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imost 'vonderful “and
»protéccive resemblance in a
: ve. ever seen, . is that of
Kall!ma inachis, and its
al;ima. paralekta. The upper

'Sin’ embargo, es en los insectos en donde se
ha‘desarrollado de manera extraordinaria este
-principio de la adaptacitén a su medio

“-ambiente... Indudablemente, 1la mAs hermosa

semejanza con fines de defensa que he
apreciado alguna véz, es la de Kallima inachis
- de la India, y la de Kallima paralekta de
Malasia. La superficie de estos insectos es
" extraordinariamente vistosa, ya que son muy
grandes, y muestran una ornamenta con una
banda amplia de color anaranjado sobre un
fondo de color az(l profundo...

Alfred Russell Wallace (1823-1913)
En: Mimicry, and Other Protective Resemblances
Among Animals (Julio de 1867).



RESUMEN

Esta fesls constituye una introduccién breve y esquemética al conocimlento que se tiene hoy en
dia sobre la determinacién de edades en las poblaciones de los insectos. El presente trahajo se llevé
a cabo al cuantificar las pteridinas de las cépsulas cefélicas de la mosca del Mediterraneo, Ceratitls
capltata W., de varlas edades, desde 0 hasta 28 dias, y en ambos sexos. Estas cdpsulas se
homogenizaren en el amortiguador de Tris-HCI, y se cuantificé la fluorescencla en el
espectrofiuorémetro con una longitud de onda de excitacién a 360 nm, y emisién a 450 nm. Ademds,
se realizd la separaclén y la caracterizacién del extracto crudo del homogenizado de las cépsulas,
mediante cromatograffa bidimensional en papel. Los resuitados permitleron establ que,de manera
general, la cuantificacién fluorométrica de las pteridinas se puede utilizar como una técnica para
determinar la edad en los Insectos, puesto que se observé una relacién directa entre la edad del
Insecto y el nivel de la fluorescencia, lo que concuerda con los resultados que reportan otros autores
para otras especies de Insectos. En cuanto al andlisis cromatogréfico del extracto, se separaron sels
plgmentos cuyos espectros de absorcién se compararon con los de compuestos control de estructura
similar a la de las pteridinas; mediante este anélisls se pudo constatar que los plgmentos
fluorescentes de las cdpsulas cefdlicas de estas moscas son pleridinas y né otros compuestos
fluorescentes, Asf, se pudo descartar la posibilidad de determinar la edad fisiolgica en el lugar de
la cronoldgica durante estas determinaciones.




I. INTRODUCCION

”GENERALIDADES.Las, blact nose p por conjuntos de individuos que son idénticos

entre si, pero se tiende a olvidar esta heterogeneldad cuando se estudla a una poblacién, Existen dos
variables que diferenclan a tos Individuos de una poblacién: el sexo y la edad.

La edad es una variable Importante en las poblaciones y los efectos de ella son comunes en
muchas especles. Con frecuencia los individuos de mayor edad son los mds grandes, y fa diferencia
on el tamaiio suele ser uno de los mecanismos principales por virtud de la cual 1a edad ejerce sus
efectos. Por ejemplo, los peces de mayor tamaiio depositan muchos més huevos que los de menor
tamaiio; lo mismo ocurre en ias plantas en cuanto a la produccidn de semiilas. Por otra parte, la edad
y eltamaiio son atributos Individuales que resultan significativos en much imales que pr 1t
una organizacién social, debldo a que es uno de los factores del que depende 1a posicidn social del
individuo, Las poblaclones se estudian como agregados de individuos, y se calculatanto a densidad,
como otros pardmetros, con hase en el supuesto implicito de que todos los individuos son

equivalentes. Sin embargo, se reconoce que las variaciones Individuales son una propledad clave en
todas las poblac parque repr ta materia prima de los camblos evolutivos (Krebs, 1985),

DETERMINACION DE L.A EDAD EN LOS INSECTOS. En algunos grupos de animales, como en los
insectos, la determinacién de la edad resulta imprecisa; ademés, estos procedimientos requl del
uso de técnicas que son muy faboriosas: en muchos experimentos tan solo ef estado de desarrollo

de los drganos sexuales es suficlente para determinar fa edad aproximada del Insecto.
Raclentemente, Mall et al. (1983), Lehane y Mall (1985} y Lehane et al. {1986) desarrollaron una técnica
que es utll para estimar 1a edad de los insectos a partir del anélisis cuantitativo de los compuestos

fluor que estan pr en [os homogenizados de las capsulas cefédlicas (CCs) de
Stomoxys calcitrans (L.} {Diptera: Muscidae) y de la mosca tse tse, Glossina morsitans Westowood
{Diptera: Musclidae). Estatécnica se basa enlas propledades que tienen estos compuestos para emitir
fluorescencia en longitudes de onda determinadas; al de estos comp se han descrito

th

como pleridinas, que son pigmentos visuales cuya estructura se relaclona con et dcido
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“tetrahidrofélico. Estas pteridinas se utllizan como marcadores de edad cronoldgica en diversos

' dipleros ya que se acumulan con la edad. Sin go, se ha enc do en pecies de
i ‘que d la actividad fisiolégica, lo que depende del espacio, 1a temperatura o
la disponibilidad de los nutrientes, se acumulan di comp que ien fluorescen pero

) que son de naturaleza quimica distinta a las pteridinas, aunque con caracteristicas espectrales
(méximos de absorcidn) muy parecldas; Sheldhal y Tappel (1974) observaron quse estos compuestos,
§ i6n con la edad de la mosca de la fruta

en

que son lipidos fluo: se
Drosophila melanogaster .

La capacidad para poder determinar la edad de los Insectos, que son vectores, es esenclal para
poder entender la dindmica de sus poblaclones y la epldemiologia de las enfermedades que
transmiten, lo que es de gran ayuda en las observaciones sobre el comportamiento de éstos (Lehane
y Hargrove, 1988). Se han sugerldo muchos métodos para poder determinar la edad de los Insectos,
lo. Por e} 1a técnica de la disecclén ds los

pero ninguno de ellos es

ovarios que desarrollaron Saunders (1962) y Challier (1965), que requiere de destreza manual,
produce una estimacién aproximada de la edad del Insecto hembra de la mosca tse tse debido a la
notable regularldad del ciclo ovérico; sin embargo, la desventaja de esta técnica radica en fa
incapacidad para poder determinar la edad de los Insectos que presentan mds de cuatro ciclos

ovéricos. Ademas, estatécnica requiere de gran habilidad |, asl como de p
suficlente para poder procesar un gran nimero de Insectos.

ia y detiempo

El 1inico método que ha sido 1itit en 1a determinacién de 1a edad del macho de la mosca tse tse es
mediante la observacidn de las alas maltratadas, asi como del color de las mismas. Sin embargo,
ninguno de estos métodos se id f para determinar la edad en condiclones de campo.
El método que desarroliaron Mail y sus colaboradores parece dar buenos resuttedos, ademds de la
facilidad de 1a técnica para poder procesar muchos Insectos al dfa (Lehane y Mall, 1985).

