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RESUMEN

En la Comarca Lagunera, México, la mosquita blanca [Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera:
Aleyrodidade)] es una plaga primaria en el cultivo del melén, por su alimentacién causa desor-
denes fisiologicos, transmite virus fitopatégenos, y excreta de mielecilla sobre follaje y frutos. Su
control depende de insecticidas neonicotinoides, piretroides y organofosforados, sin embargo,
estos pueden generar resistencia por presion de seleccién. Las enzimas expresadas son glutation
S-transferasas, oxidasas, acetilcolinesterasa y esterasas. Por lo anterior, el objetivo de la presente
investigacion fue determinar las enzimas detoxificantes presentes en poblaciones de mosquita
blanca de Matamoros, Gémez Palacio, Tlahualilo, Ceballos y en una poblacién susceptible BT-
PAR. Los resultados mostraron que las poblaciones de Tlahualilo y Ceballos tienen altos niveles
de ot esterasa, 3 esterasa, oxidasas, GST, y AChE. Mientras que la poblacién Matamoros presentd
mayor expresion para oxidasas. Finalmente, la poblaciéon de Esmeralda no presento niveles sig-

nificativos de enzimas detoxificativas.
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ABSTRACT

In the Comarca Lagunera region of Mexico, the whitefly [Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera:
Aleyrodidade)] is a primary pest of melon crops. Through feeding, it causes physiological dis-
orders, transmits phytopathogenic viruses, and excretes honeydew onto foliage and fruits. Its
control relies on neonicotinoid, pyrethroid, and organophosphate insecticides; however, these
can lead to resistance due to selection pressure. The detoxifying enzymes analyzed include glu-
tathione S-transferases, oxidases, acetylcholinesterase, and esterases. Therefore, the objective of
this study was to determine the detoxifying enzymes present in whitefly populations from Mat-
amoros, Gomez Palacio, Tlahualilo, Ceballos, and a susceptible reference population (BT-PAR).
The results showed that the populations from Tlahualilo and Ceballos exhibited high levels of
a esterase,  esterase, oxidases, GST, and AchE. In contrast, the Matamoros population showed
higher expression of oxidases, while the Esmeralda population did not display significant levels

of detoxifying enzymes.
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INTRODUCCION

México ocupa la posicion namero 11 a nivel mundial en
produccién de meldn con un valor de 648,541 toneladas
(Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera,
2024). La Comarca Lagunera es la principal zona produc-
tora a nivel nacional al aportar el 25 % de la produccion,
esta region comprende los municipios de Matamoros,
Viesca, Mapimi, Tlahualilo y Gomez Palacio, en los
estados de Coahuila y Durango (Espinoza-Arellano et
al., 2019). Durante 2005-2015, se establecio en esta zona
una superficie de 9,653 ha de cultivos horticolas por afio,
predominando el del meldn (Esquivel-Valenzuela et al.,
2019). Este cultivo es afectado por diferentes plagas,
destacando a Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera:
Aleyrodidae) que es una de las mas destructivas en
cultivos horticolas (Gill y Chong, 2021). Ocasiona
dafios al alimentarse y es un importante transmisor
de virus fitopatdgenos (Campolo et al., 2014; Food and
Agriculture Organization of the United Nations, 2016),
siendo vector de Begomovirus, Ipomovirus, Crinivirus,
Carlavirus y Torradovirus, los cuales causan deforma-
ciones y enrollamientos foliares (Gilbertson et al., 2015).
En la Comarca Lagunera las pérdidas ocasionadas por
B. tabaci varian entre el 30 % y 40 % de la produccion de
meldén (Nava-Camberos y Cano-Rios, 2000).

El control de B. tabaci depende en gran medida
de insecticidas; tal es el caso del grupo quimico de los
neonicotinoides, sin embargo, la aplicacion excesiva
de productos quimicos ha traido como consecuencia
el desarrollo de resistencia de esta especie a un gran
grupo de insecticidas (Maffini et al., 2024). Dicha resis-
tencia se relaciona con el aumento de los niveles de
enzimas detoxificativas como glutatién S-transferasas
(GsT), monooxigenasas (citocromo P-450) y esterasas
(Tiwari et al., 2011).

