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El presente trabajo se realizo en la Universidad autónoma Agraria Antonio Narro 

en Saltillo, Coahuila, México. En el laboratorio de toxicología del departamento de 

Parasitología Agrícola, durante el periodo de Enero del año 2008 a diciembre del año 

2009, donde los insectos se mantuvieron bajo condiciones controladas en una cámara 

bioclimática del Departamento de Parasitología, a una temperatura constante de 32 ºC, 

con una humedad relativa del 15% y fotoperiodo de 12:12 hrs luz: oscuridad.  

 

Teniendo como objetivo determinar a través de varios métodos de diagnostico la 

susceptibilidad y los mecanismos de resistencia de Tribolium castaneum provenientes de 

harineras. 
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Se recolectaron gorgojos en harineras del estado de Saltillo, Aguascalientes y 

Nuevo León, México. El material recolectado se traslado al laboratorio de toxicología de 

la Universidad, para determinar el nivel de resistencia, los mecanismos enzimáticos de 

resistencia presentes. 

El primer método utilizado para determinar la susceptibilidad y los mecanismos 

presentes fueron los bioensayos, por medio de la técnica de película residual, evaluando 

las poblaciones de T. castaneum contra los insecticidas malation, bifentrina, endosulfan, 

cipermetrina. 

El segundo método utilizado fue a base de una serie de pruebas bioquímicas 

(ensayos en microplacas), los métodos en microplacas se tuvieron que adaptar a partir de 

los métodos ya descritos para mosquitos (Brogdon et al., 1983, 1984, 1988, 1990 y 

1997), para poder determinar los niveles de α-esterasas, β-esterasas, oxidasas, glutatión 

s-transferasas y acetilcolinesterasa en T. castaneum. 

 Los resultados de las pruebas bioquímicas  muestran una proporción 
de Resistencia entre la línea de campo de Aguascalientes y la susceptible, 
con valores de 20 %, 6.6 %, 33.3 %, 53 %, 20 %, 40 %, para acetil 
colinesterasa, acetil colinesterasa insencible, beta esterasas, alfa esterasas, 
glutatión s-transferasas y oxidasas, respectivamente.  
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ABSTRACT 
 

DETERMINATION OF ENZIMES OF RESISTANCE IN Tribolium 
castaneum (HERBST) (COLEOPTERA: TENEBRIONIDAE). 

BY 

SANTIAGO PEREZ OCAMPO 

MASTER OF SCIENCE 

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA AGARIA ANTONIO NARRRO 

Dr. Ernesto Cerna Chávez – Advisor – 

Key words: red fluor beetle, esterases, oxidases, glutatión s-transferases, 
acetyl-cholinesterase, biochemical assays. 

This research work was carried out at “Universidad Autónoma Agraria Antonio 

Narro” in Saltillo, State of Coahuila, Mexico, in the agricultural Parasitology 

Department, from January 2008 to December 2009. 

The purpose of this work was to determinate by means several diagnosis 

methods, the susceptibility and biochemical resistance mechanism; as well as 

the intraspecific variability of T. castaneum obtained of flour. 

Flour beetles were collected on Saltillo, Nuevo Leon and Aguascalientes. Flour 

beetles were transfer to laboratory of toxicology of Universidad Autonoma 

Agraria Antonio Narro to determinate the level of resistance and enzymatic 

mechanisms of resistance. 

The first method was to determinate the susceptibility and present mechanism 

was bioassay, by means of the residual film technique, evaluating populations of 

T. castaneum against insecticides malathion, bifentrine endosulfan and 

cipermetrine. 
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The second method used was based on a series of biochemical tests 

(microplate assay),  microplate methods had to be adapted from the methods 

already described for mosquitoes (Brogdon et al, 1983, 1984, 1988, 1990 and 

1997), to determinate the levels of α-esterase,  β-esterase, oxidase, glutahtione 

s-transferase and acetyl cholinesterase.  
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INTRODUCCIÓN 

 

Los cereales son considerados mundialmente como las especies vegetales de 

mayor importancia para la alimentación de seres humanos y animales domésticos. Por 

ello, su almacenamiento y conservación por largos periodos de tiempo es esencial para 

disponer del alimento en forma constante (Silva et al., 2005). 

 

Según la FAO (1985), los principales agentes responsables del deterioro en los 

productos almacenados son hongos, roedores, aves y artrópodos, si bien factores de tipo 

abiótico, como la temperatura, humedad relativa ambiental y contenido en humedad del 

producto juegan un papel destacado en la incidencia de estos agentes. Las especies que 

han conseguido una mayor adaptación a las condiciones del almacén y que causan daños 

más cuantiosos se hallan los artrópodos, especialmente los insectos y algunas especies 

de ácaros. 

 

En México Gutiérrez-Díaz (1999),  enlista 55 especies de insectos asociados con 

granos y productos almacenados mencionando sus hospederos y distribución. Entre los 

más frecuentes en nuestro país, se hallan los curculiónidos del género Sitophilus que 

causan importantes pérdidas en granos almacenados considerándolos plagas de interés 

primario, seguido de las especies de Tribolium (Tenebrionidae), que son plagas que se 

alimentan de granos partidos o lesionados a consecuencia de las infestaciones primarias, 

así como de las harinas, cereales y derivados amiláceos.  
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Los métodos de control de plagas en granos almacenados son de muy variada 

naturaleza, existiendo desde técnicas muy sencillas como son exponer los granos al calor 

del sol, limpieza de almacenes, uso de atmosferas controladas hasta el uso de 

insecticidas sintéticos, lo cual contribuye sin duda a la conservación del producto en 

almacenamiento, pero el uso intenso y prolongado de los compuestos sintéticos ha 

provocado el desarrollo de la resistencia a través del aumento en los organismos de 

ciertos grupos de enzimas detoxificantes, situación que debe ser estudiada y a su vez 

monitoreada. 

 

  Debido a las razones antes expuestas, es necesario realizar investigaciones sobre 

el fenómeno de la resistencia enzimática que puede desarrollar la especie, puesto que es 

un problema  que tiene tanta importancia con el mismo control que se hace de las plagas 

mediante insecticidas para la conservación de productos almacenados en general, y así la 

información resultante ayude a tomar mejores decisiones en los programas de control. 

 

La resistencia en los insectos plaga, se viene incrementando debido al uso 

indiscriminado e inadecuado de los compuestos químicos empleados para su control; por 

lo tanto es necesario estudiar los niveles de las enzimas detoxificantes involucradas en el 

fenómeno, para que la información generada contribuya a una mejor toma de decisiones 

en los programas de manejo integrado de plagas y rotación de plaguicidas, por lo que el 

objetivo de este trabajo es estimar el contenido de enzimas detoxificantes relacionadas 

con la resistencia a insecticidas en 5 poblaciones de Tribolium castaneum, las cuales 

proceden de distintos lugares geográficos. 
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REVISIÓN DE LITERATURA 
 

Plagas  de granos almacenados 
 

El establecimiento del comercio entre los diferentes países del mundo, la 

introducción de los diferentes granos en las regiones apropiadas para su cultivo a otras 

en donde se consumen, han favorecido que muchas plagas que atacan los granos 

almacenados hayan adquirido una distribución prácticamente cosmopolita, 

estableciéndose así donde quiera que las condiciones sean favorables para su existencia 

(Narváez, 2003). Dichas plagas pueden ser roedores, insectos, hongos y bacterias que 

destruyen los granos, derivando así que después de la cosecha, sean el principal 

problema que enfrenta el agricultor al elevar sus perdidas en la producción (White, 

1995).  

 

A nivel mundial los insectos que infestan productos almacenados se encuentran 

agrupados en 227 especies, 66 de las cuales han registrado su presencia en México,  

causando pérdidas entre el 15 y 25 % dependiendo de la región (Nájera, 1991). Dichos  

insectos infestan al grano porque les proporciona el alimento, aunque existen especies 

que pueden alimentarse de otros materiales (Lindbland y Druben, 1979). De aquí su 

diferenciación, las plagas primarias son aquellas capaces de perforar la testa de las 

semillas y por tanto atacar granos intactos (Dell´orto y Arias 1985).  Donde se incluyen 

a los insectos dotados de mandíbulas desarrolladas, con las cuales rompen las películas 

protectoras y penetran en los granos alimentándose solo del contenido interno. Son 
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plagas que completan su ciclo evolutivo en el interior del grano, siendo el más 

perjudicial, como ejemplo se citan el gorgojo del maíz Sitophilus zeamais, gorgojo del 

frijol Zabrotes subfasciatus, y la palomilla de los cereales Sitotroga cerealella (Gallo et 

al., 2002). 