LOS COMPUESTOS FLUORESCENTES: PTERIDINAS. Hopkins estudié a finales del siglo pasado
los plgmentos anaranfado y amarillo que estdn presentes en las alas de las marlposas que
pertenecen a la familla Pleridae. A principlos de este siglo, en 1925, Wieland y Slopt nombraron a
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dos entre sf que

estos pigmentas “pterldinas”, un término que comprende a compuestos rel
son los rosponsables de la plgmentacién de las alas de las Pleridae. La estructura de la primera
pteridina, 1a leucopterina, 1a descubrld Pirrman en 1940 (en Zlagler y Harmsen, 1969). Desde entonces
80 han alslado estos compuestos a partir de microorganismos, plantas y animales, sin embargo, es
en el grupo de los insectos en donde se encuentra la mayor concentracién y diversidad, con la
excepeldn de algunos anfibios y reptiles (Fox, 1976).

Estructura y Propledades. Las pteridinas se definen desde el punto de vista estructural como
aquellos compuestos que se derivan del anillo basico de plrimidina-pirazing; las pteridinas naturales,
que son derivados 2-amino-4-hidrox! de este anlllo, se conocen como "pterinas*. £l dcido f6lico y sus
derivados, con un substituyente de p-aminobanzoll-glutamato en el carbono 6 (C,), S8 conocen como
pleridinas compuestas o conjugadas, mlentras que el resto de las pteridinas se denominan no
conjugadas (Figura 1). Estas ultimas se clasifican de acuerdo con los substituyentes enlos C, y C,
(Tabla i),

La estrucutra de la aloxazina, que es caracteristica de la flavinas, se deriva de la substitucién de
dos étomos de hidrégeno en C, y C, del anillo pirazina por un anillo benzoide. Una de las flavinas que
mejor se conoce es la riboflaving, que es el cofactor de varias enzimas que panticipan en diversas
reacciones de 6xido-reducclén.

Las pteridinas son moléculas polares Insolubles en solventes orgdnicos; se disuelven con facilidad
en agua a pH 4cldo o alcalino, pero tienden a autoquelarse en la neutralidad. Las pteridinas en
soluclén fluorescen cuando se les irradfa con la luz ultravioleta (UV) de longitud de onda larga (365
nm), sin embargo la tetrahidropterina no fluoresce (Fox, 1976). La mayoria de las pteridinas dan una
reaccién positiva a la prueba del murexido (ver Métodos de Estudio en esta seccidn).

A diferencia de 1as flavinas, las pteridinas son sensibles a la oxidaclén con permanganato, cuando
sa encuentran en un medlo con dcido acético, pero al Igual que las flavinas algunas se reducen con
el hidrosulfito a derivados leuco, efecto que es reversible al agitar en aire. Esta ultima caracteristica

Al

p resultar reminiscente del papel fisiolégico que juegan las flavinas como agentes oxido-
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Riboflavina- (lsmazina) -

“Tetrahidrobiopterina

Figura 1. de las pteridinas. A) Conj B) no conj de Zlegler y (1969).




as''no-conjugada

isoxantopterina

“Eritropterina ..
Lepidopterina
..Ecapterina




’ '"redui:ldres y suglere una funcién paralela para las pteridinas: algunas pteridinas se conjugan con :
protelnas y funci como il de manera anédloga a como lo hacen las flavoproteinas
(Ziegler y Harmsen, 1969).

Blosintesis. La blosfntesls del anlllo pteridina se relaclona estrechamente con el metabolismo de
las purinas ya que la guanina es el precursor directo de las pteridinas; la ruta biosintética guanina

—> pteridina parece ser comiin en el reino Animalia; la ruta se presenta en la figura 2. El anllio purina
se abre y el C, se elimina como formato, el cual se puede excretar como CO, o volver a entrar en la

sintesls de las purinas. El intermediario resultante es una plrimldina hidrogenada y fosforilada; al
cerrarse el anlllo se forma una pleridina Iniclal no fluorescente que es simliar a la
tetrahidroblopterina. La neopterina, con una cadena lateral D-eritro, es uno de los primeros productos
estables en la transformacién de Ias purinas a pteridinas. En experimentos en donde se allmentan
a larvas de Drosophila con glucosa marcada en''C, y *C,, los carbonos C, y C, de la cadena lateral
de la blopterina y las drosopterinas se originan de los carbonos C, y C, de la glucosa (Zlegler y
Harmsen, 1969).

Al inyectar guanosina marcada a la pupa de la mosca Collas eurytheme 1a marca se incorpora en
la seplapterlna y en sus productos de oxidacién, lo que muestra ademds que el C, de la cadena lateral
no se adiciona posteriormente sino que se origina en el momento de la sintesls de la pteridina.
Ademds de la guanosina 5-fosfato, la treonina marcada también se incorpora en el C, y/o C, que se
{orman por la actividad de la xantina oxIdasa; en presencla de esta enzima, 1a pteridina se oxida a
isoxantopterina (Figura 2).

La biosintesis del dcldo félico y sus derivados también Inicla con la guanosina o la guanosina
fosfato, durante este proceso se genera una pteridina hidrogenada que se acopla con el 4cido p-
aminobenzoico, pero a diferencla de la mayoria de los microorganismos, los protoctistas que
producen la malaria, los plasmodia, sintetizan sus cofactores de folato a partir de la pteridina, el
4cido 4-aminobenzoico (PABA) y el glutamato, que obtienen del huésped. El crecimiento de fos
plasmeodia se inhibe con sulfonamidas, las cuales son andlogos de! PABA (Warhurst, 1986).




1 uhl(!roqequdn "

Neopterina
Biopterina
Drosopterina
Seplopierina

Tetrahidrobioptering

Xanfing
~Oxldaso

Pterina
Pterina
Desaminasa

Lumazinas

Figura 2. Blosintesis da algunas pteridinas. Modificado de Ziegler y Harmsen (1969) y Warhurst (1986).
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Estos pardsitos son los Unicos protoctistas en donde se ha encontrado a la enzima GTP
ciciohidrolasa (GTPCH), la cual tiene semejanza con la de Escherichla coll ya que su actividad no
depende del magieslo; tiene un peso molecular de unos 300 KDa, una Km por el GTP de 54.6 uM,
y se inhibe con 7-metil-guanosina (Ki de 4.2 M), este titimo con actividad antimalérica In vitro
{Warhurst, 1986).

Dada la Importancia del papel que juegan !as pteridinas en el metabolismo de los seres vivos,
demds de su s(ntesl Imética, hasta el momento ha sido posible sintetizar quimicamente una

gran cantidad de pteridinas para, por ejemplo, aplicarse como agentes terapetiticos. La sintesis se
Inicla con la condensaci6n de la 4-01-2,5,6-tiamInoplirimidina con la hidrazona acetllada de la 5-desoxl-
L-arabinosa (Figura 3); el azicar se obtiene a partir de la L-ramnosa, o directamente de la L-grabinosa
(Alder et al., 1990).

