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RESUMEN. Eneste estudio se determiné la edad y hora del dia de mayor actividad sexual de Anastrepha
obligua (Diptera: Tephritidae). Simultineamente, se identificaron los componentes volatiles producidos en
las glandulas salivales y se comparé con los voldtiles emitidos por machos de A. obliqua en el periodo de
llamado. Se evalué la respuesta de hembras virgenes de A. obliqua a extractos de gldndulas salivales de
machos. Los resultados muestran que el mayor nimero de apareamiento en edades se presenté de 7 a 11
dias. Se observé que la hora donde se presenté un mayor ntimero de apareamientos fue de 7.00 a 9.00 h.
El anilisis por Cromatografia de Gases y Espectrometria de Masas (CG-EM) muestran que gldndulas
contienen (E,E)-a-farneseno y (E,Z)-o-farneseno los cuales son dos de los compuestos emitidos por los
machos en el periodo de llamado. Las hembras respondieron positivamente a los extractos de glindulas
salivales.

PALABRAS CLAVE: Anastrepha obliqua, mosca de fruta, glandula salival, feromona sexual.

ABSTRACT. In this research the age and time of day of higher sexual activiy was determined for
Anastrepha obliqua (Diptera: Tephritidae). Simultaneously, the volatiles produced in the salivary glands
were identified and compared with those released from calling males. The reponse of virgen females of 4.
obligqua to the male salivary glands extracts was evaluated. The results obtained showed that the optimal age
for higher sexual activiy was 7 to 11 days of age, the optimal day time was 7.00-9.00 h. The Gas
Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) analysis of the volatiles from males salivary glands showed
two compounds (E, E)-a-farnesene and (E, Z)-a-farnesene which are two of the volatile compounds released
from males during calling. The response of virgen females to salivary gland extract was positive.

KEY WORDS: Anastrepha obliqua, fruit fly, salivary gland, sex pheromone.

La mosca de las Indias Occidentales, Anastrepha obliqua (Macquart) (Diptera:
Tephritidae) es la plaga mas importante del cultivo del mango (Mangifera indica) en
México y en otros paises productores de América Latina (Herndndez-Ortiz 1992;
Aluja et al. 1996).

El comportamiento sexual de varias especies de Anastrepha presenta un patrén muy
similar, Los machos toman una postura caracteristica, presentando unas
protuberancias en la porcién lateral abdominal, asi como también la proyeccion anal
hacia el exterior con un movimiento vigoroso de las alas, en conjunto, son un



" Ibdriez y Cruz: Componentes en gldndulas salivales de Anastrepha

indicador de la liberacién de la feromona sexual para atraer a las hembras (Nation
1972; Perdomo 1974; Dodson 1978; Burk 1983; Morgante et al. 1983; Malavasi et
al. 1983; Robacker y Hart 1985a).

Se han realizado estudios en la identificacién quimica de los componentes volatiles
de la feromona sexual en algunas especies del género Anastrepha. En A. ludens se han
identificado ocho compuestos en extractos o volatiles capturados de machos: (Z)-3-
nonenol; (Z,7Z)-3,6-nonadienol (Nation 1983), anastrefina (E-hexahidro-E-4-7a-
dimetil-4-vinil-2-[3H]-benzofuranona), epianastrefina (E-hexahidro-Z-4,7a-dimetil-2-
[3H]-benzofuranona) (Battiste et al. 1983), suspensolide (F,E, 4,8-dimetil-3,8-
decadien-10-olide) (Chuman et al. 1988), B-bisaboleno, ocimeno y (E, E)-«-farneseno
(Rocca er al. 1992). Los volatiles producidos o emitidos por A. suspensa son similares
en estructura de los producidos por A. ludens: (Z)-3-nonenol, (Z,Z)-3,6-nonadienol,
(S, 8)-(-)-epianastrefina (Esponda-Gaxiola 1977; Battiste et al. 1983; Nation 1983:
Stokes er al. 1983). Rocca et al. (1992) reportaron que tanto A. suspensay A. ludens
liberan los mismos tres sesquiterpenos hidrocarbonados, (E,E)-a-farneseno, [-
bisaboleno, y «-trans-bergamoteno pero en diferentes proporciones. Ademads,
establecieron la configuracién absoluta del [P-bisaboleno como el (R)- (+ )-
enantiomero, aislado en suficiente cantidad a partir de volatiles de A. suspensa; asi
también, reportaron que ésta especie produce el monoterpeno (Z)-3-ocimeno, mientras
que A. ludens contenia en los volatiles el monoterpeno limoneno. Estudios con
gldndulas aisladas y analisis de tejidos en machos de A. fraterculus mostraron que los
compuestos quimicos para el llamado, que liberan los machos en ésta especie son
producidos o almacenadas en las glandulas salivales. Los compuestos identificados
fueron (£, E)-a-farneseno (Z, E)-a-farneseno, (E, Z)-o-farneseno y (E, E)-suspensolide
(De lima er al. 1994). Asi también, revelaron la presencia de pirazinas: 2,5-
dimetilpirazina, 2,3,5-dimetilpirazina y 3-etil-2,5-dimetilpirazina. Recientente Heath
et al. (2000) reportd que machos de A. obliqua producen (Z, E)-a-farneseno, (E, E)-o-
farneseno y (Z)-3-Nonenol.

