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RESUMEN

Lamosca de la fruta Anastrepha obliqua Macquart (Diptera: Tephritidae), es considerada
la principal plaga insectil en cultivos comerciales de mango. Actuaimente, estd

la de la especie hacia el malation, insecticida
que ha sido aplicado por més de dos décadas para su control. Por lo anterior, ef objetivo
de investigacion fue: determinar la diferencia de susceptibiidad al malation, de
especimenes hembras y machos de A, obligua con y sin presion de seleccion. Moscas
susceptibles de 4-8 dias de edad, fueron utilizadas para determinar las Concentraciones
Letales (CLso y CLso), para malation. Moscas de la misma edad con (municipios de San
Blas y Compostela) y sin presién de seleccion, fueron utilizadas para determinar su
actividad glutation (@ST), y i (AChE). Se probaron

de y actividad enzimatica acorde a la elsexoy el

municipio. Las hembras presentaron valores de CLsoy CLso menores que los machos y
la mezcla hembrasimachos. La Cls fluctu6 de 1345 (hembras) a 5354
(hembras/imachos), y para Cles de 1362.1 (hembras) a 9032.4 (machos) mg/L" de

ingrediente activo (IA). Se de entre las
concentraciones de malation aplicadas y los sexos. En los ensayos enzimaticos de los

vivos, no se en las activi asTy
AChE al incrementar la concentracion de malation, ni entre sexos. Mientras que en los
organismos vivos-muertos, la actividad de AChE presenté diferencias significativas entre

concentraciones y entre el estado de los rtos). Los
con presién de seleccion, presentaron una actividad GST que no difiri¢ de la colonia

susceptible. Las hembras presentaron una actividad AChE menor que fa de los machos,

sin diferir de la colonia ible, y por Gltimo se

de actividad ACE entre municipios. Por lo tanto, al realizar bioensayos en esta especie
es recomendable diferenciar sexos y conocer a proporcion de hembras/machos, para
disminuir el error experimental y arojar resultados que reflejen el nivel real de
susceptibilidad
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I. INTRODUCCION

En México, el mango es uno de los frutales de gran valor comercial, que proviene tanto
de hiertos comerciales como de traspatio, y provee empleos tanto directos como
indirectos para los habitantes de la region (Urias et af, 2013).

El centro de origen del mango se ubica en el continente asiatico, entre la zona
geografica del noreste de Ia India y el norte de Burma, muy cerca del Himalaya. Se cree,
que es cultivado desde hace aproximadamente 4000 afios en Ia India, en donde aun se
encuentran selvas de mango silvestre. Su distribucion se extendié primeramente por el

sudeste asiatico y mas tarde al élago Malayo; asi los 1o
primero al continente Africano, y en el siglo XVl lo introdujeron a las costas de Brasil, y
de ahi se distribuyo al resto del continente americano (Rodriguez ef al., 2002)

A nivel mundial se producen aproximadamente 16, 127 millones de toneladas
métricas por afio. Asia produce el 79%; América el 13% y el 8% Africa, Europa y Oceania.
Las diferentes variedades de mango tienen demanda en el mercado local e internacional
por su excelente sabor y presentacion. Se consume como fruta fresca o procesada en
forma de jaleas, . salsas, encurtid ladas, helados y jugos enlatados e
inclusive deshidratados (Rodriguez et al., 2002).

Entre fas problematicas sanitarias del cultivo de mango, se encuentra la presencia

de la mosca de las indi i blig como
Ia principal plaga insectil en cultivos comerciales de este frutal, ocasiona pérdidas que
oscilan del 25-70% de la produccion (Jiron, 1995; Martinez y Serna, 2005; Toledo ef &/,
2005; Aluja ef al, 2014). Su presencia en los huertos es motivo de restricciones
cuarentenarias, lo que dificulta la libre movilizacion y comercializacion de mango en

mercados nacionales e internacionales.

Desde 1992 bajo la NOM-023-FITO-1995, se inici6 la Campafia Nacional Contra
Moscas de la Fruta (CNMF), la que describe estrategias de manejo como trampeo,
muestreo, control legal, cultural, autocida, biolgico y quimico. El control quimico consiste
en la aspersion de cebo toxico a base de una combinacién de malatién con proteina

y agua en ion 1:4:95 Este método ha sido utilizado



por mas de 20 aiios, Io que sugiere que se ejerce una fuerte presion de seleccion sobre
A. obliqua (Isiordia, 2011; SENASICA, 2016). El uso intensivo de malation tiene varios
efectos negativos, uno de ellos es la resistencia generada por las plagas; debido a ello,
en 2009 la Unién Europea prohibié en sus camparias de aplicacion ef uso de malation,
utilizado irracionalmente para el control de Ceratitis capitata (Couso et al,, 2011)

En las poblaciones de insectos hay intervalos de respuesta normal a cada
insecticida, conocida como linea base susceptibilidad, la cual representa la respuesta
natural a cada 16xico. Para determinarla, se realizan bioensayos con el fin de establecer
las Concentraciones Letales (CL), para cada especie. El ensayo biologico, es una

para la pérdida de susceptibilidad en las
poblaciones plaga, con respecto a los valores CLsoy Clso determinados (Lagunes et al.,
2009).

La a es quiza la mas seria de su uso

indiscriminado (Diaz ot af,, 2004). Al paso del tiempo, la lista de insecticidas eficaces para
el control de plagas se reduce rapidamente (Feyereisen, 1995). Diferentes autores,
definen la resistencia como ‘Caracteristica genétics, que permite & un organismo
sobrevivir a la exposicién de cierta concentracion de un plaguicida que nommalmente
resultaria letal para fa mayoria de los organismos susceptibles, lo que implica el fracaso
de control en la poblacién” (Bisset, 2002; Fonseca y Quifiones, 2005; Radriguez, 2005;
Badii y Garza, 2007; Lagunes et al,, 2008; FAO, 2012; IRAC, 2016)

Entre las principales estrategies biologicas de los insectos para evadir quimicos

téxicos, se encuentran las enzimas glutation (GST). y
(ACNE). Las GST son una de i i enel
y excrecion de ticos (Diaz et al., 2004; Fonseca y Quifiones, 2005).

Catalizan la wmugacuén del tripéptido glutation (GSH), en los centros electrofilicos de los

en solubles menos toxicos, los que son
excretados con facilidad (Enayati et al, 2005). La AChE es una enzima sinaptica que
termina por hidrolisis el impulso nervioso del neurotransmisor acetiicolina. Se considera
una enzima clave en el sistema nervioso de los insectos, por ser blanco principal de los
insecticidas organofosforados (Vontas ef af., 2001).



El estado actual de susceptibilidad de A. obligua hacia el malation, estd escasamente
documentado. Se considera pertinente, generar datos que permitan coadyuvar a la toma
de decisiones en el adecuado manejo del insecticida, mediante el planteamiento de los
siguientes objetivos:

1.1 Objetivo general

Determinar la diferencia de al malation, de i hembras y
machos de A. obliqua con y sin presion de seleccion

1.1.10bjetivos especificos

» Evaluar mediante bioensayos de concentraciones crecientes de malation, la
susceptibilidad de especimenes hembras y machos de A. obliqua, sin presion de
seleccion.

> Establecer una linea base de susceptibilidad para especimenes hembras y machos de
A. obliqua,

> Determinar y comparar la actividad enzi glutation S d
hembras y machos de A. obliqua, con y sin presién de seleccion.

> Determinar y comparar la actividad acetiicolinesterasa de especimenes hembras y
machos de A. obligua, con y sin presién de seleccién.

