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Resumen

La mosca del establo (Stomoxys calcitrans L.) es una plaga de importancia agropecuaria a nivel
mundial y Costa Rica no es la excepcion. Durante afios se han utilizado los insecticidas piretroides
para su control, sin embargo, el mal uso de estos quimicos ha promovido el desarrollo de resistencia
en la mosca. La resistencia a los piretroides se ha relacionado principalmente con cambios
genéticos, como mutaciones de resistencia tipo "knockdown™. La resistencia representa un desafio
significativo en el control de esta mosca, por lo tanto, en este estudio se planted analizar el estado
de la resistencia a insecticidas piretroides en poblaciones de la mosca Stomoxys calcitrans L. del
pais por medio del estudio del alelo de resistencia kdr-his el cual estd asociado a la resistencia a
insecticidas piretroides en esta mosca. Para lograr esto, se determin la frecuencia del alelo mutado
kdr-his y sus distintos genotipos, en poblaciones de la mosca recolectadas en ganaderias aledafias
a zonas de cultivos agricolas y con control quimico de la plaga en las localidades de Alajuela (pifia),
Puntarenas (palma aceitera) y Limon (banano). Ademas, se analizaron individuos provenientes de
una ganaderia apartada de campos de cultivos agricolas en la localidad de Heredia. Asimismo, se
evalud la susceptibilidad a insecticidas piretroides en poblaciones de la mosca de la localidad de
Alajuela, mediante bioensayos in vitro evaluando permetrina y deltametrina. Los hallazgos
revelaron que el alelo mutado kdr-his se encontré en todos los sitios investigados, con frecuencias
entre 0.35 y 0.51. Este estudio representa el primer informe de la presencia de este alelo de
resistencia en poblaciones de moscas de las localidades de Puntarenas, Limén y Heredia. El
genotipo mas observado fue el heterocigoto, lo cual puede tener implicaciones futuras en términos
de resistencia a los insecticidas piretroides en las poblaciones de moscas en nuestro pais. La
deteccidn de individuos susceptibles en la provincia de Limon y la presencia de la mutacion en la
poblacion de Heredia sugieren la existencia de un flujo de individuos, lo cual tiene un impacto en
el estatus de resistencia de las poblaciones. Ademas, se concluyé que las poblaciones de moscas
analizadas en la localidad de Alajuela no mostraron resistencia al insecticida deltametrina. Sin
embargo, se observé una resistencia moderada al insecticida permetrina en estas poblaciones. Es
importante destacar que se encontraron individuos homocigotos para el alelo de resistencia entre
las moscas que no lograron sobrevivir a la exposicion a los insecticidas. Los resultados anteriores
ofrecen una vision general del estado de resistencia a los piretroides en las poblaciones de mosca

en nuestro pais, lo cual proporciona informacidn valiosa para mejorar el control de esta plaga.
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1. Introduccion

La inadecuada gestion de los residuos organicos derivados de las actividades agropecuarias
ha fomentado la proliferacion de diversas plagas asociadas, como es el caso de la mosca del establo
Stomoxys calcitrans L., la cual es una plaga de importancia agropecuaria a nivel mundial al ser una

mosca hematdfaga que se alimenta de la sangre del ganado (Olafson et al., 2019).

En Costa Rica, la presencia de esta mosca ha experimentado un aumento en sus poblaciones,
lo que ha ocasionado que cada vez mas regiones del pais se vean afectadas (Secretaria Ejecutiva
de Planificaciéon Sectorial Agropecuaria [SEPSA], 2019; Ministerio de Agricultura y Ganaderia
[MAG], 2010; Solérzano et al., 2016). Histéricamente, para controlar esta plaga, se ha recurrido al
uso de insecticidas, entre ellos los insecticidas piretroides. Sin embargo, el uso inadecuado de estos

productos quimicos ha contribuido al desarrollo de resistencia en esta mosca (Pitzer et al., 2010).

Comunmente, la resistencia a estos insecticidas esta asociada con alteraciones genéticas en
el canal de sodio sensible a voltaje, el cual es el sitio diana-activo de estos insecticidas. Entre las
alteraciones que modifican la estructura del canal se encuentran las mutaciones de tipo "knockdown
resistance” (Scott, 2019), las cuales, debido a su estrecha relacion con la resistencia han sido
ampliamente utilizadas como marcadores moleculares para investigar la resistencia en esta y otras
plagas (Olafson et al., 2011; Scott, 2019).

Actualmente Costa Rica no dispone de un protocolo para evaluar la resistencia a
insecticidas piretroides en la mosca del establo. Por lo tanto, resulta de gran interés implementar
un protocolo que permita detectar de manera temprana la resistencia y continuar monitoreando los
sectores con resistencia confirmada. Esto desempefiaria un papel fundamental en mejorar el control

de la plaga.



1.1. Antecedentes

La mosca Stomoxys calcitrans L. también conocida como mosca del establo, es una plaga
de importancia agropecuaria a nivel mundial y Costa Rica no es la excepcion (MAG, 2010;
Solérzano y Taylor 2015, Solo6rzano et al., 2015, Soldrzano et al., 2016). Durante afios el control
de esta plaga ha sido por medio de insecticidas, sin embargo, la exposicion continua a estas
sustancias ha promovido el desarrollo de resistencia en estos insectos (Pitzer et al., 2010). Esta
resistencia muchas veces se ha visto asociada con alteraciones genéticas que provocan cambios
conformacionales en el sitio diana-activo del insecticida, lo que dificulta la union de la molécula'y

por lo tanto anula el efecto tdxico sobre el insecto (Dong et al., 2014).

Entre los insecticidas mas utilizados en el control de esta plaga se encuentran los piretroides,
los cuales surten su efecto tdxico al interactuar con uno de los dos receptores para piretroides con
los que cuenta el canal de sodio sensible a voltaje de células nerviosas. El receptor PyR2 (PyR, por
sus siglas en inglés) especificamente, esta conformado por residuos en los segmentos cuatro, cinco
y seis del primer dominio, y residuos del segmento seis del segundo dominio (Du et al., 2016), por
lo que alteraciones en estas regiones afectan directamente la unién del insecticida al canal. Entre
las mutaciones mas comunes se encuentra la sustitucion del aminoécido leucina (L) en la posicion
1014 de la proteina, punto que coincide con el receptor para piretroides PyR2 (Dong, 2007; Du et
al., 2015; Yellapu et al., 2017).

El primer alelo de resistencia se identifico en la mosca doméstica (Musca domestica L.)
(Williamson et al., 1996) y resulta en la sustitucion del aminoacido leucina (L) por el aminoacido
fenilalanina (F) en la posicién 1014 proteina del canal, a este cambio se le denominé como
“knockdown resistance” (kdr, por sus siglas en inglés), ya que les confiere a los insectos resistencia

al efecto toxico conocido como “knockdown” (ataxia o paralisis).

Esta mutacion ha sido identificada en maultiples insectos, por ejemplo, en la mosca del
cuerno Haematobia irritans, en el pulgén del meldén Aphis gossypii y en minadores como Tuta
absoluta (Guerrero et al., 1997; Haddi et al., 2012; Suann et al., 2015; Holderman et al., 2018)

cuyo control es mediante el uso de insecticidas tipo piretroides. También han sido reportados otros
2



alelos en esta posicion, como por ejemplo el alelo kdr-his el cual consiste en la sustitucion del
aminoacido leucina (L) por el amino&cido histidina (H), y que ha sido identificado en la mosca
domeéstica Musca domestica L., plagas agricolas como el gusano del maiz Helicoverpa zea, y
plagas agropecuarias como Stomoxys calcitrans L., entre otros (Hopkins y Pietrantonio, 2010;

Olafson, Pitzer y Kaufman, 2011; Roca-Acevedo, Boscaro y Toloza, 2022).

Los primeros reportes de resistencia a piretroides en la mosca Stomoxys calcitrans L.
indicaban niveles nulos o relativamente bajos de resistencia (Cilek y Greene, 1994; Marcon et al.,
1997; Cruz-Véazquez et al., 2005; Pitzer et al., 2010), no obstante, en investigaciones posteriores,
ya se reporta la resistencia a permetrina y deltametrina tanto en campo como en laboratorio (Salem
et al., 2012; Tainchum et al., 2018; Reissert-Oppermann et al., 2019).

En el afio 2018, se llevo a cabo en Costa Rica la reunion anual de expertos en la mosca del
establo, evento donde se constatd la necesidad de examinar el estado de resistencia de la mosca,
por lo que se propuso estudiar la frecuencia de mutaciones del tipo “knockdown resistance” en las
poblaciones de Stomoxys calcitrans L. del pais; ademas, se destaco la necesidad de desarrollar un
programa de investigacion exhaustivo sobre temas como la biologia del desarrollo del insecto, la
dispersion de los adultos, el comportamiento alimentario, la toxicologia y la resistencia a los
insecticidas, el control bioldgico, el control etoldgico, los repelentes y los atrayentes, las
interacciones hospedero-parasito, el bienestar de los animales y las repercusiones econémicas en
la produccion de la mosca del establo (Ministerio de Agricultura y Ganaderia [MAG], Instituto
Nacional de Innovacién y Transferencia en Tecnologia Agropecuaria [INTA] y Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos [USDA], 2018). Debido a lo anterior en el INTA surge el
proyecto en el que se desarrolla la presente investigacion denominado “Evaluacion del desarrollo
de resistencia a insecticidas (piretroides) de la mosca del establo (Stomoxys calcitrans L.) en

condiciones de campo en Costa Rica”.

1.2. Justificacion

La mosca Stomoxys calcitrans L. se ha asociado histéricamente a los desechos de la

produccidn pecuaria, como el estiércol animal, sin embargo, se ha visto que los estadios inmaduros
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son capaces de desarrollarse con éxito en materia organica en descomposicion, como los rastrojos
de cultivos (Cook et al., 2018; Meyer y Petersen, 1983) como la pifia, palma aceitera, banano, entre
otros. El incremento de las areas de siembra de estos cultivos ha impulsado el problema de la
proliferacion de la mosca del establo (SEPSA, 2017; Grisi et al., 2014; Taylor et al., 2012).

En Costa Rica, la situacion con respecto a esta plaga se ve agravada debido a la proximidad
entre las explotaciones ganaderas y las areas de produccion agricola. Asimismo, el mal manejo de
los residuos agropecuarios ha contribuido a una proliferacion de la mosca del establo, con valores
de hasta diez veces superiores a los informados en la literatura. Esto ha llevado a infestaciones
masivas de hasta un promedio de 700 moscas por animal, lo cual supera entre 30 y 50 veces el
umbral para una afectacion econdémica en la produccion pecuaria (INTA, 2015; Sol6rzano et al.,

2015; Campbell et al. 1987), lo que subraya la necesidad prioritaria de controlar esta plaga.

Los insecticidas han sido ampliamente utilizados en el combate de esta plaga, sin embargo,
esta medida ha ejercido presion selectiva sobre las poblaciones de Stomoxys calcitrans L.,
impulsando la multiplicacién de individuos con caracteristicas genéticas de resistencia (mutaciones
de tipo kdr) y por consiguiente provocando la disminucion de los individuos susceptibles. En el
caso de Stomoxys calcitrans L., existe la posibilidad de utilizar las mutaciones de tipo “knockdown
resistance” como marcadores moleculares en el estudio de la resistencia a insecticidas, permitiendo
detectar el problema de manera temprana y precisa, y con esto poder aplicar estrategias de
prevencion de resistencia en nuevas poblaciones de la mosca y el manejo de la resistencia ya

existente en otras poblaciones (Sangster, 2001).

