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CARACTERIZACION BIOQUIMICA DEL GUSANO BLANCO DE
LA PAPA Premnotrypes vorax POR MEDIO DE SEPARACION

RESUMEN

Una de las formas mas econdmicas
para el control de los insectos es me-
diante el uso de variedades resistentes.
Sin embargo, antes de iniciar el proce-
so de obtencidon de estos materiales,
es necesario conocer la variabilidad
genética del insecto en condiciones
naturales y artificiales. La principal
plaga del cultivo de la papaen Colom
bia es el gusano blanco, Premnotrypes
vorax (Hustache), sobre el cual se
determinaron las condiciones de sepa-
racion electroforética de proteinas
totales y de esterasas. Se estudio el
estado del insecto, las condiciones del
gel, el buffer de corrimiento y el me-
dio de extraccion, con el objeto de es-
tablecer la variabilidad genética de las
poblaciones de gusano blanco en el
cultivo de la papa. Para hacer la deter-
minacion se debe utilizar el abdomen
del macho adulto, eliminado el capara-
z6n de quitina. Para la separacién de
esterasas debe utilizar sucrosa al 209%o
y geles al 1090 para las alfa esterasas y
al 1590 para las beta esterasas; el buf-
fer en el gel es Tris 0.074M - 4cido ci-
trico 0.009M, pH= 8.4; el buffer de los
electrodos es una solucién stock de
hidroxido de litio 0.036M vy acido
bérico 0.194M, ph = 8.25, la cual se
diluye 1:3 para el catodo y 1:4 para el
anodo.

Palabras claves adicionales: Variabili-
dad genética; Esterasas; proteinas; pla-
ga de papa; Coleoptera: Curculionidae.

* Quimica Programa de papa. ICA-Tibaita-
ta.

** Ing. Agr. Ph.D. Director Divisién de Cul-
tivos Mdltiples del ICA, A.A. 151123
(El Dorado) Bogota.
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ABSTRACT

The use of resistance varieties is one of
the most economical ways of insect
control. Before starting the process
of breeding, it is necessary to know
the insect variability in natural and
artificial conditions. The conditions of
electrophoretic separation on total
proteins and esterases were established
for the most important insect of the
potato crop in Colombia, Premnos-
trypes vorax (Hustache). Insect stages
were analysed, also gel conditions,
electrode buffer and extraction media,
in order to establish the genetic varia-
bility of the andean weevil popula-
tions.

The abdomen of the male without the
chitin cover was found to be the part
of the insect most adecuate to work
with. For the separation of esterases
20%0 sucrose should be used and
1090 gel with alpha esterase and 15%0
with beta esterase; the buffer of the
gel is 0.074M Tris - 0.009M Citric acid,
ph = 8.4; the buffer of the electrodes is
a stock solution of 0.036M LiOH and
0.194M Boric acid, pH= 8.25 diluited
1:3 for the cathode and 1:4 for the
anode.

Additional Index Words: Genetic va-
riability; esterases. proteins; Insect
pest of potato; Coleoptera: Curculio-
nidae.

1. INTRODUCCION

Una de las plagas que afecta gravemen-
te al cultivo de la papa en el pafs es el
gusano blanco, Premnotrypes vorax
(Hustache), presente en mas del 7590
de las zonas productoras del tubérculo,
causando pérdidas que pueden llegar
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al 100%o (18). El agricultor ha inten-
sificado la aplicacion de insecticidas
como un medio para asegurar la au-
sencia del insecto en la cosecha, con lo
cual ha ocasionado un aumento signifi-
cativo en los costos de produccion.

Anualmente, los cultivadores gastan
mas de 25 millones de ddlares en su
control, constituyéndose asi en uno de
los problemas mas graves para el culti-
vo de la papa. Se requiere investigar
sobre aspectos que disminuyan o elimi-
nen la aplicacién de insecticidas, de tal
manera que la produccion del tubércu-
lo econdmicamente sea mds competiti-
va a nivel nacional e internacional.

Una de las formas mas econdmicas de
controlar el insecto es mediante el uso
de variedades resistentes. El Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA) ha
venido trabajando en la evaluacion de
materiales en campo y en invernadero.
En un programa de mejoramiento se
hace necesario evaluar gran cantidad
de individuos, para tener la probabili-
dad de encontrar uno o algunos mds
resistentes y para ello se requiere de
metodologias que permitan identificar
con cierta seguridad y rapidez los ge-
notipos resistentes.