1.2 Hipbtesis

La susceptibilidad de A. obliqua, asi como el aumento en la actividad enzimética, sera

al de las de malation



Il REVISION DE LITERATURA
24 Importancia de la agricultura en México

En México la es una actividad econémica i ya que es la base
del desarollo econémico y social (FAQ, 2009). La superficie cultivada al afio 2016 fue de
21, 938,183 millones de hectéreas (SIAP, 2016), y es fuente de ingreso para
aproximadamente cinco millones de personas (SAGARPA, 2013). La produccion de

alimentos, prcticamente se origina en su totalidad en este sector, ya que los productos
agropecuarios son la base de un nimero de las e
industriales del pais (FAO, 2009).

2.2 Importancia del cultivo de mango en Nayarit

Segiin SIAP 2016, en el estado de Nayarit se sembro una superficie agricola de
389,065 hectareas. Uno de los principales cultivos agricolas es el mango, con una
superfivie establecida de 24,978 hectéreas, con un rendimiento de 1261

4 6 una 6n de 311,218 toneladas, lo que origind

un ingreso anual para el estado de 516 millones de pesos, por lo que es considerado uno
de los frutales més importantes para Ia region (Urias ef al, 2013).

2.3 Plagas insectiles

Todas las especies vegetales en cultivo estan expuestas al ataque de plagas, que
afectan princi sucalided y Las pagas son definidas lay

que interfiera con 2 obienestar del ser humano, o cualquier otra
especie de su interés (Badii y Landeros, 2007). Los elementos que propician Ia presencia
de una plaga son: el hospedero (cultivo), agente causal (plaga) y ambiente favorable para
su desarrollo (humedad relativa y temperatura), con la ausencia de uno de estos factores,
el problema no se presentaria (Aguilar y Holguin, 2013).

2.4 Moscas de la fruta

Son una de las principales plagas que afectan a frutales da todo el mundo, sa
consideran un serio problema para los productores, ya que atacan severamente a los
cultivos (Bricefio, 1979; Nufiez ef al, 2004). Los dafios causados por Ias larvas en el



fiuto, o indirectamente por las limitantes de comercializacion, ocasionan pérdidas
millonarias e incluso pueden ocasionar la desaparicion de zonas fruticolas enteras
(Boscan, 1992). Al pecies poseen una capacidad de on al
ambiente, la cual les permite proliferar practicamente en cualquier tipo de clima.

2.4.1Problematica por moscas de la fruta en México
Debido a la o del género en México, existen dos
normas oficiales mexicanas: la NOM-023-FITO-1995 y la NOM-075-FITO-1997, que

tienen como finalidad disminuir fa problematica fitosanitaria ocasionada por las moscas
de Ia fruta en el pais. En la primera se establece la CNMF, con el objetivo de reconocer
huertos temporalmente libres, zonas de baja prevalencia y zonas libres de las especies
A obliqua, A. ludens, A. serpentina y A. striata. Ademas, establece los lineamientos para
la proteccion de las zonas de baja prevalencia y libres de la plaga. En la segunda, se

los requisitos y para la 6n de frutos
hospederos de moscas de la fruta (Lopez, 2008; SENASICA, 2016; CESAVENAY, 2017)

25 Anastrepha obliqua

A lo largo de la historia y hasta la fecha, la mosca de las indias occidentales o
comunmente lamada mGsca del mango, es una de las plagas principales que atacan
cultivos establecidos de mango en distintos paises del continente americano (Bricefio,
1979; Jirdn, 1995; Weems et al, 2001; Martinez y Sema, 2005, Hemandez et al., 2007,
Alija et al, 2014). En México, existe una limitante de comercializacion nacional e
internacional, debido a su alta incidencia de infestacion en los frutos (Hemandez et al,
2007; CESAVENAY, 2017)

2.5.1Comportamiento

Son insectos diurnos y descansan en el envés de las hojas de sus plantas
hospederas, sus actividades diarias se dividen en cinco categorias funcionales: 1
Alimentacion, 2. Copulacién, 3. Oviposicion, 4. Dispersion y 5. Descanso. El tiempo que
se invierte en cada actividad depende del sexo, disponibiiidad de copula, plantas
hospederas y condiciones climaticas (Donoso, 1989).



2.5.2 Distribucién

Anivel mundial, se di i surenel
(Weems et al., 2001) (Figura 1). En México, su distribucion se da principalmente en las
regiones bajas tropicales (SENASICA, 2017) (Figura 2).

o Atiannico

L

Figura 1. Distribucion de A. obliqua en el continente americano. Los puntos verdes
representan su presencia a lo largo del continente.
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Figura 2. Distribucion de A. obligua en México. Los puntos verdes representan su
presencia en el pais.

2553 Posicién sistematica
De acuerdo con Avendafio (2006), y Lopez (2008), la clasificacion de A. oblicua, es la
siguiente:

Phylum; Artropoda
Clase: Insecta
Subclase: Plerigota
Division: Endopterigota
Orden: Diptera
Suborden: Ciclorrapha
Superfamilia: Tephritoidea
Familia: Tephritidae
Subfamilia: Trypetinae

Especie: Anastrepha obliqua (Macquart)



2.5.4 Biologia y ciclo de vida

Presenta metamorfosis completa: huevo, larva pupa, adulto (Bricefio, 1979;
Donoso, 1989; Boscén, 1992; Aluja, 1994; Vilatufia ef af,, 2010) (Figura 3). La duracion
de cada una de las etapas del desarrollo del ciclo biologico y el nimero de generaciones

al afio dependen de las condi en que se
la temperatura, la humedad y del tipo de planta hospedera (Torres et al., 2006).

<—
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Figura 3. Ciclo biolégico de A. obliqua
En: Avendafio (2006).

2.5.4.1 Caracteristicas de los estados de desarrollo
2.5.4.1.1 Huevo

‘Son de color blanco cremoso, con un cuerno respiratorio ubicado en el extremo
anterior el que queda por fuera del fruto y el extremo posterior es de forma redondeada.
Con una longitud total entre 1.181-1.584 mm, un ancho entre los 0.202-0.259 mm y la
longitud del cuemo respiratorio entre los 0.086-0.245 mm. Los huevos eclosionan
después de 48 horas de ser ovipositados (Murillo y Jiron, 1994) (Figura 4)



Figura 4. Morfologia de huevo de A. obiigua
En: Murillo y Jiron (1994).

254.1.2 Larva

Las larvas de primer instar se obtienen después de tres dias de que Ia hembra haya
depositado sus huevos en el fruto. El desarrollo de los tres estadios larvales puede variar
de 8 a 13 dias, esto depende de las propiedades nutricionales del sustrato. En
condiciones de campo las larvas pueden pupar después del segundo estadio larval pero
sumortalidad es muy elevada (Soto et al,, 1997). Una larva de tercer instar mide de 8-10
mm de longitud y esta constituida por doce segmentos. EI primero de ellos responde a la
cabeza, los tres siguientes al t6rax, los siete segmentos restantes al abdomen y el Gltimo
al segmento caudal (SAGARPA-SENASICA, 2009) (Figura 5y 6).

Figura 5. Larva de tercer instar de A. obliqua
En: SAGARPA-SENASICA (2009).

Figura 6. Caracteristicas morfolégicas de larvas de A. obligua
En: Lépez (2004).



2.5.4.1.2.1 Sistema respiratorio: espiraculos anteriores

Se encuentran ubicados en la region lateral def primer segmenta torécico uniéndose
a los espirdculos posteriores por intermedio de una larga tréquea que practicamente
cruza toda Ia longitud de a larva, estan formados por una serie de tubos o digitos que
varian en nimero y disposicién segun la especie, A. obligua presenta de 12-15 digitos
(Figura 7)

Figura 7. Esp\raculos anteriores de larva de A. obligua
SAGARPA-SENASICA (2009).

2.5.4.1.2.2 Lébulos anales

Se encuentran ubicados enla parte posterior de lalarva, es un érgano de dos partes,

camoso y i que es la termi del canal
Generalmente es visiblerpero a veces est4 retraido y encogido dentro de la elevacion
anal que lo circunda, A. obliqua presenta I6bulos enteros (Figura 8).