Debido al impacto que tiene la mosca del establo en los sistemas agropecuarios, resulta de
gran importancia implementar el monitoreo de la resistencia en este insecto. Por ello, que en el
presente trabajo se propuso evaluar la resistencia a insecticidas piretroides en poblaciones de
Stomoxys calcitrans L. del pais, mediante el analisis de la frecuencia del alelo de resistencia kdr-
his y bioensayos in vitro de la susceptibilidad a insecticidas piretroides, contribuyendo con

informacidn para una posible mejora en el manejo de la plaga en el pais.



1.3. Problema

Existe un vacio en el estudio de la resistencia a insecticidas piretroides en poblaciones de
mosca del establo en el pais. Por esta razon, surge la siguiente interrogante: ¢Cual es la frecuencia
del alelo kdr-his en poblaciones de la mosca Stomoxys calcitrans L. en Costa Rica, y cual es el
grado de resistencia a los insecticidas piretroides permetrina y deltametrina?

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Analizar la resistencia a insecticidas piretroides en poblaciones de Stomoxys calcitrans L.,
mediante analisis moleculares de la frecuencia alélica y genotipica de la mutacion kdr-his en el gen
del canal de sodio sensible a voltaje (vssc) y bioensayos in vitro de la susceptibilidad a permetrina

y deltametrina, contribuyendo con informacion para una posible mejora en el manejo de la plaga.

1.4.2. Objetivos especificos

- Estimar la frecuencia alélica y genotipica de la mutacion kdr-his en el gen del canal de
sodio sensible a voltaje mediante PCR alelo-especifico, en adultos de poblaciones silvestres de
Stomoxys calcitrans L., provenientes de distintas localidades del pais.

- Evaluar por medio de bioensayos in vitro, el grado de susceptibilidad a permetrina y
deltametrina en adultos de poblaciones silvestres de Stomoxys calcitrans L., provenientes de la
localidad de San Carlos.



2. Marco Tedrico

2.1. Mosca Stomoxys calcitrans L.

Stomoxys calcitrans (Linnaeus, 1758), es un diptero hematofago conocido como la mosca
del establo ya que comunmente se le encuentra en estos sitios parasitando al ganado (Figura 1). En
el Cuadro 1 se detalla su clasificacion taxondmica.

Figura 1. Adulto de Stomoxys calcitrans L. (A Stable Fly in Montgomery Co., Maryland), por Steve Scholnick,
2016, Maryland Biodiversity Project (https://www.marylandbiodiversity.com/record/367916).

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica de Stomoxys calcitrans L. (NCBI:txid35570) (Schoch et al., 2020).

Filo Arthropoda
Subfilo Hexapoda
Clase Insecta
Orden Diptera
Suborden Brachycera
Familia Muscidae
Género Stomoxys

Especie Stomoxys calcitrans



https://www.marylandbiodiversity.com/record/367916

2.1.1. Distribucién

El género Stomoxys cuenta con alrededor de 18 especies (Zumpt, 1973). De éstas
unicamente Stomoxys calcitrans L. presenta una distribucion cosmopolita, ya que logra adaptarse
a gran variedad de habitats, excepto a las regiones polares (Bishopp, 1913; Brues, 1913). Ademas,
es una mosca sinantropica, es decir, que explotan habitats y fuentes de alimento creados por

actividades humanas como la actividad agropecuaria (Kaufman y Weeks, 2016).

El primer reporte de Stomoxys calcitrans L. en Costa Rica se dio en Buenos Aires de
Puntarenas en el afio 1987 (Herrero-Acosta et al., 1991). Actualmente la mosca se distribuye en el
pais principalmente en zonas con areas de produccién pecuaria, y se agudiza en zonas con mal
manejo de los desechos organicos como las excretas de los animales, rastrojos de cosechas y
desechos agroindustriales (MAG, 2010).

Segun el informe de la Secretaria Ejecutiva de Planificacién Sectorial Agropecuaria
(SEPSA, 2017), las poblaciones de Stomoxys calcitrans L. han aumentado significativamente en
los ultimos afios, asociado con el aumento de las &reas de siembra de cultivos extensivos como la
palma aceitera, banano, citricos, café, arroz y principalmente en las regiones Huetar Norte y Huetar
Atlantica del pais con el cultivo de pifia (MAG, INTA y USDA, 2018; SEPSA, 2017).

2.1.2. Biologia del insecto

Stomoxys calcitrans L. es un insecto hemat6fago (que se alimentan de sangre), ectoparasito
de grandes ungulados como el ganado bovino y caprino, aunque también puede tener como
hospedadores ovejas y burros; incluso cuando hay escasez de alimento, estos insectos pueden
parasitar animales domésticos como gatos, perros, cerdos e incluso al humano (Bishopp, 1913;
Kaufman y Weeks, 2016; MAG, 2010).

A diferencia del resto de moscas chupadoras de sangre, en la especie Stomoxys calcitrans
L. tanto machos y hembras se alimentan de sangre para completar su maduracion sexual (Bishopp,

1913; Kaufman y Weeks, 2016). Las hembras requieren alimentarse para poder llevar a cabo la
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oviposicion, ya que de la sangre obtienen proteinas para la produccion de huevos fértiles (Kaufman
y Weeks, 2016; Foil y Hogsette, 1994). En adultos, también se ha observado que se alimentan de
frutas maduras y de la secrecion de los nectarios de Amarantus spinosus, Cassia tora, Justicia
comata, Pueraria phaseoloides, Scleria melaleuca y otras plantas, para obtener aminoacidos

esenciales que no estan en la sangre (MAG, 2010; Mdller et al., 2012).

Los ciclos de actividad de estas moscas son durante el dia, principalmente durante la
mafiana y la tarde, cuando las temperaturas son frescas (Kaufman y Weeks, 2016; Masmeatathip
et al., 2006a; Ramirez et al., 2016). Durante los picos de temperatura, la actividad de adultos
disminuye como mecanismo de termorregulacion o para realizar la cépula (Buschman y Patterson,
1981). Bajo condiciones lluviosas, la actividad de la mosca tiende a disminuir con respecto a dias

calidos y humedos (Ramirez et al., 2016).

Por lo general, los adultos de esta mosca se encuentran en los establos y sus alrededores
(Kaufman y Weeks, 2016), sin embargo, existen reportes que indican puede desplazarse hasta 25
km mediante el vuelo y migrar hasta 225 km desde su origen a través del viento (Hogsette y Ruff,
1985). También puede ser diseminada de un sitio a otro durante el transporte de animales
portadores de la plaga y por medio del traslado de abono orgéanico contaminado con los estadios
inmaduros de la mosca (MAG, 2010).

Esta plaga logra adaptarse a diferentes habitats, si las condiciones son favorables. De forma
esencial requiere la presencia de animales para alimentarse y nichos de reproduccién aptos para
cumplir su ciclo de vida, como residuos de cultivos en descomposicion y estiércol animal (MAG,
2010; Meyer y Petersen, 1983).

2.1.3. Ciclo de vida

El ciclo de vida de la mosca Stomoxys calcitrans L. en condiciones tropicales con altas
temperaturas y humedad relativa se acorta significativamente, oscilando entre los 15 y 27 dias
(Vargas-Chacon y Solérzano, 2015). Esta mosca pasa por cuatro estadios desde la etapa de huevo
hasta adulto (Figura 2).



Adulto
3-4 semanas

Huevo
2-3 dias
2-4 semanas

Larvas1-4
1-3 semanas

Figura 2. Estadios de la mosca Stomoxys calcitrans L. (Marin y Estrada, 2023).

2.1.3.1. Huevo

Los huevos son de color blanco cremoso, pequefios, miden alrededor de 1 milimetro de
largo y tienen forma eliptica (Bishopp, 1920). La hembra durante su tiempo de vida llega a producir
aproximadamente 800 huevos (Mitzmain, 1913; Kaufman y Weeks, 2016), de los cuales logra
ovipositar entre 300-400 huevos (Parr, 1962; Kaufman y Weeks, 2016). Duran en promedio entre
1 a 3 dias después de la postura para eclosionar (James, 1947). Este estadio dura de uno a cuatro
dias (Bishopp, 1913; INTA, 2011).

2.1.3.2.Larva

Las etapas larvales se desarrollan en materia organica en descomposicion, himeda y
fermentada, en total son cuatro estadios larvales (Cook et al., 2018; Meyer y Petersen, 1983).
Inicialmente, la larva es translucida debido al poco desarrollo de sus tejidos y estructuras. Cuando
completa su desarrollo es de color blanco cremoso y llegan a medir cerca de 15 mm de longitud.
El periodo larval puede durar 11 dias (Bishopp, 1913; INTA, 2011).



2.1.3.3. Pupa

La pupa de la mosca del establo es inmovil, mide entre 5y 7 mm de longitud y 3-4 mm de
ancho; es alargada y ovoide, ligeramente méas ancha hacia la cabeza (Bishopp, 1920). Durante los
primeros dias presentan una coloracion café claro y luego se torna a café oscuro (Todd, 1964). La
etapa de pupa puede durar 6 dias (Bishopp, 1913; INTA, 2011).

2.1.3.4. Adulto

La hembra mide cerca de 7 mm de longitud y usualmente el macho es ligeramente méas
pequefio (Bishopp, 1920). El adulto es de color gris, el térax tiene cuatro franjas oscuras
longitudinales y el abdomen presenta un patron de manchas oscuras redondeadas en forma de
tablero (Zumpt, 1973; INTA, 2011). Su aparato bucal es una proboscide picadora adaptada para
perforar la piel de su hospedador y succionar la sangre; es larga, fuerte, de color negro y se proyecta
hacia delante de la cabeza (Todd, 1964). La longevidad de los adultos es de 10 dias, sin embargo,
hay reportes de que pueden alcanzar hasta 100 dias con vida (Bishopp, 1913; Monge y Bonilla,
2006).

2.3. Efectos negativos de la mosca

La mosca Stomoxys calcitrans L. es considerada una plaga agropecuaria que causa grandes
pérdidas econdémicas en Costa Rica y a nivel mundial, debido a su naturaleza ectoparasita. Esta
mosca a través de su constante picadura causa la disminucion en la productividad del ganado y
ademas actla como vector de enfermedades (Baldacchino et al., 2013; Bishopp, 1913; Foil et al.,
1983; Zumpt, 1973).

En Costa Rica esta plaga se ha incrementado significativamente, y se estima que un total

de 25 insectos al dia que parasiten a un bovino pueden provocar una pérdida de peso cercana a 1
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kg diario; reduciendo la ganancia de masa corporal y en bovinos lecheros se reduce en hasta un 50
% la productividad (MAG, 2010).

El atague de la mosca en el ganado puede provocar sintomatologias como cambios en el
comportamiento y en ultima instancia problemas fisicos (MAG, 2010). Se ha visto que los animales
en su desesperacion por escapar del ataque de los insectos llegan a formar paseaderos en los
potreros, se vuelven agresivos e incluso en el estrés tienden a romper cercas de alambre, lo que los
hace propensos a sufrir accidentes, algunos incluso se desplazan por despefiaderos o se sumergen
en cuerpos de agua dejando expuesta Unicamente la cabeza (Bishopp, 1913). Por otra parte, la
irritabilidad en los animales hace que su apetito disminuya considerablemente y por consecuencia
tienden a sufrir abortos (MAG, 2010).

Por otro lado, la naturaleza hemat6faga de esta mosca, la convierte es un vector potencial
de patdgenos como virus, bacterias, protozoos y helmintos, que pueden causar enfermedades
zoonoticas transmitidas por la sangre no solo en ganado, sino en otros animales, incluido el ser
humano (Baldacchino et al., 2013; Bishopp, 1913).

