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RESUMEN. La forma de manejo de Cycocephala comata es a base de control quimico. El uso indiscriminado de
insecticidas ha ocasionado un alto grado de resistencia de C. comata a estos productos, por lo que es crucial
identificar las vias de detoxificacién involucradas, siendo el objetivo de esta investigacion, determinar mediante el
uso de sinergistas las vias de detoxificacién usadas por C. comata a diferentes insecticidas utilizados en su control.
Para conocer las vias de detoxificacion se determind la DLso de la mezcla de los insecticidas con los sinergistas.
Tales como: DEF (Merphos), DEM (Diethyl maleato) y PBO (But6xido de Piperonilo) mezclados en proporcion de
1:10, con los siguientes insecticidas: Lindano, Clorpirifos, Diazindn, Carbofurén, Bifentrina y Teflutrina. Para la
determinacion de las DLsp se empled la técnica de aplicacion tépica y se evaluaron 6-9 rangos de dosis de cada
insecticida sobre 20 larvas. Cuando se presenté mortalidad en los testigos sin aplicar esta se corrigié mediante la
férmula de Abbott, los datos se analizaron mediante analisis Probit. Posteriormente se determind la proporcion de
sinergismo para las vias de detoxificacion en estudio siendo la principal via de detoxificacién por Oxidasas, seguidas
de Esterasas y en menor proporcién Glutation-S-Transferasas Anotar proporciones de resistencia, datos, nimeros que
ayuden a dar mayor claridad de resultados en esta parte del manuscrito.
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Insecticides detoxification pathways in masked chafer (Cyclocephala comata) Bates
(Coleoptera: Scarabaeidae)

ABSTRACT. Insecticide resistance in masked chafer (C. comata) is due to the current indiscriminate usage of
insecticides. For this reason, it is crucial to identify the detoxification routes involved in the insecticide resistance
through the synergic pathways. LDsy of DEF (Morphos), DEM (Diethyl maleate) and PBO (Piperonyl butoxide) in
1:10 rates with Lindano, Chlorpyrifos, Diazinén, Carbofuran, Bifentrin and Teflutrin insecticides was determined by
topic method, using 20 larvae with 6 or 9 insecticide doses. Mortality results were corrected by Abbott’s method and
Probit analysis were used to obtain regression equation. Synergic proportion was determined by any detoxification
routes (Oxidases, Esterase or Glutation-S-Transferanse).

Key words: Cyclocephala comata, synergist, resistance, detoxification, enzymes.

INTRODUCCION

A nivel nacional las plagas rizéfagas representan uno de los principales problemas de caracter
fitosanitario (SARH, 1992 y Mor6n, 2001). El Estado de Jalisco es uno de los mas representativos de este
problema con una superficie infestada de aproximadamente 200 mil hectareas; afectando principalmente
las zonas de temporal (Deloya, 1988; Félix, 1990, Moroén, 2001 y Diaz-Madero et al., 2006).

Dentro de los géneros de “gallinas ciegas” las larvas de C. comata representan uno de los principales
problemas de caracter fitosanitario en la entidad en los diferentes cultivos que se siembran, llegando a
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afectar alrededor de 29 familias de plantas y aproximadamente 100 diferentes cultivos (Morén, 1990 y
Garcia et al., 2009). Estas pueden atacar a cualquier cultivo en sus diferentes etapas de desarrollo; sin
embargo, la etapa mas critica se presenta en los primeros 60 dias de su desarrollo fisioldgico, (Pérez,
1987), en donde las larvas de gallina ciega ocasionan un fuerte dafio por ser tan voraces, ya que requieren
consumir de 45 a 65 veces el peso de su cuerpo para completar su ciclo biolégico, poniendo en riesgo el
sistema radicular de la planta, al ser este su principal hospedero Mor6n (2001). Ademas, como
consecuencia de las heridas causadas al sistema radicular de las plantas, se ve aumentada la incidencia de
enfermedades provocadas por patdgenos del suelo como Fusarium (Alvarez, 1988 y de la Paz et al.,
2007).

Actualmente las principales herramientas que los agricultores tienen para combatir esta plaga son: el
control cultural y el control quimico, siendo este ultimo el mas generalizado, debido a que en un inicio se
utilizaron los insecticidas clorados los cuales fueron retirados del mercado hace algunos afios, y los
ingredientes activos de uso comun estan representados principalmente por Fosforados, Carbamatos y
Piretroides (PLM, 1999 y PLM, 2002). Estos productos tienen en el mercado mas de 15 afios; sin
embargo, afio con afio se han usado indiscriminadamente, sustentando la aparicion de niveles de
resistencia apartir de 1993 (Posos et al., 1995).

