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RESUMEN

La ausencia de inmaduros viables de moscas de la fruta es un
requisito para la comercializaciéon de frutos del trépico hume-
do. Recientemente se ha demostrado que el recubrimiento con
quitosan de los frutos de mango interrumpe el desarrollo de los
inmaduros de Anastrepha ludens. Por lo anterior, el objetivo de
este trabajo fue determinar el efecto del quitosan en la sobrevi-
vencia de larvas de A. ludens. Se realizaron 148 tratamientos
con base en la combinacién de tipo de dcido empleado para la
disolucién de quitosdn, concentraciéon de quitosén, tipo de qui-
tosan y estadio de desarrollo de la larva. Las larvas de primer
estadio crecidas en dietas adicionadas con 2% de quitosan de
baja viscosidad tuvieron 25% de sobrevivencia. La susceptibi-
lidad de las larvas se incrementé al aumentar la concentracién
de quitosan, y decreci6 con el incremento de la viscosidad y el
estadio de desarrollo. Se construyé un indice de inhibicién y se
discute el efecto del quitosan con base en las propiedades fisicas
y biolégicas de dicha molécula.

Palabras clave: quitosan, Anastrepha, inhibicién del desarro-
1lo, larva, mortalidad, dieta.

INTRODUCCION

La mosca mexicana de la fruta Anastrepha lu-
dens (Loew) (Diptera: Tephritidae) es una de
las principales plagas del mango, y de varias
especies de citricos en México, en el valle del
Rio Grande, Texas (USA), y Centroamérica
(Aluja, 1993; Thomas & Loera-Gallardo, 1998).
Por lo anterior, para que las frutas puedan ser
movilizadas de areas infestadas a areas libres
de A. ludens deben ser sometidas a algin tra-
tamiento cuarentenario aprobado por el pais
comprador (Armstrong & Couey, 1989). Es por
ello que los mangos que México exporta son su-
jetos a regulaciones de cuarentena mediante
el tratamiento hidrotérmico (Mangan & Ingle,
1994; Thomas & Mangan, 1997; Hernandez,
Mangan, Neck, Rivera & Toledo, 2007). Dicho
tratamiento elimina la capa de cera que cubre
el fruto y acelera el proceso de maduracion.
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ABSTRACT

The absence of viable immature fruit flies is a requirement for
the marketing of fruits of the humid tropics. Recently it has
been shown that the development of the immature stages of
Anastrepha ludens is interrupted when mango fruit are covered
with chitosan. Therefore, the aim of this study was to determi-
ne the effect of chitosan on the survival of larvae of A. ludens.
148 treatments were performed according to the combination of
type of organic acid used for the dissolution of chitosan, concen-
tration of chitosan, chitosan type and larval stage. The first ins-
tar larvae grown on diets supplemented with 2% low viscosity
chitosan had 25% survival. The susceptibility of larvae increa-
sed with the rise in concentration of chitosan, and decreased
with the rise in viscosity and developmental stage. Inhibition
index was created and the effect of chitosan is discussed based
on the physical and biological properties.

Keywords: chitosan, Anastrepha, inhibition of development,
larva mortality, diet.

Para evitar dichos efectos negativos, se ha pro-
puesto el uso de biorecubrimientos fabricados
con quitosan.