 

Las plagas secundarias de almacén, se  encuentran en esta clasificación en base al 

daño que ocasionan, son aquellas que atacan granos partidos o que previamente han sido 

dañados por las plagas primarias y se multiplican con facilidad en los productos 

obtenidos de la molienda de granos, una de ellas es Tribolium castaneum (Dell´orto y 

Arias 1985), otros ejemplos típicos son T. confusum y Oryzaephilus surinamensis (Gallo 

et al., 2002). 

 

En México Gutiérrez (1999) registra 55 especies de insectos asociados con 

granos y productos almacenados mencionando sus hospederos y distribución en el país. 

De los cuales Gutiérrez y Jiménez (1989), mencionan que las especies de Sitophilus 

zeamais y T. castaneum, son las plagas de mayor importancia en granos y productos 

almacenados. 
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Tribolium castaneum 

 

Origen y distribución  
 

El gorgojo castaño de las harinas es de origen Indo-Australiano, fue conocido fue 

clasificado y descrito en 1797 mucho antes que el T. confusum, esta especie se encuentra 

distribuida en todo el mundo (Mallis, 1990). Es una especie cosmopolita, se desarrolla 

en climas templados y mediterráneos aunque es dominante en climas cálidos, siendo los 

fríos los menos favorables, Se trata de una de las especies que se encuentran con mayor 

frecuencia en los productos almacenados; Ataca virtualmente cualquier tipo de producto 

seco de origen animal o vegetal, siendo especialmente importante como plaga de 

cereales y granos (Rees, 2004) 

 

La diferencia más significativa entre el gorgojo confuso, radica en las formas de 

las antenas, los segmentos de las antenas del T. confusum aumenta de tamaño 

gradualmente desde la base de la antena hasta el extremo terminal, en tanto que en el T. 

castaneum, los últimos tres segmentos en el extremo de las antenas son de pronto mucho 

mas grande que los segmentos que los anteriores (Arias, 1981)  
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Ubicación taxonómica  
 

Borror et al. (2005), ubica taxonómicamente a T. Castaneum de la siguiente manera: 

 

     Reino: Animal  

Phylum: Arthropoda  

   Subphylum: Mandibulada  

      Clase: Insecta  

         Subclase: Pterygota  

   Orden: Coleóptera  

       Suborden: Polyphaga  

Superfamilia: Tenebrionioidea  

    Familia: Tenebrionidae  

        Género: Tribolium  

            Especie: T. castaneum  

 

 

Importancia económica 
 

Aunque no causan daño directo a los seres humanos, este insecto comúnmente se 

encuentra en los sitios de almacenamiento utilizados para alimentación humana, Es una 

plaga secundaria de los cereales ya que es incapaz de dañar el grano sano, limpio y seco; 

tanto el adulto como las larvas se alimentan solo de cereales partidos o dañados 

(Gutiérrez y Güemes, 1991).  Es una de las plagas comunes en almacenes, tiendas de 
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menudeo y con problemas más serios en molinos de harina, en donde su presencia le da 

un sabor y olor desagradable a la harina infestada (Halstead, 1969). T. castaneum se 

considera como la especie plaga más importante de harina almacenada, varios autores 

mencionan que la presencia de dos larvas de esta plaga por kg. De harina representan 

pérdidas del 18% (Bennet et al., 1996). 

 

 

Descripción morfológica y Biologia 
 

Huevo: los huevecillos son depositados aisladamente y libres en la harina donde 

se incuban en un periodo de 5 a 12 días; son húmedos y pegajosos recién ovipositados, 

de tal manera que le permite cubrirse por pequeñas partículas de harina, los huevecillos 

son pequeños, delgados, cilíndricos, redondeados de ambos extremos y de un color 

blanquecino; esta circunstancia dificulta considerablemente su localización (Metcalf y 

Flint, 1979); Una sola hembra deposita alrededor de más o menos 450 huevecillos en 

periodo de incubación varia de 5 a 12 días; Se ha observado que la temperatura 

favorable para su desarrollo es de 27 Tc. (Ramírez, 1966). 

 

Larva: Se alimentan en granos perforados y polvo de los cereales, miden 

aproximadamente de 4 mm. de longitud, son delgadas, cilíndricas de color blanco 

ligeramente con tintes amarillos, su cabeza obscura y en extremo posterior soportan dos 

apéndices delgados y agudos (Ramayo, 1983); alcanzando su completo desarrollo en 1 a 

4 meses dependiendo de la temperatura y la disponibilidad de alimento (Metcalf y Flint, 

1979). 
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Pupa: Ramírez (1966) señala que el estado de pupa tiene lugar sobre la 

superficie del alimento, al principio es blanca y gradualmente se convierte en amarilla, 

en la superficie dorsal presenta una serie de pelos como en el caso de las larvas. El 

estado de pupa dura de 6 a 9 días, pero en invierno puede prolongarse por más tiempo, 

una generación completa tarda de tres a cuatro meses, cuando la temperatura es elevada 

(Metcalf y Flint, 1979). 

 

 

Adulto: presentan una coloración marrón rojiza y mide entre 2.6 y 4.4 mm posee 

los últimos tres segmentos antenales de mayor tamaño que los anteriores; Ventralmente 

la distancia entre ambos ojos es relativamente estrecha y puede observarse un proceso en 

forma de hacha entre el primer par de patas; Dorsalmente el tórax presenta pequeños 

hoyos en la región central del pronoto (Rees, 2004). Los élitros tienen bandas 

longitudinales difíciles de ver a simple vista. El adulto mide de 3 a 4 mm y es de color 

café rojizo brillante, y no es capaz de volar (OIRSA, 1999).   

 

Estos insectos adultos son muy activos moviéndose con rapidez cuando son 

perturbados, pueden sobrevivir a los inviernos moderadamente fríos si no hay una 

temperatura controlada, y con frecuencia viven dos años o más en el estado adulto, en 

cuyo periodo la hembra puede llegar a producir de 350 a 500 huevecillos (Metcalf y 

Flint, 1979). 

 

 



3 
 

9 
 

Alternativas de control  
 

Atreves del tiempo, el hombre ha aprendido a establecer una lucha competitiva con los 

insectos por la defensa del alimento de manera que ha desarrollado diferentes métodos 

de control que incluye medidas físicas, químicas, y biológicas (Gutiérrez y Güemes, 

1991). En la actualidad, el hombre en conjunto con los avances tecnológicos ha 

desarrollado una variada gama de técnicas de control, basadas en el conocimiento 

preciso de la biología y comportamiento de las especies consideradas como plagas. 

(Lagunes y Rodríguez, 1989). 

 

 

Control cultural  
 

Las medidas de control cultural difieren del combate físico y mecánico, en que 

generalmente incluyen el uso de prácticas agrícolas ordinarias y la maquinaria agrícola y 

en que son usualmente preventivas, indirectas o intangibles, pero usualmente se deben 

emplear mucho antes del tiempo en que el daño de las plagas resulte aparente (Metcalf y 

Flint, 1979). 

 

 

Cosecha oportuna.-La cosecha con alto contenido de humedad implica 

depender necesariamente del secado; por otro lado, si el producto se cosecha muy seco, 

se aumenta el riesgo de pérdida en el campo y de daño por pájaros, roedores, insectos o 

lluvia (Lindblad, 1979). 
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Eliminación de residuos.-Después de la cosecha, se deben eliminar al máximo 

los granos quebrados, los residuos de cosecha, polvo y los restos de tierra e insectos 

vivos o muertos, ya que el grano sucio o dañado se deteriora más rápido en el almacén y 

facilita el calentamiento y el desarrollo de plagas y enfermedades (Lindblad, 1979). 

 

 

Limpieza en bodegas y almacenes.-Los locales deben limpiarse en sus paredes, 

techos y piso, procurando eliminar el polvo, basura, productos almacenados infestados, 

paja, insectos y toda fuente de contaminación. En lo posible deben fumigarse. Se sugiere 

reparar grietas de las paredes, techos y puertas del almacén, ya que sirven de refugio a 

las plagas o como puntos de entrada de la humedad (Ramírez, 1966). 