Investigaciones realizadas con otras plagas, han demostrado que después de un cierto tiempo del uso de
diferentes insecticidas del mismo grupo toxicol6gico, estos se vuelven resistentes y los insectos
desarrollan vias metabdlicas que les permiten desdoblar las moléculas quimicas haciendo que se vuelvan
inocuas para los insectos (Bisset et al., 2000).

Por otra parte, Brogdon et al., (1998) y Panini et al., (2016) sefiala que las principales vias metabolicas
gue usan los insectos para metabolizar los insecticidas son a través de la via enziméatica como: Esterasas,
Oxidasas Microsomicas de Funcién Mixta (FOM) y Glutation-S-transferasas, ademas, los piretroides
muestran un mecanismo adicional llamado resistencia al derribo, al igual que los organofosforados, a la
insensibilidad de la acetilcolinesterasa.

Debido a que se desconocen los mecanismos de resistencia desarrollados por C. Comata para
detoxificar los insecticidas utilizados en su control, los objetivos principales de este trabajo consistieron en
determinar mediante el uso de sinergistas, las vias de detoxificacion que ha desarrollado C. comata para
los insecticidas de los diferentes grupos toxicoldgicos utilizados para su control, esto con el fin de
proponer un manejo rotacional de insecticidas eficiente para el manejo de dicha plaga.

MATERIALES Y METODO

El presente trabajo de investigacion se realizd con poblacion de C. comata procedente de San Martin
Hidalgo, Jalisco, ubicado a los 20°16" de latitud norte y a los 103°56 de longitud oeste. Se ubica a una
altura de 1,300 msnm. El clima se clasifica como: (A)C(wo)a(e), perteneciendo al grupo de los
semicalidos, subhtimedos, con verano célido. La temperatura media anual en el mes mas célido es de
22°C; teniendo precipitacion pluvial de 887 mm. anuales con suelos de origen volcanico, constituidos por
arcillas volcanicas de clima subhimedo, siendo clasificados como suelos vertisoles, pélicos de textura fina
y de color gris oscuro (INEGI, 2000).

El material bioldgico de la poblacion de C. comata se obtuvo de parcelas comerciales de cultivos
sembrados en la region durante los ciclos P/V 2014 y 2015. En los meses de julio y agosto, se llevaron a
cabo las colectas de larvas de C. comata, las cuales se colocaron en bolsas negras de polietileno, a las que
previamente se les adiciond una proporcion de tierra en mezcla con materia organica y/o germinado de
maiz, con el fin de proveerles alimento a las larvas y a su vez las condiciones similares a su medio natural
para asi ser trasladadas al laboratorio y llevar acabo los bioensayos.

Una vez colectadas las larvas de campo se trasladaron a los laboratorios del Centro de Investigacion y
Graduados agropecuarios CIGA-ITTJ ubicados en el municipio de Tlajomulco de Zufiga, Jalisco.

El material biolégico colectado en campo y establecido en laboratorio fue colocado en cajas de
plastico con tierra y materia organica como alimento, se seleccionaron las larvas de tercer estadio de
acuerdo con el tamafio para asi contar con una poblacién lo mas homogénea posible. Enseguida se
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pesaron y estas se separaron en grupos de 20 larvas, las cuales nuevamente se colocaron en cajas de
polipropileno con una mezcla de tierra y materia organica como alimento.

Para la realizacion de los bioensayos, y asi determinar la DLso de C. comata, se emple6 la Técnica de
Aplicacion Topica, la cual consiste en aplicar un microlitro [uL] de la solucién del insecticida con
acetona en la parte dorsal de la larva, mediante el uso de una micropipeta. La mortalidad se evalu6 a las
24 hr. después de haberse aplicado los tratamientos. Los insectos se colocaron en cajas de polipropileno
provistas de alimento fresco (Lagunes y Véazquez, 1994).

Para determinar el criterio de mortalidad en las larvas se corrié un bioensayo con 10 larvas y cuatro
unidades de observacion a las que se les aplicd una dosis de 2,000 ppm del piretroide Bifentrina (FMC
Co.); este grupo de larvas se observé durante 48 horas para establecer los sintomas de intoxicacion en el
tiempo establecido.

