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Introducción

En México se registran 55 
especies de insectos asociados 
con el daño a granos y pro-
ductos almacenados; entre 
ellas se encuentran las espe-
cies del género Tribolium 
(Tenebrionidae), las cuales se 
alimentan de granos partidos 
o lesionados, harinas, cereales 
y derivados amiláceos 
(Gutiérrez, 1999). La especie 
Tribolium castaneum (Herbst) 
(Coleoptera: Tenebrionidae) o 
gorgojo de las harinas está 
catalogada como la principal 
plaga de granos y productos 
almacenados (Howe, 1965). 
Las pérdidas en granos causa-
das por este insecto se esti-
man en 10-25% de la produc-
ción mundial (Weifen et al., 
2003) y entre 34 y 40% en 
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harinas y cereales (Ajayi y 
Rahman, 2006). El control de 
T. castaneum se basa princi-
palmente en el uso de insecti-
cidas y fumigantes. Sin em-
bargo, su uso generalizado ha 
causado problemas tales como 
residuos tóxicos en los pro-
ductos almacenados, toxicidad 
para los consumidores y la 
resistencia a insecticidas 
(Ribeiro et al., 2003), donde 
la resistencia de tipo fisiológi-
co es la más importante, por 
los sistemas enzimáticos 
(Lagunes y Villanueva, 1994).

Los principales sistemas en-
zimáticos responsables del me-
tabolismo e inhibición de insec-
ticidas son las oxidasas 
(Wilkinson, 1983), esterasas y 
carboxiesterasas (Yasutomi, 
1983), glutation s-transferasas 
(Dauterman, 1983) y acetil 

colinesterasa (Hama, 1983). Al 
respecto, Abdul (2000) mencio-
na valores elevados de estera-
sas y oxidasas, en poblaciones 
resistentes de T. castaneum a 
productos fosforados. Reidy 
et al. (1990) reportan una co-
rrelación elevada entre glutatión 
s-transferasa y resistencia a pi-
retroides en esta misma espe-
cie. Así mismo, Haubruge et al. 
(2002) mencionan un incremen-
to en 44 veces de la actividad 
de carboxiesterasas en una lí-
nea resistente de T. castaneum 
en relación a una línea suscep-
tible. Por lo anterior, el monito-
reo y detección de la resisten-
cia es esencial en el manejo de 
insecticidas (Dennehy y 
Granett, 1984). La forma con-
vencional de la detección de la 
resistencia se basa en pruebas 
de susceptibilidad en términos 

de concentración letal media 
(CL50) o dosis de diagnóstico 
(Brown, 1976), requiriendo nu-
merosos organismos que permi-
ten cuantificar el nivel de resis-
tencia, pero sin detectar los 
mecanismos. Por otro lado te-
nemos los perfiles de ADN que 
muestran a los genes responsa-
bles, sin detectar los mecanis-
mos y niveles de resistencia 
(Keiding, 1986) y, finalmente, 
las pruebas bioquímicas, que 
son una herramienta efectiva 
para conocer los mecanismos y 
cantidad de enzimas responsa-
bles de este fenómeno 
(Hemingway, 1986). Además, 
se puede conocer los fenotipos 
multirresistentes mediante ensa-
yos replicados (Chan, 1985) y 
es posible detectar las etapas 
iniciales de resistencia en una 
población (Brown y Brogdon, 
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RESUMEN

El gorgojo de las harinas Tribolium castaneum está catalo-
gado como la plaga principal de granos y productos almace-
nados. Su control se basa en el uso de insecticidas y fumigan-
tes, causando problemas de resistencia. Se realizaron pruebas 
bioquímicas de α y β esterasas, oxidasas, glutatión s-transfe-
rasas, acetil colinesterasa y acetil colinesterasa insensible, 
para determinar y cuantificar los mecanismos enzimáticos de 
resistencia de cuatro poblaciones de T. castaneum provenien-

tes de harineras de Norte Coahuila, Nuevo León, Tamaulipas y 
Aguascalientes, México, utilizando una  línea susceptible de T. 
castaneum como referencia. Los resultados obtenidos muestran 
que las α y β esterasas, así como las oxidasas, son las enzimas 
con mayor presencia en las poblaciones en estudio. Los resul-
tados sugieren que las α y β esterasas y las oxidasas están in-
volucradas en la resistencia a insecticidas de las poblaciones 
de T. castaneum.
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QUANTIFICATION OF RESISTANCE ENZYMES IN DIFFERENT POPULATIONS OF Tribolium castaneum (HERBST) 
(COLEOPTERA: TENEBRIONIDAE)
Ernesto Cerna Chávez, Yisa M. Ochoa Fuentes, Santiago Pérez Ocampo and Jerónimo Landeros Flores

from f lour mills in Northern Mexico (Coahuila, Nuevo León, 
Tamaulipas and Aguascalientes), using a susceptible line 
of T. castaneum as a reference. Results showed that α and 
β esterases, as well as oxidases, are the enzymes with the 
greater presence within the studied populations. These find-
ings suggest that α and β esterases, and oxidases, are in-
volved in the resistance to insecticides of the populations of 
T. castaneum under study.