Funcidn y Distribucién. Las pteridinas son compuestos organicos muy versatiles ya que participan

endiversas reacciones deatro del organismo, e inclusive juegan un papel importante en la interaccion
" entre los componentes de un ser vivo, y en interacciones intra e Interespecificas. A continuacion se
describen algunos ajemplos.

a) Como cofactores de enzimas. E dcido tetrahidrofdlico, un derivado de las pteridinas (Figura 4),
es un cofector imporiante de las enzimas que participan en reacclones de transferencia de grupos
monocarbonados, en donde el carbono que se transporta estd ligado al &tomo de nitrégeno N5 o N10
(se representan como N° y N', respectivamente) o a ambos (Figura 4a); esta unidad de carbono
puede existir en diferentes estados de oxidacién: metilo (-CH,}, metileno (-CH,+), formilo (-CHO),
formimino (-CHNH), metenilo (-CH=), o el més oxidado, el CO,. A excepcidn del CO, que se transporia
por la blotina, todas estas unlidades de carbono se transportan por el dcido tetrahidrofélico, las que
ademds son interconvertibles entre sl (Figura 4b). Entre las reacciones en las que participa este
cofactor, algunas de las mds Importantes son las que corresponden a 1a sintesis de la metionina a
partir de |a homocistefna por transferencia del grupo metilo, o la incorporacién en las purinas de
algunos dtomos de carbono que se derivan del N*,N'>-metenil y ef N'-formil del &cido tetrahidrofélico,
como el grupo metilo de la timina. Ademds, el dcido tetrahidrofdlico también actia como aceptor de
carbonos en reacclones de degradacidn: la conversién de serina a glicina, o laruptura de 1a histidina



i Fenil hidrazona: -
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. Figm 3. Sintasls quimica de la bioplerina. Tomado de Alder otal (1590)‘




NS

. NB=Formil".
etrahidrofalato

Figura 4. A) del icido ¥ de 3u parte reactiva; B) conversién de unidades de carbono por ol
icido tetrahidrofético, Tomado do Stryer (1983).



“para generar N-formimino glutamato (Stryer, 1988).
i b) Como quimlotactices. La agregacién de células generalmente es mediada por compuestos
quimloatrayentes a los que también se les conoce con el nombre de acrasinas; e! AMP ciclico, AMP,,
fue una de las acrasinas que primero se identificaron, ésta Induce Ia agregacién de las células de
Dictyostelium discoldeum. Otra acrasina se alslé de D. lacteum, la que se Identiflc6 como un derivadc
de las pteridinas (Van Haastert et al., 1982), y que muestra una actividad alta como quimioatrayente.
¢) En la respuesta inmune. Se ha observado en experimentos in vitro que en los macréfagos
estimulados con el sobrenadante del medio de cultivo de linfocitos T activados, la concentracion de
neopterina alcanza hasta 10 veces més los niveles basales que estdn presentes en las células no
estimuladas. Este Incremento en la concentracién de las pteridinas se acompana de un aumento
signiticativo en el nivel de GTP y de la actlvidad de la GTPCH, lo que también se observa al estimular
a los macréfagos con el Interferdn vy purificado, [FN-y, en comparaclén con los macréfagos no
estimulados (Schoendon et al,, 1986). La activacién de la GTPCH por el IFN-y resulta de interés ya
que a la fecha tan sélo se conocfan dos enzimas que se pueden activar por esta linfocina: la 2'-§'
oligoadenilato sintetasa y una protelna clnasa. Desde el punto de vista clinico, en la actualidad se
determinan los niveles de neapterina en la sangre para detectar enfermedades que se asoclan con
estados hiperinmunes (Schoendon et al., 1987).

d) Como pigmentos blolégicos. En los Insectos las pteridinas se localizan en las células
eplidérmicas en donde forman cristales, los que dan una aparlencla obscura al penetrar la luz, o
tonalidades brillantes y muy vistosas al reflejarla; como resutado de la orientacién del eje 6ptico de
los cristales, la brillantez varia con el dngulo dsl haz luminoso Incidente. Los patrones de coloraclén
resultantes tienen importancia ecolégica en cuanto a los mecanismos de reconocimlento entre
individuos de la misma especle, o como pre ién frente a depredadores cuando generan
coloraciones francamente alarmantes.

La mayorfa de las pterldinas se asoclan con grénulos de proteina en los tejidos de los Insectos,
a los que se les conoce como granulos pigmentarios. Ademés del pigmento y de la protefna, estos
granulos contienen RNA y una deterriiinada cantidad de fosfolipidos, lo que los hace similares a las
mitocondrias, en cuanto a su composicidn. Estos grdnulos se encuentran en gran cantidad en las
células pigmentarias que rodean a los lentes y a la retinula de las omatidias de los Insectos. Una
omatidia es la unidad del ojo compuesto en los Insectos, en donde estos pigmentos pudieran
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’vtunclo‘nar como agentes que evitan la dispersién de la luz y como fiitros, particularmente para la
: reglén del UV cercano y del azul. Se ha demostrado la exi ia de una relaclén directa entre la
éctlvldad optomotora del insecto y la cantidad de pigmentos que estén presentes en las omatidlas,
en donde las moscas mutantes con ojos bl sin pigmentos, no presentan reacciones
optomotoras y su agudeza visual es nula (Zlegler y Harmsen, 1969).

Métodos de Estudio. El estudio experimental de las pteridinas generaimente comprende la
extraccién de los compuestos y su purificacién. La extraccién a partir de diversos tejidos de animales
Implica el rompimiento del tejido con homogenizadores especificos, por ejemplo del tipo Potter, en
el amortiguador adecuado, a 4°C. La solucién resuitante se centrifuga para eliminar los restos
celulares y el material insoluble; el sobrenadante es una fuente rica de pleridinas, las que se
determinan al evaluar su fluorescencia en un espsctrofluordmetro con exitacién a 360 nm y emisié
a 450 nm (Mail et al,, 1983). La determinacién quimica de las pteridinas y de otros compuestos
relaclonados, se realiza mediante la prueba del murexido (Leclercq, 1950), que consiste en exponer
el tejido o la solucién al 4cido nitrico concentrado con lo que se forma un residuo amarlllo, y
posteriormente al KOH al 10%; después de adicionar unas gotas de agua, de calentar y de evaporar,
se obtiene un residuo rojo, que se determina por colorimeria.

La separacién y 1a purificacién se realizan por procedimlentos convencionales, como las técnicas
de cromatografia en papel o en gel de silice, con diferentes sistemas de solventes; esto ha permitido
separar una gran cantidad de pteridinas fluorsscentes a partir de los cromatog que S8 exp
a la luz UV después det corrimlento, las que se recuperan de cada mancha mediante disolucién en
el amortiguador apropliado. Recientemente se han aplicado con éxito las técnicas de HPLC ("High
Performance Liquid Ch tography"- cromatograf(a fiquida de alta resolucidn) en la purificaclén de

estos compuestos con buenos rendimientos (Van Haastert et al,, 1982). El uso de cartuchos de
octadecilsilano (C,, Sep-Pack) también ha dado muy buenos resultados en la purificacién y la
concentracién de las pteridinas (Ferre y Jacobson, 1985).