Se ha demostrado que el uso de quitosan
aumenta la vida de anaquel de la papaya
(Gonzalez-Aguilar, Monroy-Garcia, Goycolea-
Valencia, Diaz-Cinco & Ayala-Zavala, 2005),
del aguacate (Salvador, Miranda & Aragdn,
1999) y del mango (Gonzalez, Aragon & Godi-
nez, 2006), ademas de disminuir la prolifera-
cién de microorganismos daninos. La habilidad
del quitosan de formar una cubierta semiper-
meable, su aplicacién en frutas u hortalizas
mejora la vida de anaquel. Lo anterior se debe
a que los frutos tratados con dicho compuesto
reducen la tasa respiratoria, la produccién de
etileno y la pérdida de agua por efecto de la
transpiraciéon. Cabe mencionar que el quitosan
no afecta las caracteristicas organolépticas de
los vegetales ni las propiedades fisicas de los
frutos (Gonzalez-Aguilar et al., 2005), ademas
es un recurso renovable y biodegradable.
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Resultados preliminares de nuestro labora-
torio demuestran que en los frutos de mango
variedad Ataulfo, recubiertos con quitosan, se
inhibe el desarrollo de huevos y larvas de A.
ludens (Salvador-Figueroa, Hernandez-Ortiz,
Ventura-Gonzalez, Ovando-Medina & Adria-
no-Anaya Salvador, 2013; Gonzalez et al.,
2006), ademas de prolongar la vida de anaquel
e inhibir el crecimiento de hongos. Por lo an-
terior, el presente trabajo tuvo como objetivo
determinar el efecto del quitosan en la sobre-
vivencia y desarrollo de larvas de Anastrepha
ludens crecidas en dietas artificiales.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en el Departamento de
Colonizaciéon y Cria de Moscas de la Fruta de,
la Subdireccion de Desarrollo de Métodos del
Programa MOSCAFRUT, en Metapa de Do-
minguez, Chiapas (México), y en el laboratorio
de investigacién del Centro de Biociencias, de
la Universidad Auténoma de Chiapas, Cam-
pus IV, Tapachula, Chiapas.

Material biologico

Las larvas de A. ludens fueron obtenidas de
las colonias de produccién masiva establecidas
en la planta MOSCAFRUT, de acuerdo con el
procedimiento descrito por Stevens (1991).
Las larvas se cultivaron en dieta preparada
con sacarosa (9.0%), harina de maiz (8.7%), le-
vadura “Torula” (6.3%), polvo de olote de maiz
(16.3%), goma Guar (0.1%), Nipagin® (0.2%),
benzoato de sodio (0.3%), acido citrico (0.4%)
y agua suficiente para obtener 100 g de base
hiimeda.

Seleccion de larvas de diferentes estadios
de desarrollo

El estadio de desarrollo de la larva se deter-
miné en funcién del nivel de esclerotizacion de
los ganchos bucales. Las larvas de primer esta-
dio se colectaron un dia después de la eclosion
del huevo y los ganchos bucales estuvieron
completamente transparentes. Las larvas de
segundo estadio se colectaron cuando la base
de los ganchos bucales se esclerotizé. Cuando
los ganchos bucales estuvieron totalmente es-
clerotizados, se colectaron las larvas de tercer

estadio (Frias, Hernandez & Loépez, 2009).
Diseno de tratamientos

Para determinar el efecto del quitosan sobre
la sobrevivencia y desarrollo de las larvas de
A. ludens se empled un diseno factorial com-
pletamente al azar de 148 tratamientos. Los
factores evaluados fueron: el acido organi-
co empleado para la disolucién del quitosan
(acético, lactico, tartarico y ascorbico, todos a
la concentracion de 0.1 M), tipo de quitosan
(baja, media y alta viscosidad), concentracién
de quitosan (2.5, 5.0, 10 y 20 g L'!) y el estadio
de desarrollo de las larvas (1°, 2° y 3°). Por
cada tratamiento se ensay0, en paralelo, el de-
sarrollo de los diferentes estadios de las larvas
en la dieta convencional (control positivo) y en
dieta donde el agua se sustituyé con el corres-
pondiente acido organico (control de acido).
Para cada tratamiento se emplearon lotes de
50 individuos y seis repeticiones.

Condiciones de ensayo

Los ensayos se realizaron en cajas de Petri que
contenian 10 g de dieta. La dieta se formuld
como previamente se describid, sustituyendo el
agua con la correspondiente disoluciéon de qui-
tosan. Una vez colocadas las larvas en las cajas
de Petri, éstas se incubaron en un cuarto a 26+1
°C y 90% de humedad relativa, donde perma-
necieron hasta que estuvieron listas para pupar
(ausencia de alimento en el tracto digestivo).

Recuperacion de larvas de tercer estadio,
transformaciéon a pupa y emergencia de
adultos

La separacién de las larvas que alcanzaron el
tercer estadio de desarrollo se realiz6 diluyen-
do la dieta en agua y posterior tamizado (Ta-
miz 14). Las larvas recuperadas se colocaron
en vermiculita humeda y se mantuvieron a
24+1 °C y 70% de humedad relativa por 24 h.
La transformacién de pupas a adultos se rea-
liz6 manteniendo las pupas a 26+1 °C.