Figura 8. Lébulos anales de larva de A. obliqua
En: SAGARPA-SENASICA (2009),



25.4.1.3 Pupa

Una vez alcanzada la pupacion, la emergencia de adultos se puede presentar de
dos a cinco semanas, se ha observado que la emergencia de formas adultas se da de
manera escalonada, de tal forma que quedan algunas pupas después de la quinta
semana sin lograr emerger. El porcentaje de emergencia es de alrededor del 54%. Este
periodo depende de dos factores climaticos: la temperatura y la humedad relativa. Una
alta humedad relativa apresura la emergencia de las formas adultas. Esta caracteristica
explica el por qué las poblaciones de esta mosca nunca llega a cero a pesar de estar
asociada a cultivos de fructificacion estacional (Soto et al., 1997) (Figura 9).

Figura 9. Pupas de A. obliqua

25.5 Morfologia en adultos

Segun Jirdn (1995), Weems et al. (2001), Caraballo (2001), Lépez (2004), Vilatufia
ot al. (2010), Hernandez (2014); El adulto de A. obliqua es de tamafio medio (5.9 a 5.3
mm de longitud por 2.3 a 2.8 mm de ancho), y de color café amarillento (Figura 10). Para
suidentificacion en la fase adulta, se deben de tomar en cuenta los siguientes caracteres:

a) Aduito

Figura 10. Adulto hembra de A. obligua.
En: Torres ot al. (2006).



b) Cabeza: con las genas y el vértice amarillos, carina facial bien desarrolladas y sin

d I frente con dos pares de
sedas orbitales presentes; longitud antenal moderada (Figura 1)

Figura 11. Cabeza de adulto de A. obliqua
En: Hetnéndez (2014).

©) Térax: posee cuatio bandas en la parte superior del térax (noto), con el mesonoto
amarillo castafio con areas amarillas palidas (humero, estrias media y laterales
definidas y escutelo), pilosidad mesonotal castafia oscura excepto sobre la estria
media que es amarilla palida y con el metanoto amarilio naranja (algo oscurecido
Iateraimente) (Figura 12).

- T
>

Figura 12. Térax de adulto de A. obliqua
En: Hernandez (2014),



d} Abdomen: con los terguitos de un solo color (Figura 13),

Figura 13, Abdomen de adulto A. obiiqua
En: Hemandez (2014)

6) Disefio alar: En sus alas presenta una mancha en forma de "V" invertida con los
dos brazos completos generalmente unida a la banda S, con bandas castafias
amarillentas, bandas Costal y S tocandose sobre R4+5 (Figura 14)

Figura 14, Estructura alar de adulto de A. obliqua
En: Hernandez (2014)

=

Aplce del aculeus ylo ovipositor: con sierra de dientes iregulares y agudos sobre
mas de la mitad apical y leve constriccion basal, pilosidad del mesonoto

castaria el y metanoto estan siempre
oscurecidos lateralmente. De 1.3 a 1.6 mm de longitud con 9 a 1 dientes por lado
en forma de diminutas serraciones. La funda del ovipositor o segmento VI igual o
ligeramente mayor que Ia longitud del resto del abdomen (Figura 15).

Figura 15, Ovipositor de A, obliqua
En: Hernandez (2014),



248 Importancia econsmica

México cuenta con un rea de 193,342 hectdreas establecidas de mango, en 2016
se obtuvo una produccién alrededor de los 1.8 millones de toneladas, lo que generd un
ingreso econdmico aproximado de 6,018 millones de pesos. A. obliqua, representa la
plaga principal en cultivos comerciales de mango (Jiron, 1995; Martinez y Serna, 2005;
Hemandez et al., 2007; Aluja et al,, 2014). Su importancia econdmica se centra en que
puede ocasionar pérdidas que oscilan del 25-70% de Ia produccion (Martinez y Serna,
2005; Toledo ef al, 2005). Ademds, perjudica los ingresos de los productores al

los costos de ion por su combate (C L 2017)

2.6 Plaguicidas y su uso en México

Los son utilizados en la agricola, definidos

como cualquier sustancia o mezcla de estas, utilizadas de manera intensiva para
prevenir, destruir, controlar o repeler cualquier tipo de plaga. (Gonzélez y Bemal, 2000
Ferer, 2003; Badil y Landeros, 2007; FAO, 2012; Del Puerto et al,, 2014; IRAC, 2016).
Estos compuestos pueden ser clasificados de acuerdo a: su uso, familia quimica, grado
de toxicidad, persistencia en el ambiente y modo de accion (Ferrer, 2003: Badii y
Landeros, 2007; Del Puerto et al,, 2014; IRAC, 2016). Estos agroquimicos, se aplican en
el ambiente para combatir a insectos, malezas y enfermedades de los cullivos que
afectan la produccion (Plenge ef al, 2007; Hemandez y Hansen, 2011).

Alo largo de la historia, el uso de plaguicidas ha estado concentrado en los estados
del noroeste del pais, en los que prevalece Ia agricultura dedicada a cuitivos de
exportacion. Sin embargo los estados del sur y centro del pais se han unido poco a poco
a esta tendencia. Actualmente las regiones con mayor uso de plaguicidas son: Sinaloa,
Chiapas, Veracruz, Jalisco, Nayarit, Colima, Soncra, Baja Califomia, Tamaulipas,
Michoacén, Tabasco, Estado de México, Puebla y Oaxaca, se calcula que en estos se
aplica el 80% de la totalidad de los plaguicidas utilizados en el pais. Entre los insecticidas
fos mas utilizados son los organofosforados: malatién, paration metilico y metamidofés.
Los efectos téxicos por los se enfocan

principalmente en el sistema nervioso, de tal manera que afecte las terminales nerviosas
a nivel enzimatico (Albert, 2005, Gonzalez et al., 2010; Plenge et af., 2007).



2.6.1 Efectos negativos al uso de plaguicidas

Dentro de las jas sociales y i del uso de destacan:

1. El dafio a la salud, sobre todo de las personas que estan directamente expuestas al
contacto prolongado (Varona et al., 2009; Gomez et al, 2011; Aiassa et al,, 2012); 2. E
dafio a los ecosistemas, debido al impacto sobre la vida silvestre entre ellos a los
polinizadores, controladores naturales como parasitoides, y depredadores, ademés de
competidores por el nicho ecologico; 3. La incidencia sobre la adquisicion de resistencia
genética, ya que estas moléculas representan una fuerte presion de seleccion, tanto para
los organismos a los que van dirigidos como para aquellos que comparten mecanismos
metabolicos similares (Gonzalez y Bemal, 2000; Diaz et al., 2004; Gutiérrez et. al, 2013,
Del Puerto et al, 2014)

2.7 Susceptibilidad a plaguicidas

En ausencia de genes de resi la ibilidad a i tiene una

distribucion normal. Por lo tanto los insectos presentan una reaccion natural a los toxicos.
Algunos individuos son altamente sensibles, otros poseen una sensibilidad reducida,
mientras que la mayoria presenta un valor medio. A esto se le conoce como
susceptibilidad a insecticidas, la cual se mide en colonias de insectos que estan libres de
presion de seleccion (Lagunes et al., 2009).

2.8 Resistencia a plaguicidas

Distintos autores, la definen como *Caracteristica genética, que permite a un

sobrevivir a la icién de cierta de un plaguicida que
normalmente resultaria letal para la mayoria de los organismos susceptibles, lo que
implica el fracaso de control en la poblacién” (Bisset, 2002; Fonseca y Quifiones, 2005,
Rodriguez, 2005; Badii y Garza, 2007, Lagunes et al,, 2009; FAO, 2012; IRAC, 2016). Se
conoce que las de a casi todas las

familias quimicas, debido a fuerzas evolutivas, como por ejemplo la presion de seleccion,
que en este caso es provocada por el hombre (Feyereisen, 1995, Ffrench ef al, 2004;
Rodriguez, 2008; Lagunes et al., 2009; Hsu et al,, 2011; Trumper, 2014).