Se reporta que virus causantes de la anemia infecciosa equina, la peste porcina africana, el
virus del Nilo occidental y el virus del Valle del Rift son transmitidos por esta mosca, también
puede transmitir enfermedades bacterianas como anaplasmosis causada por bacterias del género
Rickettsia, Anaplasma, Coxiella y Antrax (Bacillus anthracis) (Foil et al., 1983; Spickler, 2009;
Mellor et al., 1987; Olesen et al., 2018; Doyle et al., 2011; Johnson et al., 2010; Hoch et al., 1985;
Turell et al., 2010; Turell y Knudson, 1987; Nelder et al., 2008; Bautista-Garfias, 2018).

Ademas, parasitos como Trypanosoma spp. y Besnoitia spp., helmintos como Habronema
microstoma y especies de nematodos como Onchocerca y Dirofilaria pueden ser transmitidos por
esta mosca (Baldacchino et al., 2013; Bishopp, 1913; Sharif et al., 2019; Traversa et al., 2008;
Yarmut et al., 2008; Oguz et al., 2016). Al ser cosmopolita, Stomoxys calcitrans L. podria tener un

impacto mundial en la transmision de patégenos humanos y animales (Baldacchino et al., 2013).
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Por ultimo, otro impacto negativo de la mosca se debe a la gran inversion econémica que
deben hacer los productores agropecuarios en la compra de insecticidas para el control de esta plaga
(Bernal et al., 2005); en Estados Unidos se estiman pérdidas en la ganaderia de hasta $ 2.2 mil

millones por causa de esta plaga (Kaufman y Weeks, 2016).

2.4. Estrategias de control

El control de Stomoxys calcitrans L. es critico ya que esta plaga puede ocasionar efectos
negativos importantes sobre la ganaderia y la agricultura de manera directa e indirecta. En general,
el manejo de esta mosca se basa en el control bioldgico, cultural, etolégico y el control quimico

principalmente.

2.4.1. Control biolégico

Consiste en combatir la plaga utilizando sus enemigos naturales, ya sean patdgenos,
depredadores y/o paréasitos. Es de las practicas agroecoldgicas mas importantes para el control de
esta y otras plagas, ya que es un método completamente natural, selectivo y especifico, no afecta
la microfauna benéfica, ni presenta problemas de sobredosis y muy importante, no genera
resistencia (MAG, 2010; Ruiz-Cancino y Coronado-Blanco, 1999).

Para el control de Stomoxys calcitrans L., son utilizados los parasitoides pupales que
interrumpen el ciclo de vida de la mosca. Los parasitoides de moscas cominmente asociados a los
sistemas de produccion ganadera son los microhimenopteros; lo que hacen estas avispas es
depositar sus huevos en el interior de los puparios de la mosca; y posteriormente las larvas del
parasitoide se alimentan de la pupa para completar su propio desarrollo, para después emerger
destruyendo la pupa de la mosca (Bedoya, 2007; Bishopp, 1920; Pinkus, 1913). Algunos géneros
de parasitoides utilizados en Costa Rica para el control de esta mosca son Spalangia, Muscidifurax
y Pachycrepoideus (MAG, 2010; Solorzano et al., 2013).

Por otro lado, también se han utilizado hongos para el control de adultos como

Entomophthora muscae, E. schizophorae, Verticillium lecanii, B. bassiana y M. anisopliae, estos
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dos ultimos también con cierta eficacia en el control de los estadios inmaduros de las moscas
(Skovgard y Steenberg, 2002; Watson et al., 1995; De Velasco-Reyes et al., 2019; Lépez-Sanchez
et al., 2012; Bernal et al., 2005; Moraes et al., 2010, Moraes et al., 2008).

2.4.2. Control etoldgico

Esté método de control consiste en utilizar trampas para la captura de los adultos de la
mosca y con esto reducir la oviposicion. Una de las trampas mas comunmente utilizadas son las
bolsas blancas con adhesivo colocadas en la periferia de las zonas afectadas. Las moscas son
visualmente atraidas hacia las bolsas blancas y mueren en ellas. Sin embargo, este tipo de trampa
tiene maultiples problemas asociados como la enorme cantidad de basura generada por las bolsas,
la frecuencia de cambio (se cambian cada 3 dias) y el elevado costo asociado en materiales (bolsas,
adhesivo, mano de obra) (ChemTica, 2019). Es por esto por lo que se han desarrollado trampas de
tela como las de tipo Vavoua, las cuales utilizandose con atrayentes de la mosca han probado ser
muy eficientes y rentables en el control, aumentando la eficiencia de captura en condiciones de alta
incidencia de lamosca en hasta 17,6 veces mas respecto a la captura obtenida con trampas de bolsas
blancas (INTA y ChemTica, 2019). El método de captura de la mosca con bolsas blancas requiere
mas de 175 bolsas por hectarea por mes, en comparacion con las trampas Vavoua que tan sélo
requiere 5 trampas por hectarea con una vida Gtil de hasta 24 meses. Ademas, el costo mensual del
control de esta plaga con trampas Vavoua y atrayentes es de aproximadamente US$11,5 por
hectarea, mientras que las trampas de bolsas blancas el costo mensual por hectarea es

aproximadamente US$332,5.

2.4.3. Control cultural

La estrategia de control cultural es de las mas efectivas en la reduccion de las poblaciones
de la mosca. Basicamente consisten en el manejo adecuado de los residuos derivados de las
cosechas y del estiércol animal, con el fin de reducir el sustrato disponible para la oviposicion y el
desarrollo de las larvas de la mosca (Greene, 1993). Involucra metodologias convencionales, como
el triturado y rastreo del material vegetal para su reincorporacion al suelo, la aplicacion de

desecantes como herbicidas para reducir la humedad del sustrato y evitar la atraccion de la mosca,
13



ademas de cubrir con lonas los residuos para aumentar la temperatura e inducir la muerte de las
larvas por calor (Eddy, 1952; Ministerio de Agriculturay Ganaderia [MAG], 2012; Hogsette et al.,
1987).

2.4.4. Control quimico

Esta es una de las estrategias més utilizadas en el control de la mosca. A pesar de que se
recomienda el uso de insecticidas del grupo benzilurea que regulan el crecimiento de los estadios
de huevo y larva, mediante la inhibicion de la formacion de quitina, presentando alta eficacia
bioldgica, es comun el uso intensivo de insecticidas de contacto como los piretroides, los cuales
aumentan el riesgo de aparicidn de insectos resistentes y la disminucién en la eficiencia del control
de la plaga (Solorzano et al., 2013; Salas y Larrain, 2008). Algunos insecticidas piretroides
utilizados para el control de la mosca del establo son la permetrina y la deltametrina (Tainchum et
al., 2018; Pitzer et al., 2010; WHO, 2017; Schleier y Peterson, 2011).

2.5. Canal de sodio sensible a voltaje y su relacién con la resistencia a los piretroides

2.5.1. Funciony estructura del canal

Los canales de sodio son esenciales para la sefializacion celular, estos modulan los
potenciales de accidn en la sinapsis celular. Los canales tienen cuatro estados mediante los cuales
controlan el potencial de accion (Figura 3). El primero es el estado cerrado en el cual no permite el
paso de iones por la membrana, luego por un estimulo el canal se activa y pasa a su estado abierto
permitiendo el paso de iones al interior de la membrana lo que causa la despolarizacion de la célula,
luego de unos milisegundos el canal pasa a su estado inactivo y causa la repolarizacion de la
membrana, fundamental para la terminacion del potencial de accion. Para finalizar, los canales de
sodio pasan a su estado desactivado dandose la hiperpolarizacién, y, por altimo, el canal vuelve a

su estado cerrado, listo para el inicio de un nuevo potencial de accion (Dong, 2014).
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Figura 3. Estados del canal de sodio sensible a voltaje en el potencial de accion (Adaptado de Dong, 2014).

La proteina del canal de sodio es compleja; esta formada por una subunidad alfa, la cual es
un gran polipéptido que se pliega en la membrana nerviosa para formar el poro del canal (Figura
4A). La subunidad se compone de cuatro dominios repetitivos (I-1V), cada uno conformado por
seis segmentos (S1-S6) transmembrana que forman el poro selectivo de sodio (Figura 4B y 4C)
(Dong, 2014).
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Figura 4. Estructura del canal de sodio sensible a voltaje. A) Dominios (I-1V) y segmentos (1-6) que conforman al

canal, B) Vista extracelular del canal. C) Vista intracelular del canal (Adaptado de Dong, 2014).

2.5.2. Sitio diana-accion de los piretroides

Debido a su papel fundamental en la sefializacion celular, los canales de sodio son objetivos
de una gran variedad de compuestos neurotoxicos, entre estos los insecticidas piretroides, los cuales
estan entre los primeros compuestos sintéticos identificados con capacidad de actuar sobre los
canales de sodio (Catterall, 2000; Catterall et al., 2007; Narahashi, 1996, 2000, 2002).

Los piretroides son una clase de insecticidas sintéticos, analogos a las piretrinas naturales
extraidas de las flores de Chrysanthemum (Burton et al., 2011; Elliott, 1977). Estos compuestos
son capaces de unirse a los receptores en el canal de sodio y alterar varias de las propiedades del
canal, como la conductancia de los iones, la selectividad de los iones y/o el cierre y apertura del
canal (Dong, 2014).

Los piretroides al interactuar con el canal de sodio inhiben el proceso de inactivacion y
desactivacion, y favorece la activacion prolongada del canal lo que altera la funcidn nerviosa

(Dong, 2014). A nivel celular, esto causa descargas repetitivas, despolarizacion excesiva de la
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membrana y alteraciones sinépticas en los insectos (Narahashi, 1996, 2000; Silver et al., 2014;
Soderlund, 2012). A nivel macro causan inquietud, descoordinacion e hiperexitabilidad seguido de

ataxia o paralisis en el insecto, conocido como el efecto toxico “knockdown” (Davies et al., 2007;

Soderlund, 2012; Chrustek et al., 2018; Du et al., 2016, Wickham, Chadwick y Stewart, 1974).

2.5.3. Resistencia a los insecticidas piretroides

Los piretroides han sido ampliamente utilizados en el control de plagas y vectores de
enfermedades, debido a su potente capacidad insecticida y su relativamente baja toxicidad en
mamiferos, sin embargo, su uso intensivo ha provocado el desarrollo de resistencia en muchas
poblaciones de plagas (Dong et al., 2014; Elliott, 1977).

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (WHO, 1957), la resistencia se define
como la habilidad de ciertos individuos para tolerar dosis de sustancias toxicas que por lo general

causarian la muerte de la mayoria de los individuos sensibles de la misma especie.

La resistencia tiene una base genética, relacionada con mutaciones que ocurren
naturalmente en individuos de una poblacion plaga. La exposicion continua a los insecticidas ejerce
una presion selectiva donde los individuos resistentes se reproducen y heredan sus caracteristicas
a la descendencia. Eventualmente, las poblaciones resistentes seran predominantes y el control con
el insecticida fallard (Food and Agriculture Organization of the United Nations [FAO], 2012).

En el caso de los piretroides, esta resistencia muchas veces ha estado asociada a cambios
en el gen del canal de sodio sensible a voltaje (vssc, por sus siglas en inglés), que resultan en
cambios en los aminoacidos que conforman la proteina de canal (VSSC, por sus siglas en inglés),
alterando la interaccion del insecticida con los receptores en el canal (Wickham, Chadwick y
Stewart, 1974; Busvine, 1951; Rinkevich et al., 2013; Dong et al., 2014; Field et al., 2017; Scott,
2019).

