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RESISTENCIA ENZIMATICA A INSECTICIDAS EN LARVAS DE
Heliothis virescens (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae)

ENZYMATIC RESISTANCE TO INSECTICIDES IN LARVAE OF Heliothis virescens

RESUMEN

El Heliothis virescens (Fabricius) es un insecto
plaga de importancia en varios cultivos tropica-
les y su control depende estrechamente del
uso de insecticidas quimicos. Este insecto
muestra una gran capacidad para el desarrollo
de resistencia, principalmente por mecanis-
mos metabdlicos. Se determinaron los niveles
de resistencia fisiolégica en larvas de H.
virescens comparando una poblacién de la
Costa Atlantica (resistente) y una del Valle del
Cauca (susceptible), mediante aplicaciones
topicas in vivode los insecticidas y en ensayos
in vitro de actividad enzimatica (esterasas,
carboxilesterasas y sistema de oxidasas de
funcion mixta-MFOs). La aplicacién se hizo
sobre larvas de tercer instar. Los productos
aplicados fueron: endosulfan, triazophos,
metilparation, deltametrina y fenvalerato. El
extracto enzimatico se obtuvo a partir de larvas
del quinto instar sobrevivientes ala DL,  (n=1
a 10). Para el sistema MFOs, un grupo de
larvas se sometié al consumo de dieta artificial
suplementada con fenobarbital sédico como
inductor. La actividad del citocromo P-450, de
las esterasas y de las carboxilesterasas se
determin6 por métodos espectrofotométricos.
Los resultados para la poblacién del Valle del
Cauca mostraron: 1) Una mayor mortalidad
para todos los tratamientos; 2) Una menor
actividad general del sistema MFOs; 3) Un
grado similarde inducibilidad del sistema MFOs
para las dos poblaciones; 4) Una actividad
promedia de esterasas y carboxilesterasas
ligeramente inferior en comparacion con la
Costa y 5) Variaciones significativas en la acti-
vidad de esterasas y de carboxilesterasas se-
gun el insecticida utilizado. Lo anterior permitié
concluir que: El sistema MFOs, como uno de
los mecanismos de resistencia, es mas eficien-
te en la poblacion de la Costa y el grado de
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inductivilidad fue similar en las dos poblacio-
nes. Todo esto indica que H. virescens del
Valle del Cauca esta capacitado genéticamente
para desarrollar resistencias, aun cuando esta
poblacién muestra actualmente niveles acep-
tables se susceptibilidad como consecuencia
de un manejo racional en el empleo de insec-
ticidas. Con respecto a las esterasas y
carboxilesterasas se admite la posibilidad de
que los patrones de comportamiento molecular
sean el resultado del manejo y presion de
seleccion por aplicaciones comerciales pre-
vias a la recoleccion del pie de cria de cada
poblacién en el campo.

Palabras claves: Resistencia enzimatica, Re-
sistencia a insecticidas, Heliothis virescens,
Actividad enzimatica.

SUMMARY

Heliothis virescens (Fabricius) is an important
pest of several tropical crops and its control
depends on the use of chemical insecticides in
a very narrow way. This insect shows a big
capacity for the development of resistance,
mainly based on metabolic mechanisms. We
have determined the physiological resistance
levels in larvae of H. virescens by comparison
of two populations of the pest, one from the
North Atlantic Coast (resistant) and the other
from the Valle del Cauca (susceptible), using
topical applications in vivoand test of enzymatic
activity in vitro, (esterases, carboxylesterases
and Mixed Function Oxidases System, MFOs).
The application was done over third instar
larvae. The products used were: endosulfan,
triazophos, methyl parathion, deltametrin and
fenvalerato. The enzymatic extracts were
obtained from fifth instar larvae, surviving to the
DL 90th (n=1 to 10). For the MFOs, a group of
larvae was fed with artificial diet added sodic
phenobarbital as enzymaticinducer. The activity
of cytochrome P-450, esterases and
carboxylesterases was determined by
spectrophotometric methods. The results for
the population from the Valle del Cauca (sus-
ceptible) show: 1) A higher mortality for all the
treatments. 2) A lower general activity of the
MFOs. 3) A similar grade of inducibility of the
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MFOs incomparison to the resistant population.
4) A slightly lower average activity of esterases
and carboxylesterases than the activity reported
for H. virescens from the Atlantic Coast. 5)
Significant variations on the activity of esterases
and carboxyl esterases depending on the
insecticide tested. These informations allow to
conclude that: The MFOs, as one of the
resistance mechanism, is more efficient in the
population from the Atlantic Coast and the
grade of inducibility of this system is similar for
both populations. This show that H. virescens
from the Valle del Cauca is genetically able to
develop resistance, although this population
has at present, a normal susceptibility as a
result of a rational use of chetical insecticides.
With respect to the esterases and carboxyles-
terases activity, it is accepted that these
molecular behavior patterns could be the result
of the management and selection pressure
related to commercial applications, already done
before the collection of the insects from field,
belonging to each one of the colonies under
this study.