En todo plan de mejoramiento para
resistencia a hongos o a insectos, el
paso inicial, para justificar la bisqueda
de dicha resistencia, es conocer la va-
riabilidad del patégeno o del insecto.
Si la variabilidad es muy grande, seria
preferible utilizar otras medidas de
control diferentes a las genéticas.

La caracterizacion bioquimica ha sido
utilizada en otros cultivos para estable-
cer la variabilidad genética del insecto
o patégeno (1,7,9,11,13,14,15) y para
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la identificacion de genotipos resisten-
tes (2,5,6,8,16,17). Como etapa inicial
en la produccién de variedades de papa
resistentes a gusano blanco, se identifi-
caron parametros bioquimicos del in-
secto que puedan ser utilizados para la
determinacién de su variabilidad.

2. REVISION DE LITERATURA
2.1. Aspectos del Insecto

En la region andina se reconocen varias
especies de Curculiénidos como pla-
gas de papa y sus nombres comunes
son ‘“Gusano de papa”’, “Gorgojo de la
papa” o simplemente “Gusano blan-

”

co .

De la familia Curculionidae, para el
cultivo de la papa, el género mds im-
portante es Premnotrypes y dentro de
€l se han registrado las siguientes espe-
cies: P. latithorax (Pierce), P. pusillus
Kuschel, P. solani Pierce, P. suturica-
llus Kuschel, P. vorax (Hustache), P.
fractirostris Marsh, P. sanfordi Pierce,
P. piercei Alcala (EPPO 1984, citado
por Calvache 1986).

El gusano blanco de la papa, P. vorax,
se encuentra en las partes altas de la
cordillera de los Andes, desde la zona
central del PerG, en el Departamento
de Junin, hasta el Estado del Tachira
en Venezuela. En Colombia exist 2:n
todas las zonas productoras de p2?pa
de los departamentos de Narino, Cau-
ca, Tolima, Cundinamarca, Boyacg,
Santander, Norte de Santander y An-
tioquia, desde 2.100 msnm en ade-
lante (4).

El ciclo de vida de este insecto varia
considerablemente, de acuerdo con la
temperatura ambiental, la humedad
del suelo y la disponibilidad de ali-
mento. Para el caso del CNI Tibaitatd,
situado a 2620 msnm y con una tem-
peratura promedio de 14°C, Zenner
de Polania (1986) observé el siguiente
ciclo:

ESTADO DIAS
Huevo 242
Larva 40.8
Pupa 16.4
Adulto (hembra) 126.5

2.2 Fundamentos de la electroforesis

La electroforesis es una técnica croma-
tografica ampliamente utilizada para
separar mezclas de compuestos iéni--
cos, como, por ejemplo, proteinas, con
base en el tamano vy la carga de las mo-
léculas.

Las proteinas son los productos prima-
rios de los genes estructurales y, por
ello, son de principal interés en estu-
dios genéticos. Si ocurren cambios en
la secuencia bdsica que codifica las
proteinas, sucederdn cambios en la es-
tructura primaria de las proteinas vy, al
realizar la electroforesis, la sustitucion
de un solo aminoacido tendra efectos
marcados en la migracion (12). Si se
desea hacer visible (colorear por for-
macién de complejos) el gran nimero
de proteinas que contiene el extracto
crudo de un tejido animal o vegetal, se
presentara una serie compleja de ban-
das que hace casi imposible distinguir
proteinas (alélicas) homoélogas y no
homélogas. Esto se obvia trabajando
con proteinas funcionales, conocidas
como enzimas y, mds especificamente,
con isoenzimas que participan sélo en
reacciones especificas, lo cual permite
visualizar Gnicamente la isoenzima de
interés. La palabra isoenzima es un
término operacional, usado para des-
cribir varias moléculas distinguibles
que se encuentran en el mismo orga-
nismo y que catalizan la misma reac-
cién. La variacién en los patrones de
bandas permite clasificar genéticamen-
te los individuos de manera similar a
cualquier otro fenotipo (12).

La existencia de estas isoenzimas tiene
varias causas, que se dividen en dos
categorias (10):

a) Causas primarias o genéticas, debi-
das a genes multiples, cada uno de los
cuales codifica un diferente tipo de
subunidad enzimatica.

b) Causas secundarias o postranslacio-
nes, en que las unidades de las enzimas
homogéneas son modificadas diferen-
cialmente, para producir un rango de
subunidades a partir de un gen Unico.