Las enzimas GsT son de suma importancia por
su actividad enzimatica en la fase 11, ya que catalizan
la conjugacion del tripéptido glutatiéon en los centros
electrofilicos de los xenobidticos, con la intencion de
transformarlos en compuestos menos toxicos (Rosli
et al., 2024). La mutacién del sitio objetivo del insec-
ticida puede originar resistencia a una amplia gama
de insecticidas (Sakthivel et al.,, 2022). Sin embargo,
las monooxigenasas (citocromo P-450) estan impli-
cadas en el metabolismo de compuestos enddgenos y
exogenos en los cuales estan involucrados los plagui-
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cidas. En el caso de los insectos en los 6rdenes Diptera,
Lepidoptera y Coleoptera, el citocromo P-450 esta rela-
cionado en posibles casos de resistencia a hormonas
y plaguicidas sintéticos como los organoclorados,
organofosforados, carbamatos y piretroides (French
Pacheco et al.,, 2013). El objetivo del presente estudio
fue determinar la expresion enzimatica detoxificante
de poblaciones de B. tabaci en municipios productores
de meldn en la Comarca Lagunera.

MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo del experimento se utilizaron cuatro
poblaciones de campo y una colonia susceptible (BT-PAR)
de B. tabaci. Para BT-PAR se recolectaron ninfas en los
terrenos del Bajio de la Universidad Auténoma Agraria
Antonio Narro (uaaaN), Saltillo, Coahuila, México, y se
mantuvieron libres de presion de seleccion de insec-
ticidas por 2 afos. Segtin lo reportado por Zhao et al.
(2010), para la obtencion de colonias susceptibles es
necesario reproducir los insectos durante 300 genera-
ciones para disminuir o eliminar los alelos de resistencia
en cada generacion. La poblacion se desarrolld sobre
plantas de meldn y tomate segtin la estacion de afio,
bajo condiciones controladas en el invernadero de
Parasitologia Agricola, a una temperatura de 27 + 8 °C,
60 % de humedad relativa y 12:12 L:O.

Las poblaciones de campo se obtuvieron de la
recoleccion de foliolos de meldn en las regiones de
Matamoros, Esmeralda, Tlahualilo y Ceballos, en la
Comarca Lagunera. Las muestras fueron trasladadas a
invernadero bajo las mismas condiciones que la pobla-
cion susceptible, sin embargo, se utilizaron antes de
que pasara la primera generacién (F1), las ninfas se
trasladaron en tubos Eppendorf con alcohol al 70 % al
Laboratorio de Toxicologia de la uaAAN para su analisis.

Determinacion de proteina

Para la determinacion de la proteina se utilizé la meto-
dologia descrita por Bradford (1976) y modificada por
Brogdon (1984) y Brogdon y Barber (1987), colocando
en tubos Eppendorf 50, 100, 150, 200 y 250 ninfas de B.
tabaci con tres repeticiones cada una; posteriormente se
afnadieron en cada tubo 500 pl de bufer fosfato de potasio
(KPO4) a 0.05 M y 7.2 pH, a continuacion, la muestra fue
triturada y se afor6 a 1,000 ul con el bufer KPO4.
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En una microplaca de 96 cavidades se agregaron
20 pl de homogenato, 80 pl de suspension bufer y 200 il
de colorante Fast-Blue Kit-11 (Bio-Rad Laboratories,
California, Estados Unidos), esto por triplicado para
cada repeticion. Las lecturas de absorbancia, fueron
tomadas con filtro de 630 nm. Posteriormente se
calcularon valores de pg ml! usando diferentes con-
centraciones de albimina sérica bovina para nuestra
curva estandar. Obteniendo que el homogenato de 150
ninfas fue el que dio los resultados de proteina dentro
del rango (80 pg a 120 ug).

Niveles enzimaticos

En cuanto a la determinacién enzimatica de « esterasas
y [ esterasas, se utilizé la metodologia de Brogdon y
Dickinson (1983), colocando en una microplaca de 96
cavidades 100 pl de homogenato (150 insectos) mas
100 ul de sustrato a-naftil acetato para a-esterasas y
[-naftil acetato para 3 esterasas, esto se incubd por 10
minutos y se agrego 100 pl del colorante Fast-Blue Kit-11
(Bio-Rad Laboratories, California, Estados Unidos),
después se incubd por dos minutos y la lectura de
absorbancias se realizé con un filtro de 540 nm. Los
niveles de oxidasas se determinaron con el método de
Brogdon et al. (1997), agregando 100 ul de homogenato
mas 200 pl de 3,3,5,5" - dihidrocloruro de tetrametil-
benzidina (TBMZ), como colorante se utilizaron 25 pl de
peroxido de hidrogeno (H,0,) al 3 %, la placa se incubd
por cinco minutos para posteriormente realizar la lec-
tura de absorbancias con un filtro de 630 nm.