 

 

Control físico  
 

Además de la destrucción de los insectos que puede ser realizada por las 

prácticas agrícolas ordinarias, hay ciertas medidas especiales físicas y mecánicas, que 

resultan valiosas; Estas difieren de las medidas de combate químico en la naturaleza de 

su efecto sobre los insectos, el cual es una acción física que no incluye acción química 

sobre el insecto. Pueden ser distinguidos arbitrariamente de las mediadas culturales de 

combate, en que incluyen el uso de ciertas operaciones o equipos especiales y 

generalmente dan resultados inmediatos y tangibles (Metcalf y Flint, 1979). Dentro de 

las medidas físicas se mencionan las siguientes:  
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Uso de temperaturas bajas.- El calentamiento o enfriamiento artificial de los 

productos almacenados, o de los molinos o fábricas donde dichos productos son 

procesados, es un método 14 común para evitar el daño de insectos; Casi todos los 

insectos se vuelven inactivos a temperaturas entre 15 y 4.4°C. Unos cuantos insectos 

mueren a estas temperaturas, a menos que estén expuestos a ellas por un tiempo 

considerable. Los insectos en hibernación, frecuentemente resisten temperaturas de 28.8 

a 0 °C. No es seguro que la exposición a dichas temperaturas maten los huevecillos de 

especies tales como los gorgojos de los granos (Metcalf y Flint, 1979). 

  

Las temperaturas bajas no son tan efectivas como las temperaturas elevadas para 

matar insectos, pero el almacenamiento de productos alimenticios o ropa a temperaturas 

bajo o cerca de congelación, evitara todo el daño por insectos (Fields y Muir, 1996). 

 

Radiación.- El uso de la energía radial para combatir insectos, ha sido una 

materia favorita para la experimentación; La luz se ha utilizado para atraer a muchas 

especies fuertemente fototrópicas hacia el interior de trampas de las cuales no pueden 

escapar o donde son ahogados o envenenados (Metcalf y Flint 1979). Se han utilizado 

radiaciones de varios tipos con la finalidad de evitar o reducir las infestaciones de 

insectos plaga de los granos almacenados. En el Reino Unido sentaron las bases de un 

método de lucha contra los insectos del grano almacenado utilizando pequeñas dosis de 

radiaciones gamma (Mitchell, 1992).  
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Las radiaciones utilizadas no deben dañar la calidad del producto (apariencia, 

sabor, color, valor nutritivo, etc.) Las dosis efectivas están entre 45 y 60 kilorads, y 

pueden ser toleradas fácilmente por la fruta seca y las nueces (Lindsey et al., 1989).  

 

Se comprobó que dosis de sólo 16000 rads bastaban para matar o esterilizar a la 

mayoría de los insectos que atacan al grano almacenado. Irradiando una gran variedad 

de insectos los investigadores comprobaron que: 1) es posible matar insectos adultos; 2) 

es posible esterilizar insectos adultos; 3) se puede impedir que se desarrollen los 

huevecillos de los insectos; 4) las larvas de los insectos no continúan su ciclo de 

desarrollo, y 5) las pupas no se transforman en insectos adultos, a menos que la 

metamorfosis esté sucediendo en el momento de la irradiación, en cuyo caso dan lugar a 

animales estériles (Mitchell, 1992).  

 

 

Control biológico 
 

Brower et al. (1996) Mencionan que  el uso del control biológico en granos 

almacenadas presenta muchas ventajas, la liberación de los enemigos naturales en 

ambientes confinados, los agentes controladores sobreviven hasta las últimas etapas del 

almacenamiento, no son dañinas como pueden llegar a serlo los residuos de plaguicidas, 

no se conoce resistencia por parte del insecto plaga (huésped) y no ponen en peligro a 

los operadores que realizan la aplicación (liberación en este caso).  
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Ramírez et al. (1993) ha reportado que en México existen tres especies de 

depredadores de plagas de granos almacenados: Cephalonomia tarsalis, Teretriosoma 

nigrescens y Xolocoris flavipes. Un ejemplo exitoso de control biológico de los granos 

almacenados es el de Plodia interpuctella (Hubner) (Lepidóptera: Pyralidae) por la 

aplicación de Bacillus thuringiensis, esta bacteria actúa ocasionando una reducción de 

las infestaciones en más de un 80% (Mc Gaughey, 1985). 

 

 

Control químico 
 

En los casos de los granos destinados a la alimentación, existen severas 

restricciones al uso de pesticidas impuestas por las normas de bioseguridad, además de 

las limitaciones toxicológicas y ambientales (Akbar et al., 2004). Los insecticidas 

constituyen recursos de primera importancia contra las plagas, tanto porque sus efectos 

son más rápidos que cualquier otra forma de represión como por ser fácilmente 

manejables (Klimmer, 1967).  

 

Ramírez (1966) menciona que las principales ventajas de los fumigantes, es su 

penetración, ya que estos materiales se introducen en todas partes del espacio disponible 

que ejerce una acción toxica en forma de gas, ya que en lugares donde se almacenan 

grandes volúmenes de granos, es muy difícil el tratamiento por aspersión, y más el 

espolvoreo con insecticidas. Bajo esta situación el uso de insecticidas se restringe a la 

realización de aspersiones sanitarias en los almacenes, para tratar el producto que se va 
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almacenar se emplean principalmente los fumigantes como el fosfuro de aluminio y el 

bromuro de metilo que son mucho más fáciles de aplicar (Mejía, 2003).  

 

El uso de insecticidas ha sido el método más generalizado para el combate de 

plagas de granos almacenados, empleándose comúnmente los organoclorados, 

organofosforados y piretroides (Mejía, 2003). El malatión que pertenece al grupo de los 

organofosforados ha sido el más utilizado para el control de granos en almacenes, pero 

se ha comprobado que los insectos han desarrollado resistencia (Georghiou y Lagunes, 

1991).  

 

La constante exposición a los tratamientos químicos, ha inducido al desarrollo de 

resistencia de esta especie a diferentes grupos de insecticidas. (Akbar et al., 2004). Las 

primeras aplicaciones de insecticidas modernos fueron tan exitosas, posteriormente 

trajeron consigo la aparición de nuevas plagas, contaminación del medioambiente, 

destrucción de la fauna silvestre, destrucción de enemigos naturales, peligros de 

intoxicación, fenómenos comunes ligados al uso de insecticidas y el desarrollo de la 

resistencia por parte de algunas especies (Beingolea, 1958).  
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Resistencia 
 

Se define como el desarrollo de la capacidad de tolerar dosis de tóxicos que 

serian letales para la mayoría de los individuos de una población de la misma especie 

(FAO, 1957). Resultado de la selección intensiva, por lo que el insecto adquiere la 

aptitud de sobrevivir en un ambiente contaminado (Metcalf, 1989), por otra parte 

Lagunes y Villanueva (1994)  definen la resistencia como la habilidad complementaria y 

hereditaria propia de un individuo o conjunto de ellos, que los capacita fisiológica y 

etológicamente para bloquear la acción tóxica de un insecticida por medio de 

mecanismos metabólicos y no metabólicos, y en consecuencia sobrevivir a la exposición 

que para otros seria letal. 

 

 

Clasificación 
 

Resistencia por comportamiento.- Se presenta en especies muy hiperactivas, un 

indicador es la preferencia para descansar en áreas no tratadas, o bien la tendencia de 

detectar el insecticida y tratar de evitarlo (Carrillo, 1984). 

 

Resistencia morfológica.- mecanismo físico dado por la formación de 

estructuras cuticulares, no permiten que el toxico  penetre la cutícula del insecto, la 

velocidad de penetración dependerá de las características moleculares del insecticida y 

de las propiedades del integumento del insecto, la cual varía considerablemente entre los 

estadios de vida (Barbera, 1989). 
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Resistencia fisiológica.- Esta puede ser de dos formas: No metabólico, por la 

insensibilidad en el sitio de acción, resistencia al derribo, Acetilcolinesterasa Insensible, 

penetración reducida, mayor almacenamiento y Excreción (Vais et al., 1997). 

Resistencia metabólica, por la adición de sistemas enzimáticos, donde los insecticidas 

son metabolizados y transformados en productos menos tóxicos. 