Los tratamientos evaluados fueron los siguientes: Lindano (en este caso se utilizo el producto augnue
ya no se vende comerciualmente con fines de tener un grupo de clorados), Clorpirifos y Diazinon,
Carbofuran, Bifentrina y Teflutrina. A su vez cada uno de los tratamientos evaluados fueron mezclados
con los sinergistas Butoxido de Piperonilo (PBO) (FMC), Diethyl Maleato (DEM) (Sigma) y Merphos
(DEF) (Bayer) en una proporcion de 1:10 gramo de ingrediente activo del insecticida por diez gramos de
ingrediente activo del sinergista. Para cada tratamiento se utilizaron los ingredientes activos de cada uno
de estos en su a su grado técnico utilizando ocho rangos de dosis preparando 10 mL para cada
tratamiento. Los principios activos fueron diluidos en acetona al 95% de pureza a su grado reactivo.Para
la realizacién de este trabajo se corrieron dos tipos de bioensayos preliminares como se describen a
continuacion: primero, se llevaron acabo bioensayos empleando solo acetona., y posteriormente se
corrieron bioensayos con los sinergistas; estos dos bioensayos tuvieron la finalidad de asegurar que estos
no causaran mortalidad a las larvas. Estos bioensayos se corrieron con 10 larvas en cuatro unidades de
observacion con acetona al 95% de pureza, a cada larva se le aplicé un microlitro [uL] y se tomé la
mortalidad a las 3, 6, 24 y 48 horas posteriores de tratadas, mientras que para los sinergistas se corrieron
en una proporcién de 1:10 en mezcla con acetona.

Para poder identificar las vias de detoxificacion involucradas se corrieron bioensayos en dos sentidos:
los primeros para determinar la dosis letal media (DLso) de los insecticidas aplicados diluidos con
acetona; en este caso para cada uno de los tratamientos insecticidas involucrados se corrieron seis rangos
de dosis y se utilizaron 20 larvas para cada rango de dosis. Los segundos para determinar la DLso de la
mezcla de los insecticidas con los tres diferentes sinergistas partiendo de la DLsy establecida para los
insecticidas; se corrieron bioensayos con la mezcla de insecticida y cada uno de los sinergistas, (DEF,
DEM y PBO) en una proporcion de 1:10 (1.0 g i.a. del insecticida por 10 g i.a. del sinergista) teniendo de
6 a 10 rangos de dosis menores a partir de la DLsy determinada para cada uno de los insecticidas en
cuestion.

Para cada uno de los bioensayos realizados, se corrieron seis dosis discriminatorias y un testigo sin
aplicar. Para determinar cada una de las dosis en cuestion se utilizaron 20 larvas por dosis, cuando se
presentd mortalidad en el testigo sin aplicar se procedi6 a calcular el % de mortalidad mediante la férmula
de Abbott (1925) que es la siguiente:

% Mortalidad = [(LVt -LVT)/(LV1)] x (100)

donde:
LVt= Larvas vivas en el testigo
LVT= Larvas vivas en el tratamiento

Una vez realizados los bioensayos, y calculados los datos de mortalidad, estos se analizaron mediante
el método de andlisis Probit de méaxima verosimilitud propuesto por Finey, (1971) (Lagunes y Véazquez
1994). Estos analisis se realizaran utilizando el programa estadistico SPSS Version 10.0, (2001) con el
cual se obtuvieron los siguientes parametros:

a) Ecuaciones de prediccion.
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b) Dosis de 1 al 99% de mortalidad y sus limites fiduciales al 95% de confiabilidad. Para cada
uno de los insecticidas en cuestidn y para cada una de las mezclas de los sinergistas.

c) Pruebas de Chi Cuadradas (X?).

d) Coeficientes de Determinacion.

e) Proporcion de sinergismo (PS) con la siguiente formula:

PS= (DLso del insecticida/DLsg de la mezcla)

Una vez analizada la informacién estadisticamente y calculada la proporcién de sinergismo se
determind cuales vias de detoxificacion estan involucradas en la resistencia a dichos insecticidas.
Con los datos obtenidos se procedio a representar graficamente en escala logaritmica y valores probits, las
lineas de respuesta dosis-mortalidad correspondientes a cada uno de los tratamientos en cuestién, cuya
pendiente y posicion nos permitié inferir sobre el estado de susceptibilidad de la poblacion y las vias de
detoxificacion involucradas en la metabolizacion de los diferentes insecticidas. Asi mismo, al conocer las
vias de detoxificacion involucradas, estas nos permitieron disefiar un modelo rotacional de insecticidas
gue permita retornar a la susceptibilidad a la poblacion de C. comata y asi tener control de dicha plaga.