Key words: Enzimatic resistance, Resistance
to insecticides, Heliothis virescens, Enzimatic
activity.

INTRODUCCION

La agricultura es la primera fuente de
produccién de alimentos, principal-
mente porque los productos de origen
vegetal son casi siempre mas baratos
que los obtenidos de animales. Sin
embargo, al lado de la agricultura ha
existido un problema casi tan antiguo
como la agricultura misma, se trata de
los insectos que compiten con el hom-
bre atacando los cultivos. Estos orga-
nismos han sido denominados pla-
gas.

Existen diversas alternativas para el
manejo de los insectos plagas, entre
las cuales se destaca el control quimi-
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€0 como un elemento importante, de-
bido a la rapidez y facilidad con que
soluciona este tipo de problemas. Sin
embargo, cuando el control quimico
se emplea en forma irracional e
indiscriminada ocasicna problemas
peores que las mismas plagas, entre
los cuales se pueden mencionar: los
problemas ecoldgicos, por la destruc-
cion de especies inofensivas y de los
enemigos naturales de las plagas; los
problemas toxicoldgicos, por el riesgo
deintoxicacion aguda de las personas
que manejan los plaguicidas, asicomo
por la presencia de residuos en los
alimentos; los problemas econémicos,
por el aumento en las poblaciones de
las plagas debido a la eliminacién de
sSus enemigos, pero principalmente
por causa de fendmenos de resisten-
cia, y en ambos casos es necesario
aumentar las dosis aplicadas,
incrementar la frecuencia de aplica-
ciones e incluso recurrir a mezclas de
diferentes insecticidas, lo cual
incrementa significativamente los cos-
tos de produccién.

El cultivo del algodon constituye un
renglén economico de gran importan-
ciaen Colombiay en América, basica-
mente por la gran cantidad de em-
pleos directos e indirectos que gene-
ra. El gusano bellotero del algodone-
ro, Helicthis virescens (Fabricius)
(Lepidoptera: Noctuidae), es una pla-
gaclave que afecta drasticamente los
rendimientos de este cultivo. Este in-
sectotiene gran capacidad para desa-
rrollar resistencia, principalmente por
los siguientes mecanismos:

¢ Labajapenetracion del insecticida
en la cuticula.

* El elevado metabolismo por ac-
cion de enzimas degradativas.

* La baja sensibilidad en el sitio de
accion debido a grandes modifica-
ciones en las proteinas receptoras
de la membrana de la célula ner-
viosa.

Dentro de las principales enzimas
detoxificantes en H. virescens se des-
tacan:
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¢ Unsistema de oxidasas de funcién
mixta (MFOs), cuya actividad es
determinada através dei citocromo
P-450.

¢ Diversostipos de esterasas, como
fosfatasas, carboxilesterasas y
arilesterasas.

e Glutation-S transferasas.

En términos generales, la resistencia
ainsecticidas se puede diagnosticary
estudiar a través de pruebas de efica-
cia con rango de dosis, recurriendo a
métodos como aplicaciones topicas,
discos de hoja aplicados con el
ingredinente activo (“Deep Test”) y
exposicion de los insectos adultos a
tubos impregnados con el insecticida
(“Adult-vial Test”). Sinembargo, cuan-
do se quiere profundizar en las verda-
deras causas de la resistencia es ne-
cesario realizar pruebas bioguimicas
como son la medicion de las activida-
des enzimaticas y los estudios
electroforéticos de isoenzimas. Por
esta razon, el presente trabajo de in-
vestigacion tuvo como objetivo gene-
ral la comparacion de los niveles de
resistencia fisioldgica en larvas de H.
virescens de dos poblaciones: lalinea
de la Costa Atlantica (resistente) y la
del Valle del Cauca (susceptible); por
medio de: aplicaciones tépicas in vivo
y ensayos de actividad enzimatica in
vitro.