2.5.4. Gen del canal de sodio sensible a voltaje (vssc) y el alelo kdr-his
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A principios de los afios 1990, se descubrié que la resistencia en los insectos a algunos
insecticidas del tipo piretroides podria estar asociada con cambios en la secuencia del gen del canal
de sodio (vssc) (Soderlund, 2005; Dong, 2014), y desde entonces multiples estudios han reportado
cambios en la secuencia de este gen principalmente en el segundo dominio del canal (1) (Figura
5) (Dong, 2014; Soderlund y Knipple 2003).
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Figura 5. Mutaciones asociadas con resistencia a insecticidas piretroides (Adaptado de Dong, 2014). Sefialado en un

cuadrado rojo se indican los distintos alelos que ocurren en la posicién 1014 de la proteina del canal.

En el afio 2011, Olafson y colaboradores dilucidaron la secuencia parcial del gen del canal
de sodio de Stomoxys calcitrans L. (GenBank ID HQ010280.1), el fragmento de 5280 pb codifica
para un marco de lectura abierto de 1759 residuos de aminoacidos, que comprende desde el
segmento seis del primer dominio (1S6) hasta el segmento seis del cuarto dominio (IVS6) del canal.
Ademas, entre sus descubrimientos, identificaron la transversion de una timina (T) a una adenina
(A) (GenBank I1Ds: HQ010281.1, HQ010282.1), cambio que designaron como kdr-his, ya que esta
mutacion da lugar a la sustitucion del amino&cido leucina (L) por el aminoécido histidina (H) en el
residuo 1014 de la proteina del canal, misma posicion donde se reporté el primer alelo de resistencia

kdr en Musca domestica L.

En un estudio posterior Olafson et al. (2019) determinaron la presencia de otros sitios
polimorficos en la regidn intronica de la secuencia, no obstante, no detectaron la presencia de

polimorfismos como M918T y T929I que se ha reportado dan lugar a los fenotipos super-kdr y
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super-kdr-like en moscas relacionadas como la mosca doméstica y la mosca del cuerno
(Williamson et al., 1996; Guerrero et al., 1997; Sun et al., 2017).

3. Marco Metodoldgico

El presente trabajo se realizo en el Laboratorio de Biologia Molecular del INTA, en Mata

Redonda, San José, y en la Agencia de Extension del MAG, ubicado en Pital de San Carlos.

3.1. Sitios de muestreo

Para el estudio de la presencia del alelo kdr-his en poblaciones en campo de Stomoxys
calcitrans L. se realizaron muestreos en ganaderias aledafias a zonas de cultivo de pifia, palma
aceitera y banano con control quimico de la plaga. Ademas, se muestred una ganaderia apartada de
campos de cultivos agricolas, donde la mosca se reproducia en el estiércol de los animales (Cuadro
2, Figura 6).

Cuadro 2. Sitios de muestreo de individuos de la mosca para analisis molecular.

Cultivo-rastrojo Latitud Longitud Localidad
. 10°30'22.6"N 84°13'06.6"0 Alajuela, Rio Cuarto, Pinar
Pina 10°28'12.5"N 84°17'59.2"0 Alajuela, San Carlos, Pital
Palma aceitera 9929'32.3"N 84°11'32.5"0 Puntarenas, Parrita, Cerros
Banano 10°04'32.4"N 83°22'00.7"0 Limén, Matina, Batan
Estiércol 10°0'33.56"N 84°8'53.24"0 Heredia, Flores, San Joaquin

Para el estudio de susceptibilidad a insecticidas piretroides, los muestreos se realizaron en
los sitios cercanos a producciones de pifia, debido a la alta incidencia de la mosca en estas zonas,
lo cual fue fundamental para obtener la cantidad de moscas suficientes para realizar los bioensayos
(Cuadro 3, Figura 6).
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Cuadro 3. Sitios de muestreo de individuos de la mosca para bioensayos in vitro.

Cultivo-rastrojo Latitud Longitud Sitio
10°30'22.6"N 84°13'06.6"0 Alajuela, Rio Cuarto, Pinar
Pifa 10°28'24.2"N 84°16'54.4"0 Alajuela, San Carlos, Pital, 4 Esquinas
10°34'06.2"N 84°11'01.5"0 Alajuela, San Carlos, Pital, Chaparron
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Figura 6. Sitios de muestreo de adultos de la mosca Stomoxys calcitrans L. Los sitios de colecta para los andlisis

moleculares se indican con un circulo negro; los sitios de colecta para los bioensayos se indican con una equis roja,

los iconos indican el tipo de cultivo-rastrojo en la zona (Elaboracién propia).

3.2. Deteccion del alelo kdr-his en poblaciones en campo de Stomoxys calcitrans L.
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3.2.1. Muestreo de adultos en campo

Para el muestreo se utilizaron trampas Vavoua con dos sustancias atrayentes, una con olor
similar al sudor de los animales y otra con olor a materia organica en descomposicion
(desarrollados por laempresa ChemTica Internacional S.A.). Las trampas se colocaron en pequefias
ganaderias aledafias a zonas de cultivo cuyos rastrojos son utilizados por la mosca para la
oviposicion y desarrollo de las larvas (Figura 7A). En cada sitio se determinaron los puntos con
focos poblacionales de la mosca. Cada trampa Vavoua se colocé con al menos 10 m de separacion
una de la otra. Se tomaron los individuos que ingresaron a las botellas colectoras en un periodo de
24 horas (Figura 7B). En la zona de cultivo de palma aceitera se colocaron trampas Vavoua, pero
no se logro la captura de especimenes, por lo que, para obtener las 50 moscas requeridas, se
utilizaron pantallas pegajosas blancas y azules y de ahi se tomaron los individuos (Figura 7C y

7D). En total se recolectaron 200 especimenes, 50 individuos en cada sitio.
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Figura 7. Captura en campo de adultos de la mosca Stomoxys calcitrans L. A) Trampa Vavoua con atrayentes
cercana a una zona de cultivo de pifia, B) Botella recolectora de especimenes, C) Trampa pegajosa con espécimen de

la mosca, D) Colecta de insectos de las trampas pegajosas. (Fotografias por Fabian Castro y Ruth Castro, INTA).

3.2.2. Sexado de individuos

El sexado de los individuos se realizo en el laboratorio utilizando un estereoscopio (Zeiss,
Stemi 508), con aumento de 8X, de acuerdo con la metodologia descrita por Masmeatathip et al.
(2006b), la cual se basa en las diferencias del espacio interocular (EO) y la longitud de los ojos
(LO) entre machos y hembras (Figura 8A y 8B). Luego, a cada mosca se le cortd la cabeza para
almacenarla en 50 uL de etanol 80% (grado biologia molecular), a -80° C, hasta su andlisis

posterior.

Figura 8. Sexado de especimenes de Stomoxys calcitrans L. A) Diferencias en el espacio interocular (EO) y a
longitud de los ojos (LO), B) Macho y hembra. (Tomado de Salem, 2012 y adaptadas por Zumpt, 1973; fotografias

de fuente propia).
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3.2.3. Extraccion de ADN

Cada cabeza (1 a 4 mg de tejido aproximadamente) se extrajo individualmente utilizando
el siguiente protocolo tampén CTAB al 3% (1.4 M NaCl, 10 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI pH
8.0 y 0.2% B-mercaptoetanol) (Figura 9A). Las muestras se secaron en papel toalla para eliminar
el etanol (Figura 9B). Cada muestra se macero en 400 puL de tampon precalentado a 50° C junto
con dos balines de tungsteno de 3 mm, durante 5 minutos a una frecuencia de 30 1/s con el
TissueLyser 11 (Qiagen) (Figura 9C). Las muestras se incubaron a 65° C durante una hora, y se
elimind el debris del macerado (Figura 9D).

Luego se agregaron 400 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), y se centrifugé a
8154xg durante 10 minutos y se recuperd el sobrenadante (Figura 9E). Luego se agregaron 400 pL
de isopropanol, y la mezcla se incubd a -20° C durante toda la noche. Posteriormente, se centrifugo
a 12100xg durante 15 minutos y se elimino el isopropanol, se agregaron 400 uL de etanol al 70%
al ADN precipitado y se centrifugd a 8154xg durante 5 minutos (Figura 9F). Finalmente, cada

botén de ADN se resuspendi6 en 50 pL de agua libre de nucleasas.

B

Figura 9. Extraccion de ADN a partir de cabezas de Stomoxys calcitrans L. A) Cabeza de un espécimen macho, B)
Colocacion de cabeza en tubo de extraccion, C) Cabeza lista para macerar, D) Macerado obtenido, E) Separacién de
las fases, F) Boton de ADN obtenido. (Fotografias de fuente propia).
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La concentracion y pureza del ADN se estim6é mediante espectrofotometria de micro-
volumenes con el equipo NanoDrop2000 (Thermo Scientific). La integridad del ADN extraido se
verificd mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, tefiido con el intercalante GelRed
(GoldBio), y con el buffer de corrida TBE 1X (89 mM Tris, 89 mM &cido bérico, 2 mM EDTA,
pH 8.0) la movilidad electroforética se llevo a cabo durante 1 hora 'y 30 minutos a 90V. Para estimar
el peso de la banda se utilizé el marcador de peso molecular 1 Kb (ThermoScientific). Los ADNs

se almacenaron a -20° C hasta su uso posterior.

3.2.4. PCR alelo especifico

Para cada muestra se realizaron dos reacciones de PCR, una para determinar la presencia
del alelo silvestre y la otra para determinar la presencia del alelo kdr-his; para esto se utilizaron los
cebadores disefiados por Olafson et al., 2011, para la amplificacion de la secuencia parcial del
segmento seis del segundo dominio del canal (11S6). La secuencia de los cebadores utilizados es la
siguiente, el cebador universal ScNach-R17: 5"-CTAGATGAACCGAAATTGGAC-3', el cebador
alelo silvestre 1014L: 5"-TACTGTGGTCATCGGCAATCT-3" y el cebador alelo mutado 1014H:
5-TACTGTGGTCATCGGCAATCA-3". Los cebadores se utilizaron en la siguiente combinacion
segun el alelo a detectar, para el alelo silvestre (L) se utilizé el cebador ScNach-R17 con el cebador
1014L, para el alelo kdr-his (H) se utilizo el cebador ScNach-R17 con el cebador 1014H.

El ensayo de PCR alelo-especifico consistio en 12.5 pL del buffer DreamTag™ PCR
Master Mix (2X) (Thermo Scientific®), 1.5 uL del cebador universal a 10 uM, 1 uL del cebador
alelo-especifico a 10 uM, 8 pL de agua para PCR y 2 pL de ADN sin diluir a un volumen final de
25 pl. El perfil térmico consistié en una desnaturalizacion inicial a 95° C por 15 minutos, seguida
de 35 ciclos de: desnaturalizacion a 95° C por 30 segundos, hibridacion de los cebadores a 62° C
por 30 segundos y extension a 72° C por 30 segundos, con una extensién final de 72 °C por 7

minutos (Mastercycler® Nexus Gradient, Eppendorf).
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Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 2%, tefiidos con GelRed ™
(GoldBio®), se separaron con el buffer TBE 1X durante 2 horas y 30 minutos a un voltaje de 90V.
Para estimar el peso del amplicon se utilizé el marcador de peso molecular de 50 pb (Thermo
Scientific®), el tamafio esperado de los productos de PCR fue de 198 pb (Olafson et al., 2011).
Adicionalmente, productos de PCR representativas de los distintos genotipos encontrados se
visualizaron en el sistema de electroforesis E-Gel™ Power Snap (Invitrogen™), en un gel

prefabricado de agarosa al 2% y con SYBR Safe siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.2.5. Célculo de las frecuencias alélicas y genotipicas

Aguellos individuos que en el PCR alelo especifico fueron positivos Unicamente para el
alelo silvestre se definieron como homocigotos silvestres, aquellos positivos Unicamente para el
alelo mutado kdr-his se definieron como homocigotos mutados; por dltimo, aquellos que fueron
positivos para ambos alelos se definieron como heterocigotos.