Al paso de las generaciones, la presion de seleccion que ejercen los insecticidas,

provoca cambios i que permiten la i de aquellos individuos
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que poseen una o varias i ipicas y de

permitiéndoles adaptarse ya que se inhabilita al insecticida a ejercer un control
satisfactorio (Rodriguez, 2005; Trumper, 2014). La resistencia, representa un fenémeno

y que fimita la 6n agricola; fendmeno que se puede
abordar a distintos niveles: genes, cromosomas, células, individuos y poblaciones. Desde
&l punto de vista de la ia, es de considerar la a nivel
poblacional (Rodriguez, 2005; Liu, 2012).

2.8.1Clasificacion de Iz resistencia

Se puede clasificar en distintas categorias: resistencia a la penetracion cuticular,
por comportamiento, sitio blanco insensible y metabdlica o bioquimica (Bisset, 2002; Badii
y Garza, 2007; Liu, 2012), En la mayorfa de los casos, las enzimas detoxificadoras son
&l principal factor causal de resistencia a diversas motéculas quimicas; al penetrar el
txico al organismo, es sujeto a la accion enzimatica, generandose una serie de
reacciones metaboiicas que dan como resultado subproductos menos toxicos que son
excretados con mayor facilidad (Bisset, 2002).

2.9 Resistencia metabdlica

Sa presentan cambios fisiolégicos o bioquimicos en los que impiden

que el toxico alcance su sitio de accion (Flores et al., 2001). Las enzimas detoxificadoras
més importantes son: las glutation (GST), las

(citocromos P450), las oxidasas de funcion mixta (FOM) y las esterasas (Bisset, 2002
Ranson et al,, 2002; Diaz et al. 2004; Badii y Garza, 2007, Hsu et al,, 2011; Liu, 2012;
Ying et al, 2013; French et al, 2013). La resistencia metabolica se correlaciona con
niveles altos de actividad de las GST. Las especies de insectos resistentes presentan un
aumento en la expresion o actividad de estas enzimas. En los dipteros, las GST se
relacionan con la resi a y tanto por

sobreexpresion como por duplicacion génica (Diaz et al, 2004; Penilla et af,, 2006; Den
et al, 2009; Couso, 2012)



2.9.1 Glutation S-transferasas

Son una de isoenzi licadas en el ificacion y
excrecién de xenobidticos; ademas estan involucradas en la proteccion contra el estrés
oxidativo, el transporte intracelular y la biosintesis de hormonas (Sheehan et al., 2001;
Fonseca y Quifiones, 2005; Hu e al, 2015). La detoxificacion enzimética de xenobidticos
se divide en tres fases (Sheehan et al., 2001). Las GST se caracterizan por su actividad

fase Il, catalizan la conjs i6n del tripéptido glutation (GSH), en los centros

de los it con el fin de en solubles no

toxicos, para ser excretados con mayor facilidad por enzimas fase |1l (Enayati et al., 2005;
Yu et al., 2008, Umasuthan et al., 2012).

Con base en la secuencia N-terminal de aminoacidos, refacion fiogenética y
especificidad de sustrato (Umasuthan ef al., 2012; Liu et al, 2015), las GST se engloban

en tres familias i i citosdlicas, y (Lumjuan et
al, 2007; Iriarte et al, 2012; Umasuthan et al, 2012), y se numeran catorce clases
lamadas: alpha, beta, delta, epsilon, zeta, theta, kappa, lambda, mu, pi, sigma, tau, phi y
omega.

Las GST estan preséntes en todas las formas de vida (Umasuthan ef al, 2012; Hu
et al, 2015). En insectos, se han encontrado seis tipos de GST citosdlicas: delta, epsilon,
sigma, omega, zeta y theta (Lumjuan et al, 2007; Hu et al, 2014; Hu et al, 2015),
identificadas en Musca domestica, Drosophila melanogaster, Anopheles gambiae,
Anopheles Dirus, Aedes aegypti, Apis mellfera, Nilaparvata lugens, Culicoides
varipennis, Plutella xylostella, Lucilia cuprina, Bombyx mori, Manduca sexta, Blattella
germanica, Cl i Tribolum dorsalis,
Spodoptera exigua y Spodoptera litura (Sheehan et al, 2001; Enayati et al, 2005;
Lumjuan ef al., 2007; Yu et al,, 2008, Deng et al,, 2009; Hu et al, 2014; Hu et al., 2015),
de las cuales delta y epsilon son especificas para la clase insecta (Hu et af,, 2014; Hu et
al, 2015).




2.9.2 Acetilcolinesterasas

Losii y alrededor del 50% de
los plaguicidas utilizados alrededor del mundo. Estos actian mediante la inhibicion de la
acetilcolinesterasa (AChE), enzima sinaptica que termina por hidrolisis el impulso

(ACh). Esta inhibici6 duce ala 6
de ACh en la sinapsis colinérgica, que a su vez deja a los receptores de ACh

permanentemente abiertos, mismos que provocan una disfuncion letal en el sistema
nervioso de los organismos (Vontas ef al,, 2001; Villatie y Bachmann, 2002; Fournier,
2005).

En algunos casos de se debe a enla
actividad de la AChE (Hsu et al, 2008), que pueden ser variadas: 1) Las mutaciones
puntales en la secuencia de la enzima cambian su sensibilidad a los inhibidores

y cinco de (F115S, 11199T,
1199V, F368Y, y G303A) se encuentran en la secuencia de individuos resistentes en D.

melanogaster, o que sugiere que un nimero de mutaciones mucho mas elevadas se
encuentren en poblaciones de campo. 2) La sobreexpresion de la AChE ya sea por

© por yna ig génica conduce a resistencia, mediante un
aumento en la cantidad de AChE en la sinapsis colinérgica (Villatte y Bachmann, 2002)



Ill.  MATERIALES Y METODOS

3.4 Sitios de Muestreo

Los mangos larvados fueron obtenidos en los municipios de San Blas (21°32'29.77"
N 105°17°06.37" O) y Compostela (21°14'16.34" N 104°64'03.52° O), Nayarit. Se
eligieron estos municipios porque de acuerdo con el Comité Estatal de Sanidad Vegetal
de Nayarit (CESAVENAY, 2017), se ha detectado durante afios la presencia de A
obliqua, razén por la cual se han realizado aplicaciones frecuentes de malation mediante

aspersiones.
3.2 Especie
Se trabajo con adultos de A. obliqua, y i en
campo. Los ¢ ibles fueron adquiridos de Ci dentro de la

CNMF, y las muestras de campo fueron obtenidas a partir de frutos larvados recolectados

en cultivos de mango de los Los

y en campo, se al de Sanidad Vegetal
y Control Biolégico, del Centro Nayarita de Innovacion y Transferencia de Tecnologia
(CENIT?) de la Universidau Autonoma de Nayarit, con el objetivo de realizar bioensayos
tradicionales de susceptibilidad, asi como pruebas bioquimicas

33 Cria de especimenes de A. obliqua
3.3.1Especimenes de campo
Se recolectaron dieciséis cajas (45x30x10 cm) con mangos larvados por cada

municipio, en junio y julio del 2015 y 2016. Las cajas se colocaron sobre cama de siembra
con sustrato de tierra oscura y jal (3:

Los tres estadios larvales pueden variar de 8 a
13 dias, tiempo en el que se registré la emergencia de larvas de tercer instar, que
abandonaron el fruto y se enterraron en el sustrato para empezar la pupacion.

Una vez alcanzada la pupacion, los organismos se recogieron de las camaras se
siembra, se pasaron a recipientes de pléstico de 500 ml y se taparon con tela (organza
transparente), hasta la emergencia de formas adultas, la cual puede variar de dos a cinco
semanas dandose de manera escalonada.