Los objetivos especificos fueron:

e Determinar la dosis letal media
(DL,,) y la dosis discriminante
(DL,,. ), para cada insecticida.

e Medir la actividad de esterasas to-
tales.

90+n)

e Medir la actividad de carboxil
esterasas.

e Medir la actividad del sistema de
oxidasas de funcion mixta (MFOs)
sininduccién previa e inducido con
fenobarbital.

La hipdtesis de trabajo (Ho) fueron:

1. No existen diferencias significati-
vas entre las dosis media y discri-
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minante de la poblacion de H.
virescens del Valle del Caucay las
dosis encontradas para la pobla-
cion de la Costa Atlantica.

2. No hay diferencias de importancia
estadistica entre la actividad de
esterasas totales y carboxilestera-
sas y H. virescens del Valle del
Caucay los niveles de actividad de
estas enzimas para la poblacion
de la Costa.

3. No se presentan diferencias signi-
ficativas en términos de la activi-
dad del sistema de oxidasas de
funcién mixta de H. virescensde la
poblacion del Valle del Cauca con
respecto a la actividad encontrada
para la poblacion de la Costa At-
lantica.

MATERIALES Y METODOS

Los insecticidas aplicados y su rango
de dosis fueron:

endosulfan: 25 - 0,12 pug/ul larva
triazofos: 52 - 4,2 ng/ul
metilparation: 35 - 0,375 pg/ul
deltametrina: 0,6 - 0,00625 pg/ul
fenalerato: 0,6 - 0,018 pg/ul

Para las aplicaciones topicales in vivo
se utilizé un disefio completamente al
azar, y en el caso de las pruebas de
actividades enzimaticas se siguié un
diseno de casos y controles.

Los trabajos entomoldgicos se reali-
zaron en el Centro Experimental de
Hoechst Colombiana S.A. en el
corregimiento de Rozo, en Palmira
(Valle), y los trabajos bioquimicos se
llevaron a cabo en la Universidad del
Valle, Facultad de Salud, Seccion
Bioquimica.

Para el establecimiento de las colo-
nias de H. virescens se recolectaron
larvas en cultivos comerciales de al-
godon durante el periodo préximo al
final del cultivo. Estas larvas se criaron
enrejillas con dieta artificial para obte-
ner larvas pertenecientes a la segun-
da generacion, sobre las cuales se
hicieron las aplicaciones topicas, em-
pleando el método estandar de la So-
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ciedad Entomoldégica de América
(ESA) que reune las siguientes condi-
ciones:

Solvente: Acetona
Microaplicador Bukard: 1 pl/larva
Peso larval promedio: 17 + 3 mg
Minimo 8 horas postmuda en lar-
vas seleccionadas
100 larvas / tratamiento

- Registro de mortalidad: 48 horas
después de la aplicacion.

Prueba de actividad de esterasas
totales

Para esta prueba se utilizé el método
deKoren, Yawetzy Perry (1984) adap-
tado para las larvas de H. virescens.
Inicialmente se tomaron, al azar, tres
larvas de quinto instar entre las sobre-
vivientes ala DL,  de cada producto
por duplicado. Estas larvas se fijaron
en cajas de petri con parafina para su
diseccion. Posteriormente se efectud
uncorte longitudinal por lalinea mesal
ventral, y de esta manera se logré
extraer el intestino medio de cada
larva en buffer de fosfatos 0,1M; pH
7,5/4 C. También fue necesario elimi-
nar el contenido del intestino y remo-
ver los 6rganos internos adheridos al
mismo.