Para el caso de glutatién S-transferasas (GsT),
se realizd a través del procedimiento descrito por
Brogdon y Barber (1990), para lo cual se colocaron
100 ul de homogenato mas 100 pl de sustrato Glutation
reducido y 100 pl del colorante 1-cloro-2,4’-dini-
trobenzeno (cpnB). Se realizaron dos lecturas de
absorbancias en los tiempos cero (T;)) y cinco (T,)
a través de un filtro de 340 nm, la diferencia entre
T, y T, se utilizo para el analisis estadistico. Para la
enzima acetilcolinesterasa, se utilizé la metodologia
de Brogdon (1988), se agregaron 100 ul de homoge-
nato mas 100 ul de acetilcolina yodada 3 mM y 100 ul
de acido 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB), para la
lectura de absorbancias se utilizé un filtro de 414 nm,

tomando dos lecturas, Ty T,, considerando la dife-
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rencia entre estas para el analisis de resultados.
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Andlisis de resultados

Con los resultados obtenidos de las lecturas de absor-
bancias, se elabord una distribucién de frecuencias y
se tomd como umbral de resistencia el valor mas alto
de la media encontrada en la poblacién susceptible
(BT-PAR). El porcentaje de resistencia se determiné con
el nimero de medias que superaron el valor mas alto
de la colonia susceptible. Estas medias se catalogaron
segtin lo propuesto por Montella et al. (2007) con ligeras
modificaciones: 0-5 % “inalterado”, 6-30 % “incipiente-
mente alterado”, 31-50 % “moderadamente alterado”,
51-75 % “alterado” y, por ultimo, > 76 % como “muy
alterado”. La variacion enzimatica de las poblaciones
se obtuvo mediante un andlisis de varianza y una
prueba de comparacion de medias Tukey (p = 0.05) con
el software Statistical Analysis System version 9.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los valores de proteina requeridos (80-
120 pg), la determinacion de las enzimas se alcanzo
utilizando 150 ninfas de B. tabaci de segundo y tercer
estadio. En el Cuadro 1 se presentan los resultados de
las absorbancias enzimaticas obtenidas en la colonia
susceptible. En relacion con las «-Est, las enzimas
que mostraron los niveles de absorbancia mas altos
en nuestro estudio (1.234) superan a lo reportado por
Balkan y Kara (2020), quienes reportan una absorbancia
de 0.856 en su colonia susceptible. Por otra parte, para
las B EsT Carnero Avilés et al. (2021) reportan una
media de 1.592, la cual es superior a lo reportado en
esta investigacion, 1.164. Para el caso de GsT, nuestro
valor es inferior a lo reportado por Dawood (2016),
quien obtuvo un valor de 6.13 en su colonia suscep-
tible. Finalmente, las enzimas oxidasas y AChE fueron
las que presentaron los valores mas bajos (Cuadro 1).
En cuanto a las colonias de campo, para la
enzima a esterasa (Cuadro 1), la poblacién Tlahualilo
presentdé la mayor expresidon enzimatica con valor
medio de 2.990, a diferencia de las otras tres pobla-
ciones que presentaron valores similares con rangos
de 1.860 a 1.174. Al respecto, Balkan y Kara (2020)
reportan un valor de 1.332 para esta enzima, que es
menor a lo reportado en esta investigacion. Por otro
lado, Dawood (2016) obtuvo una media de 176.10 en
una poblacién del cultivo de col. Al igual que Zidan et
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Cuadro 1. Niveles enzimaticos y desviacion estandar de oy p esterasas, Oxidasas, GST y AChE en poblaciones de campo y

colonia susceptible de B. tabaci, La Laguna, México.

Expresion enzimdtica de Bemisia tabaci

Abs+S.D.*
Poblacion o Esterasa P Esterasa Oxidasa GST AChE
BT-PAR 1.234+0.184 ¢ 1.164 £ 0.150 ¢ 0.267 £0.041 c 1.091+0.143 ¢ 0.815 +0.096 ¢
Matamoros 1.174 £ 0.146 ¢ 1.574+0.221b 0.521+0.101 a 1.379£0.202 b 1.122+0.165 a
Esmeralda 1.677 +0.126 b 0.852 +0.209 c 0.310 £ 0.056 c 1.223+0.131 ¢ 0.854 +0.089 c
Tlahualilo 2.990 £1.003 a 3.077 £0.970 a 0.366 +0.061 b 1.651+0.238 a 1.13+0.144 a
Ceballos 1.860 +0.555 b 2.745+0.560 a 0.374+0.062 b 1.696 +0.257 a 0.924 +0.053 b

* Valores con distinta letra son estadisticamente diferentes (P < 0.05); Abs: absorbancias; S.D.: desviacién estandar.

al. (2022), quienes también encontraron niveles altos
de expresion enzimatica (172.31).