Los adultos se transfirieron a jaulas entomoldgicas de 30x30 cm, estructura de
madera y forradas con tela (organza transparente). Al emerger las formas adultas de A
obliqua requieren de agua, esto se suplié manteniendo esponjas impregnadas con agua
dentro de las jaulas entomolégicas. La dieta consistié en trozos de mango, ademas de
una solucién de proteina hidrolizada y azécar refinada de cafia (Figura 16).

Figura 16. Cria de especimenes de campo de A. obliqua

3.3.1.1 Identificaci6n taxonémica

Las formas adultas-de especimenes de A. obligua provenientes de campo, fueron

y acuerdoa los imi dentro de la CNMF,
en el Laboratorio de Identificacién de Adultos e Inmaduros de Moscas de la Fruta del
CESAVENAY en Tepic, Nayarit

3.3.2 Especimenes susceptibles

Una vez obtenidas las pupas provenientes del CESAVENAY, se procedi6 a esperar
ia de los adultos. ala ia, se colocaron en jaulas

entomolégicas que contenian bebedero con esponja impregnada con agua. La dieta
consistié en trozos de mango, proteina hidrolizada y azucar refinada de cana, estas dos
altimas mezcladas con agua (Figura 17). Al alcanzar los 4-8 dias de edad, ya que la
emergencia de adultos se da en forma escalonada, se realizaron los bioensayos
tradicionales de susceptibilidad a malation.



Figura 17. Cria de especimenes susceptibles de A. obliqua

3.4 Bioensayos

Mediante bi i de ilidad, se probé en A. obliqua la
efectividad biolégica de malatién (Lucathion 1000-E, Quimica LUCAVA 1,000 /L de IA),
diluido en proteina hidrolizada (Captor 300, Agroquimica TRIDENTE 360 g/L de IA). Las
Concentraciones Letales (CLso y CLso), mg/L"! deingrediente activo
(A).

Para establecer las concentraciones, se realizaron pruebas preliminares de
mortalidad (papel Probit), y con base en los resultados obtenidos, se fijaron cinco
concentraciones seriales que cubrieron de 0 a 100% de mortalidad, mas un control. Los
valores de mortalidad se corrigieron segun Abbott (1925).

Con la ayuda de pincel y tubo falcén, se colocaron en jaulas entomolégicas, moscas.
de 4-8 dias de edad. Los ejemplares se mantuvieron en ayuno durante ocho horas, con
la finalidad de detectar individuos que pudieron ser dafiados por manipulacion. Para
simular el fruto de mango, se utilizaron globos de color verde previamente lavados y
llenos de agua hasta alcanzar de 10-12 cm de diametro (Lopez et al. 2009). Los globos
fueron tratados mediante inmersién en soluciones a concentraciones crecientes de
malatién/proteina hidrolizada: 0 (control), 1, 10, 100, 1000 y 10000 mg/L de IA. Cada
globo fue colocado en su respectiva jaula identificada por concentracion. Por cada
concentracién se colocaron: 20 moscas hembras, 20 machos y una mezcla de 10
hembras/10 machos (50:50), en total 60 moscas por concentracion (6 tratamientos x 60
‘moscas = 360 moscas). Las jaulas se ubicaron en un cuarto cerrado a una temperatura
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de 29+ 1°C y fotoperiodo 16 horas luz / 8 oscuridad. La mortalidad fue evaluada 24 horas
después, considerandose muertos aquellos individuos inmoviles al ser tocados con un
pincel o bien mostraran movimientos descoordinados. La mortalidad méaxima aceptable
para el control fue del 10%. Se realizaron seis repeticiones en dias diferentes, con un
total de 2160 ejemplares.

Los i de los fueron a-20 °C hasta

su uso posterior (pruebas bioquimicas)
3.5 Determinacion de proteina total

La concentracién de proteina se determiné segin Bradford (1976), utilizando
Albumina Sérica Bovina (BSA), como patrén

Para preparar el reactivo de Bradford, se disolvieron 100 mg de Coomassie Brilliant
Blue (G-250), en 50 ml de etanol al 95%. Posteriormente, se afiadieron 100 m! de acido
fosforico al 85% y se aforé la solucion resultante a volumen final de 1 L.

3.6 Determinacion de actividad GST de especimenes de bioensayos

Para verificar si la susceptibilidad al malation es conferida por la enzima GST, se
determind su actividad especifica en organismos que resultaron vivos a los tratamientos.
de los bioensayos. Se tomd al azar un individuo de cada concentracion por repeticion (36
hembras y 36 machos). Se empled el método descrito por Habig et al. (1974), con algunas
modificaciones Xue et al. (2016). Se utilizaron como sustratos estandar al 1-cloro-2, 4-
dinitrobenceno (CDNB, Sigma-Aldrich # Cas 97-00-7), y glutation reducido (GSH, Sigma-
Aldrich # Cas 70-18-8).

Extracto enzimético. se homogenizé en mortero un individuo de A. obliqua en 250
4L de buffer de fosfatos de potasio (KHzPOJK:HPO4), 0.1 M pH 8.5 Se tomo el extracto
acuoso, y se transfiri6 a tubo eppendorf de 1.5 mL. Posteriormente, se centrifugé a 1500
rpma 4 °C por cinco minutos. Se recuperd el parala 6n de GST

Reaccion enzimética: el ensayo se realizé en microplaca de 96 pocillos. En cada
poz0, se adicionaron 50 yL de CONB 0.6 mM y 50 L de GSH 6 mM, se incubo por veinte
minutos a ambiente. se 50 pL de extracto
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enzimatico, e inmediatamente se procedio a la lectura en lector de microplacas (BioTek,
Epoch), a 340 nm al tiempo cero y al minuto uno. Cada muestra se leyé por duplicado y
se calcul el promedio. Al cambio de absorbancia de la muestra, se le resté el cambio de

del blanco, se leresto la basal y el resuitado se
dividié sobre el tiempo de reaccién. A partir de este dato se calculd la actividad enzimatica

especifica, se utilizo el coeficiente de extincién molar de! producto CDNB para microplaca

de titulacion 5.3 mMcm” (Sigma-Aldrich). La actividad fue en
Unidades de actividad enzimética sobre miligramo de proteina (Uimg de proteina).

3.7 Determinacion de Actividad GST de especimenes de campo

Se determing la actividad especifica GST de especimenes muestreados en 2015 y
2018, en los municipios de San Blas y Compostela Nayarit, y se tomo la actividad
especifica del grupo control susceptible (seis hembras y seis machos), de los
especimenes de los bioensayos. Se tomaron al azar seis individuos hembras y seis
machos por municipio, la identificacion y sexado se realizo de acuerdo al punto 3.3.1.1
y la determinacion de actividad se realizo de la misma manera que en el punto 3.6

3.8 Determinacion de actividad AChE de especimenes de bioensayos

Para probar si la ACNE esta involucrada en la susceptibilidad, se determind su
actividad en organismos que resultaron vivos y muertos a los tratamientos de los
bioensayos. Para el caso de los individuos vivos, se tomo al azar un individuo por

cinco (30 hembras y 30 machos). y para los
especimenes muertos, se tomd al azar un individuo de las concentraciones de 10, 100,
1000 y 10000 mg/L de IA, de cinco repeticiones (20 hembras y 20 machos). Se empled
el método descrito por Ellman et al. (1961) con algunas modificaciones, el cual utifiza
4cido 5,5'dithiobis-2-nitrobenzoico como indicador (DTNB, Sigma-Aldrich # Cas 69-78-
3), y yoduro de como sustrato Idrich # Cas 1866-15-5)

Extracto enzimatico: se homogenizé en mortero un individuo de A. obliqua, en 300 pL
de buffer fosfato salino (PBS), 1X pH 7.2 (considérese la refacion peso en L de buffer =
10 mg / 300 pt). Se tomé el extracto acuoso, y se transfirié a tubo eppendorf de 1.5 mL.
Posteriormente, se centrifugé a 4500 rpm a 4°C por 30 minutos. Se recuperé el
sobrenadante para la cuantificacion de AGhE.