Después, los intestinos se suspendie-
ron en bufferfrio, hasta el momento en
que se efectud la homogenizacion de
los mismos en buffer de fosfatos 5mM,
pH 7,4. Finalmente, 1 nl de la suspen-
sién enzimatica se incubd a tempera-
tura ambiente durante 5 minutos con
elfinde darinicio alenzayo enzimatico,
para lo cual se tomaron 2 ml de buffer
de fosfatos 0,1My pH 7,2 para servir-
los en cubetas de cuarzo; a cada
cubeta se le adicionaron 50 pl de
extracto enzimatico sin agitacion. Pos-
teriormente se agregaron 100 pl de p-
nitrofenil acetato 2,5 mM disuelto en
etanol; en este momento las cubetas
se agitaron por triple inversion y se
determind elincremento de absorban-
cia (por liberacién del p-nitrofenol) a
405 nm en un espectrofotometro
Gilford Response |l con un coeficiente
de extinsion de: 16,24 /mM.cm parael
p-nitrofenol.
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Prueba de actividad de
carboxylesterasas

Para esta prueba se empled un méto-
do similar al anterior, pero utilizando
un buffer de fosfatos 0,1M y pH 8,0
durante el ensayo enzimatico.

Ensayos de actividad del sistema
de oxidasas de funcion mixta

Estos ensayos se llevaron a cabo
empleando larvas de H. virescens de
quinto instar sobrevivientes a la dosis
discriminante. En este caso se
implementaron dos modalidades: con
o sininduccion por medio de 30 mg de
fenobarbital sédico por kg de dieta
artificial.

Para la prueba enzimatica se empled
el método de Yu y Terriere: se disec-
taron larvas del quinto instar para ex-
traer los instentinos medios, después
se efectudé la homogenizacion de 5
intestinos medios en 12 ml de buffer
de fosfatos 0,1My pH 7,8 con glicerol
al 20%, en un homogenizador eléctri-
co durante 30 segundos. El homoge-
nizado crudo se filtr6 a través de gasa
neutra y se realizd una primera
centrifugacion a 1.000 g durante 15
minutos para remover los nucleos y
los residuos celulares; el sobrenadante
se filtr6 a través de lana de vidrio.
Luego se realizé una centrifugacion a
10.000 g por 15 min para remover las
mitocondrias; este segundo sobrena-
dante también se filtr6 en lana de
vidrio. Finalmente se hizo una ultra-
centrifugacién a 105.000 g durante
una hora para obtener las fracciones
microsomales destinadas al ensayo
enzimatico. El precipitado microsomal
se suspendié en buffer de fosfatos
0,1My pH 7,5 que contenia ditiotreitol

1 mM, y glicerolal20%. La suspension
de microsomas se utilizé inmediata-
mente para el montaje de ensayos.

En el ensayo enzimatico, la actividad
de citocromo P-450 (que indica la ac-
tividad del MFOs) se determiné a tra-
vés del método de Omura y Sato:
cubetas con un buffer apropiado y la
suspension microsomal se trataron
con nitrégeno gaseoso (control) y CO
(muestra). Por ultimo se leyeron las
diferencias de absorbancia a 450 y
490 nm, simultdneamente para am-
bas cubetas.

Para todas las pruebas enzimaticas,
el contenido de proteinas se determi-
no con el método de Lowry, utilizando
seroalbumina bovina como solucion
patrén.

RESULTADOS Y DISCUSION

Dosis letal media (DL, ) y Dosis

discriminante (DL, )

Los resultados de las aplicaciones
topicas (Tabla 1) muéstran diferen-
cias significativas en términos de la
DL,y DL, para las dos poblaciones
estudiadas. Para todos los productos
aplicados, lapoblaciénde H. virescens
de la Costa mostro valores superiores
en sus DL, y DL . Esto ultimo se
explica por las diferencias correspon-
dientes alas curvas de mortalidad que
presenta cada producto segun su par-
ticular mecanismo de accién (Burt et
al. 1978). Asi por ejemplo, en el caso
deinsecticidas fosforados (inhibidores
de la enzima acetil colinesterasa), la
DL, es 2-6 veces mayor que la DL,
y para los insecticidas tipo piretroide
(accidn sobre receptores de membra-
na), la DL, es 10-20 veces mayor.

