones para conducir a la supervivencia del
individuo ante tal reto mortal?; ¢pueden darse estas mutaciones tanto en el
campo como en el laboratorio?; ¢estan conservadas dichas mutaciones
dentro de una misma poblacién y entre poblaciones distintas?; ¢qué nos
dice esto de la evolucidn de la resistencia en estas poblaciones?; ¢como
afecta a la estabilidad de la resistencia la ausencia de presion de seleccién
con un insecticida?; ¢,cudles son los efectos en otras especies?.

La presente Tesis Doctoral ha tratado de abordar alguna de estas
cuestiones a través del estudio de dos insectos plaga, Blattella germanica y
Frankliniella occidentalis.

Iniciamos los trabajos con la puesta a punto de la metodologia, esto
es su adaptacion a las condiciones bioquimicas de las dos especies de
interés (Capitulo 3). Y comprobamos que las diferencias entre poblaciones
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resistentes y sensibles pueden hacerse maximas si se optimizan las
condiciones de estos ensayos.

A continuacion, en el capitulo 4 abordamos el estudio de una
poblaciéon de campo de B. germanica. La poblacién resulté ser altamente
resistente al piretroide deltametrina, y los mecanismos implicados en la
resistencia de naturaleza metabdlica. La posterior seleccion en el laboratorio
pretendia identificar los mecanismos especificamente relacionados con la
resistencia a este insecticida y su contribucion en el fenotipo final,
especialmente los mecanismos de desintoxicacion basados en las
actividades P450 y esterasas. Tras ser sometida a varios ciclos de
seleccion, la resistencia crecié rapidamente de 1,58x a 102x en tan solo tres
ciclos, sugiriendo la posible seleccion de mecanismos de caracter recesivo.
La supresiéon incompleta de la resistencia por los sinergistas PBO y DEF, y
la resistencia cruzada con otro piretroide (acrinatrina) evidenciaron que,
ademas de oxidasas (principalmente) y esterasas (en menor medida), otros
mecanismos de naturaleza no metabdlica podrian ser coseleccionados en
los individuos resistentes a la deltametrina.

Los resultados con F. occidentalis se resumen en el capitulo 5. En el
estudio se incluyeron poblaciones seleccionadas en el laboratorio vy
poblaciones recogidas de diferentes invernaderos del sureste espafiol. Los
mecanismos bioquimicos implicados en la resistencia de estas poblaciones
se analizaron con los ensayos in vitro, previamente optimizados, de la
actividad esterasa frente a dos sustratos modelo diferentes. Asi se hall6 una
correlacién significativa entre los niveles elevados de la actividad esterasa y
la resistencia a la acrinatrina y al metiocarb, al incluir tanto las poblaciones
de campo como las seleccionadas en el laboratorio. Dadas las distintas
dianas a las que atacan estos insecticidas, pareceria que en la resistencia
observada estaria implicado un sistema de desintoxicacién, no especifico,
probablemente esterasas. Aunque las diferencias entre las poblaciones
resistentes y sensible en la actividad esterasa eran significativas, las
diferencias exhibidas en los ensayos en individuos no permitian discriminar
entre las poblaciones en base al solapamiento de sus distribuciones,
cuestionando la validez de estos ensayos como posible herramienta
diagnéstico a este nivel individual.

Finalmente, con esta discusién pretendemos fusionar el conocimiento
adquirido y trasladarlo al ambito del control integrado. Se pone asi de
manifiesto que el fendbmeno de la resistencia es un problema multidisciplinar
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y requiere, por tanto, para su gestion, del esfuerzo conjunto de todos los
sectores  implicados: investigadores, productores, empresas Yy
administraciones publicas.

6-1. La resistencia y sus mecanismos:
el caso de los piretroides

La principal causa del desarrollo de la resistencia en el campo es,
como ya se apunté en el capitulo 2, la elevada y persistente presion de
seleccion, consecuencia de las repetidas aplicaciones de una Unica clase de
insecticida (o de otros con el mismo modo de accion). Por ello, a pesar del
control eficaz en los primeros estadios, un pequefio ndmero de
supervivientes resistentes pueden reproducirse rapidamente hasta provocar
un fallo en el control. En este sentido los piretroides no son diferentes de las
otras clases de insecticidas. De hecho el desarrollo de la resistencia a los
piretroides fue precisamente lo que impulsé a las empresas a considerar la
importancia de la resistencia y tomar acciones en conjunto. Ademas, los
piretroides presentaban una desventaja de partida, y es que la mutacién kdr
también confiere resistencia al DDT, y precisamente el uso previo del DDT
selecciond alelos kdr a niveles significativos. En la actualidad unas 80
especies han desarrollado resistencia a piretroides (Whalon et al., 2003),
entre las que se incluyen las dos especies aqui estudiadas. Ambas son
ejemplos de plagas, de importancia, tanto agricola (Frankliniella
occidentalis), como en salud publica (Blattella germanica).