Reaccién enzimética: el ensayo se realizo en microplaca de 98 pocillos, se adiciond a
cada pozo 147 L de DTNB 10 uM, 104 pL de PBS 1X pH 7.2, y 46 pL de muestra
(equivalente a 0.1 mg/mL de proteina). Enseguida, se adicionaron 3 L de sustrato 28.3
mM e inmediatamente se procedi6 a la lectura en el lector de microplacas (BioTek,
Epoch), a 405 nm al tiempo cero y 5 min. Cada muestra se leyé por triplicado y se calculd
el promedio. Al cambio de absorbancia con la muestra, se le restd el cambio de

del blanco, i seleresto la basal, el resultado se
dividié entre el tiempo de reaccion. A partir de este dato se calculd la actividad enzimética,
dividiendo el valor obtenido sobre el equivalente en mg/mL de proteina. La actividad
enzimatica fue expresada en unidades de actividad enzimética sobre miligramo de
proteina (U/mg de proteina).

3.9 Determinacion de actividad AChE de especimenes de campo

di iné la actividad d i en 2015
y 2016, en los municipios de San Blas y Compostela Nayarit, y se tomd la actividad
especifica del grupo control susceptible (seis hembras y seis machos), de los
especimenes de los bioensayos. Se tomaron al azar seis individuos hembras y seis
machos por municipio, la identificacion y sexado se realizé de acuerdo al punto 3.3.1.1,
y fa determinacién de actividad se realizé de la misma manera que en el punto 3.6.

3. 10 Anélisis estadisticos

Con la finalidad de establecer la CLso y ClLso, se utilizo un analisis Probit (Finney,
1971), fijado por méxima verosimilitud. EI anélisis se realiz6 en el programa PoloPlus
(LeOra software 2016, version 2.0). La variable de respuesta fue la mortalidad; como

bl [ (0.1.10, 100, 1000 y 10000 mglL),
y el sexo (hembra, macho, hembrajmacho) Se realizo un andlisis Probit por sexo
(hembra, macho, la de las seis por

concentracion. La Respuesta Relativa (RRso y RRs0), se calculé con base en la siguiente
formuta: RR = CLso-Clso de machos o mezcla de hembras-machos / CLso-ClLso de las
hembras (Young et al. 2004)



Para probar diferencias en la mortalidad, la actividad enzimética de la GST
(organismos vivos), y la actividad enzimética de la AChE (organismos vivos y muertos).
se utilizaron modelos lineales de efectos mixtos (fibreria “nime’, Pinheiro et al. 2016). Los
modelos fueron fijados por méxima verosimiltud restringida (REML), y se examiné si los

residuales fueron las varianzas y cuando fue
necesario los datos fueron transformados. Para el caso de la mortalidad y la actividad
enzimatica de la GST, la concentracion (con seis niveles), el sexo (con tres niveles), y fa
interaccién entre estos dos factores fueron utilizados como factores fijos, en el
componente al azar del modelo se incluyé la edad anidada al ensayo. Para cumplir con
los supuestos de los modelos, la mortalidad fue transformada con raiz cuadrada, y para
la actividad enzimatica GST la varianza fue modelada con la funcion “varPower’, y se
utlizé 1a estructura de correlacion “corCAR1” (Pinheiro et al 2011). Para e caso la
actividad enzimética de la AchE, se us6 la misma estructura de los componentes fijos y
al azar, pero la concentracion tuvo cuatro niveles (10, 100, 1000 y 10000) y el sexo dos
niveles (machos y hembras),

Para probar diferencias en la actividad enzimatica de la AChE pero solo de los
organismos que resultaron vivos a los bioensayos de acuerdo a la concentracion (seis
niveles), y el sexo (dos niveles), se usé un analisis de varianza de dos vias. Se examing
si los residuales fueron normalmente distribuidos, y las varianzas homogéneas para
cumpli con los supuestos del modelo.

Para probar diferencias en la actividad GST y ACE de los especimenes de campo de
acuerdo al municipio (tres niveles: San Blas, Compostela, susceptible), y el sexo (dos
niveles), se usaron andlisis de varianza de dos vias. Para cumplir con los supuestos de
los modelos la actividad de la GST fue transformada con logaritmo, Se examiné si los

residuales fueron ylas varianzas

En todos los casos, para probar diferencias entre los niveles de los factores (con mas de
dos niveles) y sus interacciones, se usaron contrastes a posteriori (libreria *lsmeans”
Russell 2016). Los modelos fueron hechos en el software estadistico R (R Development
Core Team 2016)



V. RESULTADOS
4.1 Bioensayos

De acuerdo al analisis Probit, las hembras presentaron una CLsoy CLso menor que
los machos y que la mezcla de hembrasimachos. El valor para Clso varié de 134.5
(hembras) a 535.4 Los machos un valor de
460.8 mg/L de 1A. Mientras que la CLgo 0scild entre 1362.1 (hembras), y 9032.4 (machos),
en este caso la mezcla de hembrasimachos fue la que mostré un valor intermedio de
8035 mg/L de IA. Las pendientes de las lineas Log-dosis Probit variaron de 1.27
(hembras), 0.99 (machos), y 1.09 (hembrasimachos). La RRso para los machos fue de

3.4X, mientras que la mezola de hembrasimachos presenté una RRsode 3.9X. La RRs
para los machos fue de 6.6X y para la mezcia de hembras/machos de 5.8X, lo que
evidencia la susceptibiidad de las moscas utilizadas en el estudio, ya que segun Young
ot al. (2004), valores <10X corresponden a organismos susceptibles (Cuadro 1).

Cuadro 1. Susceptibilidad de hembras y machos de A, obliqua a malatién.

X2

Hembras | 720 12720127 233 - —

1345 1362.1
(91.2-187.7)  (9106-23145)
Machos | 720 0.99:0.084 450.8 9,032.4 305 34 66
(247.96203)  (4169-20697)

Hembras/| 720 1.09:0.101

5354 8,035.0 577 39 58
Machos (205-11685)  (3139.851023)

“CLso,s0 = Concentraciones Letales expresadas en mg/L" de | A; (LC95%) = Limites de Confianza
a0.05; RRso,e0 = Respuesta Relativa; Pendiente +EE = Pendiente de la linea de regresién & eror
estandar.

La mortalidad de las moscas fue afectada por las diferentes concentraciones de
malatién, encontrandose diferencias significativas (s ss= 130.43, P < 0.001) (Figura 18a).
Las concentraciones de 1 y 10 mg/L. de IA no difirieron del grupo control, la concentracién
de 100 mg/L mostré una mortalidad intermedia, mientras que las concentraciones de
1000 y 10000 mgiL, causaron la mayor tasa de mortalidad, y no hubo diferencias
significativas entre estas (Figura 18a). También hubo diferencias significativas entre los

6



sexos (F285 = 5.78, P = 0.004) (Figura 18b). Las hembras fueron mas susceptibles que
los machos y la mezcla de hembras/machos. Por altimo, no hubo diferencias entre la
interaccién de estos factores (Fio, 8= 0.61, P = 0.794).

Figura 18a Figura 18b
w H R -
| T ’ 4
3" 2 s T
3 1.
E h z .
Concentcion sens

Figura 18. Mortalidad de A. obliqua a) diferentes concentraciones de malation: c1=1, c2=10,
632100, ¢4=1000, c5=10000 mg/L., y b) de hembras, machos y hembrasimachos (mixtos). Las
diferentes letras sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones o sexos de acuerdo al analisis de contrastes (P<0.05). Los valores indican las
medias £ error estandar sin transformar.