Tabla1. Aplicaciones topicas. Dosis letal media y discriminante en H. virescens, F,
Insecticidas H. virescens H. virescens Factor de
Costa Atlantica Valle del Cauca resistencia
DL, (ug/ul)  DLy(ug/ul) DLy (ug/u)  DL(ug/ul) R/SDL,
Endusolfan 3,4 12,5 1,54 8,93 1,4
Triazofos 9,5 14,2 2,77 3,84 3.7
Metilparation 4,3 15,3 1,22 3,8 4,03
Deltametrina 0,108 0,62 0,064 0,26 24
Fenvalerato 0,15 1,2 0,156 0,87 1,37
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El factor de resistencia promedio
(FR=DL90 - Costa/DL90 - Valle) para
todos los productos, fue igual a 2,58 +
0,03. Los insecticidas endosulfan y
fenvalerato presentaron los FR mas
bajos, posiblemente debido a sus ca-
racteristicas quimicas (KhanyBederka
1974), asi como a su manejo en cada
zona, haciendo que estas sustancias
sean atipicas dentro de su correspon-
diente grupo. Elendosulfan es un éster
ciclico de acido sulfuroso, y su degra-
dacion se efectua principalmente a
través del metabolismo secundariocon
la participacion de enzimas conjugati-
vas del grupo de las Glutation-S trans-
ferasas (Gouldy Hodgson 1980). Este
hecho reduce ostensiblemente la pro-
babilidad de que se dé una alta inci-
dencia de resistencia, pues se sabe
que los mecanismos metabdlicos de
resistencia son del tipo primario
(Brattsen 1979). Por otro lado, el fen-
valerato es un piretroide con pocos
sitios de ataque metabdlicoy presenta
cuatro isébmeros con potencia insecti-
cida diferencial. Esto ultimo implica
que el insecto totalmente resistente,
deberia estar eén capacidad de tolerar
los cuatro isdmeros y exite una muy
baja probabilidad de que esto suceda
(Hoechst 1989).

Desde el punto de vista de manejo,
como el endosulfan se aplica princi-
palmente para el control del picudo del
algodonero, Anthonomus grandis
Boheman (Coleoptera: Curculionidae),
la presién de seleccién sobre H.
virescens es circunstancial e indirec-
ta, y en cuanto al fenvalerato, debido
a su alta especificidad sobre H.
virescensy a su elevado costo comer-
cial, se aplica sélo cuando el unico
problema es Heliothis, situacion muy
poco frecuente, ya que esta plaga
aparece muchas veces en complejo
con otras plagas, lo cual exige el em-
pleo de insecticidas menos especifi-
Cos.

Con respecto a la deltametrina, otro
piretroide con un FR superior al repor-
tado para el fenvalerato, cabe anotar
que debido a su uso indiscriminado en
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la Costa Atlantica durante 1984, la
plaga se hizo resistente y que el valor
moderado de resistencia en la actua-
lidad se debe a que en la Costa su uso
se ha suprimido con la consecuente
dilucién de laresistenciayaquelaalta
utilizacion de este insecticida para el
control del gusano rosado de la India,
Pectinophora gossypiella (Saunders)
(Lepidoptera: Gelechiidae), en el Va-
lle del Cauca, ejerce una presion se-
lectiva indirecta sobre las poblaciones
de H. virescens. Los FR para los
organofosforados triazofos y metilpa-
ration fueron los mayores en el pre-
sente estudio. EI maximo FR=4,03
obtenido para metilparation se explica
por su amplia utilizacion para el con-
trol del picudo del algodonero, espe-
cialmente al final del cultivo, seleccio-
nando las poblaciones sobrevivientes
de H. virescens. .

En segundo lugar, se tiene el FR=3,7
del triazofos. Aun cuando se trata de
un insecticida de poca utilizacion, en
la Costa se aplica contra H. virescens
en un producto comercial formado por
la mezcla de triazofos y clorpirifos
para el control de Spodoptera sp.
(Lepidoptera: Noctuidae). Ademas, el
triazofos y el metilparation son pro-
ductos que por tener azufre dentro de
su radical fosfato (fosforotioatos), tie-
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nen mayores probabilidades de resis-
tencia cruzada (Koren et al. 1984).
Finalmente hay que recalcar que H.
virescens es una especie naturalmen-
te tolerante al triazofos sin que se
haya efectuado una seleccion previa
(Attia 1980).

