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Susceptibilidad y mecanismos de resistencia de ZTetranychus urticae
(Acariformes: Tetranychidae) en rosal de invernaderos

Susceptibility and resistance mechanisms of Tetranychus urticae (Acariformes: Tetranychidae) in greenhouse roses

JERONIMO LANDEROS', CARLOS ENRIQUE AIL', ERNESTO CERNA!, YISA OCHOA?,
LUIS GUEVARA'y LUIS ALBERTO AGUIRRE'

Resumen: Se determiné el grado de resistencia de una poblacion de Tetranychus urticae, proveniente de rosales de
invernaderos en produccion a cinco acaricidas de diferente grupo toxicologico mediante la comparacioén con una linea
de laboratorio. Se evalu6 tambien la presencia de enzimas relacionadas con dicha resistencia. Se realizaron varios
bioensayos en la linea de laboratorio para determinar la inclinacion de la relacion concentracion-mortalidad. Posterior-
mente se selecciond el valor de la CLyy se duplico para asi obtener una concentracion diagnostico, de tal forma que
al aplicarla a la linea de campo se determiné el grado de resistencia. Por tltimo se realizaron pruebas bioquimicas para
detectar las enzimas relacionadas con la resistencia. En la poblacion de campo se presentaron los mayores niveles de o
y B-esterasas y oxidasas. Estos resultados sugieren que las oy B-esterasas y oxidasas estan involucradas en la resistencia
de la poblacion estudiada.

Palabras clave: Acaro de dos manchas. Esterasas. Pruebas bioquimicas.

Abstract: The degree of resistance of a Tetranychus urticae population, from production greenhouse roses, was de-
termined for five miticides from different toxicological groups in comparison to a laboratory line. The presence of en-
zymes related to that resistance was also evaluated. Several bioassays were conducted on the laboratory line to establish
the slope of the concentration /mortality relationship. Afterwards, the value of LCqywas selected and doubled to obtain a
diagnostic concentration, in such a way that applying it to the field line would determine the degree of resistance. Lastly,
biochemical tests were conducted to detect enzymes related to the resistance. The highest levels of a and B-esterase and
oxidases were presented in the field population. These results suggest that a and B-esterase and oxidases are involved
in the resistance of the population studied.

Key words: Two-spotted spider mite. Esterases. Biochemical test.

Introduccion

La araiiita roja Tetranychus urticae Koch, 1836 (Acarifor-
mes: Tetranychidae) afecta a muchas especies de plantas en
el mundo, incluyendo cultivos agricolas y ornamentales. Se
le ha reportado en 180 especies de plantas en invernadero y
en condiciones de campo (Kim et al. 2004) causando mar-
chitamiento, desecacion del follaje y la muerte de las plantas
(Gould 1987). Ademas son capaces de desarrollar resistencia
a muchos acaricidas en un periodo relativamente corto (uno
a cuatro anos) e inducir un alto grado de resistencia cruzada
(Saito et al. 1983). Por lo mismo, este acaro ha desarrollado
resistencia a la mayoria de los productos que se utilizan para
su control (Devine et al. 2001). Esta habilidad de 7. urticae
para desarrollar resistencia, cuando se usan intensivamente
acaricidas ha causado problemas resultando en una exigencia
de acaricidas con nuevos modos de accion (Suh ef al. 2006).