La biosintesis de los diferentes componentes feromonales en algunas especies del
género Anastrepha tienen lugar en estructuras complejas de células que conforman dos
gléndulas especificas que se encuentran en los machos, siendo éstas la glandula
pleural, que consiste en un conjunto de células epidérmicas alargadas en forma de
columna y la glandula salival dimérfica (Nation 1974, 1981). Las glandulas salivales
de algunas especies de Anastrepha, incluyendo A. obliqua, se forma de un ducto
comun en la cabeza la cual se bifurca en dos tubos laterales, los cuales se extienden
en cada lado del abdomen y terminan como grandes aglomeraciones tubulares (Nation
1981). Estudios realizados con la estructura rectal de machos de siete especies de
Anastrepha, incluyendo obliqua, suponen que una de las funciones de los pliegues
epiteliales del recto es la secrecién de la feromona sexual (Barros y Malavasi 1996).
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El objetivo de este trabajo fue determinar la edad optima de mayor actividad sexual
de A. obliqua, aislar e identificar quimicamente el/los componentes volatiles
producidos en las glandulas salivales de machos de 4. obliqua y compararlos con los
volatiles emitidos por machos en el periodo de llamado. También se evalud la
respuesta de hembras virgenes a extractos de la glandula salival de machos.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico. El material biol6gico fue obtenido en la planta MOSCAMED
localizada en Metapa, Chiapas. Las pupas y adultos se mantuvieron en laboratorio en
jaulas de 30 cm® cubiertas con tela transparente, con una temperatura de 28 °C, H.R.
de 60 a 70% y un fotoperiodo de 8 horas. Los adultos se alimentaron con una mezcla
de en proporcién 1:3 de levadura hidrolizada enzimaticamente (ICN, Biomedical,
Inc.): azicar y agua. Los machos inmediatamente dos dias después de emerger se
aislaron para prevenir interacciones con las hembras.

Bioensayos. Para determinar el periodo de mayor actividad sexual de 4. obliqua, se
colocaron 25 machos y 25 hembras virgenes en una jaula de 30 cm’ cubierta con tela
transparente. Los bioensayos se realizaron en un laboratorio libre de feromona sexual.
Para cada observacién se utilizaron moscas de diferente edades partiendo de 3er.
hasta a los 15 dias. Las observaciones se realizaron en diferentes periodos del dia
7.00-9.00 h, 9.00-11.00 h, 15.00-17.00 h 'y 17.00-19.00 h. En cada observacion se
contaron el nimero de parejas copulando.

Colecta de voldtiles. Los volatiles se colectaron utilizando un matraz de 500 ml con
boca esmerilada 24/40 en donde se colocaron 50 machos edad maduros de 7-10 dias
de edad. Se pasé a través del matraz aire previamente purificado con carbén activado
a un flujo de 30 mi/min. Los volatiles emitidos por los machos fueron arrastrados por
la corriente de aire y se atraparon en un tubo (10 cm x 5 mm) empacado con 3 gr de
Tenax, durante 2 h. Posteriormente, los compuestos adsorbidos se extrajeron con 3
ml hexano. El extracto hexanico obtenido se concentré hasta 10 pl bajo un flujo de
nitrégeno, para su posterior andlisis quimico.

Obtencién de extractos glandulares. Se obtuvieron gldndulas salivales, disectando
machos sexualmente maduros de 7-11 dias de edad. Las disecciones se llevaron a cabo
utilizando un microscopio estereoscépico con un par de pinzas de diseccién. Las
glandulas disectadas fueron depositadas en un vial de 5 ml conteniendo 2 ml de
hexano. Las glandulas se maceraron, una vez obtenido el extracto en un frasco de
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vidrio se concentrd bajo un flujo de nitrégeno a un volumen de 10 pl.