SUMMARY

The red f lour beetle Tribolium castaneum is the main pest 
in stored grains and foods. Its control is based on the use 
of insecticides and fumigants, causing resistance problems. 
In order to determine and quantify the enzymatic mecha-
nisms involved in resistance, biochemical tests for α and β 
esterases, oxidases, glutathione s-transferases, acetylcho-
linesterase and insensitive acetylcholinesterase were per-
formed in four Tribolium castaneum populations collected 
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provenientes de farinheiras de Norte Coahuila, Nuevo León, 
Tamaulipas e Aguascalientes, México, utilizando uma linha 
suscetível de T. castaneum como referência. Os resultados 
obtidos mostram que as α y β esterase, assim como as oxi-
dase, são as enzimas com maior presença nas populações 
em estudo. Os resultados sugerem que as α y β esterase e 
as oxidase estão envolvidas na resistência a inseticidas das 
populações de T. castaneum.

RESUMO

O caruncho das farinhas Tribolium castaneum está cata-
logado como a praga principal de grãos e produtos arma-
zenados. Seu controle se baseia no uso de inseticidas e fu-
migantes, causando problemas de resistência. Realizaram-se 
provas bioquímicas de α e β esterase, oxidase, glutationa-S-
-transferase, acetilcolinesterase e acetilcolinesterase insen-
sível, para determinar e quantificar os mecanismos enzimá-
ticos de resistência de quatro populações de T. castaneum 

1987). Por lo anterior, el objeti-
vo del presente estudio fue ge-
nerar información sobre los 
mecanismos enzimáticos de 
resistencia en las diferentes lí-
neas de T. castaneum del Norte 
de México y su cuantificación 
mediante pruebas bioquímicas.

Materiales y Métodos

Líneas de T. castaneum

Se usaron cinco líneas de 
Tribolium castaneum (Herbst) 
(Coleoptera: Tenebrionidae). 
Una línea susceptible (T-s), 
facilitada por la Universidad 
Autónoma Agraria Antonio 
Narro (UAAAN), mantenida 
desde el año 2002 sin presión 
de selección por insecticidas, 
alimentada con harina de tri-
go comercial en cámaras bio-
climáticas a 35 ±2°C, 40-50% 
HR y 12:12 L:O. Las otras 
cuatro líneas fueron recolecta-
das en dos almacenes de hari-
neras del estado de Coahuila 
(C1), de un almacén del esta-
do de Nuevo León (NL1), 

otro de Tamaulipas (T1) y la 
última de un almacén del es-
tado de Aguascalientes (A1).

Cría de las colonias de T. 
castaneum

Para obtener individuos de 
la misma edad cronológica 
para las pruebas bioquímicas, 
las poblaciones de T. casta-
neum recolectadas fueron co-
locadas en recipientes de vi-
drio, utilizando harina de tri-
go comercial como sustrato. 
La harina fue previamente 
esterilizada al colocarla por 
tres días a -20°C, con la fina-
lidad de evitar contaminación 
por otras especies de insectos. 
Los recipientes fueron tapados 
con tela de tul y asegurados 
con ligas para evitar la salida 
de los insectos, y mantenidos 
en una cámara de cría a de 
35 ±2°C, 40-50% HR y 12:12 
L:O por 72h, con la finalidad 
de que los adultos recolecta-
dos ovipositaran. Los adultos 
fueron luego retirados y los 
huevos observados hasta 

llegar a su etapa adulta (F1), 
para ser utilizados en las 
pruebas bioquímicas.

Pruebas bioquímicas para 
estimar niveles de enzimas

En las cinco colonias de T. 
castaneum se utilizaron seis 
pruebas bioquímicas para la 
determinación de los niveles 
de las enzimas a-esterasas, 
b-esterasas, oxidasas, gluta-
tion S-transferasas, acetilcoli-
nesterasas y acetilcolinestera-
sas insensibles . Todas las 
pruebas se corrieron por tri-
plicado en placas de 96 pozos 
y fueron leídas mediante el 
lector de microplacas Stat 
fax-2100®.