Actividad de esterasas totales
(Figuras 1,2,3y 4)

El valor promedio de la actividad de
esterasas totales para la poblacion de
la Costa Atlantica fue significativamen-
te mayor (1,923 nM/min) que para el
Valle del Cauca (1,529 nM/min). Esta
es una consecuencia directa de las
aplicaciones comerciales indiscrimi-
nadas efectuadas en la Costa.

Los valores obtenidos con la pobla-
ciondel Valle del Cauca muestran una
mayor actividad de esterasas totales
en las larvas seleccionadas con
triazofos. Este hecho indica que el pie
de cria obtenido de lotes comerciales
de cultivo de algoddén en esta zona
presentd una alta incidencia de indivi-
duos seleccionados con este produc-
to, y ademas evidencia que los insec-
ticidas organofosforados son sustratos
dediversostipos de esterasas (Brooks
1972).
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El segundo producto con niveles im-
portantes de actividad de esterasas
totales fue el metilparation, el cual, a
pesar de tener poca utilizacion en el
Valle del Cauca por la ausencia del
picudo, presenta un alto riesgo de
resistencia cruzada con el triazofos.

El valor de la actividad de esterasas
totales encontrado parala deltametrina
que puede considerarse intermedio
para el Valle del Cauca, confirma el
hecho de que el empleo de este pro-
ducto al final de temporada para el

control del gusano rosado de la India,
esta seleccionando las poblaciones
de H. virescens que aparecen simul-
taneamente con ese insecto.

En relacion con el endosulfan, se ob-
serva una actividad de esterasas tota-
les inferior al promedio debido, segu-
ramente, al empleo minimo de este
producto en los cultivos de algodon
del Valle del Cauca. En segundo lu-
gar, sus caracteristicas moleculares
descritas (Valencia 1988) sugieren
dificultades estéricas para la accion
de las esterasas (Hana 1987).

Los bajos niveles de actividad de
esterasastotales parafenvalerato (Fig.
5) estan directamente relacionados
con los altos valores de eficacia repor-
tados para este insecticidaen algunas
localidades del pais. Dos caracteristi-
cas de su estructura quimica pueden
estarreduciendo su sensibilidad a ata-
ques enzimaticos: una es la presencia
del grupo alfa-ciano (-CN) en posicion
CIS con el oxigeno del grupo carboxi-
lico. En segundo lugar, existe un gru-
po métil butilato también en posicion
CIS al otro lado dzl grupo carbonilo
que impide el acceso al sitio catalitico
de la enzima e incrementa su afinidad
por los receptores presentes en la
mebrana de la célula nerviosa como
ha sido reportado para diferentes es-
pecies (Oppenorth y Welling 1976).

La actividad de las esterasas totales
parala poblacion de la Costa Atlantica
mostré no solamente un promedio
general mayor, sino que la posiciéonde
la jerarquia de algunos insecticidas
cambid sustancialmente. Las larvas
seleccionadas con metilparation pre-
sentaron los mayores valores de acti-
vidad y significativamente superiores
a los valores del Valle del Cauca.

El siguiente producto en importancia
fue el triazofos cuya actividad enzima-
tica en las larvas de la Costa fue
realmente menor que en las larvas del
Valle, donde el empleo de este insec-
ticida es mas frecuente.

Lo contrario sucedié en el caso del
endosulfan, cuyos valores de activi-
dad de esterasas fueron mayores para
la poblacion de la Costa, donde el
producto se aplica sélo contra A.
grandis'y en mezcla con otros insecti-
cidas contra H. virescens (Sparts
1981).

En el cuarto lugar de importancia se
tiene la poblacion seleccionada con
deltametrina, pero es de anotar que si
bien los valores de actividad estan en
el promedio, siguen siendo mayores
que los encontrados para H. virescens
del Valle del Cauca. Esto se explica
por la gran presién de seleccion ejer-
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Figura 4. Actividad de carboxilesterasas y esterasas totales DL, de fenvalerato. H.
virescens - Costa Atlantica. F,. Analisis=2 ; Muestras=1,2

cida sobre este insecto por muchos
piretroides similares a la deltametrina
en la Costa Atlantica.

Los valores para el fenvalerato fueron
nuevamente los mas bajos, pero ma-
yores que los hallados para la pobla-
cién del Valle del Cauca.