Gléndula salival en capilar de vidrio. Glandulas disectadas de machos sexualmente
maduros durante el periodo de llamado, se colocaron en un fragmento de vidrio.
Posteriormente se colocé en el interior de un capilar de 2 cm de largo, previamente
sellado de un extremo, después de depositar la glandula en el capilar se procedié a
sellar el siguiente extremo, verificAindose el sello total de ambos lados, para su
anilisis por cromatografia de gases (Morgan 1990).

Bioensayos con extractos de glandulas. Para evaluar la respuesta de hembras
virgenes de A. obliqua (7-11 dias de edad) a los extractos de glandulas salivales de
machos, se introdujeron 20 hembras virgenes dentro de una jaula de 30 cm’. Se
obtuvieron glandulas salivales, disectando machos durante el periodo de llamado.
Cinco glandulas recién disectadas se colocaron en papel filtro y se maceraron,
inmediatamente el papel filtro se colocé en la parte superior de la jaula. Como control
se utilizé papel filtro iimedo y se colocé a lado opuesto de la muestra, ubicada en
forma vertical en una esquina de la jaula. Una hora antes de llevar a cabo el
experimento se procedié a retirarles el alimento. Se contarén el nimero de moscas
que visitaron a los papeles filtros. Las observaciones se repitieron cinco veces en
espacios de cada 1 min. durante 10 min.

Andlisis quimico. El anilisis quimico de los extractos glandulares y de volatiles se
efectué en un Cromatografo de Gases acoplado a un Espectrdmetro de Masas
(CG/EM), marca Varian Saturn 4D con una columna capilar no polar (DB-1). La
temperatura de la columna fue de 50 °C manteniéndose por 2 minutos para
posteriormente incrementarse por 15 °C/min hasta alcanzar la temperatura de 280 °C
permaneciendo 5 min. La temperatura del Detector de flama fue de 300 °C y la del
inyector de 200 °C. El gas de arrastre que se utilizé fue el gas Helio. El andlisis
quimico de las gldndulas salivales en capilar en un Cromatégrafo de gases marca
Varian modelo 3600 con una columna capilar no polar (DB-1), en las mismas
condiciones en las que se utilizé el GC-MS. La inyeccién de las muestras en los
capilares se realizé con la ayuda de un accesorio adaptado al Cromatégrafo de gases
para el andlisis de muestras sélidas.

Microscopia electrénica. Glandulas salivales disectadas de machos de A. obliqua se
sometieron a un previo tratamiento antes de realizar las observaciones en el
microscopio electrénico de barrido convencional, el cual consistié en un proceso de
fijaci6n en glutaraldehido al 3% en buffer fosfatos con un pH de 7.2 previos lavados
en solucién Buffer, posterior a la fijacién se sometié a un procesamiento de
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deshidratacion en grado alcohol utilizindose etanol al 10% llevandose gradualmente
hasta etanol al 100%, continuindose con el secado al punto critico, por tltimo la
muestra tratada fue recubierta con un metal conductivo (oro-paladio) ionizado. La
observacién de la glindula se efectudé con un microscopio electrénico de barrido
convencional marca Topcon, modelo SM-510, el secado de la gldndula se llevo a cabo
con un secador al punto critico (CO,), marca SPI, modelo SPI-DRY CPD, y se utilizé
el depositador de metal conductivo (oro-paladio) marca Denton Vaccum, modelo Desk
II. El segmento ventral y el segmento anal se examinaron directamente y también
siendo tratadas para observacion de muestras himedas en MEB.

Cuadro 1

Actividad sexual de Anastrepha obligua. Numero promedio de apareamientos (N=5). Edad (dias).