Por esta la razon, existen muchas aso-
ciaciones oligomériras de subunidades
polipéptidicas, de las cuales las comu-
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nes son las estructuras cuaternarias
dimérica y tetramérica.

La existencia de mdis de un tipo de
subunidad enzimatica en la célula y de
diferentes subunidades que se pueden
unir en diferentes combinaciones, for-
man un conjunto de isoenzimas.

En cada conjunto hay una o mas iso-
enzimas que contienen los mismos
tipos de subunidades. Estos conjuntos
se denominan isoenzimas hibridas, que
poseen propiedades quimicas y fisicas
intermedias y presentan velocidad de
migracién, también, intermedia,- lo
cual depende, de las subunidades que
las componen.

En la molécula compleja, asumiendo
que las subunidaces se asocian al azar,
el namero total de las diferentes for-
mas o isoenzimas que se pueda presen-
tar, se expresa por:

(S+P—1)!

P! (S—1)

i = Nudmero de isoenzimas.

P = Tipo de polimero

S = Nimero de subunidades dife-
rentes

P=3: dimero

P=3: trimero

P=4: tetramero

Sin embargo, la complejidad del con-
junto de isoenzimas esta restringida,
debido a que, en la naturaleza no se
encuentran todos los posibles hibridos,
ni todos los locus genéticos se expre-
san al mismo tiempo en la misma cé-
lula (12).

2.3. Importancia de las isoenzimas
como marcadores genéticos

La utilidad de las isoenzimas como
marcadores genéticos en la evaluacion
de la variabilidad ha sido bien demos-
trada y esta técnica puede usarse, entre
otros, en la caracterizacion de insectos,
identificacion de genotipos, discrimi-
nacion de mezclas genéticas y correla-
cién de genotipos con su origen geo-
grafico. (1,7,9,11,15).

Desde el punto de vista técnico, es im-
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portante el hecho de que el andlisis de
isoenzimas por medio de electrofore-
sis puede realizarse convenientemente,
en forma simultdnea, sobre un nimero
grande de muestras, utilizando cantida-
des extremadamente pequenas (10-50

ug).

Desde el punto de vista de la interpre-
tacion de los electroforegramas, se
puede destacar que las isoenzimas alé-
licas se expresan codominantemente, o
sea, que un alelo no se enmascara por
la presencia de otro y, por lo tanto, en
un heterocigoto, estaran presentes am-
bas subunidades de isoenzimas codifi-
cadas, mientras que, en el homocigoto,
s6lo se encuentra una subunidad. Asi,
el genotipo de un individuo se mani-
fiesta a partir de su fenotipo enzima-
tico (12).

Debido a la complejidad metabdlica,
las caracteristicas morfoldgicas son el
resultado de la interaccion de muchos
locus genéticos diferentes y, por ésto,
para seguir la actividad genética a nivel
de producto polipeptidico, es necesa-
rio llevar a cabo un analisis genético
preciso de los locus individuales y, asf,
abolir el problema de interferencia de
otros locus.

Por este motivo, la separacion electro-
forética de isoenzimas se convierte en
una herramienta de gran utilidad para
genetistas, bioquimicos, fitomejorado-
res y demas investigadores interesados
en conocer aspectos genotipicos que,
posteriormente, seran de utilidad para
resolver problemas concretos de mejo-
ramiento.

3. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizo en el Centro Na-
cional de Investigaciones Agropecua-
rias Tibaitata del ICA, localizado en el
Municipio de Mosquera, Cundinamar-
ca.

Se utiliz6 una unidad para electrofore-
sis Protean I, disenada para trabajar
placas de poliacrilamida (PAA) de 1.5
mm de espesor y una fuente de poder
Beckman. Durante el corrimiento, la
unidad permanecié dentro de una ne-
vera para facilitar el control de la tem-
peratura.
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Para el andlisis, las muestras se coloca-
ron en los orificios de una placa plasti-
ca, semejante a la utilizada para reali-
zar pruebas de ELISA. Se adicioné el
medio de extraccion y se macerd con
una pequena varilla de vidrio.

Para el andlisis de esterasas, la extrac-
cién se hizo sobre bano de hielo. Du-
rante la tincion, los geles se mantuvie-
ron en cubetas sobre un agitador
orbital.

Para determinar el mejor medio de ex-
traccién, se observd su comportamien-
to utilizando medios de diferente com-
posicion, pH y polaridad. En el corri-
miento, fue necesario determinar el
valor 6ptimo de potencial y el tiempo
durante el cual se debe aplicar.