Los reactivos utilizados 
fueron: tampón fosfato de 
potasio 0,05M y pH 7.2 
(BFP), α o b-naftil acetato 
(α o βNAF), o-dianisidina 
(OD), albúmina sérica bovi-
na (ASB), homogeneizado de 
gorgojos (HM), dihidrocloru-
ro de 3,3’,5,5’-tetrametilben-
cidina (TMBZ), metanol 

(ME), acetato de sodio 
(ACE) 0,25M, pH 5, peróxi-
do de hidrógeno 3% (PER), 
glutat ión reducido (GR), 
1-cloro-2,4’ dinitrobenzeno 
(CDNB), yoduro de acetilco-
lina (ATCH), y 5,5’-ditio-
bis-2-ácido nit robenzoico 
(DTNB).

Determinación de proteína
La determinación y cuanti-

ficación de proteína conteni-
da en tejidos y f luidos es la 
base para la realización de 
las pruebas bioquímicas, por 
lo que se determinó la canti-
dad de gorgojos por muestra 
tomando como referencia la 
proteína por mosquito, usán-
dose el método de Bradford 
(1976) modif icado 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 con-
centraciones diferentes en 
relación al número de gorgo-
jos (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 
1,0; 2,0 y 3,0), cada una con 
30 repeticiones.
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Preparación de los 
homogenatos

Una vez determinada la can-
tidad de muestra en relación a 
la proteína (0,5 gorgojos= 
100μg de proteína/ml), se ho-
mogenizó en 100ml de BFP y 
se diluyó a 1ml (Brogdon, 
1984). Se prepararon 90 mues-
tras 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 in-
sensible (ACE in), se utilizaron 
las metodologías descritas por 
Brogdon (Brogdon et al., 
1997). Para determinar los ni-
veles enzimáticos; para las α y 
el β-esterasas, se colocaron 
100μl del HM a cada pocillo 
de la microplaca y 100μl de α 
o βNAF acetato (mMezcla de 
56mg de α ó βNAF en 20ml 
de acetona y aforada a 100ml 
con BFP) y se dejó reaccionar 
15min. Se adicionaron 100μl 
de OD y se tomó la lectura 
usando el f ilt ro de 545nm. 
Para las GST, se colocaron 
100μl del HD más 100μl de 
GR y 100μl de CDNB (mezcla 
de 20mg de CDNB diluida en 
10ml y aforada con 90ml de 
BFP). Se tomó la lectura a T0 
con filtro de 340nm. Se dejó 
reaccionar por 10min 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 100μl del HM 
más 200μl de TMBZ (mezcla 
de 50mg de TMBZ, diluida 
con 25ml de ME y aforada con 
75ml de ACE y 25μl de PER). 
Se dejó reaccionar por 10min y 
se tomó la lectura con el filtro 
de 630nm. Finalmente, para la 
ACH y ACH in, se colocaron 
100μl del HM más 100μl de 
ATCH (mezcla de 75mg de 
ATCH/100ml de BFP) y 100μl 
de DTNB (mezcla de 13mg de 
DTNB/100ml de BFP). Se 
tomó la lectura a T0 con filtro 
de 405nm, se dejó reaccionar 
por 15min y se tomó la lectura 
con el mismo filtro. La dife-
rencia de lecturas se empleó 
para el análisis de los resulta-
dos. Para determinar los nive-
les de ACH in, la metodología 
fue similar a la anterior, a di-
ferencia que en la solución de 
ATCH se agregaron 25mg de 
Naled como inhibidor.

Análisis de los resultados

Con las absorbancias de 
cada enzima se realizó una 
distribución de frecuencias, 
donde la absorbancia fue la 
variable y la frecuencia el nú-
mero de muestras de gorgojos. 
Se estableció el umbral de re-
sistencia, con los valores máxi-
mos obtenidos de la línea T-s y 
se determinó la proporción de 
resistencia. Por último, se rea-
lizó un ANVA de clasificación 
simple y una prueba de separa-
ción de medias Tukey (P= 
0,05), utilizando el programa 
SAS system for Windows ver 
9.0 (SAS, 2002), para determi-
nar las diferencias en la activi-
dad enzimática de las poblacio-
nes. Así mismo se calculó la 

frecuencia de individuos resis-
tentes en cada población utili-
zando la ecuación de Hardy-
Weinberg, asumiendo que la 
población estaba en equilibrio 
genético.