34 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Total

Hora

7-9 0 0 2 2 4 610 9 10 4 3 4 2 56
9-11 0O 0 0 213 2 2 1 3 1 0 O 15
1-13 0 o 1 o 3 0 2 2 3 2 0 2 1 16
15-17 0 0 0 0 1 2 3 2 1 0O 0 1 13
17-19 0 0 0 1 0 2 1 1 0 1 0 1 0 7
Total 0 0 3 5 9 13 18 17 16 11 4 7 4

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1, se muestran los resultados obtenidos de las observaciones del
comportamiento de apareamiento de A. obliqua en condiciones de laboratorio. Se
observd que los machos desde los 5 dias comenzaron a mostrar el comportamiento
sexual caracteristico que comprende, aleteo constante, el aumento de tamafio de los
laterales del abdomen en la regién del 6to. esternito y la proyeccion al exterior de los
tejidos anales. El mayor nimero de apareamientos se observé en el periodo de 7 a
10 dias de edad. Se observé también que el periodo de mayor actividad de
apareamiento se presenté por las mafianas en el periodo de 7-9 h. Aunque se
observaron apareamientos durante toda la mafiana, tarde y noche. Estos resultados
estan de acuerdo a las observaciones realizadas en plantaciones de mango por Aluja
y Birke (1993), quienes observaron que el mayor niimero de cdpulas ocurrieron en
la mafiana y algunas c6pulas se observaron en la tarde. Al igual que A. obligua, otras
especies de Anastrepha tienen preferencia para copular en ciertas horas del dia, por
ejemplo A. suspensa, copula en la tarde entre 15 y 17 horas (Burk, 1983). Se ha
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Las glandulas salivales de los machos de la mosca de la fruta de 4. obliqua fueron
atractivas a hembras virgenes maduras. En los bioensayos se probé el efecto de 5
machos equivalentes, como se observa en la Fig. 4, el arribo fue mas notorio a los 3
minutos y muchas moscas permanecian sobre la muestra mas tiempo. Se realizaron
5 repeticiones. Nuestros experimentos indican que las glandulas no solo atrajeron a
corta distancia sino que tuvieron un efecto arrestante como fue observado también con
A. fraterculus (De Lima et al. 1996).
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Fig. 4. Respuesta de hembras virgenes de Anastrepha obliqua a extractos de glindulas salivales de machos.

Identificacion Quimica. El anilisis por CG-MS del extracto de captura de volatiles
de machos de A. obliqua se muestra en el cromatograma de la Fig. 4. Se observa la
presencia de tres compuestos voldtiles, uno de ellos identificados como un alcohol
(pico 1), (E,E)-a-farneseno (pico 2) y el pico 3 identificado como un sesquiterpeno.
Sin embargo, recientemente Heath et al. (2000) reporté la identificacién del pico (1)
y el pico (3) como (Z)-nonenol y (E, Z)-a-farneseno respectivamente. El anilisis CG-
EM del extracto de glédndulas salivales mostr6 que la glandula contiene los compuestos
identificados como pico 2 y 3 (Fig. 5). La confirmacion de la identificacién del (E, E)-
a-farneseno se llevé a cabo mediante la inyeccién de la substancia sintética. En el
analisis de las glandulas salivales en tubos capilares se observaron también los mismos
componentes del extracto de glandulas. Estos resultados nos muestran que en las
glandulas salivares se producen tinicamente los compuestos sesquiterpenicos (picos 2
y 3) de la mezcla de la feromona sexual de A. obliqua. Las moscas producen 42.8 ng
(pico 2) y 15.6 ng de (E, E)-a-farneseno. El componente identificado en A. obliqua
el (E,E)-a-farneseno se ha identificado como principal componente de la feromona
sexual de A. fraterculus (De lima et al. 1994), pero también se ha reportado para 4.
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ludens y A. suspensa (Rocca et al. 1992). Algunos de los compuestos liberados por
A. ludens, A. suspensay A. fraterculus estin presentes en las gldndulas salivales de
machos de A. obliqua. Sin embargo anastrefina la cual es el principal componente de
la feromona sexual de A. ludens y A. suspensa y (E, E)-suspensolide no se detectaron
en A. obliqua. El hecho de que A. obliqua, A. ludens, A. suspensa’y A. fraterculus
producen componentes feromonales similares parece estar relacionado con su
filogenia. Andlisis d¢ ADN mitocondrial y ribosomal indican que el complejo 4.
fraterculus, A. suspensa, A. ludens'y A. obliqua se encuentran en un mismo grupo de
especies (Mcpheron, et al. 2000).
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Fig. 5.- Cromatogramas A) del extracto de glindulas salivales de machos de Anastrepha obliqua B) de los
componentes feromonales obtenidos por captura de volatiles a partir de machos de A. obliqua. Los picos
numerados han sido identificados como (1) (E,2)-a-farneseno (2) (E,E)-a-farneseno y (3) (Z)-3-Nonenol.
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