Desde el punto de vista bioldgico, la mosca Drosophila melanogaster es un modelo que ha



aponyado’ mucha informacidn en cuanto al metabolismo y la genética de las pleridinas. Eilo se debe
l,ifaba]o con las mutantes de esta mosca, en las que los camblos fenotipicos al nivel de la
coloracién de los ojos se relaclonan con camblos genotipicos, 0 mutaciones, que alteran rutas
metabdlicas determinadas. Tal es el caso de las mutantes con ojos color de rosa (*rosy*) en donde
se detecta, en cromatogramas bidimensionales, la mancha que corresponde a la hipoxantina en el
lugar del dcido trlco que esta presente en las cepas silvestres; ademds de la diferencia en los
patrones de manchas, en las mutantes se desarroilan tubos de Malpigh! -que son el equivalente al
riién en las moscas- de menor longitud y deformes, lo que se debe a la acumulacién de la
hipoxantina, que es el material de excrecién en las mutantes. Esta acumulacién de hipoxantina se
deba a una deficlencia en la sintesis de la enzima xantina deshidrogenasa (XDH), que es la que se
encarga de producir e! 4cido trico a partir de la hipoxantina (Figura 5) (Hadorn, 1952). El efecto de
la mutacién en el gen que codifica para la XDH, que se conoce como mutacién en el gen "rosy", se
refieja a diferentes niveles fenotipicos, como es el cambio en los patrones de pigmentos y la
deformacién en los tubos de Malpighi, lo que en genética se define como un efecto pleiotrépico.

BIOLOGIA DE (LA MOSCA DEL MEDITERRANEO, Ceratitls capltata W. La Mosca del Mediterraneo
(Moscamed) recibe este nombre debido a que fue en la cuenca del Mediterraneo en donde se le
reportd iniclaimente como una plaga de drboles frutales de impartancia econdmica. El primer registro
de C. capitata es el de Latreille en 1817 en la isla Maurlclo, en el Oceano indico. En 1829, Widemann
1a describlé como Trypeta capitata, para la cual se reporld a las Indlas Orlentales como su fugar de
origen. Aos después, Filippo Siivestri llegé a ia conclusién de que el origen mds probable de C.
caphtata es el Africa Occidental, esto con base en haber detectado poco mds de 20 especies
diferentes del género Cerallitis que se distribuyen ampliamente en esta regién (SAG, 1976).

De acuerdo con [as condiciones ecoldgicas, la mosca puede vivir varios meses en estado adulto:
normalmente su longevidad es de 1 a 2 meses, pero puede alcanzar hasta los 10 meses en dreas
templadas y frias, o menos de 60 dfas cuando se encuentra en climas célidos. Las hembras alcanzan
su madurez sexual entre los 4 y 5 dlas después de la emergencia, lo que les permite iniciar la
ovipostura entre 7 y 9 dias después, cuando se encuentran en temperaturas que oscilan entre los 24
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y los 27°C (SAG, 1976). Las hembras sexualmente maduras despiden un olor fuerte que atrae al
macho a la cépula (Figura 6), Los hos, do se an bajo las mi dic que
las hembras, maduran sexualmente a los 3 6 4 dfas despuds de la emergencla, y como caracteristica
de este estado se destaca el movimlento de las alas y el arqueo del tltimo segmento abdominal, lo
que prolonga el aparato sexual hacla arriba, en donde se secreta un liquido cristalino que es de color
figeramente ambar. La hembra requiere de una sola cépula en su vida; generalmente pone de 4 a 10
huevecilios por ovipostura, Por lo general, cada hembra pone 20 hueveclilos al dfa; el promedio es
de 300 durante toda su vida, pero bajo condiciones éptimas puede poner hasta 800 hueveclilos,
aunque no fodos alcanzan el estado adulto. La Incubacldn de los huevecilios es de 2 a 7 dlas en
temperaturas célidas, lo que se prolonga hasta 20 6 30 dias en la época invernal. Al efectuarse la
ecloslén, la larva penetra al Interlor del fruto en donde completa su desarrolio después de 6 a 11 dias.
Al término del periodo de alimentacidn, la larva abandona el fruto y busca un lugar adecuado para
entarrarse en el suelo. El periodo pupal requlere de 9 a 11 dias, a 24°C, o hasta de varlas semanas
durante 1a época Invernal (SAG, 1976).

Debido a la capacidad de adaptacion a los climas mds diversos y a su alto ndice reproductivo, esta
mosca se distribuye actualmente en los cinco continentes (Figura 7). En las dltimas décadas ha
invadido regiones que antes le eran | ibles por la pr ia de barreras geogréficas, sin
embargo esto dejé de ser asl cuando se Incrementé el transporte de los productos vegetales, asf
como el Intercambio turistico. La Mosca de! Mediterraneo es una plaga de imporiancia agricola
porque sus larvas se alimentan de una gran variedad de frutos que tienen valor comercial, inclusive
se le considera como el insecto plaga que causa el mayor impacto econémico a nivel mundial (Carey,
1991).




Figura 6. Moscas adultas de Ceratitis capitata, W. Tomado de SAG (1976).
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Il. OBJETIVOS

La Mosca dsl Mediterraneo, Ceratitls capitata W., es un Insecto de Importancia agricola debido a
que sus larvas se alimentan de una gran variedad de frutos que tienen valor comercial.

La distribucién de esta mosca se controla en México graclas al programa de Irradiacion que se
lleva a cabo en la actualidad al Sur de nuestro pais; sin embargo, son muy importantes los estudios
ecoldgicos y demogréficos ds las moscas que se liberan en el campo, para lo cual es esencial la
determinacion de edades. Tradiclonalmente, se han utilizado caracteristicas morfolégicas para poder
definir la edad cronoldgica de estos dipteros, lo gue consume mucho tiempo y es poco preciso. En
aiios reclentes se ha aprovechado la propledad que tienen las pteridinas para emitlr fluorescencla,
lo que permite utilizarlas como marcadores de edad cronoléglca, ya que se acumulan con ia edad.

E! objetivo iniclal de este trabajo fue e! determinar si existe un aumento en los niveles de
fluorescencla en las cdpsulas cefélicas (CCs) de C. capitata enrelacidn con la edad de la mosca, para
poder determinar la existencla de marcadores de edad cr glca en estos | , los cuales
pudieran resultar de utilidad en estudios de campo, ademds de estudiar las condiclones
experimentales que permitan desarrollar esta técnica sin un consumo excesivo de tlempo. En
segundo lugar, y debido a que durante e! proceso de envejecimiento fisiolégico se acumulan una
serle de compuestos fluorescentes de naturaleza lipidica, y a que sus caracteristicas espectrales son
muy parecidas a las de las pteridinas, se propuso caracterizar a los pigmentos fluorescentes que
se obtuvieran de las CCs, para conocer su naturaleza y, consecuentemente, saber si la determinacién
se relaciona con la edad cronoldgica o la fisiolégica, de las cuales son indicadores las pteridinas y
los derivados lipidicos, respectivamente.




* 1. MATERIALES Y METODOS

7 cuLtivo DE LA MOSCA Y OBTENCION DE LAS CAPSULAS CEFALICAS (CCs). Las pupas de
Ceratitls capitata se obtuvleron de la planta de Irradlacién del programa Moscamed que se ublica en
Metapa, Chis., México, Antes de la entrega, las pupas se Irradlaron con una fuente de Co™ y con una

7 intensidad de 14 Krad. Posteriormente, las moscas se transfirleron a {as Intalaciones del Centro de
Investigaclones Ecolégicas del Sureste en Tapachula, Chis., en donde se mantuvieron en jaulas, a
22°C de temperatura y con fotoperlodos de 12h fuz/12h obscuridad. Cuando se utilizaron pupas no
Irradiadas, los procedimientos se realizaron dentro de la planta de irradiaclén debido a las
restricciones de cuarentena.