 

Las enzimas responsables para la detoxificación en los organismos son transcritas por 

Esterasas, Oxidasas y Glutatión S-Transferasas (GST  ) (Flores et al., 2001), el 

mecanismo de resistencia más común en insectos es provocado por la actividad de 

esterasas detoxificativas que metabolizan (hidrolizan enlaces éster) un amplio rango de 

insecticidas comprendidas en familias proteicas pertenecientes a las α y β hidrolasas 

(Cygler et al., 1993). 

 

En insectos resistentes se muestra una sobre-expresión de los niveles de oxidasas, los 

mecanismos de sobreproducción de oxidasas parecen ser resultado de factores cis- y 

trans- (Liu y Scott, 1997). La mayoría de los organismos poseen múltiples Glutation S-

Transferasas, las GST implicadas en la resistencia al DDT están presentes como grupos 

de genes que han sido mezclados a través del genoma por recombinación (Zhou et al., 

1997).  
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Determinación de resistencia 
 

 Como consecuencia, la resistencia profiere cambios genéticos alterando procesos 

bioquímicos a nivel individual, se hace notable en una población cuando la proporción 

de resistencia sea tal, que se refleje en una falla en el control (Devonshire, 1990), 

convencionalmente se puede detectar la resistencia mediante:  

  

Bioensayos 
  

Conocidos también como pruebas de susceptibilidad, son técnicas de laboratorio 

basado en la dosis-mortalidad (Lagunes y Villanueva, 1994), donde se pretende por 

medio de un proceso experimental conocer la efectividad biológica del pesticida, 

determinando la magnitud del estímulo mediante la respuesta del insecto, generalmente 

involucran comparaciones de  la DL50, DL90 o de la concentración letal (Twine y 

Reynolds, 1980).    

 

 

Métodos bioquímicos 
 

Técnicas  sensitivas y precisas que proporcionan información de los mecanismos 

involucrados, pudiendo ser adaptados  para detectar y monitorear la resistencia de 

muchas especies (Brown y Brogdon, 1987); generalmente correlacionan niveles de una 

enzima o una reacción enzimática especifica, pueden ser cualitativos o cuantitativos, 

generalista o altamente específicos (Lagunes y Villanueva, 1994). 
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Electroforesis.- separa moléculas en dependencia fundamental de su carga, 

desplazando proteínas bajo influencia de un campo eléctrico, se emplean geles de  

acrilamida que se polimeriza y forma redes que permiten el paso de proteínas de 

diferentes pesos moleculares (Ibel et al., 1990). 

 

Pruebas moleculares.- incrementa la precisión y reduce la variabilidad asociada 

a los bioensayos (Devonshire, 1990), se obtienen patrones de banda de ADN que son 

utilizado como marcadores genéticos para una especie (Ffrench et al., 1994). 

 

Pruebas bioquímicas.- son ensayos múltiples que permiten analizar a una 

población de insectos cuantifican los niveles de  de una reacción enzimática (Brown y 

Brodon, 1987).  Desarrollados para cuantificar niveles de Esterasas (Brogdon y 

Dickinson, 1983), Acetilcolinesterasa (Devonshire y Moores, 1984), Glutation S-

Transferasas (Brogdon y Barber, 1990) y oxidasas (Brogdon et al., 1997).  

 

 

 

 

 

 



3 
 

19 
 

Materiales y métodos 

El presente trabajo se realizo en la Universidad autónoma Agraria Antonio Narro 

en Saltillo, Coahuila, Mexico. En el laboratorio de toxicología del departamento de 

Parasitologia Agrícola, durante el periodo de Enero del año 2008 a diciembre del año 

2009, donde los insectos se mantuvieron bajo condiciones controladas en una cámara 

bioclimática del Departamento de Parasitología, a una temperatura constante de 32 ºC, 

con una humedad relativa del 15% y fotoperiodo de 12:12 hrs luz: oscuridad.  

Teniendo como objetivo determinar a través de varios métodos de diagnostico la 

susceptibilidad y los mecanismos de resistencia de Tribolium castaneum provenientes de 

harineras. 

Se recolectaron gorgojos en harineras del estado de Saltillo y Nuevo León, 

México. El material recolectado se traslado al laboratorio de toxicología de la 

Universidad, para determinar el nivel de resistencia, los mecanismos enzimáticos de 

resistencia presentes. 

El primer método utilizado para determinar la susceptibilidad y los mecanismos 

presentes fueron los bioensayos, por medio de la técnica de película residual, evaluando 

las poblaciones de T. castaneum contra los insecticidas malation, bifentrina, endosulfan, 

cipermetrina. 

El segundo método utilizado fue a base de una serie de pruebas bioquímicas 

(ensayos en microplacas), los métodos en microplacas se tuvieron que adaptar a partir de 

los métodos ya descritos para mosquitos (Brogdon et al., 1983, 1984, 1988, 1990 y 
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1997), para poder determinar los niveles de α-esterasas, β-esterasas, oxidasas, glutatión 

s-transferasas y acetilcolinesterasa en T. castaneum. 

Estos métodos consiste en cuantificar una proteína de referencia utilizando la 

BSA (Albumina Sérica Bovina), el cual sirve para definir el número de individuos o la 

cantidad de tejido necesario de insectos para cuantificar enzimas específicas en 

microgramos en cada mililitro de proteína (µg/ mL) relacionadas con la resistencia de 

insectos a insecticidas.  

Para la cuantificación de proteína se realizó por colorimetría, a través del Kit-II 

de Bio-Rad (Azul Brillante de Comassie G-250 como colorante) y Albúmina Sérica 

Bovina (BSA). Las lecturas de absorbancia se realizaron mediante un lector de 

microplacas Stat-Fax 2100 (Awareness Technology, Palm City, Florida); así como la 

utilización de pipetas multicanales Rainin (Rainin Instrument Co. Inc., Emervylle, 

California) y microplacas de 96 posos de fondo plano (Bio-Rad México). Para esto, se 

utilizó la BSA como proteína de referencia para la formación de una curva estándar para 

la determinación de proteína del gorgojo castaño de la harina. Para trazar la curva de 

referencia, donde se consideraran los datos comprendidos entre 80 y 140 µg/mL de 

proteína, se utilizaron seis diluciones de BSA: 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 µg/ mL de 

proteína. 

 

 

Una vez obtenida la curva de referencia con BSA, se procedió a  preparar los 

reactivos y los homogenatos, para prepara el Reagente: Se disolvió 20 mL de colorante 

con 80 mL de H2O esterilizada, se pasó por papel filtro para obtener una dilución, 
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posteriormente la preparación de Buffer (KPO4), se disolvió 6.6 g de fosfato dibasico 

con 1.7 g fosfato monobasico, aforando a 1000 mL de H2O esterilizada. Para la 

Preparación de homogenatos, en tubos eppendorf de 1.5 mL se colocaron 9 muestras con 

diferente cantidad de insectos: 0.05, 0.25, 0.30, 0.35, 0.4, 0.5, 1, 2 y 3, cada muestra con 

15 repeticiones. Se agregó 500 µL de  diluyente buffer KPO4 (fosfato de potasio), se 

trituraron con un homogenizador de tejidos,  se aforó a 1 mL adicionándole 900 µL de 

diluyente.  

Por consiguiente, a los datos arrojados por el lector de placas, se les obtuvo la 

media de cada repetición (tres pozos), mediante la ecuación de la curva estándar de 

referencia del método determinado por Bradford (1976), modificado por Brogdon 

(1984), dada por la interpolación de µg/mL de proteína y la absorbancia, se obtuvieron 

analíticamente los valores comprendidos en un rango establecido por el autor. La 

ecuación de la recta fue: y = - 0.5033 + 0.7249 (x); donde se sustituyen los valores de  

las medias de las absorbancias, obteniendo los valores de µg/mL de proteína, fueron 

tabuladas y se obtuvo la media del contenido de proteína, por lo que se homogenizaron 

0.5 µg de individuos de T. castaneum en 100 µL de buffer fosfato de potasio (KPO4), a 

0.05 molar y pH 7.2, aforándolo a 1mL con el mismo buffer, ya que se encontro 0.179 

µg de proteína/ 0.5 mg del tejido de los gorgojos, ya que esta comprendida en el rango 

antes mencionado.  

