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La mosca Bactrocera oleae (Rossi, 1790) es una de las plagas mas dafiinas del olivo, cuya produccion constituye
uno de los puntales del sistema agroalimentario espafiol. Para minimizar las pérdidas que la mencionada
plaga genera en el sector olivarero, se ha extendido el uso de insecticidas organofosforados, que conllevan
una enorme inversion econdmica y son objeto de continuo debate por su toxicidad y accion inespecifica.
Estudios recientes de algunas poblaciones europeas de Bactrocera oleae revelan la presencia de mutaciones
en tres exones del gen de la acetilcolinesterasa que confieren a la mosca resistencia frente a estos insecticidas.
Por ese motivo, hemos caracterizado en las poblaciones espafiolas de esta plaga la frecuencia y distribucion
de Ias variantes genéticas de este gen que otorgan resistencia a los organofosforados.

Durante los tltimos cincuenta afios, 0s intentos por controlar Ias poblaciones de
la mosca del olivo han implicado el uso de insecticidas organofosforados (OP)
(Kakani'y col. 2013). La diana de estos productos es la enzima Acetilcolinesterasa,
codificada por el gen Ace, encargada de la degradacion del neurotransmisor
acetilcolina en la hendidura sindptica. El insecticida se une de forma irreversible
al centro activo de esta enzima, produciendo la pardlisis y muerte del insecto
(Vontas y col. 2002). Este gen Ace presenta 10 exones y 9 intrones (Figura 1) en
los que se han descrito dos mutaciones puntuales (exones IV y VII) y una pequefia
delecion (exon X) que confieren insensibilidad a estos productos en diferentes
especies de insectos (Kakani y col. 2012). El objetivo del presente trabajo es el
analisis de la presencia de estas tres variantes genéticas que confieren resistencia
a los organofosforados en 12 poblaciones espafiolas de mosca del olivo, hasta
ahora poco caracterizadas.

La primera de las mutaciones puntuales descrita se localiza en el exon IV del
gen Ace. Esta mutacion implica el cambio del aminoécido isoleucina por valina,
en las proximidades del centro activo de la enzima y que dificulta la union de los
OP.En el presente trabajo, el exdn IV fue estudiado con técnicas moleculares de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y posterior secuenciacion del DNA
de este gen en las poblaciones espafiolas. El andlisis de los resultados arrojo
que dos de cada tres moscas pertenecientes a poblaciones espariolas presentaba
genotipo resistente (RR), el 25% resulté heterocigoto para la mutacion (RS) y
tan solo el 11% tenia un genotipo sensible (SS).

La segunda mutacion puntual descrita en este gen se encuentra en el exon
VIl'y provoca un cambio de aminodcido no sinénimo, glicina por serina, también
en las proximidades del centro activo enzimético. Para el estudio de la frecuencia
de esta segunda mutacion en las poblaciones espafiolas se empleé la técnica
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Figura 1. Esquema del gen que codifica la enzima Ace. Los exones portadores de la mutacion que confiere resistencia a los OP quedan sefialados en negrita.
En los exones IV y VIl se indica el cambio de aminodcido y la posicion en la secuencia en la que se produce la mutacion puntual. En el exén X se seiiala la

pérdida de 3 aminoacidos.
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PCR- RFLP con la enzima BssHIl. El andlisis del patron de bandas de DNA
reflejo unas frecuencias muy similares a las obtenidas para el exdn IV. El 60%
de los individuos presentaba un genotipo AR, que confiere resistencia a los OP,
mientras que los heterocigotos representaban un 27% de las moscas estudiadas
y tan solo el 12% resulto ser SS.

La presencia de una de estas dos mutaciones puntuales en el gen Ace conlle-
va una importante disminucion de la eficacia bioldgica del insecto que las porta,
pues la enzima tiene una actividad del 40% (Hawkes 2005). En la mayorfa de las
moscas estudiadas, la mutacion en el exon |V iba acompafiada de la mutacion
en el exon VII. Este evento confiere, por un lado, una mayor resistencia a los
insecticidas respecto de cuando solo presenta una mutacion. Y por otro, que la
actividad enzimética de la acetilcolinesterasa sea practicamente del 80% (Nardi
y col. 2005; Kakani y col. 2013).

La tercera mutacion identificada y caracterizada que aporta resistencia a los
OP se localiza en el exdn X. En este caso se trata de una delecion de 9 pb en
el extremo 3 del gen. La pérdida de un pequefio fragmento no afecta al centro
activo enzimatico sino a su afinidad por el fosfatidil inositol de las membranas
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celulares, forzando el anclaje permanente de la enzima en la brecha sindptica.
Como consecuencia, se produce un exceso de actividad colinérgica que afecta a
|a viabilidad del individuo (Dogag y col. 2014). Hemos observado que ninguna de
las 115 moscas del olivo estudiadas en el presente trabajo portaba la delecion en
homocigosis. Tan solo el 2% resultd ser heterocigota y el 98 % restante homo-
cigota silvestre. Esta baja incidencia de la mutacion apunta a que hay un mayor
efecto deletéreo de la delecidn frente a las dos mutaciones puntuales, reflejando
un elevado coste- beneficio para sus portadores (Kakani 2013).

Por tanto, el analisis de los tres exones del gen Ace (IV, VIly X) en las doce
poblaciones espafiolas ha reflejado unas frecuencias de alelos resistentes a los OP
muy elevadas en comparacion con las registradas en estudios previos realizados
con pequerias muestras peninsulares (Nardi y col. 2005; Pereira-Castro y col.
2015). Teniendo en cuenta estos resultados, es necesario revisar las medidas
de los programas de control de la plaga y buscar soluciones de gestién ambien-
talmente solidarias que reduzcan el empleo de estos productos dado el impacto
de B. oleae en los olivares espafioles.
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