4.2 Actividad GST especimenes bioensayos

No hubo di ignificativas, en la actividad enzimatica GST al la
concentracion de malation (Fs. ss = 0.55, P = 0.714) (Cuadro 2), i tampoco entre las

hembras y los machos (F1, ss = 2.24, P = 0.139). Por ltimo, no se encontraron diferencias
significativas entre la interaccion de los factares (Fs, ss = 0.73, P = 0.602) (Cuadro 2)

Cuadro 2. Actividad especifica glutatién de A. obliqua de
bioensayos.

3.376 3454 2958 3272 2992 3.193  3.383  3.032
G0281)  (0226) (20225 (A1) (07D (0156) | (0445  (:0147)

‘Media t emor estdndar de la actividad especifica expresada en Uimg de proteina;
*Concentraciones de malation aplicadas c1=1, c2=10, c3=100, c4=1000, c5=10000 mg/L"' de 1A
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4.3 Actividad GST especimenes de campo
No hubo di ivas entre los muni (Fa.20 = 0.664, P = 0.522).
Hambras y machos presentaron una acthidad smiar (7. 20 =2:21, P = 0.146) Por o,

no se ificativas entre la i ion de estos factores (F2, 0=
258, P =0.092) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Actividad especifica glutatin S-transferasa especimenes de campo.

“Actividad
(£EE)

3851 2398
San Blas ke 6225
3.600 3208
Compostela wen W
Poblacién susceptible 3228 s

“*Valores medios de actividad especifica + error estandar expresados en U/mg de proteina.

4.4 Actividad AChE especimenes bioensayos vivos
La actividad imati i de los i que resultaron vivos

en los bi de ibi no mostraron i igni al

incrementar la concentracién de malation (Fs. s = 1.63, P = 0.169), entre sexos (F1, « =
0.30, P = 0.584), 0 entre la interaccion de estos dos factores (Fs, « = 1.12, P = 0.358)
(Cuadro 4).

Cuadro 4. Actividad ilcoli de Vivos bi

0.098 0083 0.074 0.086 0.082 0.093 | 0.085 0.087
(:0.002) (0,004

(:0.005)  (x0007)  (:0007) (:0004) (:0005) (sD.0O7) )

“Media + eror estandar de la actividad ifi [V *Cs
de malatién aplicadas: c0 = Control, c1=1, ©2=10, d—IuO 4=1000, c5=10000 myL‘ delA.




4.5 Actlvidad AChE i i rt

Se encontraron diferencias significativas en la actividad enzimatica entre las
concentraciones de malation aplicadas (Fs s1 = 13.11, P = <0.0001) (Figura 19a), se
necesitan concentraciones altas de toxico (1000 y 10000 mg/L de 1A) para causar una
inhibicién en la actividad de AChE. Ademds, se encontraron diferencias significativas
entre el estado de Ios organismos (muerto-vivo); se detects una mayor inhibicion de la
actvidad enzimética en los organismos que murieron durante los bioensayos de
susceptibilidad (F:, 16 = 14.64, P = 0.001) (Figura 19b). En el caso de los sexos, tanto
hembras como machos se comportaron de manera similar (F1, 15= 2.46, P = 0.135). En

las interacciones de los factores on-estado se
significativas (F 51 = 24.00, P = <0.0001) (Cuadro 5). Sin embargo, la interaccion de los
factores no presentd (Fs. 50= 186, P =

0.147), al igual que para la interaccién de los factores sexo-estado (Fi, 15 = 3.16, P =
0.094)

Figura 19a Figura 19b
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Figura 19. Actividad acetilcolinesterasa en A. obiiqua de acuerdo a) a la concentracién de
malatién aplicada: c2=10, ¢3=100, c4=1000, c5=10000 mgiL. b) en muerios y vivos. Las
diferentes letras sobre las barras indican diferencias estadisticamente sigaificativas entre
concentraciones de acuerdo al analisis de contrastes (P<0.05). Los valores indican las medias
ermar estandar.



Cuadro 5. Actividad ilcolil de i de bit rt

*Concentraciéon

a a a a a
{e£) | 0074 0095 0086 0087 0082 0039 0093 0037
(20007)  {:0004) (:0.004) (s0.007) (:0.005) (+0.005) {+0.007) (£0.003)
Valores medios de acividad & error estandar expresados en Uimg e profeina, s dferentes
letras sobre los valores indican diferencias
malation aplicadas c2v=10, c3v=100, c4v=1000, c5v=10000 mg/L"' de IA (espec!menes wus),
€2m=10, c3m=100, cdm=1000, c5m=10000 mg/L"' de A (especimenes muertos)

4.6 Actividad AChE espacimenes de campo

Se encontr6 que las hembras presentan una menor actividad acetilcolinesterasa
que los machos (F1, » = 4.74, P = 0.037) (Figura 20). Se encontraron diferencias
entre ios, San Blas y C: difieren de la colonia susceptible

(F2. 26 = 385, P = 0.032) (Figura 21). Por Gitimo, no se encontraron diferencias
significativas entre la interaccion de estos factores (F2, 20 = 0.58, P = 0.565).

J .
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Figura 20. Actividad acetilcolinesterasa de acuerdo al sexo. Las diferentes lefras sobre fas barras,
indican diferencias estadisticamente significativas de acuerdo al andlisis de contrastes (P<0.05).
Los valores indican las medias ¢ error estandar.



b
a a
gom
%nol
002

Gomposiein San Bias Suscoptible

Manieipio
Figura 21, Actividad acetilcolinesterasa de acuerdo al municipio. Las diferentes letras sobre las
baras, indican diferencias estadisticamente significativas de acuerdo al analisis de contrastes
(P<0.05). Los valores indican las medias # error estandar



V. DISCUSION

5.1 Bioensayos

La perdida de susceptibilidad es heredada y se ha demostrado que es uno de los
principales problemas en el control de plagas agricolas (Diaz et al 2004). La fuerte
presion de seleccion que se ha ejercido sobre A. obliqua en las Ultimas dos décadas, ha
llevado a la necesidad de probar la efectividad biologica del matation, con la finalidad de
establecer una linea base de susceptibilidad, para a su vez determinar la respuesta
relativa en especimenes de campo.

Lagunes ef al. (2009), menciona que es importante comparar 08 resultados baseé,
con los valores observados en la poblacién, después de ser seleccionada con
determinado plaguicida, asi los resultados obtenidos, permiten seleccionar moléculas
quimicas hacia las cuales la poblacién aun es susceptible, € incluso buscar alternativas
al uso de éstas.

Desde 1992, en México el control quimico contra A. obliqua se realiza mediante
aspersiones terrestres y aéreas de cebo téxico a base de malation. De acuerdo con Aluja
(1994), este estandar, ha ser ineficaz y

cuestionable, por lo que Se considera que el manejo de moscas de Ia fruta ha estado

estancado en los altimos 35 afios.

Similar a lo ocurrido en Cuba con insecticidas organofosforados, los cuales fueron
utilizados irracionalmente en campatias nacionales contra moscos vectores del dengue
Hasta 1986, el malation se utilizo para la erradicacion de Aedes aegypti, el cual al

principio fue muy efectivo para su control, sin embargo, se prohibié su usé debido al

de las y la elevada de otras especies
vactores como Culex quinquefasciatus (Bisset ef al. 1985)
La mortalidad esté relacionada tanto con el sexo, la edad y el tamafio de los

organismos prueba (Keil et af. 1985), por ello en el presente estudio se estandarizé el
sexo y i edad para reducir la con esto la dsl

control, ya que conforme fa edad aumenta, la susceptibilidad probablemente sera mayor
Al controlar todas estas variables, se obfienen resuftados representativos de la
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susceptibilidad del insecticida evaluado, sin obviar a variacion natural inherente que tiene
cada poblacion de organismos (Robertson ef al. 1995). Por lo tanto, los resultados

obtenidos de una 6n. pueden ser diferentes a los de otra
generacion de la misma especie.