Resultados

En la Tabla I se puede ob-
servar que las muestras de 1 a 
3 gorgojos presentan cantidad 
de proteína elevada, que sobre-
pasan el intervalo de proteína 
requerido (60 a 140μg). La 
muestra de tres gorgojos, 
muestra valores que sobrepasan 
el rango lineal del método. Las 
muestras con 0,2 a 0,5 gorgo-
jos son las que presentan valo-
res dentro del intervalo apro-
piado, por lo que se selecciona-
ron 0,5 gorgojos para trabajar 
por muestra, ya que presenta 
valores de proteína más altos, 
estables y evita la variabilidad 
de resultados.

En la Tabla II se presentan 
los valores máximos de absor-
bancia obtenidos para cada una 
de las poblaciones, así como el 
número de muestras que supe-
raron 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, respec-
tivamente, valores que se toman 
para establecer los umbrales de 
resistencia. Para la línea A1 las 
enzimas que superaron el um-
bral de resistencia fueron αET, 
βEST y Ox con 30, 48 y 36 
muestras respectivamente 
(Tabla II). Así mismo la fre-
cuencia génica mostró valores 
de 0,18; 0,31 y 0,22 (Tabla III) 
para estas mismas enzimas. 
Para la línea NL1, las enzimas 
αET y βEST superaron el um-
bral de resistencia con 12 y 24 
muestras (Tabla II); además, 
obtuvieron frecuencia génica de 
0,06 y 0,14 (Tabla III). Para la 
línea C1 12, 6, 18 y 12 mues-
tras superaron el umbral de 
resistencia de las enzimas 
ACE, αET, βEST y Ox, respec-
tivamente (Tabla II), con fre-
cuencias de 006; 0,03; 0,10 y 
0,06 para dichas enzimas. 
Finalmente, para la línea 
T1 los valores máximos de 

TABLA I
ABSORBANCIAS Y CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNA EN 

HOMOGENATOS DE TRIBOLIUM CASTANEUM EN 
DILUYENTE BUFFER DE FOSFATO (PH: 7.2)

Concentración Absorbancia mg/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* -

Intervalo lineal: 0,050-0,500 (*Valor no confiable, fuera del intervalo lineal). 
Tukey (P= 0,05).

TABLA II
NIVELES MÁXIMOS DE ABSORBANCIA (±DESV. EST.) PARA CADA ENZIMA 
DE LAS POBLACIONES DE TRIBOLIUM CASTANEUM DE AGUASCALIENTES 
(A1 NUEVO LEÓN (NL1) COAHUILA (C1) Y TAMAULIPAS (T1), Y NÚMERO 

DE MUESTRAS QUE SUPERAN EL UMBRAL DE TOLERANCIA

Enzima
Absorbancia

Línea susceptible Línea A1 N Línea NL1 N Línea C1 N Línea T1 N
Acetilcolinesterasa 0,0437& ±0,0012 0,0754 ±0,0126 18+ 0,0443 ±0,0016 0 0,0531 ±0,0028 12+ 0,0583 ±0,0083 18+

Acetilcolinesterasa insensible 0,5421& ±0,0076 0,0690 ±0,0135 6+ 0,0560 ±0,0121 0 0,0556 ±0,061 0 0,0539 ±0,023 0
a-esterasa 1,1377& ±0,0849 1,4753 ±0,0191 30+ 1,2347 ±0,081 12+ 1,2473 ±0,0719 6+ 1,2254 ±0,0264 12+

b-esterasa 2,6433& ±0,1048 3,5104 ±0,1324 48+ 3,341 ±0,0824 24+ 3,341 ±0,0824 18+ 3,2573 ±0,0424 36+

Glutation S-transferasa 0,0457& ±0,0051 0,0475 ±0,0066 18+ 0,0460 ±0,0086 6+ 0,0460 ±0,0086 0 0,0458 ±0,0076 0
Oxidasa 0,2527& ±0,0132 0,3103 ±0,0,0649 36+ 0,2544 ±0,0649 0 0,2783 ±0,0837 12+ 0,3063 ±0,0,0467 30+

+ Número de muestras que superaron el umbral de tolerancia.
& Umbral de tolerancia para cada enzima.
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absorbancia oscilaron entre 
0,0458 y 3,2573, superando el 
umbral de resistencia las enzi-
mas ACE, αET, βEST y Ox con 
18, 12, 36 y 30 muestras 
(Tabla II) y frecuencias de 0,10; 
0,06; 0,22 y 0,18.

En la línea A1 las enzimas 
que presentaron los mayores 
valores fueron αET, βEST y 
Ox, con un 33,3; 53 y 40% de 
la población que superan el um-
bral de resistencia (Figura 1). 
Para la línea NL1 (Figura 2) la 
enzima que presentó el mayor 
porcentaje de la población que 

superó el umbral de resistencia 
fue la βEST con un 26,6%. En 
relación a la línea C1 (Figura 3) 
fue la βEST con un 20% y, fi-
nalmente, para la línea T1 
(Figura 4) fueron las enzimas 
ACE, βEST y Ox con 20; 40 y 
33,3% de la población que su-
peró el umbral de resistencia.