Finalmente fué interesante compro-
bar que la actividad esterasas totales
de los testigos absolutos (controles
sin aplicacion), fue la menor para las
dos poblaciones y que la actividad
basal para el testigo de la costa fue
2,19 veces mayor que la registrada
para la poblacion del Valle. Este he-
choindica que alo largo de dos gene-
raciones de cria en el laboratorio, per-
sisten las diferencias entre las dos
poblaciones debidas a la presién se-
lectivay al manejo del H. virescens en
cada zona.

Actividad de carboxilesterasas
(Fig. 3-6)

Paralapoblacion de la Costa Atlantica
(Fig. 6) se observan valores de activi-
dad de carboxilesteras significativa-
mente mayores.

En la poblacién del Valle del Cauca
(Fig. 5), la deltametrina presento el
valor mas alto, lo cual resulta Idgico si
se considera que los piretroides son
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particularmente sensibles al ataque
de las carboxilesterasas, por tener en
su grupo central un ester carboxilico
(Brattsen 1979). En esta zona, el tria-
zofos ocup6 el segundo lugar como
consecuencia de la alta actividad
fosfatasica reportada para las carbo-
xilesterasas.

Las posiciones intermedias de metil-
paration y el endosulfan son conse-
cuencia de su poca utilizaciéon en el

Vol. 19 No. 4. 1993

Valle, y para el fenvalerato los valores
fueron los mas bajos y no diferentes
de los hallados para las esterasas
totales (Fig. 3).

Los resultados para la poblacion de la
Costa (Fig. 6) muestran drasticos cam-
bios de posicion en la jerarquia de
actividad de estas enzimas: El metil-
paration ocup6 el primer lugar, segui-
do por la deltametrina y el endosulfan,
en tanto que la actividad encontrada
para las larvas seleccionadas con
triazofos fue la mas baja del grupo. En
relacion con el fenvalerato (Fig. 4y 5)
se observa un incremento de la activi-
dad con respecto al H. virescens del
Valle del Cauca y diferencias signifi-
cativas con la actividad de las estera-
sas totales. Cabe destacar que no
hubo diferencias con respecto a los
testigos absolutos de ambas pobla-
ciones, lo cual indica la posibilidad de
induccion enzimatica (Sintesis de
novo) ya demostrada en otras espe-
cies de insectos (Burt et al. 1978).

Estos resultados son consecuencia
directa del empleo indiscriminado de
los piretroides contra el H. virescens,
debido alos altos niveles de poblacion
de este insecto en la Costa Atlantica.

1,00

Absorbancia

-0,01

1,90 nM/min
—  (deltametrina)

1,79 nM/min
(triazofos)

1,33 nM/min
(metilparation)

1,084 nM/min
(endusolfan)

0,52 nM/min
(testigo)

0,00

Minutos

20,00

Figura 5. Actividad de carboxilesterasas H. virescens - Valle del Cauca. F,. Analisis= ;

Muestras=1,2,3,4,5
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Figura 6. Actividad de carboxilesterasas H. virescens - Costa Atlantica. F,. Analisis=2 ;
Muestras=1,2,3,4,5
Tabla2. Resultados del sistema de oxidasas de funcion mixta. Actividad del citocromo P-
450. Linea: Valle del Cauca.
Actividad enzimatica
Insecticida Sin induccion Con induccién
(DL,,..) AAbs Cont.  Actividad AAbs Cont.  Actividad Grado
CO-N proteinas espec. CO-N proteinas espec. de
mg/ml  nM/mg Prot. mg/ml nM/mg Prot. Inducib.
Testigo absoluto 0,070 13,80 0,056 0,163 14,3 0,125 2,23
Endosulfan 0,124 16,20 0,085 0,381 16,4 0,256 3,01
Triazofos 0,205 14,60 0,154 0,854 15,6 0,600 3,89
Metilparation 0,211 15,70 0,148 0,430 15,9 0,297 2,00
Deltametrina 0,146 14,80 0,108 0,262 15,4 0,187 1,73
Fenvaletaro 0,112 12,24 0,100 0,202 12,6 0,175 1,75
Tabla3. Resultados del sistema de oxidasas de funciéon mixta. Actividad del citocromo P-