De acuerdo a los resultados de susceptibilidad obtenidos en el presente estudio en
organismos de laboratorio, fas hembras mostraron mayor susceplibiiidad, no obstante al
combinar los sexos, la respuesta a CLaoy CLao se elevo considerablemente. Lo anterior
podria deberse segun Sanderson et al. (1989). que al combinar la mortalidad de ambos
sexos la respuesta se homogeniza y con ello se reduce el error estandar de la pendiente
de regresion dosis-mortalidad (Santilan et al. 2011), sin embargo también se podria

atribuir al comportamiento de la hembras con respecto a la alimentacion

En el presente estudio, se utilizaron especimenes de 4 a 8 dias de edad.
abservandose diferencia de la mortalidad entre sexos, misma que posiblemente se deba
aque las hembras se alimentan con mayor frecuencia y por ende consumen una cantidad
mayor de t6xico que los machos. Para las hembras de A. obliqua, es fundamental el
consumo de proteinas, ya que de ello depende su maduracién sexual y la produccion de
huevos.

Las necesidades nutricionales de un insecto, varian en sus distintas fases de
desarrolio, asi como en la longevidad de éstos (Cresoni y Zucoloto 2001). Martinez ef al.
(1995), reportaron que la maduracion de los ovarios en hembras de A. serpentina se
produce a los 14 dias de edad, sin embargo, los machos de 6 dias de emergidos ya
presentan una maduracion testicular total

Chaveni et al. (1999), reportan que en A, obiiqua a maduracién sexual se da por
completo a los 17 dias después de la emergencia, pero estos autores fio hacen distincion
entre sexos. Ademés, en la presente investigacion, los machos de A. obliqua presentaron
una respuesta més heterogénea al insecticida que las hembras, de acuerdo a I
pendiente de ia linea de regresion (0.99 machos; 1.27 hembras)



8.2 Actividad GST en especimenes de bioensayos

Después de realizar un bioensayo de se considera

analizar bioquimicamente a los organismos, con la finalidad de explorar que enzima(s).
estéin involucradas en conferir resistencia en Ia poblacion. De acuerdo con Rodriguez ef
al. (2001), un bicensayo tradicional como tal, permite cuantificar los valores de
susceptibilidad o resistencia, pera no detecta los mecanismos que la producen. Un
ensayo bioquimico provee datos especificos por Insecto, con lo cual se puede medir con
exactitud el efecto del plaguicida (Bisset 2002)

Las GSTs poseen la capacidad de inactivar compuestos endégenos potencialmente

totbxicos y 6 Se ha que presentan un rol importante en la
de por ende es importante la cuantificacion

de su actividad en insectos sometidos a presion de seleccion (Fournier et al. 1992)

En estudios realizados en poblaciones resistentes de moscos vectores, se
reportaron actividades de GST con valores menores a 1 U/mg de proteina (Diaz ef f.
2004; Mustafa y Eksi 2015), mientras que en el presente estudio todos los valores de
actividad GST rondaron los 3 Ufmg de proteina. Por lo tanto se podria considerar que

esta actividad es alta. Sin embargo, no se encontraron diferencias significalivas en la

actividad respecto al control, tampoco al la on de i d
hasta los 10000 mg/L de IA, y tanto hembras como machos se comportaron de manera
similar, lo que sugiere que GST, no esta enla 6n de

malatién en A. obliqua y ademds, que la actividad de a enzima no tiene relacion con ef

s6%0.
5.3 Actividad GST especimenes de campo

Al medir [a actividad GST en especimenes de poblaciones de campo, esta no difird

entre y ni entre sexos. Lo cual al
compararse con los resuitados de la actividad GST de los especimenes de los

bioensayos, demuestra que la GST, no esta enla
del malatién en A. obliqua.



5.4 Actividad AChE i i Y e

La funcién principal de un insecticida organofosforado es causar una inhibicion de
la AChE, impidiendo la terminacion del impulso nervioso del neurotransmisor acetilcolina
(ACh). lo que genera una disfuncion letal en el sistema nervioso de los organismos
(Fournier 2005). En el presente estudio, en la actividad de AChE de los organismos que

resultaron vivos a los i no de actividad

al incrementar 1a concentracion de t6xico, lo que sugiere que el insecticida no provoco
una inhibicién letal, y tanto hembras como machos no difirieron en su actividad. En
contraste, con los restitados de actividad de los organismos que murieron, se logrd
detectar que las concentraciones mas elevadas de toxico son las que causan un efecto
importante de inhibicicn de actividad de la AChE, Io que evidencia la poca efectividad de

bajas concentraciones del insecticida sobre A. obligua. Para determinar fa actividad
AChE, es importante el estado de los organismos ya que los especimenes muertos
presentaron una inhibicién significativa con respecto a los vivos,

La respuesta de actividad enzimatica puede ser atribuida a Ia taxonomia de cada
especie y a su potencial de detoxificacion. Al igual que la respuesta toxica de un
n entre organismos de la misma especie y sexo, © bien

xenobidtico puede variar,
especies diferentes pueden presentar respuestas similares. Los factores relacionados
con el organismo receptor pueden ser gendticos (sexo, especie, individuo), o fisiolégicos
(edad, peso, instar, gravidez). Otro aspecto importante a considerar, es que la
concentracion que determina la respuesta toxica de un plaguicida es la que ingresa al
organismo, y no la que se adicioné al ambiente (Pefia et al. 2001)

5.5 Actividad AChE especimenes de campo

En la actividad AChE de los organismos de campo, las hembras presentaron una
actividad menor a las de los machos. Esta variacion en la respuesta de actividad entre
sexos, puede ser atribuida a los factores geneticos del organismo receptor como lo
sugiere Pefia et al. (2001); la respuesta de la actividad enzimatica puede diferir entre
sexos de individuos de la misma especie, por lo tanto, se debe considerar que todos los
organimos de la poblacion poseen una variacion genética inherente (Robertson ef al.,
1995).



Entre y se
significativas de actividad, donde los organismos de campo presentaron un valor menor
de actividad de la AChE, lo que sugiere una mayor inhibicion de la enzima en
Gomparacion con los susceptibles. Sin embargo, de acuerdo a os resultados de actividad
obtenidos de los bioensayos, se demosiré que se necesitan cantidades elevadas de

t6xico para generar una inhibicion letal en los organismos,
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VI. CONCLUSIONES

Se requiere una concentracion de 8,035 mgiL de LA para controlar el 90% de los
individuos de A. obliqua, en poblaciones sin presion de seleccion.

La actividad glutation S. de los sometidos a

concentraciones crecientes de malation no fue significativamente diferente.

Los especimenes de campo, presentaron una actividad glutation S-transferasa
que no difiere de la colonia susceptible.

Se necesitan concentraciones de malation elevadas (1000 a 10000 mg/L de JA),
para causar una Inhibicion considerable de la actividad acetilcolinesterasa en

individuos de A. obfiqua.

Las hembras de il de campo, una actividad

acetilcolinesterasa menor que la de los machos, sin embargo no difieren de la

colonia susceptible.

Los especimenes con presion de seleccion, presentaron  actividad

menor que los

Al establecer, la linea base de susceptibilidad y la respuesta enzimética de GST y
AChE en A. obliqua hacia el malation, se determing la respuesta que presentan
los organismos de campo los cuales fueron seleccionados durante afios con este
insécticida; lo que puede coadyuvar a la toma de decisiones para seleccionar
adecuadamente moléculas quimicas para su control,  incluso buscar alternativas
asu uso.
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VIIIl.  ANEXOS

8.1 Resistencia Metabélica a Insecticidas (Articulo Aceptado en Revista Bio
Ciencias ISSN: 2007-3380).
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8.2 Caracterizacion de la Susceptibilidad de Hembras y Machos de Anastrepha
obliqua Macquart {Diptera: Tephritidae), a Malation (Articulo enviado a
Revista Southwestern Entomologist USPS 324050).
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