Variables evaluadas

En todos los tratamientos se evaluaron las si-
guientes variables: obtencion de larvas de tercer
estadio (%), el peso promedio individual de las
larvas de tercer estadio (mg), el tiempo reque-
rido para alcanzar el tercer estadio de desarro-
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llo (d), la transformacién de larva a pupa (%), la
transformacién de pupa a adulto (%) y la trans-
formacion global desde larvas de primer estadio
hasta adultos (%). Los procedimientos emplea-
dos fueron descritos previamente por Orozco,
Schwarz y Pérez (1983), Hernandez, Flores,
Sosa y Ezquivel (2005) y Rivera, Hernandez,
Toledo, Salvador y Silva (2007).

Analisis de los datos

El analisis de los datos se realizé mediante el
analisis de varianza (ANOVA) y la compara-
ci6n de medias se llevd a cabo con la prueba de
Duncan (a = 0.05) utilizando el paquete esta-
distico InfoStat Profesional 2010.

RESULTADOS

Efecto del quitosan en el desarrollo

de larvas de primer estadio

En el Cuadro 1 se muestra la cantidad, en por-
centaje, de larvas de primer estadio que alcan-
zaron el tercer estadio de desarrollo cuando
crecieron en dieta adicionada con diferentes
concentraciones de quitosan disuelto en dis-
tintos acidos organicos. En dicho cuadro se
observa que en las dietas adicionadas con los
acidos donde se solubilizé el quitosan, la sobre-
vivencia de las larvas fue igual a la encontrada
en la dieta control. Por lo anterior, de los da-
tos presentados sélo se toméd en consideracion
el tipo de quitosan y su concentracion. De esta
forma se encontré que conforme se incrementé
la concentracién de quitosan la sobrevivencia
de larvas fue menor; también se encontré que
la disminucién en la sobrevivencia fue inversa-
mente proporcional a la viscosidad del quitosan.

Cuadro 1. Porcentaje de larvas de primer estadio de A. ludens que alcan-
zaron el tercer estadio de desarrollo cuando se crecieron en
dieta artificial adicionada con diferentes concentraciones de
quitosan de distintas viscosidades

Las diferencias en el porcentaje de sobreviven-
cia fueron significativas (tipo de quitosan gl=2;
F=33.48; p<0.0001; concentraciéon de quitosan
gl=3; F=428.78; p<0.0001).

Tiempo requerido para que las larvas de
primer estadio alcancen el tercer estadio
La adicién a la dieta de cualquiera de los aci-
dos organicos empleados para la disolucion del
quitosan, no modificé el tiempo requerido para
que las larvas alcanzaran el tercer estadio
(Cuadro 2). Por otro lado, conforme se incre-
mentoé la concentracién de quitosan en la die-
ta, las larvas requirieron mayor tiempo para
alcanzar el tercer estadio de desarrollo. De esa
forma, las larvas cultivadas en dieta adiciona-
da con 2% de quitosan de baja viscosidad re-
quirieron 2.3 veces mas tiempo que las larvas
del tratamiento control. Por otra parte, en las
dietas adicionadas con 2% de quitosan de me-
diana y alta viscosidad, las larvas ocuparon,
respectivamente, 1.8 y 1.6 veces mas tiempo
para alcanzar el tercer estadio de desarrollo
respecto a las larvas que se desarrollaron en
la dieta de referencia. Las diferencias obser-
vadas en el tiempo requerido para que las lar-
vas alcanzaran el tercer estadio de desarrollo
s6lo fueron estadisticamente significativas
para las crecidas en dietas formuladas con 1
y 2% de quitosan.

Peso de larva de tercer estadio
No se observd cambio significativo en el peso
promedio de una larva de tercer estadio de A.
ludens cuando a la dieta de cultivo se le adi-
cioné cualquiera de los acidos donde se disol-
vi6 el quitosan (Cuadro 3). Por otro lado, la
adicion de quitosan afecté negativamente el
Cuadro 2. Promedio de dias requerido para que las larvas de primer es-
tadio de A. ludens alcanzaran el tercer estadio de desarrollo

al cultivarse en dietas adicionadas con quitosan de diferente
viscosidad y con distinta concentracién