Por otro lado y como el resto de especies de la clase Insecta, las aqui
estudiadas presentan una sorprendente similitud en los mecanismos
subyacentes a la resistencia. Asi, nuestra poblacién de B. germanica, la
poblacion R, presentaba multiples mecanismos de resistencia a la
deltametrina, incluyendo esterasas, P450 y modificaciones de la diana (kdr).
En las poblaciones de F. occidentalis las esterasas explicaban, aunque no
en su totalidad, los niveles de resistencia a la acrinatrina detectados. En la
literatura son frecuentes los casos de poblaciones de insectos resistentes a
piretroides en los que se manifiestan varios de estos mecanismos a la vez.
Tales insectos suelen presentar niveles de resistencia extremadamente
elevados y, en alguna medida, resistencia cruzada con otros piretroides, tal
y como sucedia también con nuestra poblacion R.
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Todos los piretroides, con la excepcion de algunos compuestos como
el MTI800 (en su molécula no hay enlaces éster), son susceptibles de ser
atacados por las esterasas, siendo importante la estereoquimica del acido
ciclopropanocarboxilico (presente en la estructura de la mayoria de los
piretroides) en la velocidad de la reaccion, puesto que los isbmeros trans
son mucho mejores sustratos para estas enzimas que los isémeros cis
(Soderlund y Casida, 1977). De hecho, los cis-piretroides que poseen un
grupo a-ciano (piretroides del tipo Il), y por tanto un éster secundario, son
degradados generalmente mediante oxidasas microsomales dependientes
de P450 a través de la oxidacion del carbono a. En este sentido, el trabajo
de Soderlund y Casida (1977) en higado de mamiferos mostré6 que los
piretroides cipermetrina y deltametrina (piretroides del tipo Il) eran menos
sensibles a la hidrélisis y oxidacion catalizadas por esterasas.
Generalmente, la principal ruta del metabolismo de los piretroides del tipo Il
en mamiferos es via desesterificacion catalizada por las oxidasas
microsomales (Crawford y Hutson, 1977).

Los estudios en insectos también concluyen que la rotura del enlace
éster se debe principalmente a un mecanismo oxidativo (Casida y Ruzo,
1980; Funaki et al.,, 1994). Asi, este Ultimo estudio demostraba que la
desesterificacion del fenvalerato por moscas resistentes se debia
principalmente a la sobreexpresion de las P450; so6lo una pequefia
proporcién de la rotura del enlace éster era causado por hidrolasas. No
obstante, que el ataque al éster sea hidrolitico u oxidativo parece que
depende en gran medida de la especie. Por ejemplo, T. ni, S. littoralis, S.
eridana (Lepidoptera), y B. tabaci (Hemiptera) degradan a los piretroides
trans via un mecanismo hidrolitico, mientras que la mosca doméstica comuan
(Diptera) y el gorgojo castafio de la harina, Tribolium castaneum
(Coleoptera) emplean la via oxidativa. Un caso especial es el del insecto
Chrysoperla carnea agg. (Neuroptera), altamente resistente a piretroides.
Este insecto contiene elevados niveles de una esterasa que es capaz de
catalizar la hidrélisis de los isémeros cis, incluyendo aquellos piretroides del
tipo Il como la cipermetrina (Khambay y Jewess, 2005).

Cémo la sobreproduccion de las esterasas esta implicada en la
resistencia a piretroides cis, como la deltametrina, siendo pobres sustratos
para estas enzimas, ha sido objeto de controversia. Devonshire y Moores
(1989) evidenciaron en el afido M. persicae, que los piretroides cis se unian
fuertemente al centro activo y eran asi secuestrados por la gran cantidad de
esterasas (E4 y FE4) asociadas con la resistencia. Es decir, la deltametrina
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actuaria como un inhibidor competitivo de la actividad esterasa siendo
preferentemente eliminada al unirse a la proteina y no por hidrélisis.

En nuestro trabajo, tanto en B. germanica como en las muestras de F.
occidentalis, los piretroides estudiados (acrinatrina y deltametrina) eran del
tipo 1l. Y mientras que en B. germanica el papel preponderante de las P450
frente a las esterasas (Capitulo 4) es claro, en F. occidentalis nuestros
resultados con las esterasas (niveles de correlacién alrededor de 0,5) no
descartarian un destacado papel de estas enzimas en la resistencia a
piretroides en esta especie, sin embargo, es necesario confirmar este
extremo. En este sentido, nuestro laboratorio est4 haciendo avances en la
puesta a punto de los ensayos para la medida de la actividad P450 en F.
occidentalis.