Las frecuencias genotipicas se calcularon a través de las Ecuaciones 1, 2 'y 3 (Cabrero y
Camacho, 2002). Donde “LL” fue la frecuencia genotipica para el alelo silvestre, “HH” la
frecuencia genotipica para el alelo kdr-his y “LH” la frecuencia genotipica para los alelos en
condicion heterocigota. Mientras que nLL es el nmero de individuos con un genotipo homocigoto
para el alelo silvestre, nHH el nimero de individuos con un genotipo homocigoto para el alelo kdr-
his, y nLH el nimero de individuos con un genotipo heterocigoto. Por Gltimo, N es el nimero total

de individuos muestreados.

LL = ~ Ecuacion 1
HH = % Ecuacién 2
LH = % Ecuacién 3
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Las frecuencias alélicas se calcularon a través de las Ecuaciones 4 y 5 (Cabrero y Camacho,
2002, con algunas modificaciones). Donde “L” es la frecuencia del alelo silvestre y “H” es la
frecuencia del alelo kdr-his. Para el calculo se utilizaron los datos de frecuencias genotipicas

calculadas anteriormente.
L=LL+ % Ecuacion 4
H =HH + % Ecuacién 5

3.2.6. Andlisis bioinformatico de las secuencias

Una muestra (codigo 19-252) fue secuenciada mediante la tecnologia Sanger en dos
direcciones utilizando los cebadores del ensayo de PCR alelo-especifico, segin el protocolo
descrito en la seccién 3.2.3 (Olafson et al., 2011). Por otro lado, se secuenciaron las muestras
cédigo: 20-031 y codigo: 19-418, con los siguientes cebadores ScNaCh-R8 (5'-
TACGATTGAAGGCCTCTGCT-3") y ScNaCh-F20 (5"-CCACAGATCACAAGGATAAATTC-
3"), los cuales amplifican una region mas amplia de la secuencia del segmento seis del segundo
dominio (11S6), con el fin de estudiar la presencia de polimorfismos en otras posiciones de la

secuencia del canal adicionales al sitio de mutacion kdr-his (Olafson et al., 2019).

Las secuencias obtenidas se editaron con el programa Geneious version 2023.0.4
(Biomatters Ltd.) y se analizaron con el programa en linea BLASTn (Altschul et al. 1990)
disponible en el NCBI (https://www.ncbi.nIm.nih.gov) que brinda una identidad preliminar de las
secuencias; luego se compararon contra la base de datos del GenBank (nr/nt) para obtener

accesiones potencialmente relacionadas y con estas se construyeron alineamientos maltiples.

Se incluyeron en el andlisis de alineamiento multiple las secuencias codigo 20-031 y cédigo
19-418 y 14 accesiones obtenidas del GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/myncbi/joyce.estrada

gamboa.1/collections/62853290/public/). Se seleccionaron los bloques conservados mediante los
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pardmetros por defecto del programa en linea Gblocks (Castresana, 2000).
(http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/one_task.cgi?task_type=gblocks), 'y luego con la
herramienta ModelFinder (http://igtree.cibiv.univie.ac.at/) (Kalyaanamoorthy et al., 2017) se
determind el mejor modelo de sustitucion nucleotidica para el alineamiento. Seguidamente, con la
plataforma en linea 1Q-TREE (http://igtree.cibiv.univie.ac.at) (Nguyen et al., 2015) se obtuvieron
las inferencias topoldgicas de posicionamiento taxondmico por maxima verosimilitud, mediante el
calculo de soporte de nodos con el método UFboot con 1000 permutaciones (Hoang et al., 2018).
El arbol obtenido se visualizé y edité con la herramienta en linea iTOL (https://itol.embl.de/)
(Letunic y Bork, 2021).

3.3. Bioensayos in vitro de susceptibilidad a permetrina y deltametrina

3.3.1. Muestreo de adultos en campo

Para la captura de los adultos de mosca se utilizaron trampas tipo Vavoua conjunto con
atrayentes (Figura 10A), se colocaron de 3 a 4 trampas a una distancia de 10 m para aumentar la
atraccion de los insectos a las trampas. Luego de un periodo de aproximadamente 12 a 18 horas se
colectaron las botellas colectoras con los adultos capturados. Las botellas contaban con una
abertura con malla que permitia la entrada de oxigeno para mantener vivos a los insectos durante
el traslado a la Agencia de Extension del MAG, en Pital de San Carlos, para la ejecucién de los

bioensayos (Figura 10B).
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Figura 10. Captura en campo de adultos de la mosca Stomoxys calcitrans L. A) Trampa Vavoua con atrayentes, B)
Botella con algunos de los especimenes colectados para realizar los bioensayos (Fotografias por Fabian Castro,
INTA).

3.3.2. Viales de exposicion

Los viales utilizados en los bioensayos fueron preparados y donados por el Laboratorio
Kaufman de los Estados Unidos. Los viales eran de vidrio de 60 mL, con una superficie interna de
67.86 cm? (4 cm de diametro por 4.4 cm de altura), y con una tapa plastica que tenia una abertura

de 3.5 cm de didmetro forrada con malla para permitir la ventilacion.

Para cada insecticida, se utilizaron tres dosis, cada dosis con tres réplicas. Las dosis fueron
control, 1X y 30X, donde la X correspondi6 al doble del LCgy del insecticida permetrina (0.0035
ng/cm?) (Pitzer et al., 2010). La dosis 1X se utiliz6 como una concentracion diagndstica para
determinar la susceptibilidad al insecticida; mientras que la dosis 30X es una concentraciéon muy
alta que se conoce como concentracion de intensidad y se utilizé para definir la intensidad de la
resistencia.
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Las dosis se prepararon disolviendo la cantidad requerida de insecticida en una solucion de
acetona al 0.1%. Luego se dispens6 1 mL de la dosis correspondiente en cada vial y luego se rotaron
para que el insecticida se impregnara de forma uniforme las paredes (Pitzer et al., 2010). Los viales

se mantuvieron a -20 °C hasta su uso.

3.3.3. Ejecucion de los bioensayos in vitro

Los bioensayos se realizaron en la Agencia de Extension del MAG, en Pital de San Carlos,
en los afos 2019, 2020 y 2021, entre los meses de julio y agosto. Los bioensayos se realizaron
utilizando la metodologia descrita por Scott et al. (2000) y modificada por Pitzer et al. (2010).

Como primer paso, los individuos se introdujeron en los viales de exposicion, para esto se
les adormecio a bajas a temperaturas (4 °C) por 1 minuto; en cada vial se colocaron minimo 10
adultos vivos de la mosca (Figura 11A). Las moscas se expusieron al insecticida durante 2 horas,
a temperatura y humedad ambiental (Figura 11B). Pasado el tiempo de exposicion, se contabilizd
el nimero de individuos vivos y muertos en las réplicas de cada dosis para el calculo de la
mortalidad (Figura 11C; Cuadro 4).

Luego del periodo de exposicion, las moscas se pasaron a recipientes de recuperacion los
cuales eran recipientes de plastico que también contaban con abertura forrada con malla que
permitiera la entrada de oxigeno, ademas se les colocd un algodon impregnado con sacarosa al
10% como fuente de alimento para los individuos vivos (Figura 11D); el periodo de recuperacion
fue de 24 horas (Figura 11E). Pasado el tiempo se contabiliz6 el ndmero de individuos

sobrevivientes en los recipientes (Figura 11F).
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Figura 11. Esquema general de la ejecucion de los bioensayos in vitro. A) Colocacion de las moscas en los viales

con insecticidas, B) Periodo de exposicion al insecticida, C) Conteo de individuos vivos y muertos, D) Pasaje de las

moscas a recipientes de recuperacién, E) Periodo de recuperacion, F) Conteo de sobrevivientes (llustracion creada

con BioRender.com).
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Cuadro 4. Clasificacidn de individuos como vivos, con ataxia y muertos (WHO, 2016).

Vivo “Knockdown” (ataxia o paralisis) Muerto

No puede mantenerse sobre sus patas ni volar de

forma coordinada. ) )
Puede mantenerse sobre sus ] Sin sefiales de vida
Se tumba, moviendo .
patas y volar de manera Inmévil
. las patas y las alas, pero no puede despegar
coordinada No puede mantenerse sobre sus patas
Puede ponerse sobre sus patas y despegar

brevemente, pero cae con rapidez.

Al finalizar, las moscas muertas se almacenaron en tubos de 15 mL con etanol al 80%,
etiquetados segun el insecticida y dosis correspondiente; las moscas sobrevivientes se almacenaron
individualmente en tubos de 1.5 mL con etanol al 80% (Figura 12A). Luego en el laboratorio, se
realizo el conteo del nimero total de individuos expuestos, y el nimero de machos y hembras
(Figura 12B). Ademas, de cada dosis se seleccionaron 5 individuos al azar y se analizaron por PCR

para determinar la presencia del alelo mutado; las moscas sobrevivientes también se analizaron por
PCR (Figura 12C y 12D).
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Figura 12. Andlisis molecular de las moscas de los bioensayos in vitro. A) Conservacién de las moscas, B) Conteo y
sexado, C) Extraccién de ADN, D) Analisis por PCR alelo especifico y visualizacion del resultado mediante

electroforesis de agarosa (llustracion creada con BioRender.com).

3.3.4. Caélculo del grado de susceptibilidad a permetrina y deltametrina

El grado de susceptibilidad, se evalud e interpret6 siguiendo los criterios establecidos por
la WHO (2016, 2022). La mortalidad observada en cada dosis se calculé sumando el nimero de
individuos muertos en todas las réplicas; y expresandose como porcentaje del nimero total de

individuos expuestos en dichas réplicas. Se utilizé la Ecuacion 6 (WHO, 2022):

. , N de individ t -
Mortalidad dosis (%) = e e e 2 % 100 Ecuacion 6

Total de individuos expuestos
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La mortalidad observada en el control se calculé de manera similar utilizando la Ecuacién
7 (WHO, 2016):

Numero de individuos muertos

Mortalidad control (%) = x 100 Ecuacion 7

Total de individuos en el control

Cuando la mortalidad en el control fue mayor o igual a 5% y menor o igual a 20%, se
corrigio la mortalidad observada utilizando la Ecuacion 8 (Abbott, 1925). Se descarté el bioensayo

cuando la mortalidad en el control fue mayor o igual a 20%.

(% Mortalidad dosis — % Mortalidad control)

_ x 100 Ecuacion 8
(100 — % Mortalidad control)

Mortalidad corregida =

La interpretacion del grado de susceptibilidad se realizd segun los rangos del porcentaje de
mortalidad establecidos por la WHO (2016) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Grado de susceptibilidad segun los porcentajes de mortalidad (WHO, 2016).