Concentracion Viscosidad Concentracion Viscosidad

(%) . ; (%) R R

Baja Media Alta Baja Media Alta
0.25 86.9b 91.1b 86.8b 0.25 11 ab 11 ab 11 ab
0.50 78.4 ¢ 89.3b 88.4 Db 0.50 11ab 11ab 11 ab
1.00 61.0d 66.3d 86.4b 1.00 14 ¢ 12b 12b
2.00 25.1f 55.8e 59.2e 2.00 23 f 18 e 16d

Control 98.7 a Control de acidos 98.3 a Control 10 a Control de acidos 10 a

Tratamientos con letras iguales indican que no hay diferencia significativa (Duncan, a < 0.05).
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Cuadro 3. Peso promedio de una larva de tercer estadio de A. ludens
desarrollada en dietas adicionadas con quitosan de diferente
viscosidad y con distinta concentracion

Concentracion Viscosidad
(%) R .
Baja Media Alta
0.25 25.53b 24.69 b 24.89 b
0.50 24.45b 24.43 b 19.78 ¢
1.00 24.78 b 21.60c 21.51c
2.00 10.11c 16.44d 13.21e

Control 97.4 a Control de acidos 27.1 a

Tratamientos con letras iguales indican que no hay diferencia significativa (Duncan, a < 0.05).

peso promedio de la larva. En este sentido,
dicho efecto fue mayor conforme se incremen-
t6 la concentracién de quitosan. Asi mismo,
el efecto negativo fue mayor conforme se in-
crementé la viscosidad del quitosan. De esta
forma, las larvas que se cultivaron en dietas
adicionadas con 2% de quitosan de alta, me-
diana y baja viscosidad tuvieron, respectiva-
mente, 2.05, 1.66 y 1.36 veces menos peso que
las larvas crecidas en la dieta de referencia.
Las diferencias observadas fueron estadisti-
camente significativas (tipo de quitosan gl=2;
F=59.1; p<0.0001; concentracién de quitosan
gl=3; F=160.46; p<0.0001).

Transformacion de larva de tercer
estadio a pupa

La transformacién a pupa de las larvas de ter-
cer estadio desarrolladas en la dieta conven-
cional fue de 97.6%, valor que no fue diferente
al alcanzado por las larvas de tercer estadio
desarrolladas en dietas adicionadas con cual-
quiera de los acidos empleados para disol-
ver el quitosan (Cuadro 4). Por otra parte, la
transformacién a pupa de las larvas de tercer
estadio desarrolladas en las dietas adiciona-

Cuadro 4. Transformacion (%) de larvas de tercer estadio de A. ludens a
pupas cultivadas en dietas adicionadas con quitosan de dife-
rente viscosidad y con diferente concentracion

das con diferentes pesos de quitosan de dife-
rente viscosidad estuvo en el intervalo de 18.0
a 90.4%. La menor transformacién se observo
en la dieta adicionada con 2% de quitosan de
baja viscosidad. Las diferencias encontradas
fueron significativas (tipo de quitosan gl=2;
F=46.83; p<0.0001; concentracién de quitosan
gl=3; F=439.32; p<0.0001).

Transformacion de pupa a adulto

En los diferentes tratamientos estudiados el in-
tervalo de transformacién de pupa a adulto fue
de 97.3 a 100%, sin diferencias significativas
(tipo de quitosan gl=2; F=0.63; p=0.5317; con-
centracion de quitosan gl=3; F=0.18; p=0.913).

Transformacion global: desde larvas

de primer estadio hasta adultos

La transformacién desde larva hasta adul-
to en la dieta convencional y en la dieta adi-
cionada con los diferentes acidos empleados
para disolver el quitosan tuvo un promedio de
96.5 individuos de 100 larvas iniciales (Cua-
dro 5). Por otro lado, en las dietas adicionadas
con quitosan de diferentes viscosidades, y a
concentraciones variables, la transformacién
estuvo en el intervalo de 18.1 hasta 90.0 in-
dividuos de 100 larvas iniciales. La transfor-
macién presenté un comportamiento inverso
a la concentracion y a la viscosidad del quito-
san. De esta forma, la menor transformacion
se encontrd en las dietas adicionadas con 2%
de quitosan de baja viscosidad. Las diferen-
cias encontradas en la transformacién global
fueron significativas (tipo de quitosan gl=2;
F=48.65; p<0.0001; concentracién de quitosan
gl=3; F=417.99, p<0.0001).