Se emplearon seis pruebas bioquímicas para determinar los niveles de 

acetilcolinesterasas, acetilcolinesterasa insensible, α y β esterasas, glutatión S-

transferasas y oxidasas, en 5 poblaciones de gorgojos. Las pruebas se corrieron por 

triplicado con 15 repeticiones cada una en placas de 96 cavidades, posteriormente fueron 
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leídas mediante el lector de placas Stat-Fax 2100 (Awareness Technology, Palm, City 

Florida). 

 

los resultados se analizaron para obtener las proporciones de resistencia mediante 

el método gráfico, para poder referenciar las poblaciones respecto a su contenido de 

enzimas cuantificadas en absorbancias, las cuales fueron arrojadas por un 

espectrofotómetro, leídos con diferentes filtros según la enzima a analizar; 

posteriormente se obtuvieron los porcentajes de la proporción de resistencia para cada 

enzima en cada población, en ausencia de una línea susceptible, se tomó como referencia 

un umbral que se estableció en base a la media entre el valor máximo y el mínimo, 

obteniendo por lo consiguiente los porcentajes totales de proporción de resistencia a 

nivel región. 

 

Con la finalidad  de  conocer la variación entre los individuos de cada localidad, 

como entre las poblaciones, los resultados se analizaron estadísticamente mediante el 

Software SAS System for Windows 9.0, para obtener análisis de varianza con un 0.05 % 

grado de significancia y comparaciones de medias mediante el método de “tukey” para 

reducir agrupaciones y hacer mas marcada la diferencia. 

 

Con los datos obtenidos en las pruebas bioquímicas se estableció el porcentaje de 

resistencia para cada enzima en las cinco poblaciones de gorgojos, no habiendo una 

línea susceptible, se tomó como referencia un umbral de resistencia, el cual se determinó 
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en base a la media entre los valores máximos y mínimos de absorbancia de cada enzima. 

Los valores que superaron este umbral se consideraron como individuos resistentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 
 

24 
 

Resultados 

Bioensayos. 

Bioensayos. 

A continuación se dan a conocer los resultados obtenidos en los bioensayos 

realizados mostrando los valores de CL50, CL95 y los límites fiduciales (inferior y 

superior) a 4 poblaciones de T. castaneum. 

Cuadro 1.1. CL50, CL95 y limites fiduciales de los diferentes insecticidas usados 

contra poblaciones de T. castaneum provenientes de Aguascalientes (A1) a 24 hrs de 

exposición. 

Aguascalientes (A1) 

Producto        CL50 
Limites Fiduciales 

CL95 
     Inferior    Superior 

Malation 3751 3142 4369 55561 

Endosulfan 751.87716 397.03501 1152 206413 

Clorpirifos 7887 5655 11171 73914 

 

Cuadro 1.2. CL50, CL95 y limites fiduciales de los diferentes insecticidas usados 

contra poblaciones de T. castaneum provenientes de Nuevo Leon (NL1) a 24 hrs de 

exposición. 

Nuevo Leon (NL 1) 

Producto        CL50 
Limites Fiduciales 

CL95 
     Inferior    Superior 

Malation 2622 2111 3057 19771 

Endosulfan 274.4976 172.57582 391.38237 60365 

Clorpirifos 3517 2428 4700 4700 
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Cuadro 1.3. CL50, CL95 y limites fiduciales de los diferentes insecticidas usados 

contra poblaciones de T. castaneum provenientes de Coahuila (C1) a 24 hrs de 

exposición. 

Coahuila  (C1) 

Producto        CL50 
Limites Fiduciales 

CL95 
     Inferior    Superior 

Malation 1318 1066 1686 35632 

Endosulfan 2004 1627 2504 20903 

Clorpirifos 1333 975.14321 1827 16689 

 

Cuadro 1.4. CL50, CL95 y limites fiduciales de los diferentes insecticidas usados 

contra poblaciones de T. castaneum provenientes de Coahuila (C1) a 24 hrs de 

exposición. 

Saltillo (C2) 

Producto        CL50 
Limites Fiduciales 

CL95 
     Inferior    Superior 

Malation 180.11925 75.76511 298.30473 8218 

Endosulfan 816.71829 405.2117 1280 12561 

Clorpirifos 871.27928 559.89569 1292 8965 
 

A continuación se describen las líneas de respuesta de las poblaciones de T. castaneum a los 

diferentes insecticidas. 
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Figura 1. Líneas  de  respuesta dosis-mortalidad de diferentes poblaciones de 

Tribolium castaneum a 24 hrs de exposición de malation. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura2. Líneas  de  respuesta dosis-mortalidad de diferentes poblaciones de 

Tribolium castaneum a 24 hrs de exposición de endosulfan 
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. 

Figura 3. Líneas  de  respuesta dosis-mortalidad de diferentes poblaciones de 

Tribolium castaneum a 24 hrs de exposición de clorpirifos. 
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Cuantificación de enzimas de resistencia en diferentes poblaciones de  Tribolium castaneum 

(Herbst) (Coleóptera: Tenebrionidae) 

 
Resumen 
Se recolectaron cuatro poblaciones de Tribolium castaneum  en harineras de tres estados de la 

Republica Mexicana, dos poblaciones provenientes del estado de Coahuila, una de Nuevo León 

y una del estado de Aguascalientes. Con el objetivo de determinar los mecanismos enzimáticos 

de resistencia a través de pruebas bioquímicas. Para esto las poblaciones recolectadas y una  

línea susceptible de T. castaneum como  referencia, fueron llevadas al laboratorio de 

Toxicología donde se mantuvieron en harina de trigo comercial, en cámaras bioclimáticas, a 35 

+ 2 °C, 40–50% HR y 12:12 L:O.  Los resultados obtenidos muestran que las α y β esterasas, asi 

como las oxidasas son las enzimas con mayor presencia dentro de las poblaciones en estudio, 

por lo que, estas enzimas son las responsables de la resistencia a plaguicidas de las poblaciones 

de T. castaneum en estudio. 

Palabras clave: Gorgojo de las harinas; absorbancia; colorimetría; enzimas detoxificativas. 
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Abstract 
 

We collected four populations of Tribolium castaneum in three states of  Mexican Republic, 

two populations from Coahuila, Nuevo Leon and one  Aguascalientes state. With objective of 

determining the mechanisms of enzymatic resistance through biochemical tests. Harvested 

populations and susceptible line T. castaneum reference, were taken to the laboratory 

Toxicology where they kept in commercial wheat flour, in bioclimatic chamber at 35 + 2 ° C, 40-

50% RH and 12:12 L: O. The results obtained show that the α and β esterases, also oxidases are 

enzymes with greater presence in the study populations, so these enzymes are responsible for 

pesticide resistance of populations of T. castaneum under study. 

 

Key words: Red flour beetle, absorbance; colorimetry; detoxificative enzymes. 
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Introducción 
En México se registran 55 especies de insectos asociados con granos y productos 

almacenados, entre ellas se encuentran las especies del género Tribolium (Tenebrionidae), 

las cuales se alimentan de granos partidos o lesionados, así como de las harinas, cereales y 

derivados amiláceos (Gutiérrez, 1999). De este modo  Tribolium castaneum o gorgojo de las 

harinas (Herbst) (Coleóptera: Tenebrionidae) está catalogado como la plaga principal de granos 

y productos almacenados (Howe, 1965). Las  pérdidas en granos causadas por este insecto, se 

estima entre un 10 a un 25% de la producción mundial (Matthews, 1993); y entre un 34 y 40% 

en harinas y cereales (Ajayi y Rahman, 2006). El control de T. castaneum se basa 

principalmente en el uso de insecticidas y fumigantes. Sin embargo, su uso generalizado a 

causado algunos problemas, como residuos tóxicos en los productos almacenados, toxicidad 

para los consumidores y la resistencia a insecticidas (Ribeiro et al., 2003). Siendo esto último el 

problema más serio y de mayor importancia. Al respecto  Subrayanman y Hagstrum (1995), 

reportaron resistencia de diferentes productos organofosforados a T. castaneum.  Por su parte 

Guides et al. (1996) reportan resistencia a malation y clorpirifos en líneas de T. castaneum y T. 