Dosis Rangos de mortalidad (%o) Grado de susceptibilidad
98-100 % Susceptible
1X 90-97 % Resistencia incipiente
< 90% Resistencia confirmada
98-100 % Resistencia moderada
30X i i
<98 % Alta resistencia
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4. Resultados

4.1. Frecuencias del alelo mutado kdr-his en poblaciones en campo de Stomoxys

calcitrans L. en Costa Rica

El alelo de resistencia kdr-his estuvo presente en todos los sitios de estudio (Anexos 1 al 4).
Como se observa en la Figura 13, segun las combinaciones de cebadores evaluadas: ScNach-R17
- 1014L para la deteccion del alelo L y ScNach-R17 - 1014H para la deteccion de alelo H; fue
posible identificar distintos genotipos entre los individuos analizados, habiendo individuos
homocigotos silvestres (amplificacion unicamente para el alelo L), individuos homocigotos
mutados (amplificacion Unicamente para el alelo H) e individuos heterocigotos (amplificacion para
ambos alelos). La banda obtenida para la region amplificada en ambas combinaciones de cebadores

fue de aproximadamente 198 pb, lo cual coincide con lo esperado segun Olafson et al. (2011).

200 pb

Figura 13. Muestras representativas de los genotipos encontrados entre los individuos analizados. Electroforesis en
gel de agarosa al 2% con SYBR Safe con el E-gel Power Snap. El orden de las muestras corresponde a M: marcador
de peso molecular E-Gel 50 pb (Invitrogen), 1: 19-417 (homacigoto silvestre), 2: 20-031 (heterocigoto), 3: 21-167
(homocigoto mutado), L+: 19-252 (control positivo alelo L), H+: 19-252 (control positivo alelo H), L-: agua PCR

(control negativo alelo L) y H-: agua PCR (control negativo alelo H) (Elaboracion propia).
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Las frecuencias alélicas y genotipicas se determinaron para todos los sitios (Cuadro 6). La
frecuencia del alelo kdr-his estuvo entre 0.35 y 0.51, siendo las provincias de Heredia y Puntarenas
los sitios con mayor frecuencia del alelo mutado con un 0.51 y Limén el de menor frecuencia con
un 0.35. Por otro lado, la frecuencia del alelo silvestre rondé entre 0.49 y 0.65, siendo Puntarenas
y Heredia los de menor frecuencia con un 0.49 y Limén el sitio con mayor frecuencia del alelo con
un 0.65. Alajuela, presento los alelos en igual frecuencia con 0.50 para cada uno.

Respecto a las frecuencias genotipicas, se determind que el genotipo heterocigoto fue el
mas frecuente entre los sitios con valores entre 0.66 y 1.00 (Cuadro 6). Alajuela fue el sitio con
mayor frecuencia de heterocigotos con un 1.00 y Limdn el de menor frecuencia con un 0.66. El
genotipo menos frecuente fue el homocigoto mutado con una frecuencia de 0.02 en los sitios de
Puntarenas, Limon y Heredia y estando ausente en Alajuela. Por Gltimo, el genotipo homocigoto

silvestre se encontrd Unicamente en Limén con un 0.32 de frecuencia genotipica.

Cuadro 6. Frecuencias de los alelos silvestre y kdr-his en adultos de la mosca Stomoxys calcitrans L. de los distintos

sitios.

Frecuencia alélica* Frecuencia genotipica**
Sitio Rastrojo N

L H LL LH HH
Alajuela Pifia 50 0.50 0.50 0.00 1.00 0.00
Puntarenas Palma aceitera 50 0.49 0.51 0.00 0.98 0.02
Limoén Banano 50 0.65 0.35 0.32 0.66 0.02
Heredia Estiércol 50 0.49 0.51 0.00 0.98 0.02

*L: alelo silvestre, H: alelo mutado kdr-his. **LL: homocigoto silvestre, LH: heterocigoto, HH: homocigoto mutado.

4.2. Analisis bioinformatico de las secuencias

Los analisis de BLASTn mostraron altos valores de identidad para las secuencias
analizadas. La secuencia codigo 19-252 tuvo un 99.47% de similitud con accesiones del Genbank
para el gen parcial del segundo dominio (I1) del canal de sodio en Stomoxys calcitrans L. (GenBank

ID MK002449.1). A través del analisis bioinformatico, se determiné que la secuencia codigo 19-
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK002449.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=62WBPETX013

252 presentd el alelo mutado kdr-his en heterocigosis (W) en la posicién 103 pb (Figura 14). Por
otro lado, las secuencias codigo 20-031 y codigo 19-418 mostraron un 100.00% de similitud con
accesiones para el mismo gen (GenBank ID MK002450.1 y GenBank 1D MK002449.1).

\J

W
Consenso
. |
A

G N v v

_AAAAA/\M\_M

~C ¢ C A A T C WM C T G G T A
Forward 10141 &G N I — vV

Forward 1014H

Figura 14. Vista del cromatograma de las secuencias parcial forward y consenso de la secuencia codigo 19-252.
Secuencias nucleotidicas (en negro) y proteicas (en color), la flecha roja indica el cambio del nucleétido

(Elaboracion propia).

La topologia de las secuencias codigo 19-252 y codigo 20-031 y la accesién de referencia
(GenBank 1D HQ010283.1), se componian de un intron de 123 pb y dos exones amplificados
parcialmente (Figura 15A), ademas mostro el sitio de mutacion ubicado en la posicion 103 pb
downstream (Olafson et al., 2019), punto donde ocurre la transversién del nucleétido timina por el
nucleotido adenina en el ADN y da lugar al cambio del residuo leucina por histidina en la proteina
del canal (Olafson et al., 2011) (Figura 15B y 15C).
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Figura 15. Estructura parcial del gen del canal de sodio en Stomoxys calcitrans L. (vssc). A) Topologia de los
distintos fragmentos amplificados del gen parcial vssc, indicando la mutacion kdr-his en la posicién 103 pb
downstream, B) Transversion del nucledtido timina (T) por adenina (A) en la secuencia nucleotidica, C) Cambio del

residuo leucina (L) por histidina (H) en la secuencia proteica (llustraciones creadas con GSDS 2.0 y WebLogo 3).

Por otro lado, el analisis de las secuencias cédigo 20-031 y cddigo 19-418 mostraron la alta
conservacion de la secuencia del gen parcial vssc, a pesar de que el alineamiento incluye accesiones
de distintos paises. No obstante, a pesar de la alta conservacion se observd la presencia de al menos

cuatro polimorfismos en la region intrénica de las secuencias (Figura 16).
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Figura 16. Sitios polimdrficos en la regidn intronica de la secuencia parcial del gen vssc. Se presenta una vista
parcial del alineamiento de las secuencias codigo 20-031 y codigo 19-418 con accesiones del gen parcial vssc, donde
se muestran las secuencias nucleotidicas (en negro) y proteicas (a color). Las flechas indican los sitios polimérficos.

(Elaboracion propia).
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Por ultimo, se verifico la identidad de las secuencias cédigo 20-031 y cddigo 19-418
mediante un analisis de posicionamiento taxonomico, el cual mostrd el agrupamiento de las
secuencias en estudio junto con accesiones mayoritariamente de Costa Rica; aunado a lo anterior
las secuencias se agruparon con accesiones heterocigotas para el alelo, donde el soporte de la rama
fue de 55% (Figura 17).

0.1

MKO002457.1 (Costa Rica) HH
MKO002456.1 (Francia) HH
MK002460.1 (Costa Rica) HH
MKO002459.1 (Costa Rica) HH
MKO002449.1 (Costa Rica) LH
MKO002451.1 (Costa Rica) LH
20-031 (Costa Rica, Alajuela) LH
MKO002450.1 (Costa Rica) LH
51 19-418 (Costa Rica, Limon) LH
MKO002448.1 (Costa Rica) LL
MK002442.1 (Tailandia) LL
MKO002435.1 (Francia) LL
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— HQO010283.1 (USA) LL
—— MK002444.1 (Tailandia) LL
GU049672.1 Haematobia irritans exigua (Australia)

78

o

Grupo externo

Figura 17. Topologia de posicionamiento taxonémico por méaxima verosimilitud (ML) de las secuencias cddigo 20-
031y codigo 19-418 con accesiones del gen parcial vssc. El nimero en los nodos corresponde al valor de bootstrap.

El grupo externo es Haematobia irritans exigua (Elaboracion propia).

4.3. Susceptibilidad a permetrina y deltametrina en poblaciones de campo de Stomoxys

calcitrans L.

Los porcentajes de mortalidad corregidos se determinaron para ambos insecticidas (Anexo
5y Anexo 6). En el caso de permetrina, la mortalidad en la dosis 1X fue de 58.33% y 49.74% en
los afios 2020 y 2021, respectivamente, por otro lado, la mortalidad en la dosis 30X fue de 100%,
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en ambos afos (Figura 18A). Respecto a la mortalidad para deltametrina, esta fue de 100% en
ambas dosis tanto en el afio 2020 como en 2021 (Figura 18B).
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Figura 18. Porcentajes de mortalidad en adultos de S. calcitrans L. expuestos a tres dosis de A) permetrina 'y B)
deltametrina en los afios 2020 y 2021. Valores corregidos con Abbott (1925).

Los resultados de PCR de moscas expuestas en los bioensayos mostraron la presencia de la

mutacion en individuos sobrevivientes a la dosis 1X de permetrina (Anexo 7), estas moscas
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presentaron el alelo en heterocigosis (Figura 19); cabe mencionar que no hubo presencia de
individuos sobrevivientes en los bioensayos con deltametrina. Por otro lado, un hallazgo a resaltar
es la presencia de individuos homocigotos para la mutacién entre los individuos no sobrevivientes

a la dosis 1X de permetrina'y 1X de deltametrina (Anexo 8 y Anexo 9).

1 2 3 4 5 6 7
e A e e e

M LHLMHLHULHLMHULMHULH L+ L- H+ H-

Figura 19. Alelos presentes en moscas sobrevivientes a la dosis 1X de permetrina en los bioensayos del 2020 y
2021. Electroforesis en gel de agarosa al 2%, TBE 1X. El orden de las muestras corresponde a M: marcador de peso
molecular 50 pb (ThermoScientific), 1: 21-073, 2: 21-076, 3: 21-077, 4: 21-078, 5: 21-759, 6: 21-760, 7: 21-761, L+:

control positivo alelo L (19-252), L-: control negativo alelo L (agua PCR), H+: control positivo alelo H (19-252) y
H: control negativo alelo H (agua PCR). Alelo silvestre (L) y alelo kdr-his (H).
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5. Discusion

5.1. Frecuencias de la mutacion kdr-his en poblaciones en campo de Stomoxys calcitrans
L. en Costa Rica

La resistencia a los insecticidas piretroides en la mosca del establo (Stomoxys calcitrans L.)
se ha visto estrechamente relacionada a cambios genéticos como las mutaciones de tipo
“knockdown resistance”, las cuales disminuyen la susceptibilidad de las moscas a los insecticidas
(Olafson et al., 2011). En el presente estudio se reporta por primera vez la presencia de la mutacién
kdr-his en poblaciones de moscas provenientes de las localidades de Puntarenas, Limon y Heredia,
sitios donde la mosca se reproduce en rastrojos de palma aceitera, banano y estiércol animal;
ademas se confirma la presencia de la mutacién kdr-his en poblaciones de moscas provenientes de
zonas de cultivo de pifia en la localidad de Alajuela (San Carlos) (Olafson et al., 2019), lo que
evidencia una existente problematica de la mosca asociada a maltiples rastrojos de cultivos no sélo
a la pifia (SEPSA, 2017).