Cuadro 5. Transformacion global (desde larva inicial hasta adulto) de lar-
vas de primer estadio de A. ludens cultivadas en dietas adi-
cionadas con quitosan de diferente viscosidad y con distinta
concentracion

Concentracion Viscosidad Concentracion Viscosidad
(%) - - (%) - :
Baja Media Alta Baja Media Alta
0.25 86.1¢c 90.4 b 83.9¢c 0.25 84.9 bc 90.0b 87.8 bc
0.50 84.1c 88.4 bc 87.9 bc 0.50 83.0c 87.8b 83.4 ¢
1.00 77.5d 65.3e 85.1d 1.00 76.2d 65.0e 83.8¢
2.00 18.0h 493¢g 58.0 f 2.00 18.1h 489¢g 58.0 f

Control 97.6 a Control de acidos 96.8 a

Control 96.9 a Control de acidos 96.0 a

Tratamientos con letras iguales indican que no hay diferencia significativa (Duncan, a < 0.05).

Tratamientos con letras iguales indican que no hay diferencia significativa (Duncan, a < 0.05).
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indice de inhibicién del quitosan

Considerando los porcentajes de larvas sobre-
vivientes (%LS), de transformacién de larva a
pupa (%LP) y de pupa a adulta (%PA) se cal-
culé el indice de inhibicién del quitosan (I1Q).
La expresion matematica para dicho indice
fue: 11Q = {1 - [(%LS*%LP*%PA)/100]}. Dado
que tanto en la dieta convencional como en
la dieta adicionada con Aacidos organicos, la
transformacién desde larva hasta adulto tam-
poco tiene 100% de eficiencia, es decir existe
un porcentaje de muerte en las etapas de de-
sarrollo de los inmaduros de A. ludens, dicho
porcentaje se debe tomar en consideracién al
calcular el IIQ. Para este estudio la inhibicién
promedio (0 muerte “natural”) en las dietas
sin quitosan fue del orden de 0.033. Asi que a
los valores de I11Q obtenidos se les resté dicho
valor y se obtuvo el I1Q real. En la Figura 1 se
muestran los valores del IIQ real en las dietas

Efecto del quitosan en el desarrollo

de larvas de segundo estadio

En el Cuadro 6 se muestra el porcentaje de
larvas que lograron alcanzar el tercer estadio
de desarrollo cultivadas en dietas adicionadas
con quitosan de distinta viscosidad y en dife-
rentes concentraciones, en la dieta convencio-
nal y en la dieta convencional adicionada de
los acidos organicos. La sobrevivencia de las
larvas fue menor conforme se incrementd la
cantidad de quitosan en la dieta y en quitosan
de menor viscosidad. El intervalo de larvas de
tercer estadio en las dietas adicionadas con
quitosan estuvo entre 88.1 (dieta adiciona-
da con 2% de quitosan de baja viscosidad) y
97.2%. En las dietas de referencia el promedio

Cuadro 6. Promedio de larvas sobrevivientes (%) que alcanzaron el ter-
cer estadio de desarrollo cuando se crecieron, a partir del
segundo estadio, en dieta artificial adicionada con diferentes
concentraciones de quitosan de diversas viscosidades

adicionadas con quitosan. En la misma figu- Concentracién Viscosidad
ra se observa que el IIQ se incrementa con- (%) Baja Media Alta
forme aumenta la concentracién de quitosan. 0.25 953 ab 9724 94.1 abe
AS‘I mismo, se encontré un mayor IIQ para el 0.50 95.2 ab 941 abe 96.5 2
quitosan de menor viscosidad. El I1Q real es- 100 89,1 de 90.5 cde 93.0 abed
tuvo en el rango de 0:13 a O..9.1 y el valor méas 500 881 e 88.6 de 913 bede
grande fue para la dieta adicionada con 20 g N
. , . . . Control 98.7 a Control de 4cidos 98.3 a
L-]' de qultosan de ba.]a VISCOS]'dad‘ Tratamientos con letras iguales indican que no hay diferencia significativa (Duncan, a < 0.05).
OBajo OMedio WAlto
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Figura 1. indice de inhibicién del desarrollo de larvas de A. ludens de primer estadio cultivadas en dietas adicionadas con quitosan. El valor del indice

se calculd de acuerdo con lo explicado en el escrito.
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de larvas que alcanzaron el tercer estadio fue
de 98.5%. Las diferencias encontradas fueron
significativas (tipo de quitosan gl=2; F=3.41;
p=0.0351, concentracién de quitosan gl=3;
F=30.19, p<0.0001).