RESULTADOS Y DISCUSION
La sintomatologia que presentaron las larvas de C. comata mediante la cual se establecio el criterio de
muerte 24 horas después de aplicados los insecticidas se observaron los siguientes sintomas:
a) Pérdida de la movilidad de la larva a las tres horas de aplicado el téxico.
b) Después de seis horas de aplicado el insecticida la larva, ésta perdié su forma de “C” y tomé una
coloracién amarilla hialino.
¢) Alas 12 horas la larva perdi6 turgencia y movimiento, tomando un color amarillo mas intenso.
d) A las 24 horas el movimiento de la larva fue casi nulo, se torn6 flacida y de color café claro.
e) A las 48 horas la larva alcanz6 la muerte y se tornd de color oscuro necrosado, tendiendo a negro
y se desintegraba con facilidad en el medio en el que se encontraba.

En los bioensayos preliminares con acetona y los sinergistas exclusivamente no se observo mortalidad.

En el Cuadro 1 se observa que la principal via de detoxificacién del Lindano es mediante Oxidasa
Microsdmicas de Funcién Mixta (FOM) lo que a su vez coincide con Lagunés y Villanueva, (1994) y
Brogdon et al., (1998), este es el mecanismo mas cominmente desarrollado por los insectos para degradar
insecticidas clorados. El alto grado de sinergismo (15X) observado se considera normal debido que se
empled durante méas de 20 afios indiscriminadamente, por lo que actualmente muestran las larvas de C.
comata un alto grado de resistencia. Cabe sefialar que para el caso de las Esteras y La Glutation-S-
Transferasas, la degradacion es muy limitada y solo llega a 2.9X y 5X respectivamente.

Cuadro 1. Dosis letales media (DLso), proporcion de sinergismo y coeficientes de determinacion (R?) y
pruebas de chi cuadrada (X?) del insecticida clorado, utilizado para el control de C. comata.

DLso Proporcion  de

Tratamientos . . R? X2 Via de detoxificacion
mg/g Sinergismo

Lindano 2.35217 N/A 0.85 0.0743 N/A

Lindano+ PBO 0.15559  15.11X 0.74 0.1196  Oxidasas

Lindano + DEF 0.80532 2.92X 0.80 0.0102  Esterasas

Lindano + DEM 0.46982  5.00X 0.83 0.0810  Glutation-S Transferasas

Respecto a los insecticidas organofosforados (Clorpirifos y Diazinon) como se observa en el Cuadro 2,
para el caso de Clorpirifos, la principal via de detoxificacion es a través de FOM con una 17X, seguido de
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Esterasas con 9X; en este caso las Glutation-S-Transferasas no estan involucradas fuertemente en el
mecanismo de resistencia para Clorpirifos, ya que la proporcion de sinergismo fue de solo 4X.

Cabe sefialar que este comportamiento del insecto para desdoblar el Clorpirifos coincide con los
trabajos realizados por Georghiou et al., (1980), Bisset et al., (1990 y 2000), quienes demostraron que es
facilmente metabolizado a través de FOM y Esterasas.

En el caso del Diazinon, se observa que la principal via de detoxificacion es a través del Glutation-S-
Transferasa con una proporciéon de 7X, lo que coincide con la informacién que reportan Lagunes y
Villanueva (1994), y a su vez Rodriguez et al., (1998) quienes encontraron que en la Glutation-S-
Transferasa existe una frecuencia alta para este mecanismo de resistencia como ocurre en el caso de
Diazinon.

Cuadro 2. Dosis letales media (DLso), proporcion de sinergismo y coeficientes de determinacion (R?) y
pruebas de chi cuadrada (X?) de los insecticidas fosforados, utilizados para el control de C. comata.