Las moscas de edad conoclda se anesteciaron con acetato de atilo o con biéxido de carbono, se
decapitaron y se almacenaron las CCs en viales que contenfan CaCl como desecador, y que se
cubrieron con papel aluminio para evitar su exposicién a la luz; los viales se mantuvieron en
congelacién a -20°C hasta su uso.

DETERMINACION DE LA FLUORESCENCIA. La técnica que se empled para determinar la edad de
las moscas es la que reportan Mall ef al. (1983) y Lehane y Mail (1985). Se homogenizd cada CC en
2 ml de una solucién de cloroformo/metanol (2:1) a la que se le adicionaron 3 ml de NaOH 0.1N; el
pH se ajustd a 10 con una solucién de glicina 0.15 M. El homogenlzado se centrifugé a § Krpm/3 min
en una centrifuga clinica, e Inmediatamente después se determin la fluorescencia del sobrenadante
en un espectrofluorémetro (MarK |, Farrand Optical Co.) al utilizar una longitud de onda de 360 nm
para la excitaclén y 450 nm para la emlsién. De manera alternativa, se homogenizaron las CCs en el
amortiguador de Tris-HCI 50 mM, pH=8.0 {Lehane y Mail, 1985). Se utilizé una solucién de sulfato de
quinina 0.27 nM, en H,SO, 0.1 N, como blanco para ajustar el aparato al valor maximo de
fluor {a. Se d inaron los espectros de excitacién y de emisién tanto para el suifato de

quinina como para el sobrenadante del homogenizado

EFECTO DEL CAMBIO DE COLOR DEL HOMOGENIZADO. Debido a que en experimentos
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& “pl minares se delects un camblo en Ia coloracién del homogenizado, de rojo-canela a verde-

ér';iérhlb, los procedimientos de extracclén se realizaron en el cuaro frio a 5°C; ademds, el
sobrenadante se mane|6 en tubos de centrifuga que estaban cublertos con papel alumirio, y se
mantuvleron en hielo durante la lectura de la fl la. En estos experimentos se utilizaron
moscas de edades difersntes, de 5 a 20 dfas, y con 10 repeticionss por cada sexo.

EFECTO DE LA IRRADIACION. Para determinar el efecto de la Irradiacién, se utillzaron moscas con
2 dias de edad: un lote se irradid, y otro no; estos experimentos contemplaron 10 repeticiones para
cada sexo.

EFECTO DEL. MARCAJE CON PIGMENTOS FLUORESCENTES. Las pupas que se irradian en la
planta de Metapa generalmente se marcan con un polvo fluorascente (Day-Glow, Switzer Brothers
Inc., Cleveland, Ohio), con el propdsito de saber si las moscas proceden de la planta de irradiacién,
y la fecha en la que se liberaron. Para tener la certeza de que este colorante no interfiere con los
valores de fluorescencla que se obtienen de las CCs, se examiné un lote de moscas marcadas, y otro
de moscas que no se marcaron con el colorante; se procesaron 10 repeticlones para cada sexo.

EFECTO DE LA EDAD. Los primeros experimentos s [levaron a cabo con tres categorias de edad:
1.5, 10y 20 dias, y con 11 6 12 réplicas por cada edad y cada sexo. En experimentos posteriores se
utilizaron edades desde 0 hasta 27 dfas, con intervalos de 3 dias de edad; se analizaron 60
repeticlones para cada sexo y cada edad.

EFECTO DEL TAMANO DE LA CAPSULA CEFALICA. Durante los experimentos se not6 una
diferencia Importante en el tamaiio de las CCs entre moscas de la misma edad, por lo que se
determiné el efecto del tamaiio con moscas de la misma edad al separar las CCs en dos categorias:
chicas y grandes; la separacién fue a simple vista.

SEPARACION CROMATOGRAFICA DE LOS PIGMENTOS FLUORESCENTES DE LAS CAPSULAS
CEFALICAS. Para la separacién cromatogréfica de los pigmentos fluorescentes se homogenizaron
las CCs en el amortiguador de Tris-HCI 50 mM, pH=8.0; posteriormente se tomé una muestra del
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sobrenadante y se aplicé al papel de cromatograffa (Whatman No. 1, con dimensiones de 15 x 15 cm).
El cromatograma se corrié en dos dimensiones, 2D, con la siguiente mezcla de solventes: dcido
acético/butanol/agua (33:120:80), para 1a primera dimensién, y piridina/butanolagua (33:33:33), para
la segunda dimensién. Durante el corrimiento cromatogréfico se trabajé a températura ambiente y
en condiclones de obscuridad para evitar la fotodegradacién de los pigmentos fluorescentes. Al
finalizar el corrimi los cromatog s0 en un horno a 60°C, y se observaron en una
cdmara de luz UV de longitud de onda corta. Se registraron las diferencias en el patrén de manchas
entre CCs que provenfan de moscas machos o hembras, o de edades diferentes.

CARACTERIZACION ESPECTROFOTOMETRICA DE LOS PIGMENTOS FLUORESCENTES. Se
extrajeron algunas manchas fluorescentes a partir de los cromatogramas al recortar la porcién del
papel que contenia al pigmento, y al agitarlo vigorosamente en el amortiguador de Tris-HC! 50 mM,
pH=8.0. Estos pigmentos se caracterizaron espectrofotométricamente al determinar su espectro
UVivisible. Como controles se utilizaron soluciones de sulfato de quinina 13 nM, riboflavina 27 nM
y écldo 4-aminofélico 22 nM, debido a que estos compusestos, ademds de fluorescer, presentan una
estructura quimica similar a la de las pteridinas, de tal que la pr ia de max| de
absorcidn similares pudieran indicar alguna semejanza de tipo estructural,

que s8 on para las

PROCEDIMIENTOS ESTADISTICOS. Los valores de fluor
variables que se estudiaron se procesaron de manera estadistica mediante el anélisls de varianza,
ANDEVA, de manera manual y con la ayuda del programa Statgrafics. Las diferencias minimas
significativas, o separacion de medlas, se determinaron mediante el andlisls del "rango" miiltiple de
Duncan (Thomas y Jackson, 1984).



IV. RESULTADOS

SELECCION DE LA SOLUCION DE HOMOGENIZACION. Se presentaron algunos problemas cuando
se utiliz6 la soluclén de cloroformo/metano! para homogenizar las CCs de C. capitata. En primer
lugar, la eficiencla de la homogenlzacién fue baja debido a que la ruptura del tejido fue incompleta,
y por lo tanto se libera una cantidad menor de nigmentos a la solucién. En segundo lugar, al
adiclonar fa solucién de hidréxido de sodio se forman dos fases que son inmiscibles, lo que complica
la obtencidn de la fase que contiene al pigmento. Estos problemas no se presentaron cuando la
homogenizacién se reallzé con ef amortiguador de Tris-HCI 50 mM, pH=8.0, en donde el tejido se
disgrega en su totalldad y se liberan los pigmentos, lo cual se aprecia cualitativamente ya que la
solucién se torna a un color rojo-canela intenso; ademds, ésta es una solucién homogenea de una
sola fase. Asf, durante todos los experimentos se utlllzé al amortiguador de Tris-HCI para fa
homogenizacién,

ESPECTROS DE EXCITACION Y DE EMISION DE LOS PIGMENTOS FLUORESCENTES Y DEL
SULFATO DE QUININA. El espectro del sulfato de quinina y del sobrenadante del homogenizado de
las CCs de las moscas presentan maximos de fluorescencia similares (Figura 8), lo que mostré que
el sulfato de quinina es un compuesto adecuade para ajustar los valores méximos al evaluar fa
por los pigmentos que estdn presentes en el sobrenadante del

emisién de fluo
homogenizado.