Tiempo requerido para que las larvas
alcancen el tercer estadio de desarrollo
Las larvas de segundo estadio cultivadas en
dietas adicionadas de quitosan, requirieron
mayor tiempo para alcanzar el tercer estadio.
Asi mismo, conforme se incrementé la concen-
tracién de quitosan las larvas requirieron ma-
yor tiempo para alcanzar el tercer estadio de
desarrollo (Cuadro 7). Las larvas cultivadas
en dietas adicionadas con 2% de quitosan de
baja, media y alta viscosidad requirieron, res-
pectivamente, 1.8, 1.7 y 1.5 veces mas tiempo
para alcanzar el citado estadio.

Peso de larva de tercer estadio

Con excepcion de las larvas que se cultiva-
ron en dieta con 0.25% de quitosan de media-
na viscosidad (tipo de quitosan gl=2; F=4.8;
p=0.0093, concentracién de quitosan gl=3;
F=21.38, p<0.0001), las diferencias en los pe-
sos de las larvas de tercer estadio no fueron
estadisticamente significativas (Cuadro 8).

Transformacion de larvas de tercer
estadio a pupas

La transformaciéon de larva a pupa en las
dietas adicionadas con quitosan estuvo en el
rango de 0.89 a 0.98 veces el promedio de los
tratamientos control. La transformacién dis-
minuy6 conforme se increment6 la concentra-

Cuadro 7. Promedio de tiempo (dias) requerido para que las larvas de
segundo estadio de A. ludens alcanzaran el tercer estadio de
desarrollo al cultivarse en dietas adicionadas con quitosan
de diferente viscosidad y con diferente concentracién. Tra-
tamientos con letras iguales indican que no hay diferencia
significativa (Duncan, a < 0.05).

Concentracién Viscosidad
(%) R .
Baja Media Alta
0.25 12 12 11
0.50 11 12 11
1.00 16 15 13
2.00 18 17 15

Control 10 a Control de acidos 10 a
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Cuadro 8. Peso promedio alcanzado por una larva de tercer estadio de
A. ludens al cultivarse, a partir del segundo estadio de desa-
rrollo, en dietas adicionadas con quitosan de diferente visco-
sidad y con distinta concentracién

Concentracion Viscosidad
(%) . .
Baja Media Alta
0.25 26.60 a 25.99 b 26.58 a
0.50 26.38a 26.58 a 26.19 ab
1.00 27.67 a 27.40 a 26.63a
2.00 27.66 a 27.52a 27.02a

Control 27.4 a

Tratamientos con letras iguales indican que no hay diferencia significativa (Duncan, a < 0.05).

Control de acidos 27.1 a

ciéon de quitosan (Cuadro 9). Las diferencias
observadas fueron significativas (tipo de qui-
tosan gl=2; F= 4.77; p= 0.0095, concentracién
de quitosan gl= 3; F = 27.28; p<0.001).

Transformacion de pupa a adultos

El intervalo de transformacién de pupas a
adultos, de las larvas cultivadas en dieta adi-
cionada con quitosan, fue de 98.89 a 99.89%,
sin diferencia estadistica.

Transformacion global desde larva

de primer estadio hasta adulto

La transformacién desde larva de primer esta-
dio hasta adulto en las dietas adicionadas con
quitosan fue de 86.1 a 98.25% (Cuadro 10). La
menor transformacién se observ en la dieta
adicionada con 2% de quitosan de baja visco-
sidad (sin diferencia estadistica con las dietas
adicionadas de 2% de quitosan de mediana y
alta viscosidad. Las diferencias encontradas
fueron significativas (tipo de quitosan gl=2;
F=5.73; p = 0.0038, concentracién de quitosan
gl=3; F=26.81; p<0.0001).