confusum provenientes de U.S.A. y Brasil.  Por lo anterior dentro de la resistencia a insecticidas, 

la resistencia del tipo fisiológico es la más importante en artrópodos debido a la acción de 

mecanismos detoxificadores de tipo enzimático (Lagunes y Villanueva, 1994). Los principales 

sistemas enzimáticos responsables del metabolismo e inhibición de insecticidas son las 

oxidasas (Wilkinson, 1983), esterasas y carboxiesterasas (Yasutomi, 1983), glutation s-

transferasas (Dauterman, 1983) y acetil colinesterasa (Hama, 1983). Por lo anterior el 

monitoreo y detección de la resistencia es esencial en el manejo de insecticidas (Dennehy y 

Granett, 1984).  La forma convencional de la detección de la resistencia  se basa en pruebas de 

susceptibilidad en términos de concentración letal media (CL50) (Bronw, 1976), requiriendo 
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numerosos que permita cuantificar el nivel de resistencia, los perfiles  de ADN que muestran a 

los genes, pero sin detectar los mecanismos responsables (Keiding, 1986).  Por otro lado las 

pruebas bioquímicas son herramientas efectivas para conocer la actividad y cantidad de las 

enzimas responsables de este fenómeno (Hemingway, 1986). Además, se puede conocer los 

fenotipos multirresistentes mediante ensayos replicados (Chan, 1985), la capacidad de detectar 

las etapas iniciales de resistencia en una población (Bronw y Brogdon, 1987). Por lo anterior, el 

objetivo de esta investigación es generar información sobre los mecanismos enzimáticos de 

resistencia y su cuantificación en diferentes líneas de T. castaneum utilizando pruebas 

bioquímicas.  
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Materiales y Métodos 

Líneas de T. castaneum: Se usaron cinco líneas de T. castaneum. Una susceptible (T-s), donada 

por la Universidad Autónoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), mantenida desde el año 2002 sin 

presión de selección por insecticidas, desarrollada sobre harina de trigo comercial, en cámaras 

bioclimáticas, a 35 + 2 °C, 40–50% HR y 12:12 L:O. Las otras líneas se recolectaron en dos 

almacenes de harineras del estado de Coahuila (C1 y C2), un almacén del estado de Nuevo León  

(NL1) y  la última de un almacén del estado de Aguascalientes (A1).  

Cría de las colonias de T. castaneum: Para obtener individuos de la misma edad para 

someterlos a las pruebas bioquímicas, Una vez que las poblaciones de T. castaneum fueron 

recolectadas, se colocaron en recipientes de vidrio, utilizando harina de trigo comercial como 

sustrato. La harina fue previamente esteriliza al colocarla por tres días a temperatura baja (-20 

0C), con la finalidad de evitar  una contaminación por otras especies de insectos. Los 

recipientes fueron tapados con una tela de tul y asegurados con unas ligas para evitar la salida 

de los insectos, posteriormente los recipientes fueron colocados dentro de una cámara de cría 

a una temperatura de 35 °C + 2 °C, 40–50% HR y 12:12 L:O por un lapso de 72 hrs, con la 

finalidad de que los adultos recolectados ovipositaran, posteriormente los adultos fueron 

retirados y los huevecillos fueron observados hasta llegar a su etapa adulta (F1), donde se 

utilizaron para las pruebas bioquímicas.     

Pruebas bioquímicas para estimar niveles de enzimas: Se utilizaron en las cinco colonias de T. 

castaneum, seis pruebas bioquímicas para la determinación de los niveles de las enzimas α-

esterasas, β-esterasas, oxidasas, glutation S-transferasas, acetilcolinesterasas y 

acetilcolinesterasas insensibles. Todas las pruebas se corrieron por triplicado en placas de 96 

pozos y  leídas mediante el lector de microplacas Stat fax-2100. 
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Reactivos utilizados: Tampón fosfato de potasio a 0.05 M y pH 7.2 (BFP), α o β-naftil acetato (α 

o βNAF), o-dianisidina (OD), albúmina sérica bovina (ASB), homogeneizado de gorgojos (HM), 

dihidrocloruro de 3, 3’, 5, 5’-tetrametil-bencidina (TMBZ), metanol (ME), acetato de sodio (ACE) 

a 0.25 M, pH 5, peróxido de hidrógeno a 3% (PER), glutatión reducido (GR), 1-cloro-2, 4’ 

dinitrobenzeno (CDNB), yoduro de acetilcolina (ATCH), 5, 5’-ditiobis-2-ácido nitrobenzoico 

(DTNB). 

Determinación de proteína: La determinación y cuantificación de proteína  contenida en 

tejidos y fluidos es la base la realización de las pruebas bioquímicas, es por ello que se 

determinó la cantidad de gorgojos por muestra tomando como referencia la proteína por 

mosquito. Usándose el método de Bradford (1976) modificado por Brogdon (1984), con el Kit-II 

de Bio-Rad y ASB como proteína de referencia. Se usaron hembras adultas de 3 días de edad en 

cinco concentraciones diferentes en relación al número de gorgojos (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 1.0, 

2.0 y 3), cada una con 30 repeticiones. 

Preparación de los homogenatos: Una vez que se determinó la cantidad de muestra en 

relación a la proteína (0.5 gorgojos= 100 μg de proteína/mL), se homogenizó en 100 µL de BFP 

y se diluyó a 1 mL (Brogdon 1984). Se prepararon 90 muestras para cada una de las líneas. 

Determinación de los niveles enzimáticos: Para determinar los niveles de  α-esterasas (αEST), 

β-esterasas (βEST), oxidasas (Ox),  glutatión s-transferasas (GST), acetilcolinesterasa (ACE) y 

acetilcolinesterasa insensible (ACE in), Se utilizaron las metodologías descritas por Brogdon 

(Brogdon et al., 1983, 1984, 1987, 1990 y 1997).  Para determinar los niveles enzimáticos; para 

las α y el β-esterasas, se colocaron 100 μL del HM a cada pocillo de la microplaca y 100 μL de α 

o βNAF acetato (Mezcla de 56 mg de α o βNAF en 20 mL de acetona y aforada a 100 mL con 

BFP) y se dejó reaccionar 15 min. Se adicionaron 100 μL de OD y se tomó la lectura usando el 
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filtro de 545 nm. Para las GST, se colocaron 100 μL del HD más 100 μL de GR y 100 μL de CDNB 

(Mezcla de 20 mg de CDNB diluida en 10 mL y aforada con 90 mL de BFP). Se tomó la lectura a 

T0 con filtro de 340 nm. Se dejó reaccionar por 10 min y se tomó la lectura con el mismo filtro. 

La diferencia de lecturas se usó para el análisis de los resultados. Para las Oxidasas, se 

colocaron 100 μL del HM más 200 μL de TMBZ (Mezcla de 50 mg de TMBZ, diluida con 25 mL de 

ME  y aforada con 75 mL de ACE y 25 μL de PER). Se dejó reaccionar por 10 min y se tomó la 

lectura con el filtro de 630 nm. Finalmente, para la ACH y ACH in, se colocaron 100 μL del HM 

más 100 μL de ATCH (Mezcla de 75 mg de ATCH/ 100 mL de BFP) y 100 μL de DTNB (Mezcla de 

13 mg de DTNB/100 mL de BFP). Se tomó la lectura a T0 con filtro de 405 nm, se dejó reaccionar 

por 15 min y se tomó la lectura con el mismo filtro. La diferencia de lecturas entre se empleó 

para el análisis de los resultados. Para determinar los niveles de ACH in, la metodología es 

similar a la anterior, a diferencia que en la solución de ATCH se agregaron 25 mg de naled como 

inhibidor.  

Análisis de los resultados: Con las absorbancias de cada enzima, se realizó una distribución de 

frecuencias, donde la absorbancia es la variable y la frecuencia el número de muestras de 

gorgojos. Se estableció el umbral de resistencia, con los valores máximos  obtenidos de la línea 

T-s y se determinó la proporción de resistencia. Para determinar la resistencia de la población 

de campo se utilizó el criterio propuesto por Dennehy et at. (1987), el cual indica que si la 

población en estudio supera al  20 % se le considera como una población resistente, mientras 

que; si dicha población no supera al 20 % se le  considera como susceptible. 