VARIACION DE LA FLUORESCENCIA EN RELACION CONEL TIEMPO. Lehane y Mail (1985) reportan
que la fluorescencla del homogenizado de las CCs de la mosca tse tse aumenta con el tiempo
después de la homogenizacién, por lo que recomiendan determinar Inmediatamente la fluorescencia.
En este trabajo, el cambio de color del homogenizado de las CCs de C. capitata, de rojo-canela a
verde-amarillo, despuss de un minuto de la homogenizacién, sugirlé determinar el efecto que tiene
este cambio de color en la produccldn de fluorescencia. Para realizar un seguimiento en la
produccidn de fluorescencla se tomaron alicuotas del mismo sobrenadante 1, 15 y 30 min después
de la homogenizacién, en donde no se observé varlacion algunas en los niveles de fluorescencia. Por
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Figura 8. Espectro de fiuorescenca del sulfato de quinina (+) y del homogenizado de las CCs de C. capitata (s), A)
Espx de excitacién; B) espectro de emisién.




lo anto, estos reaulladoa difleren de los qua reportan Lehane y Mall (1985) para Ia mosca tse tse Y
ademdas muastran que las lecturas de la cantidad de lluorescencla se pueden Ilavar a cabo en
lntarvalos de tlempo razonables.

EFECTO DEL TAMANO DE LAS CCs. Este experimento resulté de suma importancla ya que la
cantidad de fluorescencla varfa en relacién con el tamafio de las CCs de C. capitata, en donde enlas
CCs de mayor tamaio la fluorascencia es mayor, y a la Inversa (Figura 9). Este factor requiere de un
andlisls més profundo y detallado debido a que la varlacién en el tamaiio de las CCs es grande, lo

que puede tener implicaclones importantes en la aplicacién de esta técnica en de campo,
Inclusive permite explicar la dispersién de los datos, en relacién con los valores medios, de la mayor

parte de los experimentos que se reallzaron.

EFECTO DE LA IRRADIACION. Se cuantificé la fluor la de los plgmentos de las CCs de lotes
de moscas con 2 dlas de edad, irradladas y sin irradlar, ya que la iradiacién puede producir
mutaclones y éstas influyen dir te en la pr Ién de las pteridinas, como lo describe

Hadorn (1952). El anélisls ANDEVA no mostr6 diferencias significativas entre los tratamlentos y los
controles (F=0.033; P=0.857), asf como tampoco entre l0s sexos (F=0.291; P=0,593),

EFECTO DE LA MARCA CON POLVOS FLUORESCENTES. Los resultados del experimento cuyo
objeto fue el Investigar el efecto del marcaje de las moscas con poivos fluorescentes, Indicaron la
presencla de un efecto significativo del marcaje en la produccién de la fluorescencia total, ya que la
cuantificacién disminuye cuando las moscas tienen el polvo fluorescente (Figura 10). Por lo tanto,
se recomienda detectar la presencia o ausencla de estos polvos en las moscas antes de que éstas
se sujeten a evaluacién en cuanto a la produccién de fluorescencia.

EFECTO DE LA EDAD. La fluorescencia en las CCs de moscas de 3 categorias de edad, 1.5, 10y
20 dfas, mostraron un aumento significativo en la fluorescencia en relacién con la edad (F=29.874;
P=0.0001), aunque no se observaron diferencias significativas entre los sexos (F=0.40; P=0.844). Las
diferencias minimas significativas, que se determinaron por el "rango" muttiple de Duncan, mostraron
diferencias significativas entre las CCs de 1.5 dias y las de 10 y 20 dias (P=0.01), sin embargo no

s
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existieron diferencias significativas entre estas dos tltimas edades, lo que sugiere que la sintesis de
los pigmentos fluorescentes es mayor durante las etapas tempranas del desarrollo de la mosca.

En un experimento similar al anterior, cuando se determiné el de la fluo ia en las
CCs de moscas cuya edad varl6 entre los 0 y 27 dias, con Intervalos de 3 dfas, se encontré un
aumento significativo de la fluorescencia en relacién con la edad (Figura 11), en donde la

fluorescencia que producen las moscas hembras parece ser mayor que la de los machos. Sin
embargo, el andlisis de las diferenclas minimas significativas mostré que el mayor incremento en los

Iveles de fluor sep hasta los 106 12 dfas de edad, después de los cuales disminuye
dicho incremento; esto suglere que esta técnica puede resultar de utilidad cuando se analicen
moscas que alcancen hasta los 10 6 12 dias de edad, pero mas alls puede resultar imprecisa, por
elemplo a los 24 dias. Por lo tanto, es necasario tomar en cuenta esto cuando se Interpolen los
valores experimentales en la recta que resulta del ajuste por madio del andlisis de regreslén (Figura
12); el coeficiente de correlacion, r, para dicha recta fue de 0.85 para las moscas macho, y de 0.62
para las hembras.

Para conocer posteriormente la edad que se calcula mediante la determinacidn de los valores de
fluor 1a por la Interpolacidn en 1a curva de regresion (Figura 12), se realizé un experimento al
que se le denomind de las "edades ocultas®, ya que se calculd la edad por medlo de la fluorescencia
de moscas cuya edad cronolégica se desconocia por el operador. En 1a tabla il se muestra que la
determinacién de la edad por la cuantificacién de fa fluorescencla resulta més precisa para las
moscas machos que para las hembras, sin embargo, Ia determinacién es precisa hasta los 12 dias
de edad aproximadamente.

SEPARACION CROMATOGRAFICA DE LOS PIGMENTOS FLUORESCENTES. La cromatografia de
los extractos solubles de las CCs revels fa existencia de 9y de 6 pigmentos fluorescentes que estén
presentes en las moscas Jovenes y senesentes, respectivamente (Figura 13). La ausencia de los
pigmentos 3, 8y 9 en las moscas senesentes, de 10 dias, pudiera ser un criterio en la determinacién
de la edad, aunque se requieren estudios mds detallados al respecto. Es notable el hecho de que no
se observé diferencia alguna entre los patrones cromatogréficos de las moscas machos y las
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hembras,

De los pigmentos que se separaron por los procedimigntos cromatogréficos, los pigmentas 1y 4
fueron los mds abundantes, aunque el primero de ellos no fluoresce, es de color anaranfado y
pudlera corresponder a un homocromo, de acuerdo con el reporte de Ziegler y Harmsen (1969); el
segundo pigmenta, 4, fluoresca Intensamente con un color amarilio de manera similar a la riboflavina,
sin embargo, cuando se co-cromatografié este pigmento can la riboflavina e! R de cada uno de ellos
fue diferente, por lo que se descartd la posibilidad de que el pigmento 4 correspondiera a la
riboflavina, Tanto el color de la fluorescencla, como el valor de Rf, sugieren que el pigmento 4
pudlera corresponder a la seplapterina que se ha descrito en la mosca Musca domestica (Grigolo et
al., 1970).