Tratamiento DLso Proporcion de R? bG Via de detoxificacion
mg/g Sinergismo

Clorpirifos 0.9902 N/A 0.88  0.0077 N/A

Clorpirifos + PBO 0.0570 17.39X 0.88  0.1184 Oxidasas

Clorpirifos + DEF 0.8053 9.21X 0.96 0.1207 Esterasas

Clorpirifos + DEM 0.4698 477X 0.77 0.0643 Glutation-S Transferasas
Diazinon 1.9591 N/A 0.88 0.0388 N/A

Diazinon + PBO 0.9793 2.00X 0.99 0.1890 Oxidasas

Diazinon + DEF 1.4579 1.34X 0.90 0.0368 Esterasas

Diazinon + DEM 0.2678 7.31X 0.96 0.1320 Glutation-S Transferasas

En el caso del tratamiento a base de Carbofurdn podemos observar en el Cuadro 3 que la principal via
enzimatica que usa la larva de Cyclocephala comata es a través de Esterasas ya que esta via de
detoxificacion fue la que méas proporcién de sinergismo mostré con 10X, lo que coincide con la
informacién que reporta Bisset et al., (1990) donde demostrd en larvas de mosquito Culex que las
Esterasas son la principal via de detoxificacion de insecticidas fosforados y Carbamatos. A su vez
Lagunes y Villanueva (1994) y Brogdon et al., (1998) reportan que la principal via de detoxificacién de
Carbofurén es a través de Esterasas.

El grupo FOM y GSH participan en menor proporcion en la degradacion de Carbofuran, como se
observa en el Cuadro 3. Hay que sefialar que los otros mecanismos enzimaticos estan participando en una
proporcidn baja con un sinergismo de 3X y 4X, respectivamente.

Cuadro 3. Dosis letales media (DLso), proporcion de sinergismo y coeficientes de determinacion (R?) y
pruebas de chi cuadrada (X?) del insecticida Carbamato, utilizado para el control de C. comata.
DL50 Proporcién de

Tratamiento - . R2 X2 Via de detoxificacion
mg/g Sinergismo
Carbofuran 1.4878 N/A 0.87 0.0409 N/A
Carbofuran + PBO 0.3252 457X 0.96 0.1459 Oxidasas
Carbofuran + DEF 0.1418 10.48X 0.93 0.1417 Esterasas
Carbofuran + DEM 0.3907 3.80X 0.80 0.0857 Glutation-S Transferasas

En el caso del Cuadro 4 que corresponde a las vias de detoxificacion usadas por C. comata para
metabolizar los insecticidas piretroides, se observa que la principal via usada por el insecto es a través de
FOM con una proporcion de sinergismo de 10X para Bifentrina y 23X para Teflutrina, seguido de la via
metabdlica de Esterasas con una proporcion de 10X en Bifentrina y 14X en Teflutrina. Hay que sefialar
que para este caso la Bifentrina solo tiene poco tiempo en el mercado a comparacion de los otros grupos
quimicos y hoy en dia ya muestra caracteristicas de resistencia cruzada con clorados. A su vez la
Teflutrina, un insecticida que ya esta casi por salir al mercado, muestra ya un alto grado de resistencia. Lo
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anterior coincide con Bisset y Rodriguez (2000), ya que ellos demostraron que las principales vias de
detoxificacion de piretroides son a traves de FOM y Esterasas; asi mismo lo corrobora McCaffery (2001)
en trabajos realizados con varias especies de Heliothis, otra plaga de relevancia econémica.

Cuadro 4. Dosis letal media (DL50), Proporcion de Sinergismo, Coeficientes de Determinacion (R?) y
Pruebas de chi Cuadrada (X?) de los insecticidas piretroides, utilizados para el control de C. comata.

Tratamiento DL50 Proporcion de R2 X2 Via de detoxificacion
mg/g Sinergismo

Bifentrina 0.5892 N/A 0.84 0.0126 N/A

Bifentrina + PBO 0.0559 10.53X 0.70 0.2027 Oxidasas

Bifentrina + DEF 0.0570 10.32X 0.87 0.0850 Esterasas

Bifentrina + DEM 0.1874 3.14X 0.70 0.0453 Glutation-S- Transferasas

Teflutrina 0.8035 N/A 0.78 0.0340 N/A

Teflutrina + PBO 0.0347 23.10X 0.75 0.0710 Oxidasas

Teflutrina + DEF 0.1782 14.97X 0.82 0.2093 Esterasas

Teflutrina + DEM 0.0536 450X 0.73 0.1099 Glutation-S- Transferasas

CONCLUSIONES

El sistema oxidativo es la mayor causa de resistencia fisiolégica en: Fosforados, Piretroides, Clorados
y en menor grado a Carbamatos. Las Esterasas son causa de resistencia a todos los grupos a excepcién de
los clorados. En menor escala el Glutation-S-Transferasa participa en todos los grupos evaluados
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