Cuadro 9. Transformacidn de larvas de tercer estadio de A. ludens a pu-
pas (nimero de individuos/100 larvas) cultivadas en dietas
adicionadas con quitosan de diferente viscosidad y con dis-
tinta concentracion

Concentracion Viscosidad
(%) . .
Baja Media Alta
0.25 94.0 bc 95.7b 92.7 bc
0.50 93.6 bc 93.4 bc 95.3b
1.00 87.8 de 89.3 cde 92.1 bed
2.00 86.5¢e 87.9 de 90.5 cde

Control 97.6 a Control de acidos 96.3 a

Tratamientos con letras iguales indican que no hay diferencia significativa (Duncan, a < 0.05).
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Cuadro 10. Transformacion global (desde larva inicial hasta adulto) de
larvas de A. ludens cultivadas a partir del segundo estadio
en dietas adicionadas con quitosan de diferente viscosidad y
con distinta concentracion

Concentracién Viscosidad
(%) Baja Media Alta
0.25 93.2b 95.2b 92.6b
0.50 93.0b 929b 95.2b
1.00 86.8¢c 88.8¢c 91.5b
2.00 86.1c 91.5b 89.6 ¢

Control 96.9 a Control de acidos 96.0 a

Tratamientos con letras iguales indican que no hay diferencia significativa (Duncan, a < 0.05).

Indice de inhibiciéon del quitosan

El indice de inhibicién del quitosan, calcula-
do como se explico en la seccién de efecto del
quitosan sobre larvas de primer estadio, en
los diferentes tratamientos de este trabajo fue
de 0.031 a 0.198 (Figura 2). El valor mayor se
encontré en la dieta adicionada de 2% de qui-
tosan de baja viscosidad.

Efecto del quitosan en el desarrollo

de larvas de tercer estadio

Ninguna de las variables estudiadas, larvas
sobrevivientes, tiempo requerido para alcan-
zar el tercer estadio, peso de larva de tercer
estadio, transformaciéon de larvas a pupas,
transformacién de pupas a adultos y transfor-

maciéon global, fue modificada cuando las lar-
vas de tercer estadio se cultivaron en dietas
adicionadas con quitosan, es decir, los valores
promedio de todas las variables fueron esta-
disticamente iguales. Por lo anterior, tampoco
se encontré valor para el indice de inhibicidon.

DISCUSION

El retraso en el desarrollo, e incluso la muerte,
de las larvas de A. ludens de primero y segun-
do estadio de madurez cuando se cultivaron en
dietas adicionadas con quitosan, indudable-
mente se debe a la presencia de esta molécula.
Dicho efecto puede ser resultado de las pro-
piedades fisicas y/o biolégicas tinicas que esta
molécula posee (Hongpattarakere y Riyaphan,
2008) y no de un efecto de toxicidad, ya que di-
cha molécula es considerada como segura para
la alimentaciéon humana pues la dosis oral letal
media, en ratones, de esta molécula es mayor a
16 g d-1 kg-1 de peso (Arai, Kinumaki y Fujita,
1968), mayor que el de la sacarosa,

Cuando el quitosan se disuelve en acidos
diluidos, la viscosidad de la disolucién se in-
crementa de forma proporcional a su concentra-
ci6n. Debido a lo anterior, al adicionar distintas
disoluciones de quitosan a la dieta de cultivo de

OBzjo OMedio W Alto

= = =
= =4 =
1 1 1

Indice de Inhibicion

=
(3]
1

. I T

0.00 025

1.00 2.00

0.30 i 2

Concentracién de guitosan (20)
Figura 2. indice de inhibicion del desarrollo de larvas de A. ludens cultivadas a partir del segundo estadio, en dietas adicionadas de quitosan. El valor