De acuerdo con Georghiou (1965) la resistencia fisiolo-
gica es la mas importante en artrépodos, debido a la accion
de mecanismos detoxificadores enzimaticos que provocan
una mayor degradaciéon o excrecion del insecticida o acari-
cida (Lagunes Tejada y Villanueva-Jiménez 1994). Yang et
al. (2001) mencionan que en artropodos la detoxificacion de
los xenobidticos se debe principalmente a esterasas, citocro-
mo P-450 dependiente de las monooxigenasas y glutation S-
transferasas. La resistencia a organofosforados estd asociada
a varias enzimas. Hemingway y Karunaratne (1998) mencio-

nan a las esterasas; Matsumura y Voss (1964) a las carboxies-
terasas y fosfatasas y Yu (1982) menciona que las enzimas
glutation S-transferasas intervienen en la detoxificacion de
compuestos organofosforados en Spodoptera frugiperda (J.
E. Smith, 1797), alimentado en diferentes hospederos. La en-
zima acetilcolinesterasa insensible constituye el mecanismo
principal de resistencia de 7. urticae a los organofosforados
(Voss y Matsumura 1964), las oxidasas intervienen en la de-
toxificacion de los piretroides (Bisset ef al. 1998). Lagunes-
Tejada y Villanueva-Jiménez (1994) mencionan que las enzi-
mas que degradan al DDT y sus derivados son las oxidasas y
la DDT-asa.

Para establecer un programa de manejo efectivo contra
T urticae dado el uso intensivo de acaricidas de diferentes
grupos toxicologicos para su control en cultivos de rosal de
invernadero, es importante conocer la susceptibilidad y las
causas de resistencia fisiologica hacia los acaricidas en esta
especie. Por lo anterior, la presente investigacion tuvo como
objetivo detectar el grado de resistencia y los mecanismos
fisiologicos de ésta en una poblacion de 7. urticae procedente
de invernaderos productores de rosas del Estado de México.

Materiales y Métodos
Material biolégico. Se emplearon una linea de referencia

de T urticae mantenida bajo condiciones controladas a una
temperatura de 25 + 2°C, humedad relativa de 60-70% y luz
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constante, sobre plantas de Phaseolus vulgaris L, durante
mas de dos afios (Narro susceptible L) y una linea de campo
recolectada en invernaderos de produccion de rosal variedad
Royalty en Villa Guerrero, México, con manejo basado en
rotacion de acaricidas.

Bioensayos (linea de referencia). Se realizaron una serie de
bioensayos para determinar las lineas de regresion entre con-
centracion y mortalidad con la poblacion de laboratorio. Se
emplearon formulaciones comerciales de los acaricidas aver-
mectina (Agrimec 1,8% CE), bifentrina (Capture 100 12,1%
CE), dicofol (AK 20 18,5% CE), naled (Naled 60% CE) y
oxido de fenbutatin (Torque 500 44,64% SC), y el método de
bioensayo de pelicula residual en caja Petri (Dennehy et al.
1987). Se prepararon seis concentraciones de cada producto
y un testigo absoluto, se incluyeron tres repeticiones por cada
concentracion. Las diferentes concentraciones se elaboraron
utilizando como solvente etanol al 95%, a excepcion del 6xi-
do de fenbutatin el cual se diluyo en agua. Se deposité 1 mL
de la solucién del acaricida en cada caja Petri, posteriormen-
te se transfirieron 20 acaros hembra adultos y las cajas fue-
ron selladas con papel aluminio. Se registro el porcentaje de
mortalidad a las 24 h, seleccionando como criterio de muerte
cuando los acaros presentaron sintomas de ataxia o un des-
plazamiento menor, al menos una vez el largo de su cuerpo.
Se cuantificé la mortalidad a las 24 h. Se utilizo la férmula de
Abbott (1925) para corregir la mortalidad y los resultados se
analizaron por el método de Probit (Finney 1971).