Para buscar el marcador apropiado, se
observaron patrones obtenidos para
proteinas totales, cuando se coloreaba
con Coomassie Blue y cuando se em-
pleaban iones plata. Dentro del grupo
de isoenzimas, se trabajo con alfa y
beta esterasas.

La estandarizacién de la metodologia
se hizo con el fin de establecer las con-
diciones apropiadas para obtener pa-
trones que permitan caracterizar las
poblaciones, analizando los diferentes
estados del insecto: huevo, pupa y
adulto. No se trabajoé con larva debido
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a que, en este estado, el insecto se ali-
menta constantemente y, por lo tanto,
las proteinas que se separen correspon-
deran no sélo al insecto sino, también,
al alimento que permanece en el apa-
rato digestivo,

3.1. Huevos

Se utilizaron huevos recién ovoposita-
dos y se probaron diversos medios de
extraccién (Tabla 1). Se abarc6 rango
de pH 6.3 - 8.8 y se vario la polaridad
de los medios y se observaron los pa-
trones obtenidos, al emplear detergen-
tes y sustancias que desnaturalizan la
proteina.

Para preparar el extracto, se macero
cada huevo con 7 ul del medio, se adi-
cioné 7 ul de indicador (azul de bro-
mofenol) y 7 ul de sucrosa al 209,
con el objeto de aumentar la densidad
del extracto y facilitar el manejo pos-
terior de la muestra al colocarla en el
orificio del gel. De esta muestra, se
tomaron 10 ul y se colocaron sobre el
gel. Se ensayo coloracion de proteinas
totales con Coomassie Blue y con
jones plata.

3.2. Pupas
Se trabajo con pupas proximas a emer-

ger como adultos y con adultos recién
emergidos. Se probaron diversos me-

TABLA 1. Medios de extraccion para las diferentes muestras de huevos, pupas

y adultos de Gusano Blanco.

Metanol al 7090
Etanol al 70%0
Acido acético 0.1M
Agua

Urea 8M

SDS al 5%o0

SDS al 1%

Sucrosa al 20%0
Cloruro de sodio 3M
Propanol

2-Mercaptoetanol al 190 en acido acético 0.1M
2-Mercaptoetanol al 190 en Tris-HC1 0.5M, pH= 6.8

Tris-HC 0.5M,pH=6.8
Tris-HC 0.05M, pH=8.3
Tris-HC 15, pH=8.8

Acido citrico 0.009M - Tris 0.074M, pH= 8.4

Tris-HC 0.05M, pH=8.3
Buffer de acetato pH=5.8

Buffer de fosfato pH=6.8 -7 .3

Buffer de fosfato pH=6.8 - 8.3+ 190 de 2-mercaptoetanol

Lactato de Aluminio pH= 3.1

Tris-Borato pH=8.9
Tris-Citrato pH=8.5
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TABLA 2. Sistemas de buffer para el gel y electrodos, ensayados con aduitos
de gusano blanco en la electroforesis de esterasas.

EN EL GEL EN LOS ELECTRODOS
lones Molaridad pH lones Molaridad pH
TRIS 0.070
EDTA 0.007 8.7 Igual que en el gel
Borato 0.010 )
TRIS 0.068 :
Citrato 0.025 7.2 Borato 0.05 8.6
TRIS 0.010 TRIS 0.04
Glicina 0.005 9.2 Glicina 0.022 9.2
TRIS-
Borato 0.1 8.7 Igual que en el gel
TRIS-
Glicina 0.37 9.5 Igual que en el gel
TRIS-HC| 0.083 89 Igual que en el gel
TRIS 0.005
TRIS-HC| 0.062 7.6 Glicina 0.038 8.3
TRIS 0.074 LiOH 0.036
A. Citrico 0.009 8.4 A. Bbrico 0.194 8.3

Diluido 1:3 en el cidtodo
Diluido 1:4 en el anodo

dios de extraccion (Tabla 1). Cada
ejemplar fue macerado con 20C ul del
medio y se centrifugd a 10.000 r.p.m.
durante 10 minutos. ElI material so-
brenadante se retird y se le adicion6
20 ul de sucrosa al 20%o y 20 ul de
indicador (azul de bromofenol). De la
muestra asi preparada, se colocaron
20 ul sobre el gel. La coloracién se
hizo en Coomassie Blue.