En cuanto al sistema GST, aunque es importante en la
desintoxicacion de insecticidas organofosforados y otros compuestos
electréfilos, no ocurre lo mismo para los piretroides. Estos compuestos no
son electrofilos y, por tanto, no parece que vayan a ser biotransformados
por este mecanismo. Parece que nuestros resultados en B. germanica se
situarian en este camino. Sin embargo, en experimentos realizados por
nuestro laboratorio en F. occidentalis, si se encontré un incremento de la
actividad en poblaciones resistentes. En la literatura aparecen algunos
trabajos en los que se correlaciona un incremento en los niveles de las
GSTs con la resistencia a piretroides en diferentes especies. Parece que en
estos casos las proteinas secuestrarian a los piretroides (Kostaropoulos et
al., 2001) o protegerian a los tejidos de la peroxidacién lipidica inducida por
ellos (Vontas et al., 2001). Nuestro laboratorio continGa los trabajos para
ahondar en la naturaleza de la participacion de este sistema en la
resistencia a piretroides en F. occidentalis.

Todos estos resultados confirman que existe un ndmero limitado de
mecanismos que confieren resistencia a los insectos. Y aln cuando no
concluyen de manera precisa la naturaleza exacta de aquellos implicados
en la resistencia de las poblaciones estudiadas, suponen un primer paso en
el complejo proceso de identificar, de entre la miriada de enzimas
implicadas en el metabolismo de los xenobidticos, a aquellas responsables
de la resistencia. Ademas, proporcionan las claves en base a las que
formular posibles estrategias de control. Cabe mencionar, sin embargo, que
no hay una Unica solucién valida para tratar con la resistencia; la mejor
aproximacion es la integracién de varias estrategias de control, incluyendo

163



métodos culturales, fisicos y bioldgicos, junto con un seguimiento regular de
los niveles de la resistencia y los mecanismos implicados en la misma.

En este sentido, nuestros resultados, junto con los obtenidos por el
Departamento de Produccién Vegetal de la Universidad Politécnica de
Cartagena, en poblaciones de F. occidentalis de invernaderos del sureste
espafiol, evidencian que tras la resistencia detectada subyacen mecanismos
de naturaleza metabdlica, oxidasas (Espinosa et al., 2005) y esterasas
(capitulo 5). Este tipo de mecanismos, como se ha visto, son especificos de
una familia de compuestos quimicos e, incluso en ocasiones, de un
determinado compuesto. Por ello se sugiere la necesidad de emplear
estrategias de rotacion utilizando compuestos quimicos de distintas clases,
como por ejemplo el spinosad, para el que, en la resistencia ya detectada,
no parece que estén implicados mecanismos de desintoxicacion metabdlica
sino probablemente una modificacion de la diana (Bielza et al., 2007a). En
esta linea se sitlan las estrategias propuestas por Bielza y Contreras (2005)
y Bielza y colaboradores (2007b).
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Conclusiones

Resumiendo los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral,
podemos concluir que:

» Las condiciones 6ptimas de los ensayos para la medida de
las actividades enzimaticas implicadas en la resistencia a los
insecticidas, determinadas en la presente Tesis, son
caracteristicas para cada una de las especies analizadas,
Blattella germanica y Frankliniella occidentalis, y validas en
cualquier estadio y nivel de tolerancia a los insecticidas.

» Los ensayos optimizados presentados en este trabajo
permiten la medida en fracciones de insectos individuales,
incluso para un insecto tan pequefio como es Frankliniella
occidentalis, permitiendo asi que en un mismo individuo se
realicen diversos andlisis bioquimicos a la vez.

» Se describe por primera vez en Espafia una poblacion de
Blattella germanica altamente resistente a piretroides,
identificandose como mecanismos responsables de la
resistencia a oxidasas, esterasas y posibles modificaciones
en la diana.

» En dicha poblacion, una presion intensa con el insecticida
deltametrina induce a la seleccién de diferentes mecanismos
de resistencia que parecen ser fenotipicamente recesivos.

» Las esterasas explican parte de la resistencia hallada en
poblaciones de Frankliniella occidentalis procedentes del
sureste espafiol, y estudiadas en el presente trabajo.

» Los niveles de correlacién establecidos entre las actividades
esterasa y el grado de resistencia a los insecticidas
acrinatrina (piretroide) y metiocarb (carbamato) permiten
concluir que la resistencia de las poblaciones de Frankliniella
occidentalis analizadas no se explica mediante un sélo
mecanismo, sino que es polifactorial.

» Los ensayos de la actividad esterasa empleados en la
presente Tesis en poblaciones de Frankliniella occidentalis,
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permiten poner de manifiesto las diferencias significativas
existentes entre las poblaciones resistentes y sensible. Sin
embargo, y puesto que no se ve una clara separaciéon entre
las distribuciones de frecuencia de ambas poblaciones, se
cuestiona la validez de la utilizacién de esta actividad como
posible herramienta de diagnéstico a nivel individual en esta
especie.
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