Determinacion de la susceptibilidad de la poblacion de
campo. Se empled la técnica de concentracion-diagnostico
reportada por McCutchen ef al. (1989) que resulta del doble
del valor de la CLy, obtenido de cada acaricida en la linea de
laboratorio, dicho valor se utilizo para exponer a los acaros
de la colonia de campo a los acaricidas en estudio; para esta
fase se utilizaron 400 acaros distribuidos en 20 cajas Petri.
Para el testigo se emplearon tres cajas Petri tratadas con eta-
nol o agua segun el caso. Para determinar la susceptibilidad
de la poblacion de campo a los acaricidas se utiliz6 el criterio
propuesto por Dennehy ef al. (1987), el cual indica que si la
poblacion en estudio supera al 80% de mortalidad se le con-
sidera como una poblacion susceptible

Pruebas bioquimicas para estimar niveles de enzimas.
Seis pruebas bioquimicas se utilizaron en las dos colonias de
T. urticae para la determinacion de los niveles de las enzimas
a-esterasas, [-esterasas, oxidasas, glutation S-transferasas,
acetilcolinesterasas y acetilcolinesterasas insensibles, impli-
cadas en la resistencia a los diferentes acaricidas. Todas las
pruebas se hicieron por triplicado en placas de 96 pozos y
leidas mediante el lector de microplacas Stat fax-2100®.

Se utilizaron los reactivos: tampon fosfato de potasio a
0.05 M y pH 7.2 (Tfos), o o B-naftil acetato (naf), dianisidina
(did), albumina sérica bovina (alb), homogeneizado de aca-
ros (hac), dihidrocloruro de 3, 3°, 5, 5’-tetrametil-bencidina
(dtb), metanol (met), acetato de sodio (ace) a 0.25 M, pH 5,
peroxido de hidroégeno an 3% (per), fitocromo c (citc), gluta-
tion reducido (glr), 1-cloro-2, 4’ dinitrobenzeno (cdb), yodu-
ro de acetilcolina (yac), 5, 5’-ditiobis-2-acido nitrobenzoico
(dan).

Fuente de enzima. Se homogeniz6 0.1 mg de hac en 100 uL
de Tfos y se diluy6 a 1 mL (Brogdon 1984). Se prepararon

90 muestras para cada una de las lineas. La concentracion de
proteina de la muestra fue de 4,9 pg de proteina/ 0,1 mg de
acaros, determinada por el método de Bradford (1976) modi-
ficado por Brogdon (1984) utilizando albiimina sérica bovina
como referencia.

Estimacion de los niveles de esterasas. Para determinar los
niveles de oy B-esterasas se empled el método Brogdon-Dic-
kinson (1983). Colocando 100 pL de hac en cada pozo de la
placa de Elisa, enseguida se depositaron 100 pL de una solu-
cion preparada al disolver 56 mg de naf en 20 mL de acetona
y llevar 100 mL con Tfos. La mezcla se incub6 a temperatura
ambiente por 10 min y se le adicionaron 100 pL de did, di-
suelta en agua a una concentracion de 1mg / mL, se mantuvo
la mezcla por 2 min y se leyo la absorbancia en un lector de
ELISA a 545 nm. Finalmente, se utilizaron las soluciones de
naf como control positivo y el Tfos como control negativo.

Estimacién de los niveles de oxidasas. Los niveles de oxi-
dasas se determinaron con la metodologia propuesta por Bro-
gdon et al. (1997). Para ello, se colocaron 100 pL del hac en
cada pozo, luego se depositaron 200 uL de una solucién de
50 mg de dtb, diluida con 25 mL de met y aforada con 75 mL
de ace; enseguida se colocaron 25 pL de per, la mezcla se in-
cubd por 5 min a temperatura ambiente y se realiz6 la lectura
de la placa con un filtro de 630 nm. Utilizando como control
positivo una solucidn de citc y como control negativo Tfos.

Estimacion de los niveles de glutation S-transferasas. Para
determinar los niveles de estas enzimas se utiliz6 la metodo-
logia de Brogdon y Barber (1990). Colocando 100 puL de hac
a cada placa, luego se adiciond 100 pL de una solucion de
61 mg de glr / 100 mL de Tfos, inmediatamente después se
colocaron 100 pL de una solucion de 20 mg de cdb diluida en
10 mL y aforada con 90 mL de Tfos. Se tomo la lectura de la
placa con un filtro de 340 nm (T,), posteriormente se incub6
por 5 min y se tomoé una nueva lectura con el mismo filtro
(Ts). La diferencia entre las lecturas se empled para el analisis
de los resultados.