CARACTERIZACION ESPECTROFOTOMETRICA DE LOS PIGMENTOS FLUORESCENTES. Ei perfil
de absorclén UVNisible, tanto del extracto crudo de las CCs de C. capitata como de una solucién del
dcldo 4-aminofdlico, mostré méxImos de absorcién similares en 230 y 266 nm (Figura 14). Esto indicé
que el sobrenadante I léculas que se relack quimicamente con el anillo pirimidina-
pirazina del dcido 4-aminofélico, a difersncia de las purinas y las pirimidinas que no presentan un
méximo de absorcién alrededor de los 230 nm.

Se extrajeron los pigmentos 1y 4 de los cromatogramas bldimenslonales; no fue posible extraer
otros pigmentos debkio a que su cantidad fue muy baja. E perfil UV de ambos pigmentos mostré una
similitud alta en los maximos de absorcién para ambos plgmentos en la regidn de los 206 a los 263
nm (Figura 15). Por lo tanto, ambos plgmentos se relacionan estructuralments, y debido a que su
absorclén méxima se encuentra en la region en donde el aniflo pirimidina-pirazina axi
alrededor de los 260 nm, se suglere que ios pigmentos 1y 4 se derivan del anillo plrimidina-pirazina.
Como apoyo adiclonal para dicha sugerencla, se observé que el espectro de absorcién del pigmento
1y el de la quinina y la riboflavina muestran méximos de absorcidn similares (Figura 16): (a) 206/203,
2217222 y 263/264 nm cuando se compararon [0s espectros del pigmento 1 y la riboflavina; y (b)
221/216, 244/236 y 254/256 nm para la comparacién entre el pigmento 1y la quinina.
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y de una solucidn de dcido 4aminofdlico 22 nM (-« -). Para el sobrenadants se homogenizaron § mg de CCs de moscas
hembras de 10 dias de edad.
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Figura 15. Espectro de absorcién en la regidn UV de los pigmentos que se extrajeron a partir de los cromatogramas;
pigmento 1 = mancha anaranjada; pigmento 4 = mancha amarilla. Los homogenizados se prepararon de igual manera a
como se describe on Ja figura 14.
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Figura 16, Espectro de absorcién en la regién UV del pigmento 1 de las CCs de C. capitata(——), y de los

control: sulfato de quinina 13 nM (- - -} y riboflavina 27 nM(--). Los homogenizados se prepararon de igual manera a
como se describe en la figura 14, Recuadro: estructura quimica de los compuestos control.
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El perfil de absorcién del pigmento 4, de color amarilo, en la reglén del visible, mostré un méximo
a 455 nm, que es similar al de la riboflavina (Figura 17), sin embargo, aunque debe existir alguna
relacldn estructural entre ambos pigmenlos, éstos se dift i t do se co-
cromatogratian, Ademds, es de interés el notar que la absorcién méxima del pigmento 4 en el visible
80 encuentra en la regidn del amarillo y del verde (Figura 17), lo que es significativo desde el punto
de vista de que el extracto Inicial da las CCs, que es de color rojo-canela, vira rapidamente a un color
verde-amarillo; este camblo de color de! sobrenadante pudiera resultar de la oxidacién de diversos
pigmentos que se acumulan en lo que se observa como el pigmento 4. Sin embargo, como se
demostré con anterloridad, este cambio de color no afecta la produccién total de fluorescencia.

1y
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de rib 27 nM. Sa Incluyen los espectros de ab de los filtros que delimitan ias regiones del verde y del
amatillo,
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V. DISCUSION Y CONCLUSIONES

= Los resultados de este trabajo sugleren que en las CCs de C. capitata existen p S
- i cuya {6n varfa con !a edad de la mosca. Estos resultados concuerdan con

- - los publicados por Mall y sus colaboradores (1983), Lehane y Mall (1985) y Thomas y Chen (1988).
La varlacién considerable que se observé al determinar la fluorescencia de las moscas que
correspondian a la misma edad se pusde atribuir a la variacién que existe en el tamaiio de las CCs.
Sin embargo, se debe conslderar que no se cuantifics el intervalo de variacién del tamafio de las
CCs, sino que simplemente se dividieron visuaimente en dos categorlas: grandes y pequefas;
Thomas y Chen (1989) tamblén encontraron que el tamaio de las CCs es una variable importante en
la determinacién de la fiuorescencla.

+Sin embargo, y a pesar de la dispersién de los datos, es claro que existe una acumulacién de
pigmentos fluorescentes en las CCs en relacién con la edad del insecto; esta aumento es mayor en
las etapas tempranas del desarrollo, hasta los 10 6 12 dias después de la emergencia, aunque
posteriormente la sfntesls de estos plgmentos disminuye. Por lo tanto, la aplicacién préctica de esta
técnica en la determinacion de la edad de estas moscas pudiera ser una posibllidad a futuro, sobre
todo después de realizar experimentos de campo en donde se determine el efecto que pueden tener
los factores amblentales en la produccién de los pigmentos fluorescentes ya que, como se menciond
con anterloridad, esta técnica permite procesar una gran cantldad de muestras durante periodos de
tiempo cortos. Esta técnlca puede llegar a ser una herramlenta poderosa en estudios de tipo
demogréfico, as/ como para determinar [a tasa de sobrevi la de las Irradiadas que se
liberan en el campo. Ademds, con la aplicacién de esta técnica pudiera ser relativamente facll
distinguir a las 6 da las por eJemplo, la exi: la en el campo de moscas
principat i6 d de aplicar insecticldas sugerirfa un efecto predominante de éstos

¥ P

en las moscas senesentes,

El Il yde la de los plgmentos visuales de C. capltataes un aspecto
importante ya que aporta Informacién que es itil, no solamente para determinar la edad del insecto,
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i sino también como un auxillar en la fa do las que per al plej
i fephrllldae. de manera similar a como ocurre en la mosca Drosophiia spp. (Wolf et al. 1987). En este
k sentido, fos resultados que se describleron en ia 16n anterlor sugl fuer que los
pigmentos fiuorescentes de las CCs de C. capltata corresponden a pteridinas y no a derlvados
lipfdi y ent te la deter i6n de la edad es cronolégica y no fisloldglca, Desde el

punto de vista técnico, ambos plgmentos se separan con facilidad debido a su solubllidad, ya que
las pteridinas son hidrosolubles, y los pigmentos lipidicos son solubles en solventes orgdnicos, de

tal manera que estos dltimos se eliminan de la preparacidn al homogenizar el tejido en el
amontiguador de Tris-HCi y en el precipitado después de centrifugar. Asi, el sobrenadante es una
{uente rica de pteridinas.