Discusión

En relación al contenido de 
proteína las muestras de 1 a 3 
gorgojos presentaron un eleva-
do contenido de proteína, 

sobrepasando el intervalo de 
proteína requerido, por lo que 
fueron descartadas para el es-
tudio. Al respecto, Bradford 
(1976) menciona que valores 
fuera del intervalo no son con-
fiables para la cuantificación 
de proteína en tejidos y f lui-
dos. De este modo, las mues-
tras con 0,2 a 0,5 gorgojos fue-
ron las que presentaron los 
valores dentro del intervalo 
apropiado, por lo que se selec-
cionó 0,5 gorgojos para trabajar 
por muestra en este estudio. Al 
respecto, Dary et al. (1990) 
mencionan que existe estrecha 
relación entre tamaño de mues-
tra y cantidad de proteína, por 
lo que se pueden presentar di-
ferencias en los resultados ob-
tenidos y la cantidad de proteí-
na es utilizada para corregir la 
actividad enzimática en base al 
tamaño y etapa de desarrollo 
de los organismos de prueba.

La enzima más frecuente en 
las cuatro poblaciones de cam-
po fue βEST, con 53; 26,6; 20 
y 40% de las poblaciones A1, 
NL1, C1 y T1 superando el 
umbral de resistencia. Al 

respecto, Lagunes y Villanueva 
(1994) mencionan que los in-
secticidas usados convencio-
nalmente en el control de pla-
gas de granos almacenados 
son insecticidas organofosfora-
dos, carbámicos y piretroides, 
los cuales son altamente sus-
ceptibles al ataque de enzimas 
esterasas, provocando en las 
poblaciones de insectos el in-
cremento de esterasas como 
mecanismo detoxificativo de 
los plaguicidas.

El segundo grupo de enzi-
mas que presentó los valores 
más altos fueron las Ox, con 
valores de 40 y 33,3% de las 
poblaciones A1 y T1, que su-
peraron el umbral de resisten-
cia. Pimentel et al. (2008) 
mencionan que las oxidasas 
juegan un papel fundamental 
en la detoxificación de diver-
sos compuestos de plaguicidas, 
participando directamente en 
la inhabilitación del producto 
u oxidándolo para que entren 
otros sistemas enzimáticos y 
puedan ser detoxif icados 
(Benhalima et al., 2004). 
Varios autores reportan a las 

TABLA III
VALOR DE FRECUENCIA GÉNICA PARA LOS 

MECANISMOS ENZIMÁTICOS DE LAS DIFERENTES 
POBLACIONES DE TRIBOLIUM CASTANEUM

Enzima
Población 

A1 NL1 C1 T1
Acetilcolinesterasa 0,10 0 0,06 0,10
Acetilcolinesterasa insensible 0,03 0 0 0
a-esterasa 0,18 0,06 0,03 0,06
b-esterasa 0,31 0,14 0,10 0,22
Glutation S-transferasa 0,10 0,03 0 0
Oxidasa 0,22 0 0,06 0,18

Figura 1. Distribución de frecuencias y umbral de resistencia de los ni-
veles enzimáticos de la población del Estado de Aguascalientes (A1) de 
Tribolium castaneum.

Figura 2. Distribución de frecuencias y umbral de resistencia de los ni-
veles enzimáticos de la población del Estado de Nuevo León (NL1) de 
Tribolium castaneum.



OCTOBER 2014, VOL. 39 Nº 10 755

enzimas GST, ACE y ACE-in 
como causa de resistencia en 
especies de insectos 
(Dauterman, 1983). Sin embar-
go, en el presente estudio estos 
sistemas fueron los menos rele-
vantes. Finalmente cabe men-
cionar que esta técnica es una 
herramienta muy eficaz para 
estudios de resistencia a pla-
guicidas, al proporcionarnos el 
mecanismo responsable y la 
frecuencia de la resistencia en 
la población. Al respecto, 
Reidy et al. (1990) reportan 
una alta correlación de niveles 
elevados de enzimas con la 
resistencia a plaguicidas.

Conclusión

La línea de campo A1 fue la 
que presentó los niveles, fre-
cuencias y porcentajes más al-
tos en todas las enzimas de-
toxificativas. Los sistemas en-
zimáticos responsables de la 
generación de la resistencia en 
la mayoría de las poblaciones 
en estudio fueron las esterasas 
y oxidasas.
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