del indice se calculd de acuerdo con lo explicado en el escrito.
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larvas de A. ludens se incrementd su viscosi-
dad (se supone que al aumentar la concentra-
cién de quitosan en la solucién se incrementd
la viscosidad de la dieta, lo que se comprobd
empiricamente ya que no se determind ins-
trumentalmente). A pesar de lo anterior, no
se observo modificacién en el desplazamiento
de las larvas de primero y segundo estadio. El
desplazamiento de las larvas (desde la super-
ficie de la dieta hasta el fondo del contenedor)
es un indicador de que la dieta tiene las con-
diciones fisicas (pH, temperatura, viscosidad,
porosidad y humedad) y el contenido de nutri-
mentos (proteinas, carbohidratos, vitaminas)
adecuadas para su desarrollo. Sin embargo, el
quitosan tiene alta carga positiva y en solucién
se comporta como un poli-electrolito que inte-
ractda con moléculas anidnicas (Ying, Huang
y Qun, 2001), como las proteinas, por lo que es
posible que durante el desplazamiento de las
larvas de primero y segundo estadio se haya
formado una capa de quitosan sobre el cuerpo
de la larva, lo que pudo haber modificado el
intercambio de gases, fendmeno ampliamente
demostrado cuando los frutos se recubren con
este material (Trejo, Aragén y Miranda 2001).
Al modificarse el intercambio de gases la velo-
cidad de desarrollo de las larvas serd, larvas de
primer estadio < larvas de segundo estadio <
larvas de tercer estadio, situacién que se puede
deducir de los Cuadros 2y 7.

Otra posibilidad es que las proteinas y
otros nutrimentos eléctricamente negativos
formaran complejos con el quitosan, lo que
limitaria el acceso a estos nutrimentos tan
importantes para el desarrollo de la larva, so-
bre todo porque las proteinas son la base para
la supervivencia de la larva y los posteriores
procesos de transformacién a pupa y adul-
to (Jacome, Aluja, Liedo y Nestel, 1995). Asi
que a mayor concentracién de quitosan en la
dieta, menor disponibilidad de nutrimentos y
por tanto mayor nimero de larvas muertas y
menor transformacion a pupas. Esto tltimo,
como consecuencia probable de la baja acumu-
lacion de nutrimentos en las larvas.

Alternativamente, la muerte observada
en larvas de primero y segundo estadio pue-
de ser resultado de la actividad bioldgica del

quitosan. En este sentido, las larvas pueden
no poseer la(s) enzima(s) de degradaciéon de
esta molécula (posiblemente, las larvas so-
brevivientes si cuenten con esta informacién
genética), por lo que al estar en el sistema di-
gestivo de la larva, la microbiota (Ben-Yosef,
Jurkevitech & Yuval, 2008) se viera alterada,
ya que el quitosan posee actividad antifungica
(Salvador et al., 1999) y antibacteriana (Vis-
hu, Varadaraj, Lalitha & Tharanathan, 2004).
Asi que, con la posible muerte de la microbiota
benéfica de su tracto digestivo, las larvas no
tienen acceso a factores sintetizados por los
microorganismos y que son necesarios para su
supervivencia.

La actividad antifingica y antibacterial,
tanto en bacterias Gram positivas como en
Gram negativas, expresada por este biopolime-
ro, ha hecho que se emplee en la preservaciéon
de alimentos (Trejo et al., 2001), de semillas
(Thobunluepop, Pan-in, Pawelzik & Vearasilp,
2009) e induce la formacién de barreras de de-
fensa que limitan la incidencia de patdgenos
en vegetales (Abeer, Ghoneem, El-Metwally &
El-Hai, 2009; El-Ghaouth, Smilanick, Brown,
Wisniewski & Wilson, 2000). La actividad anti-
microbiana de esta molécula depende del grado
de desacetilacién (Rhoades y Roller, 2000), peso
molecular (No, Park, Lee & Meyers, 2002), di-
solvente empleado (Qin, Li, Xiao, Liu, Zhu &
Du, 2006) y especie de microorganismo (Tin,
Sakharkar, Lim & Sakharkar, 2009).

Dado que en tercer estadio de desarrollo
las larvas de A. ludens disminuyen ostensible-
mente la adquisicion de alimento (de hecho,
no se observa transito de alimento en el siste-
ma digestivo) y tienen poca movilidad, el efec-
to como barrera y/o antibidtica del quitosan ya
no es observable.

CONCLUSION

En este trabajo se encontrd que el quitosan,
disuelto en diferentes acidos organicos, tiene
capacidad para impedir el desarrollo de larvas
de A. ludens, de primero y segundo estadio,
pero no en larvas de tercer estadio. La sen-
sibilidad mostrada por las larvas de primero
y segundo, mayor en las primeras que en las
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segundas, es un indicador de que es necesario
el contacto interno para que el quitosan ejerza
restriccién en el desarrollo de las larvas. No
se descarta la posibilidad de que el quitosan
pueda ser téxico para larvas de A. ludens.
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