3.3. Adultos

En adultos, se experimentd con iso-
enzimas y, especificamente, con este-
rasas, por ser uno de los sistemas mas
ampliamente utilizados y que ha dado
excelentes resultados en el caso de
otros insectos (1,9,11,15).

Al igual que en los casos anteriores, el
primer paso consistié en encontrar él
medio de extraccidén apropiado.

Los ejemplares, en este caso machos
adultos con cuarenta y ocho horas de
ayuno, fueron colocados en una caja
petri sobre bano de hielo y se les quitd
el caparazon de quitina y se tomd sola-
mente el abdomen (Figura 1). Este

abdomen se mecerd con 50 ul de solu-
cién extractora (Tabla 1), 40 ul de su-
crosa al 209 y 10 ul de indicador
(Azul de Bromofenol). De este extrac-
to, se aplicaron 20 ul en cada orificio
del gel.

En la tabla 2 se encuentran consigna-
dos los diferentes sistemas analizados,
tanto para el gel como para las solucio-
nes de los electrodos.

El corrimiento se llevd a cabo a 20 mA
en forma constante por 4 horas. El re-
velado de alfa y beta esterasas se hizo
siguiendo la metodologia de Belalca-
zar (3).

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Huevos

El método de coloracion con Coomas-
sie Blue fue insensible a la cantidad de
proteina presente en un huevo. Con
jones plata (método mucho mds sensi-
ble), cuando se emplearon los siguien-
tes medios de extra.ciéon, enunciados
en su orden de eficiencia: etanol al
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70%o, 4cido acético 0,1M, mercaptoe-
tanol al 1%o en Tris-HCI de 0,5 M.
Tris-HCI 5% PH 6,8, etanol, agua,
urea 8M, 5D5 al 590 y Tris-HCI 0,05M
pH 8,3, se obtuvieron patrones de
bandas intensas y bien definidas.

De los diversos medios estudiados,
cuando se empled como buffer del gel,
un sistema Tris-HC1 0.5M, ph= 6.8 el
cual contenfa una concentracion de
SDS del 0.7%o, se encontraron los
mejores resultados. Para el buffer del
electrodo, cuando se empled un siste-
ma Tris 0.025M glicina 0.192M, ph =
8.3 y una concentracion de SDS de
0.19%o, se obutvieron buenos resulta-
dos.

Experimentalmente, se encontr6 que,
para obtener patrones de proteinas
totales bien definidos, tanto en huevos
como en pupas se requiere colocar
inicialmente la fuente a 22 mA y 50V
por espacio de 150 minutos. Posterior-
mente, se eleva el potencial a 100 V,
manteniendo la corriente constante a
22mA por espacio de 60 minutos v,
finalmente, se llevaa 120 V y 32 mA
por dos horas.

En la Figura 2 se observa la separacion
de proteinas totales de huevos recién
ovipositados, cuando se realiza la elec-
troforesis en las condiciones antes
mencionadas. Se puede apreciar que,
aunque las bandas estdn muy bien de-
finidas, se tiene un espectro continuo
lo cual no es deseable desde el punto
de vista de interpretacion y de andlisis
del electroforegrama.

4.2. Pupas

De los diversos medios de extraccion
examinados, al emplear agua, Grea 8M,
icido acético 0.1M, Tris-HC1 0.5M
con pH= 6.8, y mercaptoetanol al 190
en acido acético 0.1M, se encontraron
los mejores resultados, mencionados en
forma decreciente de eficiencia. Esto
se puede observar en la Figura 3 en las
bandas correspondientes a las mues-
tras Nos. 10; 2; 8; 1 y 5, respectiva-
mente.

En este caso, el método de coloracién
con Coomassie Blue es sensible a la
cantidad de proteina presente y se ob-
tuvieron bandas bien definidas. Como
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Figuras 1 y 2, Electroforegrama de proteinas totales de huevos de Gusano Blanco de la papa, recién ovipositados, La coloracién se hizo con
iones plata. Cada columna corresponde a un huevo.

T4 5 6

Figura 3, Electroforegrama de Proteinas totales de doce pupas em-
pleando en la extraccion de cada una diferente medio (Tabla 1).

en el caso de las observaciones en hue-
vOs, se presenta un espectro continuo
que dificulta el andlisis del resultado,
lo cual se puede observar en la Figura
3. En esta figura se compara el efecto
de diferentes medios de extraccion
(Tabla No. 1).

En pupas es dificil determinar con
exactitud la edad del individuo que se
utiliza como muestra y, por esto se
obtiene un numero alto de patrones
diferentes y cada patrdon corresponde
a un estado de desarrollo.