Por otro lado, se separaron aproximadamente ocho pigmentos fluorescentes de los extractos
acuosos de las CCs de C. capitata mediante cromatograffa bidimensional en papel; la cantidad de
manchas varlé con la edad de la mosca. El nimero de plg que se resolvieron en el
cromatograma es simllar al que se ha reportado en otras moscas, por ejemplo en Musca domestica
(Grigolo et al,, 1970); aunque los valores de Rf varfan entre estos plgmentos, lo que depende de la
especle, algunos de ellos son constantes, en particular el plgmento 4 de C. capitatay la seplapterina
de M. domestica.

Los perfiles de absorcién de los plgmentos que se extrajeron de los cromatogramas, asf como de
las moléculas control cuya estructura es similar a las pteridinas (el dcido 4-aminofélico, el sulfato de

quinina y la riboflavina), sugleren fuer que los plg fl principales de la CC
de C. capitata son pteridinas. Al igual que estos plgmentos, se ha d trado que una ina del
hongo Dictyostellfum lactoum es una pteridina cuyos méximos de absorcién se encuentran en las
cercanlas de los 260 nm (Van Haastert et al,, 1982).

Atn cuando se separaron por cri afia bldimensional los plgmentos fluorescentes que se
fzaron poster por medios esp no se puede descartar el hecho de que las

manchas contengan otros compuestos contaminantes que se relacionen quimicamente con las
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pteridinas, por lo que posterlormente serd necesarlo realizar la purificacién exhaustiva, por ejemplo
mediante HPLC, y la caracterizacién quimica de cada pigmento, antes de realizar estudios
adicionales. Adem4s, ltard de Interés estudiar el compartamiento de las pteridinas individuales
durante el envejecimlento cronolégico de estas moscas con el objeto de conocer su contribucién
Individual en la f! la total de los

En conclusién, los resultados de este trabajo sugleren que la técnica de la determinacion de la
fluorescencla en los extractos de las CCs de C. capltata puede resultar de utilidad para conocer la
edad de estas moscas; sin embargo, es nocesarlo realizar estudios adiclonales que aporten datos
que permitan controlar de manera 6ptima las variables que afectan los niveles de fluorescencia,
debldo a lo cual hasta el momento la técnlica es de uso limitado. Adem4s, y& que se suglere que los
pigmentos fluorescentes de las CCs do eslas moscas son pleridinas, su determinacién corresponde
a laedad cronolégica y no a la fisioiégica, la cual puede variar de manera Importante de acverdo con
Yas condiclones amblentales, tal como la temperatura.



2

V1. BIBLIOGRAFIA

Alder, C., M. Viscanti, S. Datta y H.C. Curtius. {1990). 105. Pterine chemistry: a simple synthesis of
deoxy-L+{5-'H,) arabinose and L-{3-"H,) blopterine. HELVETICA CHEM. ACTA 73: 1058-1063.

Carey, J.R. (1991). Stablishment of the mediterranean frult fly in Californla. SCIENCE 253: 1369-1373.
Chaliler, A. (1965). Amelioration de la methodi de determination de I'age phisiclogique des gl

BULL. SOC. PATHOL. EXOT. 58: 250-259.

Ferre, J. y K.B. Jacobson. (1985). Use of reversed phase C,, Sep Pak cartridges for the purification
and concentration of seplapterine and other pteridines. J. CHROMATOG. 350: 389-398.

Fox, D.L. (1976). Animal blochromes and structural colours, University of California Press, USA. pp.
293300,

Grigolo, A., L. Sacchiy L. Dima Da Ros. (1970). Le pterine de Musca domestica {L). GENET. AGRIC.
22: 382-393.

Hadorn, E. (1952). Fractionating the fruit fly. SCI. AM. 206(4): 100-110.

Krebs, Ch.. (1985). Ecologfa. Segunda edicién. HARLA, México. pp. 158-195.

Leclercq, J. (1950). Ocurrence of pterine pigments In hymenoptera. NATURE 165: 367-368.

Leahane, M.J. y T.S. Mall. (1985). Determining the age of the adult male and female Glossina morsitans
morsitans using a new technique. ECOL. ENTOMOL. 10: 219-224.

Lehane, M.J., J. Chadwick, M.A. Howe y T.S. Mall. (1986). Improvements in the pleridine method for
determining age In adult male of female Stomoxys calcitrans. J. ECON. ENTOMOL. 79: 1714-1719.
Lahane, M.J. ¥ R. Hargrove (1988). Fleld experiments on a new method for determining age in tsetse
files (Diptera: Glossinidae). ECOL. ENTOMOL. 13: 319-322,

Mail, T.S., J. Chadwick y M.J. Lehane. (1983). Determinlg the age of adults of Stomoxys calcitrans (L.)
(Diptera: Muscidae), BULL. ENT, RES. 73: 501-525.

S.A.G. (1976). La mosca del MedHiterraneo. Direccién General de Sanidad Vegetal, México. pp. 1-7.
Saunders, D.S. (1962). Age determination for female tsetse flies and the age composition of samples
of Glossina palldipes, Aust.,, G. palpalls fuscipes, Newsp. and G. brevipalpis, Newsp. BULL.
ENTOMOL. RES. 53: 579-595.

Schoendon, G., J. Troppmair, G. Adolf, C. Huber y A. Niaderwleser. {1986). Interferon-y enhances
biosynthesis of pterins in peripheral blood mononuciear cells by induction of GYP cyclohydrofase 1




23

activity. J. INTERFERON RES. 6: 697-703,

Schoendon, G., J. Troppmair, A. Fontana, Ch. Huber, H.Ch. Curtius y A. Niederwieser. (1987).
Blosynthesis and metabollsm of pterins In peripheral blood mononuclear cells and leukemia lines in
man and mouse. EUR. J. BIOCHEM. 166: 303-310.

Sheidhal, J. y A.L. Tappel. (1974) Fluorescent products from aging Drosophila melanogaster: an
Indicator of free radical lipid peroxidation damage. EXP. GERONTOL. 9: 33-41.

Stryer, L. (1988). Biochemistry. W.H. Freeman, NY. pp. 580-563.

Thomas, D.B. y A.C. Chen. (1989). Age determination in the adult screwworm (Diptera: Calliphoridae)
by pteridine levels. J. ECON. ENTOMOL. 82: 1140-1144.

Thomas, M.L. y H. Jackson. (1984). Métodos estadisticos para la Investigacién en la agricultura,
Trillas, México. 270 pp.

Van Haastert, P.J.M., R.J.W. Do Witt, A.D. Grijpma y T.M. Konin. (1982). Identification of a pterin as
the acrasin of the cellular slime mold Dictyostefum lacteum. PROC. NATL, ACAD, SCI. USA 79: 6270-
6274,

Warhorst, D.C. (1986). Pteridine synthesls In malaria parasites. PARASITOL. TODAY 2:57-58.

Wolf, T.M., R. Wassertein y J.S. Yoon. (1987). Qualitative and quantitative studies of pteridine eye
plgments In Drosophila. Seven species of hawaiian Drosophila and D. malanogaster. BIOCHEM, SYST.
ECOL. 15: 239-245. :

Ziegler, 1. y R. Harmsen. (1969). The biology of pteridines In Insects. ADV. INSECT PHYSIOL. 6: 139-
203.



	Portada
	Contenido
	Resumen
	I. Introducción
	II. Objetivos
	III. Materiales y Métodos
	IV. Resultados
	V. Discusión y Conclusiones
	VI. Bibliografía