 Por último, se realizó un Anova de clasificación simple y una prueba de Tukey (P= 0.05) 

Utilizando el programa SAS system for Windows ver 9.0 (2002), para determinar las diferencias 

en la actividad enzimática de las poblaciones. 
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Resultados 

 

 

 En la tabla 1, se puede observar que las muestras de 1 hasta  3 gorgojos presentan 

elevada cantidad de proteína, que sobrepasan el rango de proteína requerido (60 a 140 

µg). La muestra de 3 gorgojos, muestra valores que sobrepasan el rango lineal del 

método (cuadro 1). De este modo, las muestras con 0.2 a 05 gorgojos son las que 

presentan los valores dentro del rango, por lo que se seleccionaron 0.5 gorgojos para 

trabajar por muestra, debido a que presenta valores de proteína más altos, estables y 

evita la variabilidad de resultados.  

En las Tablas 2, 3, 4 y 5 se presentan los valores máximos de absorbancia obtenidos para cada 

una de las poblaciones, así como el número de muestras que superaron el umbral de 

tolerancia. Como puede observarse, los valores máximos de absorbancia para la línea 

susceptible (L-s) fueron de 0.0437, 0.5421, 1.1377, 2.6433, 0.0457 y 0.2527 para las enzimas 

ACE, ACE-in, αET, βEST, GST y Ox respectivamente. Recordando que estos valores se toman 

para establecer el umbral de resistencia. Para la línea A1 los valores máximos de absorbancia 

oscilaron entre  0.0475 a 3.5104  para las mismas enzimas. Superando el umbral de resistencia 

todas las enzimas (Tabla 2), siendo las de mayor presencia las αET, βEST  y Ox con 30, 48 y 36 

muestras que superan el umbral. Para la línea NL1 los valores máximos de absorbancia 

oscilaron entre 0.0443 a 3.341, superando el umbral de resistencia las enzimas αET y βEST con 

12 y 24 muestras (Tabla 3). Para la línea C1   los valores máximos de absorbancia oscilaron 

entre 0.0437 a 2.6433, superando el umbral de resistencia las enzimas ACE, αET, βEST y Ox con 

12, 6, 18 y 12 muestras (Tabla 4). Finalmente para la línea C2 los valores máximos de 

absorbancia oscilaron entre 0.0458 a 3.2573, superando el umbral de resistencia las enzimas 
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ACE, αET, βEST y Ox con 18, 12, 36 y 30 muestras (Tabla 5). Así mismo, podemos mencionar, 

que de la línea A1  aunque todas las enzimas superaron el umbral de resistencia, las enzimas 

que presentaron los mayores valores fueron las αET, βEST  y Ox, con un 33.3, 53 y 40 % de la 

población con problemas de resistencia (Figura 1).  Para la línea NL1 (Figura 2) la enzima que 

presento el mayor porcentaje de resistencia en la población fue la βEST con un 26.6 %. En 

relación a la línea C1 (Figura 3) fue la βEST con un 20 % y finalmente para la línea C2 (Figura 4) 

fueron las enzimas ACE, βEST y Ox con 20, 40 y 33.3 % de la población con problemas de 

resistencia.  
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Discusión  

 En relación al contenido de proteína las muestras de 1 hasta  3 gorgojos 

presentan una elevada cantidad de proteína, sobrepasando el rango de proteína 

requerido, por lo que fueron descartadas para el estudio. Al respecto Bradford (1976), 

menciona que valores fuera del rango no son confiables para la cuantificación de 

proteína en tejidos y fluidos. De este modo, las muestras con 0.2 a 05 gorgojos son las 

que presentan los valores dentro del rango, por lo que se seleccionaron 0.5 gorgojos para 

trabajar por muestra, Al respecto Dary et al. (1990), mencionan que existe estrecha 

relación entre tamaño de muestra y cantidad de proteína, por lo que se pueden presentar 

diferencias en los resultados obtenidos y la cuantificación de proteína es utilizada para 

corregir las cantidades de actividad enzimática en base al tamaño y etapa de desarrollo 

de los organismos de prueba. 

Por otro lado la enzima que más presencia tuvo en las cuatro poblaciones de campo, fueron las 

enzimas βEST, con 53, 26.6, 20 y 40 % la líneas A1, NL1, C1 y C2; presentando todas las 

poblaciones problemas de resistencia por esta enzima (de acuerdo al criterio de Dennehy < 

20%).  Al respecto Brown (1990)  menciona que los insecticidas usados convencionalmente en 

el control de plagas de granos almacenados, son insecticidas organofosforados, carbamicos y 

piretroides, los cuales son altamente susceptibles al ataque de enzimas esterasas, provocando 

en las poblaciones de insectos el incremento de esterasas como medio de detoxificación de los 

plaguicidas (Lagunes y Villanueva, 1994).  El segundo grupo de enzimas que presento valores 

más altos fueron las Ox, con valores de 40 y 33.3 % de la población con resistencia. Pimentel et 

al. (2008), mencionan que las enzimas oxidasa juegan un papel fundamental en la 
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detoxificación de varios compuestos plaguicidas, participando directamente en la inhabilitación 

del producto u oxidándolo para que entren otros sistemas enzimáticos y los puedan detoxificar 

(Benhalima et al., 2004). En lo que respecta a las GST, ACE y ACE-in, varios autores reportan a 

estas enzimas como causa de resistencia en especies de insectos, sin embargo en el presente 

estudio estos sistemas fueron los menos relevantes (Dauterman, 1983).  

 

Conclusiones 

 La línea de campo A1 fue la que presento los niveles y porcentajes más altos en todas 

las enzimas detoxificativas, los sistemas enzimáticos responsables de la generación de la 

resistencia en la mayoría de las poblaciones en estudio fueron las esterasa y oxidasas.  En lo 

que respecta a las GST, ACE y ACE-in, en el presente estudio estos sistemas fueron los menos 

relevantes. 
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Tabla 1.- Absorbancias y concentración de proteína en homogenatos de Tribolium 

castaneum en diluyente buffer de fosfato (pH: 7.2). 

Concentración Absorbancia Μg/mL de 

proteína 

µg de proteína 

0.1 0.659 + 0.015 - 0.100* - 

0.2 0.789 + 0.018 0.030 68.640 

0.3 0.832  + 0.020 0.080 99.816 

0.4 0.857 + 0.022 0.093 115.039 

0.5 0.889 + 0.034 0.106 140.113 

1.0 0.992 + 0.37 0.380 215.800 

2.0 1.126 + 0.031 0.402 312.937 

3.0 1.330 + 0.043 0.528* - 

                      Tukey (P= 0.05) 

                      Rango lineal: 0.050-0.500 (*Valor no confiable, sale del rango lineal) 
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Tabla 2. Niveles máximos de absorbancia para cada enzima de la población del Estado de 

Aguascalientes (A1) de Tribolium castaneum  y número de muestras que superan el 

umbral de tolerancia. 

Enzima 

Absorbancia N 

Línea susceptible Línea C1  

Acetilcolinesterasa 0.0437&±0.0012SD 0.0754$±0.0126 SD 18 

Acetilcolinesterasa insensible 0.5421&±0.0076 SD 0.0690±0.0135 SD 6 

α-esterasa 1.1377&±0.0849 SD 1.4753±0.0191 SD 30 

β-esterasa 2.6433&±0.1048 SD 3.5104±0.1324 SD 48 

Glutation S-transferasa 0.0457&±0.0051 SD 0.0475±0.0066 SD 18 

Oxidasa 0.2527&±0.0132 SD 0.3103±0.0.0649 SD 36 

   +Número de muestras que superaron el umbral de tolerancia 

    &Umbral de tolerancia para cada enzima 

   SD Desviación Estándar 
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Tabla 3. Niveles máximos de absorbancia para cada enzima de la población del Estado de 

Nuevo León (NL1) de Tribolium castaneum  y número de muestras que superan el 

umbral de tolerancia. 

Enzima 

Absorbancia N 

Línea susceptible Línea C1  

Acetilcolinesterasa 0.0437&±0.0012SD 0.0443$±0.0016 SD 0 

Acetilcolinesterasa insensible 0.0542&±0.0076 SD 0.0560±0.0121 SD 0 

α-esterasa 1.1377&±0.0849 SD 1.2347±0.081 SD 12 

β-esterasa 2.6433&±0.1048 SD 3.341±0.0824 SD 24 

Glutation S-transferasa 0.0457&±0.0051 SD 0.0460±0.0086 SD 6 

Oxidasa 0.2527&±0.0132 SD 0.2544±0.0.0649 SD 0 

   +Número de muestras que superaron el umbral de tolerancia 

    &Umbral de tolerancia para cada enzima 

   SD Desviación Estándar 
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Tabla 4. Niveles máximos de absorbancia para cada enzima de la población del Estado de 

Coahuila (C1) de Tribolium castaneum  y número de muestras que superan el 

umbral de tolerancia. 