Estimacion de los niveles de acetilcolinesterasa y acetil-
colinesterasa insensible. Los niveles de acetilcolinesterasa
se determinaron con el método de Brogdon (1988). Para esto
se colocaron 100 pL de hac en cada pozo, enseguida se de-
positaron 100 pL de una solucién de 75 mg de yac/ 100 mL
de Tfos, luego se adiciond 100 uL de una solucion de 13 mg
de dan/100 mL de Tfos. La lectura se realizé con un filtro de
405 nm (T), se dejé incubar la mezcla por 10 min y se tomo
una nueva lectura con el mismo filtro (Ty), la diferencia en-
tre lecturas se emple6 para el analisis de los resultados. Para
determinar los niveles de acetilcolinesterasa insensible se
empled la metodologia antes descrita, con la diferencia que
en la solucién de yac se agregaron 21 mg de naled 90 como
inhibidor.

Umbral de tolerancia. Con los datos de las pruebas bioqui-
micas en las 90 muestras de cada enzima se establecid un
umbral de tolerancia para cada una de ellas. Para esto se tomo
el valor maximo de absorbancia de cada una de las pruebas
enzimaticas de la linea de campo y se compar6 con los resul-
tados de la linea de laboratorio, los valores mayores a este
umbral se toman como resistentes y los menores como sus-
ceptibles.
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Tabla 1. Concentracion letal, limites fiduciales y chi cuadrada (Chi?) de acaricidas aplicados a la linea de laboratorio de hembras adultas de Tetrany-
chus urticae (Chi’,,,=11.070, P > 0.05). (N = 360 individuos evaluados en cada caso).

Pendiente + Limite Limite
Acaricida SE CLso Inferior Superior CLgo Inferior Superior
Avermectina 2.80+ 0.47 1.89 1.64 2.13 5.42 4.76 6.39
Bifentrina 2.18+0.47 234.02 207.14 272.97 905.24 658.59 1474.28
Dicofol 2.01+0.38 385.30 338.25 436.66 1670.05 1325.99 2280.73
Naled 6.78+0.99 57.04 54.81 59.39 88.12 82.28 96.27
Oxido de fenbutatin 2.55+0.59 207.87 188.57 228.84 660.85 524.55 947.06

Resultados y Discusion

En la linea de laboratorio el menor valor de CL,, fue para el
acaricida avermectina seguido por naled, 6xido de fenbutatin,
bifentrina y dicofol en su orden (Tabla 1). Con estos resul-
tados se elaboraron las concentraciones diagnostico con la
linea de campo.

En la linea de campo el mayor porcentaje de mortalidad
se obtuvo con el acaricida avermectina seguido por naled,
bifentrina, 6xido de fenbutatin y dicofol en su orden (Tabla
2). En relacion con la avermectina, el resultado de mortalidad
obtenido (82,4%) con 10,8 ppm, difirié del descrito por Gra-
fton-Cardwell y Hoy (1983) quienes registraron un 95% de
mortalidad con una concentracion de 4 ppm, después de 24 h
de exposicion. Lo anterior indica que la poblacion utilizada
en este estudio es menos susceptible. Por otro lado, Landeros
et al. (2002) reportan, 100% de mortalidad de 7. urticae con
una concentracion de 10 ppm de avermectina después de 72 h
de exposicion. En estudios realizados con el dicofol Dennehy
et al. (1983) realizaron comparaciones de mortalidad a 24 de
h de exposicion en varias poblaciones de 7. urticae, utilizan-
do 1000 ppm como concentracion diagndstico, se obtuvieron
porcentajes de mortalidad entre 2,5 y 68,6%.