Respecto a las frecuencias genotipicas, la baja incidencia de individuos homocigotos
mutados en los sitios sugiere que previo a la recolecta de las moscas pudo haber existido escasa
presidn selectiva por exposicion a insecticidas piretroides sobre los individuos (Olafson et al.,
2011). Sin embargo, la alta incidencia de heterocigotos en los sitios indica que en el pasado
existieron eventos de exposicion a insecticidas piretroides, lo que pudo causar el aumento de
individuos portadores del alelo kdr-his en las poblaciones; y que posteriormente la inmigracién de
individuos susceptibles a los sitios pudo causar se diluyera el alelo de resistencia en la
descendencia, segun ha sido reportado por otros investigadores (Pitzer et al., 2010; Olafson et al.,
2011). Estos individuos heterocigotos podrian tener un papel importante en el control de la plaga
al actuar como reservorios de alelos de resistencia con el potencial de originar individuos
homocigotos resistentes en las poblaciones (Guglielmone et al., 2002, Olafson et al., 2011), siendo

este un aspecto importante a considerar al plantear estrategias de control.
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Por otro lado, la alta frecuencia de heterocigotos y la baja frecuencia de individuos
homocigotos silvestres en este estudio sugiere que el alelo kdr-his en homocigosis puede conferir
cierta desventaja a los individuos en ausencia de presion selectiva por insecticidas. Ya se ha visto
que en ausencia de presion selectiva por insecticidas los alelos de resistencia “knockdown” tienen
implicaciones bioldgicas para aquellos individuos que los portan (Scott, 2019); por ejemplo,
estudios en la mosca del cuerno indican que individuos portadores del alelo de resistencia producen
casi la mitad de los huevos en comparacion con individuos susceptibles no portadores del alelo de
resistencia, ademas de pupar casi menos de la mitad (Oyarzun et al., 2008, como se citd en Scott
et al., 1997). A pesar de las desventajas asociadas a los alelos de resistencia, multiples
investigadores indican que una vez estos alelos se establecen en las poblaciones, aunque se
suspenda el uso de insecticidas piretroides ya sea por un afio 0 hasta siete afios no se dard una
reversion en la susceptibilidad de las poblaciones y los alelos de resistencia se mantendran en
heterocigosis principalmente, actuando como un reservorio en la poblacion en caso de que sea
necesario (Guerrero et al., 2002; Oremus et al., 2006; Li et al., 2009). Esta informacién debe

tomarse en consideracion al plantear estrategias de control de la plaga.

En Limon, la presencia de individuos homocigotos silvestres en la poblacion pudo deberse
a la inmigracion de individuos susceptibles desde otras localidades. Estudios sobre la dispersién de
esta mosca indican que tiene la capacidad de desplazarse desde 3 km hasta 225 km desde su origen
(Pitzer et al., 2010, como se citd en Bailey et al., 1973; Broce et al., 2005; Hogsette y Ruff 1985).
Esta capacidad de dispersion tiene efectos significativos en el estado de resistencia de las
poblaciones de moscas, ya que el flujo genético puede ocasionar que alelos de resistencia
disminuyan o aumenten en la poblacién, afectando el estatus de resistencia en ciertos sitios
pudiendo afectar el control de la plaga (Kaufman et al., 2001; Pitzer et al., 2010; Olafson et al.,
2011).

La presencia del alelo kdr-his en la poblacion de Heredia fue esperada, ya que estudios
similares en esta y otras moscas reportan la presencia de alelos “knockdown resistance” en sitios
sin aplicacion de insecticidas, estas investigaciones sugieren que la inmigracion de individuos
resistentes al sitio podria ser la causa (Olafson et al., 2011; Pitzer et al., 2010; Oyarzun et al.,

2008), sin embargo, se requieren estudios adicionales para comprobar si realmente existe un flujo
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de individuos al sitio (Kaufman et al., 2001). Expertos en mosca del establo, también plantean la
hipotesis sobre el desarrollo de resistencia indirecta en poblaciones de la mosca a traves de la
exposicion a insecticidas piretroides utilizados en el control de otros ectoparasitos (Olafson et al.,
2019); esto ya ha sido reportado en otras moscas como la doméstica y la del cuerno (Khan et al.,
2013; Buscio, 2017). En Costa Rica este desarrollo de resistencia indirecta podria darse a través de
la exposicion a insecticidas piretroides (permetrina y cipermetrina) utilizados en el control de
vectores de enfermedades como el mosquito de transmision del dengue (comunicacion personal
Soldrzano, 2022; Ministerio de Salud de Costa Rica, 2022).

Conocer sobre la presencia de la mutacion kdr-his en las poblaciones de la mosca es de gran
importancia para el control de la plaga, no obstante, es crucial seguir investigando la presencia de
otras variantes genéticas como los alelos de resistencia super-kdr y kdr, que se ha informado
confieren un nivel més alto de resistencia a los insectos (Rinkevich et al., 2006; Sun et al., 2016).
Esto brindaria un panorama méas detallado de la resistencia en las poblaciones para definir

estrategias de control mas eficientes.

5.2. Andlisis bioinforméatico de las secuencias

Los polimorfismos presentes en el intron situado a cuatro pares de bases del sitio de
mutacion kdr-his coinciden con los reportados con anterioridad en esta mosca, sin embargo, ain
no se conoce si tienen un papel en la resistencia (Olafson et al., 2019). Estudios en mosquitos han
mostrado que existe relacion entre los polimorfismos presentes en las regiones intronicas del gen
vssc y la presencia de ciertas mutaciones de resistencia en los exones, por lo que han sido utilizados
en el estudio del origen y dispersion de mutaciones de tipo “knockdown resistance” (Etang et al.,
2009; Chung et al., 2019). En Stomoxys calcitrans L. no se han realizado investigaciones de este

tipo, por lo que existe un vacio de informacion al respecto.

En el presente estudio, el andlisis filogenético de secuencias parciales del gen vssc, mostro
la agrupacion de las secuencias segun el genotipo para el alelo kdr-his y los diferentes
polimorfismos en la region intronica, no obstante, se obtuvieron valores de Bootstrap relativamente

bajos los cuales pueden atribuirse a que la secuencia del canal de sodio es altamente conservada
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(Silva y Scott, 2019). Como se mencion0 anteriormente el estudio evolutivo es de gran utilidad
para comprender el origen y dispersion de alelos de resistencia en las poblaciones de insectos
(Rinkevich et al., 2012), sin embargo, dado que la secuencia del gen vssc es muy conservada, en
este tipo de analisis se recomienda el estudio del gen completo del canal de sodio, ya que el estudio
de secuencias parciales del gen vssc podria favorecer que nuevas mutaciones de resistencia pasen
desapercibidas (Scott, 2019).

El estudio de la resistencia es complejo dado que es mediada por multiples mecanismos.
Un estudio reciente del genoma de Stomoxys calcitrans L. mostré que esta mosca con una amplia
familia de genes que codifican para enzimas citocromo P450 monooxigenasas, las cuales estan
involucradas en la detoxificacion de toxinas incluidos los insecticidas piretroides (Schuler
Berenbaum, 2013), lo que sugiere que la mosca del establo cuenta con una mayor capacidad de
desintoxicacion metabdlica impulsando la resistencia (Olafson et al., 2021). Queda en evidencia
que el estudio de la resistencia debe de darse de manera integral y no enfocarse en un solo
mecanismo, es aqui donde el estudio del genoma juega un papel importante en dilucidar nuevos

enfoques en el control de esta plaga.

5.3. Susceptibilidad a permetrina y deltametrina en poblaciones de campo de Stomoxys

calcitrans L.

Se observo resistencia moderada a la permetrina en poblaciones de Stomoxys calcitrans L.
de la localidad de Alajuela, sitio donde afios anteriores se reportaron infestaciones masivas con
hasta 2000 moscas por metro cuadrado (Soldérzano et al., 2016), y baja susceptibilidad a la
permetrina en las moscas (MAG, INTA y USDA, 2018). Respecto a la deltametrina, no se encontrd
resistencia en las poblaciones de mosca analizadas, sin embargo, al ser un insecticida utilizado en
el control de brotes de la plaga en el pais, es pertinente seguir monitoreando su susceptibilidad
(Soldrzano et al., 2016). La presente investigacion brinda un reporte actualizado sobre el estado de
susceptibilidad a la permetrina y deltametrina que debe tomarse en cuenta al plantear una estrategia

de control basada en estos insecticidas.
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La presencia del alelo kdr-his en heterocigosis en el 100% de los individuos sobrevivientes
a la exposicion del insecticida permetrina sugiere que en Stomoxys calcitrans L. al igual que en
otros insectos, la resistencia conferida por el alelo podria no ser completamente recesiva
(Guglielmone et al., 2002; Sun et al., 2016; Scott, 2019). Por otra parte, la identificacion de
individuos homocigotos mutantes entre las moscas no sobrevivientes es un indicio importante que
sugiere que la resistencia en esta poblacién podria estar mediada no sélo por la presencia del alelo

kdr-his sino también por otros mecanismos (Olafson et al., 2019).

Queda en evidencia la importancia de seguir monitoreando las frecuencias alélicas y
genotipicas de alelos de resistencia en las poblaciones de moscas del pais, conjunto a la evaluacion
regular de la susceptibilidad a los insecticidas utilizados para el control de la plaga, ademas de la
necesidad de implementar el estudio de otros mecanismos que puedan estar mediando la

resistencia. Esto con miras a desarrollar estrategias efectivas para el control de esta plaga.

6. Conclusiones

El alelo de resistencia kdr-his se detectd en todas las poblaciones estudiadas, siendo el
primer reporte de la mutacion en las poblaciones de moscas en las localidades de Puntarenas,
Limon y Heredia.

Se encontrd resistencia moderada al insecticida permetrina en las moscas analizadas
provenientes de la localidad de Alajuela; por otro lado, no se observd resistencia al insecticida
deltametrina en estas moscas.

Fue posible adaptar un protocolo molecular para utilizar conjunto con bioensayos in vitro
para el estudio de la resistencia a insecticidas piretroides en las poblaciones de mosca del establo

en el pais.
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7. Recomendaciones

De ser posible, realizar una verificacion mediante secuenciacion en aquellas moscas que
presenten diferentes genotipos.

Se recomienda a futuro evaluar la presencia de otros alelos de resistencia en las poblaciones
de la mosca, especialmente aquellos que otorgan un nivel mas alto de resistencia a los insecticidas
piretroides.

Realizar la amplificacion y secuenciacion del gen completo del canal de sodio sensible a
voltaje (vssc) en moscas de distintas localidades, con el fin de investigar la presencia de méas
polimorfismos tanto en los exones como intrones que puedan estar asociados a la resistencia en las
poblaciones de moscas.

Aumentar el nimero de réplicas de cada tratamiento en los bioensayos in vitro para obtener
mas datos que permitan realizar un andlisis estadistico méas robusto acerca de la susceptibilidad a
los insecticidas en las poblaciones de la mosca.

Continuar el monitoreo de la resistencia a permetrina en las poblaciones de moscas de la
localidad de Alajuela, ademés de aplicar los bioensayos de susceptibilidad a piretroides a
poblaciones de moscas en otras localidades del pais.
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9. Anexos

Anexo 1. Resultados de PCR de la presencia del alelo silvestre (L, leucina) y alelo mutado kdr-his (H, histidina) en

moscas de Alajuela.