4.3. Adultos

De los diversos medios de extraccion
probados (Tabla No. 1), se obtuvieron
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los mejores resultados con U(rea 8M
(Figura 4, muestras Nos. 7 y 11) vy
con sucrosa al 20% (Figura 4, mues-
tras 6 y 8) y se observan patrones de
bandas intensas y muy bien definidas.
Se presentaron seis tipos de patrones
diferentes, debido a que los individuos
que utilizamos eran adultos pero no
todos tenfan la misma edad.

Después de analizar un namero alto de
patrones de hembras y de machos, se
establecié que, al utilizar hembras, au-
mentaba considerablemente el nimero
de patrones diferentes, debido posible-
mente a que, el patron de los huevos
fecundados que se encuentran en la
hembra se superpone al patrén de ésta.
Por lo tanto, es aconsejable trabajar

6 7 8 9 101112

Wy wy

Figura 4. Electroforegrama de Alfa esterasas de doce adultos, Para
la extracciéon de cada uno se empled un medio diferentes (Tabla 1).

con hembras virgenes o con machos.

Se encontrd que, para trabajar con es-
terasas en adultos de gusano blanco, el
sistema mds indicado es el siguiente:
Buffer del gel: 0.074M Tris y 0.009M
en acido citrico con pH= 8.4.

Buffer del electrodo: Preparar un
stock 0.036M en LiOH y 0.194M en
acido bérico con pH = 8.25. Esta solu-
cion se diluye 1:3 para el caitodo y 1:4
para el anodo.

En la Figura No. 5b se observa un gel
al 10%0 en poliacrilamida. Cada co-
lumna, cuando se revela para alfa y
beta esterasas, corresponde al patron
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obtenido de un individuo tratado con
diferente medio de extraccion.

Desde el punto de vista técnico, resul-
t6 ideal el hecho de que la sucrosa se
comportara muy bien como medio de
extraccion, ya que éste se puede ma-
nejar con facilidad en el momento de
colocar el extracto en el gel, lo cual
permitié decidir utilizar sucrosa al
209% vy observar los patrones obteni-
dos al variar la concentracién de PAA
y se trabajo con geles al 890, 109% vy
15%o.

En geles al 890, se obtiene buena se-
paracién, pero las bandas no son bien
definidas y se aprecian difusas (Figura
No. 5a). En geles al 1090, se obtiene
buena resolucién especialmente de alfa
esterasas. Se observaron tres zanas
que, probablemente, permitirdn carac-

Figura 5. Electroforegrama de Alfa y Beta esterasas de machos
adultos de Gusano Blanco, obtenidos cuando se extrae con Sucrosa
al 209 vy se utiliza geles de PAA al 8% (a), al 10% (b) y al 15%0

(c).

terizar las poblaciones de gusano
blanco (Figura No. 5b).

Con geles al 1590, se obtiene mejor
resolucion de las beta esterasas y ban-
das mas definidas, pero se pierde se-
paracion de las alfa esterasas (Figura
No. 5¢).

5. CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

Si se desea analizar, por medio de se-
paracion electroforética, el comporta-
minto de las esterasas en gusano blan-
co, con la perspectiva de utilizarse
como marcador genético para evaluar
la variabilidad de este insecto, se reco-
mienda lo siguiente:

— Utilizar machos adultos (debe de-
terminarse la euad) libres de capa-
razon de quitina.

— Extraer esterasas a 4 grados centi-
grados con sucrosa al 20%o.

— Utilizar geles de poliacrilamida al

1090, para andlisis de alfa esterasas
y al 1590, para beta esterasas.

— En el gel, deberd emplearse un bu-

ffer 0.074M en Tris y 0.009M en
acido citrico, ajustando el pH a
8.4,

— Para los electrodos, deberd prepa-

rarse una solucién stock 0.036M en
hidroxido de litio y 0.194M en aci-
do bérico y ajustar el pH a 8.25,
diluyendo posteriormente 1:3 para
el citodo y 1:4 para el anodo.

— EI corrimiento se debe realizar a

20mA durante 4 horas.
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El siguiente paso de la investigacion
debe ser la determinacion de la edad
de adulto que se utilizard. La diferen-
cia observada en los patrones de una
misma poblacion se deben precisa-
mente a que los ejemplares utilizados
no presentaban la misma edad y es
necesario analizar, también otras isoen-
zimas.
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