Enzima 

Absorbancia N 

Línea susceptible Línea C1  

Acetilcolinesterasa 0.0437&±0.0012SD 0.0531$±0.0028 SD 12 

Acetilcolinesterasa insensible 0.0542&±0.0076 SD 0.0556±0.061 SD 0 

α-esterasa 1.1377&±0.0849 SD 1.2473±0.0719 SD 6 

β-esterasa 2.6433&±0.1048 SD 3.341±0.0824 SD 18 

Glutation S-transferasa 0.0457&±0.0051 SD 0.0460±0.0086 SD 0 

Oxidasa 0.2527&±0.0132 SD 0.2783±0.0.0837 SD 12 

   +Número de muestras que superaron el umbral de tolerancia 

    &Umbral de tolerancia para cada enzima 

   SD Desviación Estándar 
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Tabla 5. Niveles máximos de absorbancia para cada enzima de la población del Estado de 

Coahuila (C2) de Tribolium castaneum  y número de muestras que superan el 

umbral de tolerancia. 

Enzima 

Absorbancia N 

Línea susceptible Línea C1  

Acetilcolinesterasa 0.0437&±0.0012SD 0.0583$±0.0083 SD 18 

Acetilcolinesterasa insensible 0.0542&±0.0076 SD 0.0539±0.023 SD 0 

α-esterasa 1.1377&±0.0849 SD 1.2254±0.0264 SD 12 

β-esterasa 2.6433&±0.1048 SD 3.2573±0.0424 SD 36 

Glutation S-transferasa 0.0457&±0.0051 SD 0.0458±0.0076SD 0 

Oxidasa 0.2527&±0.0132 SD 0.3063±0.0.0467 SD 30 

   +Número de muestras que superaron el umbral de tolerancia 

    &Umbral de tolerancia para cada enzima 

   SD Desviación Estándar 
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Figura 4.  Distribución de frecuencias y umbral de resistencia de los niveles enzimáticos  de de 

la población del Estado de Aguascalientes (A1) de Tribolium castaneum Herbst.  
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Figura 5.  Distribución de frecuencias y umbral de resistencia de los niveles enzimáticos  de la 

población del Estado de Nuevo León (NL1) de Tribolium castaneum  Herbst. 
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Figura 6.  Distribución de frecuencias y umbral de resistencia de los niveles enzimáticos  de la 

población del Estado de Coahuila (C1) de Tribolium castaneum  Herbst. 
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Figura 7.  Distribución de frecuencias y umbral de resistencia de los niveles enzimáticos  de la 

población del Estado de Coahuila (C2) de Tribolium castaneum  Herbst. 
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DISCUSIONES 
 

Para la población T. castaneum resistente (Ags.) fue la que registró menor 

contenido de acetilcolinesterasa; Al compararlo con los resultados de  

Acetilcolinesterasa insensible se invierten los resultados, dado que la poca presencia de 

esta enzima no reacciona con la presencia de naled, alterando los valores de absorbancia; 

en cuanto acetilcolinesterasa, Hernández-Bautista (2011) reporta un  33.5 %  de 

resistencia en poblaciones de Bactericera cockerelli, y la distribución de este mecanismo 

enzimático es homogéneo, por su parte Trumble (1998) sugiere tomar en cuenta la 

ubicación geográfica de la localidad y grupo toxicológico de insecticidas usados 

anteriormente.  

  

Caso contrario con el contenido de α-esterasas, la población que registró mayor 

contenido fue T. castaneum resistente (Ags.), tomando en cuenta lo anterior deducimos 

que la resistencia de dicha población, la producción de acetilcolinesterasa no es un factor 

que influye en la resistencia antes reportada, pero si se da por la presencia de α-

esterasas, por otra parte en el caso de la presencia de β-esterasas se registra de forma 

uniforme para las cinco poblaciones, dado que no encontramos diferencia estadística 

entre los valores de estos. 

 

  Cabe mencionar que anteriormente se ha registrado un incremento en la 

aplicación de piretroides para el control de plagas de granos almacenados (Brown, 
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1987), estos factores enzimáticos están relacionados con la detoxificación para este 

grupo de insecticidas. Esta enzima fue la que presentó mayor contenido en comparación 

con el resto de las demás estudiadas, similarmente a los estudios de Hernández-Bautista 

(2011) quien reporta este grupo de enzimas como un factor enzimático importante en la 

resistencia en poblaciones de Bactericera cockerelli. A dichas enzimas en algunas 

especies de insectos se han relacionado un incremento en la actividad con la resistencia a 

los insecticidas, Devonshire y Moores (1982) también señalan que las as poblaciones de 

insectos han sido sometidas a una elevada presión de selección con piretroides, como 

resultado varios  autores mencionan que su actividad enzimática también esta asociada 

con resistencia a este grupo quimico (Brogdon y Barber, 1990; Flores at al., 2005, 

2006), este factor es de mayor importancia ya que también estas son las responsables de 

resistencia, atreves de la  detoxificación de organofosforados y carbamatos (Georghiou, 

1994). 

 

Tomando en cuenta a las GSTs, una vez más la población T. castaneum resistente 

(Ags.), fue la que presentó niveles elevados de esta enzima, por lo que también se puede 

atribuir a la producción de GSTs como un mecanismo enzimático de resistencia para la 

población de T. castaneum resistente (Ags), ya que se presenta en mayor proporción que 

en cuanto a porcentajes de resistencia con un 100 %, esto concuerda con autores que  

han demostrado que las GSTs  son uno de los factores responsables de la resistencia a 

varios insecticidas (Paton et al., 2000). Sin embargo,  Hernández-Bautista (2011)   el 

contenido de Glutation S-transferasas no es un factor determinante para la presencia de 

resistencia de Bactericera cockerelli a insecticidas en la zona papera del sur de Coahuila 
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y Nuevo León, concordando con los resultados obtenidos por (Díaz-Cristina et al., 2004) 

donde la frecuencia de GST es muy baja. 

  

En cuanto a las oxidasas observamos que T. castaneum 1 (N.L.), la adición de 

compuestos enzimáticos como lo son las acetilcolinesterasas, GSTs, y las oxidasas 

también pueden contribuir a la resistencia frente a diferentes insecticidas, ya que estas 

enzimas metabolizan dichos compuestos y los hacen menos tóxicos. Las Oxidasas de 

Función Múltiple, son una familia de enzimas que cumplen un importante rol en la 

degradación de esteroides y hormonas juveniles en insectos hemi y holometábolos, así 

como en la degradación de compuestos químicos de origen natural (fitotoxinas) o 

sintético (insecticidas) (Danielson et al., 1998). Por su parte Hernandez-Bautista (2011) 

reporta que la producción de Oxidasas como mecanismo detoxificante depende tanto de 

la ubicación geográfica especifica de cada población como de los factores que 

intervienen y/o inducen su producción para posteriormente generar resistencia.  
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CONCLUSIONES 
 

 

Estas técnicas permiten abordar el problema desde distintas perspectivas, ya que 

las medidas y acciones de control son la pieza clave de cualquier programa de lucha, y 

deben observarse escrupulosamente para garantizar una adecuada conservación haciendo 

uso de varios métodos como los que a continuación se mencionan, por lo que en esta 

investigación se peortan las siguientes conclusiones: 

 

De manera general podemos concluir que las β- esterasas son el mecanismo 

enzimático implicado en la resistencia en las poblaciones del gorgojo castaño de las 

harinas, seguido de las α-esterasas, GSTs, oxidasas y acetilcolinesterasas.  

 

Para la población de T. confusum resistente, dicha resistencia se le atribuye a los 

mecanismos enzimáticos detoxificativos mediante  enzimas α-esterasas y GSTs.  

 

El contenido de β- esterasas se presenta en una forma muy similar en todas las 

poblaciones y su producción como mecanismo de resistencia es homogéneo. 
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