Alelo** Alelo**
Muestra Sexo* Muestra Sexo*
L H L H

20-010 J +++ ++ 20-035 a ++ ++
20-011 J ++ ++ 20-036 3 o+ o+
20-012 Q ++ +++ 20-037 a3 + T+
20-013 ) ++ ++ 20-038 3 + ++
20-014 ) ++ ++ 20-039 3 ++ ++
20-015 J + ++ 20-040 a ++ ++
20-016 4 ++ +++ 20-041 3 + Tt
20-017 Q +++ +++ 20-042 a3 +++ +
20-018 J ++ ++ 20-043 Q ++ ++
20-019 Q ++ ++ 20-044 4 ++ ++
20-020 Q + ++ 20-045 Q ++ ++
20-021 ) ++ ++ 20-046 a ++ ++
20-022 Q ++ ++ 20-047 Q + +++
20-023 J ++ ++ 20-048 Q ++ ++
20-024 3 +++ ++ 20-049 Q ++ 4+
20-025 J ++ ++ 20-050 Q e+ ++
20-026 J ++ +++ 20-051 Q ++ ++
20-027 3 ++ ++ 20-052 3 ++ ++
20-028 Q ++ +++ 20-053 ) ++ ++
20-029 d ++ +H+ 20-054 a ++ 4+
20-030 d ++ et 20-055 3 ++ ++
20-031 Q +++ +++ 20-056 ) +++ +++
20-032 3 ++ +++ 20-057 Q ++ 4+
20-033 Q +++ +++ 20-058 Q ++ T+
20-034 Q +++ ++ 20-059 a8 +++ +++

*4': macho, Q: hembra. **Amplificacion: (+) leve, (++) moderada, (+++) fuerte, (-) sin amplificacion.
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Anexo 2. Resultados de PCR de la presencia del alelo silvestre (L, leucina) y alelo mutado kdr-his (H, histidina) en

moscas de Puntarenas.

Alelo** Alelo**
Muestra Sexo* Muestra Sexo*
L H L H
19-483 Q ++ +++ 19-508 Q ++ ++
19-484 J ++ +++ 19-509 ? ++ ++
19-485 ? ++ +++ 19-510 Q o T
19-486 @ ++ ++ 19-511 Q ++ ++
19-487 Q +++ +++ 19-512 Q ++ F++
19-488 ? ++ ++ 19-513 Q ++ T
19-489 ? ++ +++ 19-514 d ++ ++
19-490 ? + ++ 19-515 d ++ +++
19-491 J + ++ 19-516 d ++ ++
19-492 Q ++ +++ 19-517 Q +++ +++
19-493 Q + ++ 19-518 Q +++ +++
19-494 Q - + 19-521 Q + +++
19-495 Q ++ +++ 19-528 Q + ++
19-496 Q + ++ 19-530 Q + +++
19-497 Q ++ +++ 19-531 a8 ++ +++
19-498 Q ++ ++ 21-199 Q ++ ++
19-499 Q ++ +++ 21-200 Q ++ 4+
19-500 Q ++ +++ 21-201 Q ++ 4+
19-501 d ++ ++ 21-202 a 4+ ++
19-502 3 ++ ++ 21-203 Q +++ e+
19-503 Q ++ ++ 21-204 48 +++ +++
19-504 Q ++ +++ 21-205 Q +++ +++
19-505 Q + ++ 21-206 Q ++ +++
19-506 Q ++ +++ 21-207 a8 +++ +++
19-507 J + + 21-208 Q +HE +H+

*4': macho, Q: hembra. **Amplificacion: (+) leve, (++) moderada, (+++) fuerte, (-) sin amplificacion.
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Anexo 3. Resultados de PCR de la presencia del alelo silvestre (L, leucina) y alelo mutado kdr-his (H, histidina) en

moscas de Limén.

Alelo** Alelo**
Muestra Sexo* Muestra Sexo*

L H L H
19-411 J ++ + 19-436 Q ++ +
19-412 3 +++ ++ 19-437 3 ++ .
19-413 J +++ + 19-438 3 ++ +
19-414 J +++ - 19-439 3 ++ +
19-415 J +++ - 19-440 3 ++ +
19-416 J +++ +++ 19-441 3 ++ +H+
19-417 3 +++ - 19-442 3 ++ +
19-418 4 +++ +++ 19-443 a3 ++ -
19-419 J +++ - 19-444 a ++ +
19-420 d +++ - 19-445 a3 ++ -
19-421 ) e+ + 19-446 3 ++ ++
19-422 ) +++ + 19-447 3 e+ +++
19-423 3 ++ + 19-448 Q ++ -
19-424 3 ++ + 19-449 3 ++ -
19-425 48 +++ +++ 19-450 a3 ++ -
19-426 d +++ ++ 19-451 3 e+ -
19-427 3 - +++ 19-452 3 + -
19-428 4 ++ + 19-453 3 ++ -
19-429 g ++ +++ 19-454 3 ++ -
19-430 3 ++ + 19-455 3 ++ -
19-431 d ++ + 19-456 a ++ +
19-432 Q +++ + 19-457 3 ++ +
19-433 J ++ + 19-458 a ++ +
19-434 3 +++ ++ 19-459 Q ++ ++
19-435 d +++ + 19-460 3 ++ +

*4': macho, Q: hembra. **Amplificacion: (+) leve, (++) moderada, (+++) fuerte, (-) sin amplificacion.
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Anexo 4. Resultados de PCR de la presencia del alelo silvestre (L, leucina) y alelo mutado kdr-his (H, histidina) en

moscas de Heredia.

Alelo** Alelo™*
Muestra Sexo* Muestra Sexo*
L H L H
21-119 Q ++ +++ 21-149 d +++ +++
21-120 Q + +++ 21-150 Q +++ +++
21-121 Q +++ +++ 21-151 3 +4++ ++
21-122 3 +++ +++ 21-152 Q +++ +H+
21-124 Q +++ +++ 21-153 3 +++ +++
21-125 3 +++ +++ 21-154 Q + ++
21-126 ) +++ +++ 21-155 Q ++ +++
21-127 3 + +H+ 21-156 Q ++ +++
21-128 Q +++ +++ 21-157 a3 ++ T+
21-129 J +++ ++ 21-158 Q ++ +H+
21-130 Q +++ +++ 21-159 a3 ++ T+
21-131 Q +++ +++ 21-160 a3 ++ T+
21-132 3 +++ +4+4+ 21-161 Q ++ ++
21-133 g +++ +++ 21-162 ) ++ ++
21-134 Q +++ +++ 21-163 38 ++ ++
21-135 3 ++ - 21-164 a8 ++ ++
21-136 Q +++ +++ 21-165 a8 ++ ++
21-137 4 +++ +4+ 21-166 3 ++ ++
21-138 Q +++ +++ 21-167 Q - ++
21-139 Q +++ +++ 21-168 Q +++ 4+
21-140 Q +++ +++ 21-169 Q +++ +++
21-142 3 +++ +H+ 21-170 Q +++ ++
21-145 Q ++ ++ 21-171 Q +++ ++
21-146 Q +++ +++ 21-172 1) ++ +++
21-148 Q +++ +++ 21-173 Q +++ +++

*4': macho, Q: hembra. **Amplificacion: (+) leve, (++) moderada, (+++) fuerte, (-) sin amplificacion.
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Anexo 5. Mortalidad en adultos de S. calcitrans L. expuestos a permetrina.

Sexo* Mortalidad promedio (%0) Estado de
Afio  Dosis n ——— Individuos muertos
Observada Corregida** susceptibilidad***
Control 59 35 24 0 0.00 - -
2020 1X 36 18 18 21 58.33 - Resistencia confirmada
30X 49 18 31 49 100.00 - Resistencia moderada
Control 113 84 29 12 10.62 0.00 -
2021 1X 118 65 53 65 55.08 49.75 Resistencia confirmada
30X 156 84 72 156 100.00 100.00 Resistencia moderada

*&': macho, @: hembra. **Se corrigi6 la mortalidad cuando la mortalidad observada en el control fue >5% y <20%

(Abbott, 1925). ***Segln los rangos de mortalidad establecidos por la WHO (2016).

Anexo 6. Mortalidad en adultos de S. calcitrans L. expuestos a deltametrina.

Sexo* Individuos Mortalidad promedio (%) Estado de
Ano Dosis " "4 9 muertos Observada Corregida** susceptibilidad***
Control 44 28 16 4 9.09 0.00 -
2020 1X 38 23 15 38 100.00 100.00 Susceptible
30X 39 21 18 39 100.00 100.00 -
Control 177 106 71 12 6.78 0.00 -
2021 1X 144 86 58 144 100.00 100.00 Susceptible
30X 83 57 26 83 100.00 100.00 -

*3: macho, @: hembra. **Se corrigi6 la mortalidad cuando la mortalidad observada en el control fue >5% y <20%

(Abbott, 1925). ***Segln los rangos de mortalidad establecidos por la WHO (2016).
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Anexo 7. Resultados de PCR de la presencia del alelo silvestre (L, leucina) y alelo mutado kdr-his (H, histidina) en

moscas sobrevivientes a la exposicion de la dosis 1X de permetrina.

Afo Muestra Sexo*
L H
21-073 3 +++ +++
21-076 Q +++ +++
2020
21-077 Q +++ +++
21-078 Q +++ +++
21-759 3 +++ ++
2021 21-760 Q +++ ++
21-761 ) ++ ++

*4': macho, Q: hembra. **Amplificacién: (+) leve, (++) moderada, (+++) fuerte, (-) sin amplificacion.
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Anexo 8. Resultados de PCR de la presencia del alelo silvestre (L, leucina) y alelo mutado kdr-his (H, histidina) en

moscas no sobrevivientes a la exposicion de permetrina.

Afio Dosis Muestra Sexo* Alelo™
L H
21-064 0 FT——
21-065 Q +4++ ++
Control 21-067 Q +++ ++
21-068 3 +++ -
21-217 3 ++ +++
21-069 7 . Tt
21-070 3 4t
2020 1X 21-071 0 At
21-072 o PN
21-074 o PN
21-081 3 4 ++
21-084 Q +++ ++
30X 21-085 3 ++ ++
21-088 0 P
21-218 a t i+
21-749 o Tt "
21-750 a ++ ++
Control 21-751 48 +++ -
21-752 ) ++ ++
21-755 g it .
21-762 3 o+ +++
21-763 Q ++ +
2021 1X 21-764 v ; B
21-765 Q - i
21-767 g + o
+
21-769 Q +4++ ++
21-770 3 FH+ +++
30X 21-771 3 P
21-772 Q ++ +++
21-773 a s .
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*3: macho, Q: hembra. **Amplificacion: (+) leve, (++) moderada, (+++) fuerte, (-) sin amplificacion.
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Anexo 9. Resultados de PCR de la presencia del alelo silvestre (L, leucina) y alelo mutado kdr-his (H, histidina) en

moscas no sobrevivientes a la exposicion de deltametrina.

Alelo**
Afio Dosis Muestra Sexo*
L H
21-089 Q +++ ++
21-092 3 +++ +++
Control 21-093 3 ++ +++
21-097 Q - et
21-098 3 ++ +
21-100 Q ++ -
21-101 a ++ +
2020 1X 21-102 Q +++ +
21-103 3 ++ +
21-104 Q ++ +
21-109 Q ++ +
21-113 3 . +
30X 21-114 Q +++ +
21-117 Q +++ +
21-118 Q ++ FH+
21-774 Q ++ —
21-777 Q ++ -
Control 21-778 Q ++ ++
21-789 3 - +
21-790 3 o+ ++
21-779 Q +++ ++
21-781 ) +++ ++
2021 1X 21-782 Q +H+ ++
21-783 a + +
21-793 Q - e+
21-784 a8 ¥ —
21-785 a4 ++ +
30X 21-786 3 +++ ++
21-787 48 +++ ++
21-788 Q + +

*&': macho, Q: hembra. **Amplificacion: (+) leve, (++) moderada, (+++) fuerte, (-) sin amplificacion.

72