Dennehy et al. (1987) indican que cualquier poblacion
es resistente si al exponer la poblaciéon a una concentracion
diagnostico (el doble del valor de CLy, obtenido de una linea
susceptible) el resultado de mortalidad es menor a 80%; en
esta investigacion podriamos indicar que la linea de campo
utilizada en este estudio resultdé susceptible para avermecti-
na con un 82,4% de mortalidad y resistente para los demas
productos. Este resultado probablemente es debido a que en
los cultivos de rosal, donde se recolect6 el material para los
bioensayos, se realiza una rotaciéon de acaricidas y los pro-
ductores de estos cultivos indicaron que unicamente realizan
dos aplicaciones de avermectina por afio. Sobre este mismo
acaricida Clark et al. (1994) no detectaron resistencia en po-

Tabla 2. Respuesta de hembras adultas de Tetranychus urticae a con-
centraciones diagnostico procedentes de invernaderos del Estado de
Meéxico (N=400 en cada caso).

Concentracion Mortalidad

Acaricida diagnostico Mortalidad en Testigo

(ppm) (%) (%)
Avermectina 10,8 82,4 15,0
Bifentrina 1800 45,6 15,0
Dicofol 3340 40,3 13,8
Naled 176 75,0 6,3
Oxido de fenbutatin 1320 44,6 13,8

blaciones de T. urticae recolectadas en California, Florida e
Islas Canarias después de seis aplicaciones de avermectina
por aflo. Asi mismo Hoy y Conley (1987) no encontraron di-
ferencias en susceptibilidad en cinco poblaciones de 7. urti-
cae después de 6-8 aplicaciones con abamectina en condicio-
nes de laboratorio.

Niveles enzimaticos. La presencia de la enzima glutation S-
transferasa de la linea de laboratorio fue superior en todas las
muestras en comparacion con la linea de campo (Tabla 3).
Mientras que en las demas enzimas, algunas de sus muestras
superaron el umbral de tolerancia al comparar los valores del
nimero de muestras que superaron el umbral de tolerancia
en relacion al total de muestras evaluadas (90) lo que indica
que la poblacién de campo presenta resistencia posiblemente
debido a estas enzimas. En relacion con la enzima acetilco-
lineterasa insensible, solo el 3,3% de la poblacion de campo
presentd esta enzima (Fig. 1), lo que indica que en este expe-
rimento al parecer no fue un factor importante.

Al comparar los resultados con el acaricida organofos-
forado naled en el cual el 25% de la poblacion sobrevivid
con la exposicion a la dosis diagnoéstico y la deteccion de las
enzimas o y P esterasas en la poblacion estudiada (Figura
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Figura 1. Distribucion de frecuencia de los niveles de acetilcolinestera-
sa 'y acetilcolinesterasa insensible para dos lineas de Tetranychus urticae
y discriminacién con el umbral de tolerancia para cada enzima en la
poblacion de campo.
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Tabla 3. Niveles promedio de los maximos de absorbancia para cada en-
zima de las dos poblaciones de Tetranychus urticae y naimero de mues-
tras que superan el umbral de tolerancia.

Absorbancia**

Enzima N*
Linea de laboratorio Linea de campo

Acetilcolinesterasa 0.06774+0.0212 P 0.0950$+0.0399 SP 11
Acetilcolinesterasa 0.0693%+0.0051 SP 0.0790+0.0046 P 3
insensible

a-esterasa 0.6237%+0.0540 S° 0.6853+0.0191 sP 13
[B-esterasa 0.95334+0.0818 S 1.054+0.0313 P 27
Glutation S-transferasa 0.0667%+0.0051 P 0.0665+0.0066 SP 0

Oxidasa 0.65274+0.0132 S 0.8403+0.0.0649 S 25

‘Numero de muestras que superaron el umbral de tolerancia “Umbral de tolerancia para cada
enzima, ** Promedio de tres repeticiones 5" Desviacion Estandar.