450. Linea: Costa Atlantica.

Actividad enzimatica

Insecticida Sin induccion Con induccién
(DL,,,.) AAbs Cont. Actividad AAbs Cont.  Actividad Grado
CO-N proteinas espec. CO-N proteinas espec. de
mg/ml  nM/mg Prot. mg/ml nM/mg Prot. Inducib.
Testigo absoluto 0,103 10,30 0,110 0,223 9,6 0,261 2,37
Endosulfan 0,145 10,14 0,157 0,419 10,2 0,451 2,87
Triazofos 0,300 11,60 0,284 0,946 10,8 0,970 3,42
Metilparation 0,329 10,70 0,338 0,769 10,5 0,805 2,38
Deltametrina 0,164 9,56 0,189 0,253 8,7 0,321 1,70
Fenvaletaro 0,138 9,21 0,165 0,213 8,3 0,284 1,72

Sistema de oxidasas de funcién
mixta (MFOs) (Tablas 2, 3 y 4)

La actividad de MFOs sin previa
induccion con fenobarbital fue signifi-
cativamente mas alta en las larvas
aplicadas con insecticidas organofos-
forados para ambas poblaciones de

H. virescens. El mayor valor dependio
de la frecuencia de utilizacion de cada
producto en cada zona, siendo supe-
riores los datos encontrados para la
poblacion de la Costa.

Para los insectos de las dos localida-
des fue consistente que endosulfan,

deltametrina y fenalverato presenta-
ron los valores mas bajos.

Estos resultados sugieren que el sis-
tema MFOs tiene poca participacion
como mecanismo principal de resis-
tencia a este tipo de productos, o que
forma parte de un complejo de res-
puestas metabdlicas en el cual las
esterasas (enelcasode los piretriodes)
y las glutation-S transferasas (para
endosulfan) serian las mas importan-
tes (Goult y Hodgson 1980).

Lo mas interesante, con respecto al
MFOs, eslademostracién porprimera
vezde que el gradode inducibilidad de
este sistema enzimatico es similarpara
las dos poblaciones. En efecto, para el
H. virescens del Valle del Cauca y de
la Costa, los coeficientes de inducibi-
lidad no fueron estadisticamente dife-
rentes. Esto indica que ambas pobla-
ciones estan capacitadas genética-
mente para responder a la presion
selectiva ejercida por los insecticidas
y que un manejo irracional de estos
productos podria inducir el sistema
MFOs en ambas zonas.

CONCLUSIONES

1 Las DL, y DL, fueron siempre
menores para la poblacién de H.
virescens del Valle del Cauca.

2. La actividad promedio de las
esterasas y de las carboxilestera-
sas fue ligeramente mayor para la
poblacion de la Costa Atlantica.

3. Existen variaciones significativas
enlaactividad de esterasastotales
y las carboxilesterasas para am-
bas poblaciones, segun el insecti-
cida aplicado.

4. ElH. virescensde la Costa Atlanti-
ca mostrd una actividad del siste-
ma MFOs significativamente ma-
yor con respecto a todos los insec-
ticidas.

5. Ambaspoblacionesde H. virescens
presentaron un grado similar de
inducibilidad del sistema MFOs.
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Tabla 4. Comparacion de la actividad del MFOs Heliothis Costa Atlantica vs. Heliothis
Valle del Cauca.
Actividad enzimatica nMoles/mg prot. Razén de
Insecticida H. virescens-Valle H. virescens-Costa Actividad
(DL,,,,) Actividad especifica Grado Actividad especifica Grado R/S
No inducida Inducida Inducib. No inducida Inducida Inducib. Sin induc.
Testigo absoluto 0,056 0,125 2,23 0,110 0,261 2,37 1,96
Endosulfan 0,085 0,256 3,01 0,157 0,451 2,87 1,85
Triazofos 0,154 0,600 3,89 0,284 0,970 3,42 1,84
Metilparation 0,148 0,297 2,00 0,338 0,805 2,38 5,44
Deltametrina 0,108 0,187 1,73 0,189 0,321 1,70 2,97
Fenvaletaro 0,100 0,175 1,75 0,165 0,284 1,72 2,84

6. Existe corelacion entre la mortali-
dad y la actividad enzimatica de
cada poblaciéon segun el manejo
del insecto en cada zona.
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