2) podemos determinar que estas enzimas fueron las direc-
tamente responsables de la resistencia al acaricida organo-
fosforado. Al respecto Matsumura y Voss (1964) y Herne y
Brown (1969) reportan resistencia de 7. urticae a organo-
fosforados por incremento de la actividad de las enzimas
carboxiesterasas.

Para el caso de los insecticidas piretroides (bifentrina)
también se presentd una alta relacion entre el porcentaje de
supervivencia de la poblacion a la concentracion diagnostico
(Tabla 2) y las enzimas esterasas (Fig. 2), por lo que también
se consideran responsables de la resistencia en esta investi-
gacion; al respecto Yang et al. (2002) registraron que el prin-
cipal mecanismo de resistencia a bifentrina en 7. urticae esta
relacionado con una alta actividad de esterasas. Los mismos
autores (Yang ef al. 2001) reportan a las enzimas esterasas y
en menor grado a las glutation S-transferasas como los princi-
pales causantes de la resistencia a bifentrina y A-cyhalotrina.

Como ya se sefiald en este estudio se observo que los ni-
veles de glutation S-transferasas fueron inferiores a los de la
linea de laboratorio lo que permite deducir que no intervienen
en la resistencia a bifentrina, ya que la poblacion de campo
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Figura 2. Distribucion de frecuencia de los niveles de a-esterasa y
B-esterasa para dos lineas de Tetranychus urticae y discriminacion con
el umbral de tolerancia para cada enzima en la poblacion de campo.

resultd susceptible para esta enzima (Fig. 3). Por otro lado,
Riley et al. (2000) reportan a las a-esterasas como el princi-
pal mecanismo de resistencia a bifentrina en mosca blanca,
aunque también involucran al sistema oxidativo, que como
se muestra en la misma figura, es un factor importante como
causa de resistencia.

En relacion con las enzimas oxidasas (presentes en el
proceso de resistencia a dicofol), en esta investigacion no se
presento6 una relacion contundente ya que solo el 27,8% de la
poblacion de campo resultd con altos niveles de oxidasa (Fig.
3), mientras el 59,7% de la poblacidn, sobrevivid a la concen-
tracion diagnostico utilizada para el acaricida dicofol (Tabla
2). Motoyama y Dauterman (1980) y Clark y Shaman (1984)
reportan a las enzimas glutation S-transferasas como causa
de resistencia a organoclorados, sin embargo en el presente
estudio este sistema no resulto relevante (Fig. 3), al respec-
to Narahashi (1983) menciona que la resistencia a clorados
(DDT y sus analogos) se debe a insensibilidad en el sistema
nervioso de los insectos.

Al relacionar el porcentaje de individuos vivos después
de la aplicacion de la concentracion diagnostico del acarici-
da oxido de fenbutatin con la presencia de esterasas (44,4%)
y oxidasas (27,8%), se nota una marcada diferencia. Estos
porcentajes nos sugieren que posiblemente otro mecanismo
de resistencia esta involucrado. Al respecto Carbonaro ef al.
(1986) indican que una de las enzimas encargada de la libe-
racion de energia (ATPasa) puede cambiar de forma de tal
manera que el acaricida no afecta su funcion, lo que hace
resistente a su portador.

La presencia de individuos que sobrevivieron al expo-
nerlos a la concentracion diagnostico del acaricida aver-
mectina (17,6%) sugiere la accion de algunas de las enzi-
mas estudiadas. Clark et al. (1994) precisan que las estera-
sas estan involucradas en el mecanismo de resistencia a este
acaricida. Por su parte Argentine y Clark (1992) mencionan
que lineas de insectos resistentes a avermectina no presen-
tan niveles significativos de resistencia cruzada para otros
insecticidas.
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Figura 3. Distribucion de frecuencia de los niveles de oxidasas y gluta-
tion S-transferasas, para dos lineas de 7. urticae y discriminacion con el
umbral de tolerancia para cada enzima en la poblacion de campo.
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