Para la enzima [3 esterasa, la poblacion Tlahualilo
también present6 la mayor expresién con un valor
de 3.077, a comparacion de la poblacion Ceballos con
2.745, y de la poblaciéon Esmeralda con 0.852. Estos
valores son inferiores a lo reportado por Carnero Avilés
et al. (2021) quienes reportan una media de 3.539, por
otra parte, Cerna Chavez et al. (2015) encontraron una
media de 2.23.

Las enzimas oxidasas fueron las que obtuvieron
una expresion significativa en la poblacion Matamoros
con una media de 0.521, lo anterior difiere con lo repor-
tado por Roy et al. (2022), quienes obtuvieron una
media de 23.37 en la poblaciéon TMx-seL de B. tabaci. De
igual manera, Mahalanobish et al. (2022) confirmaron
un aumento enzimatico de oxidasas en poblaciones de
B. tabaci, obteniendo una media de 23.83. Al respecto,
Wang et al. (2020) comprobaron el aumento en la
actividad de la enzima monooxigenasa P450 con una
media de 20.77.

En las zonas de muestreo Tlahualilo y Ceballos,
se obtuvieron los valores mas altos de la enzima Gst
(Cuadro 1), con absorbancias de 1.651 y 1.696, respec-
tivamente, diferente a lo reportado por Shaurub et al.
(2016), quienes obtuvieron una media de 29.25 de la
enzima GsT. Por otra parte, Rajna et al. (2024) mencionan
que, después de evaluar los niveles enzimaticos de Gst
en B. tabaci procedente de algodonero, se obtuvo la
mayor cantidad de esta enzima con una media de 1.84,
similar a lo reportado en la poblacion Ceballos (1.696).

La poblacion Matamoros fue la que presentd
el mayor valor de absorbancia con una media de
1.122 para la enzima AChE, seguida de la poblaciéon
Tlahualilo con una media de 1.13. El resto de las pobla-
ciones al igual que el testigo se comportaron de manera
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similar. Estos valores difieren con lo reportado por
Hassan et al. (2020), quienes obtuvieron una media de
10.28 en la poblacion Qalubia.

Para las enzimas a y [3 esterasa, las poblaciones
de Ceballos y Tlahualilo obtuvieron los valores mas
altos, seguin lo reportado por Esquivel-Valenzuela et al.
(2020), el melodn es el principal cultivo que se establece en
Tlahualilo y el plaguicida mayormente utilizado (tebuco-
nazol) corresponde al grupo de los organofosforados. Al
respecto, Erdogan et al. (2008), mencionan que la accién
de las esterasas se puede relacionarse con el uso exce-
sivo de organofosforados y piretroides, los cuales son
insecticidas con mucho tiempo en el mercado. Lo ante-
rior corrobora lo establecido por Erdogan et al. (2024),
quienes relacionan la actividad de estas enzimas a los
ingredientes activos clorpirifos-etilo e imidacloprid en la
poblacion Saricakaya 2, tratada con estos insecticidas.

La poblacion de Matamoros present6 los niveles
mas altos de oxidasas. En esos huertos se realizan
pocas o nulas rotaciones de plaguicidas, teniendo como
base para el control de esta plaga el grupo quimico de
los neonicotinoides (Observacion personal), lo cual
explica el aumento de las enzimas. Lo anterior coincide
con Wang et al. (2020), quienes observaron un aumento
de la enzima monooxigenasa P450 en la poblacion xy
tratada con el neonicotinoide flupyradifurone, corro-
borando las similitudes que existen entre las enzimas
oxidasas y los neonicotinoides.

Para las cs1, las poblaciones de Tlahualilo y
Ceballos presentaron la mayor expresion en esta
enzima, de acuerdo con lo reportado por Vargas-
Gonzalez et al. (2016) los ingredientes activos mas
utilizados en la region son mancozeb y carbofurdn
(carbamatos); sin embargo, mencionan que estos pro-
ductos no se utilizan con las dosis recomendadas por
el fabricante, ya que algunos productores disminuyen

Carrillo-Aguilera et al.



Expresion enzimdtica de Bemisia tabaci

o incrementan las dosis de aplicacién. Al respecto
Shaurub et al. (2016) comentan que el aumento de
esta enzima en B. fabaci esta relacionado con el uso
desmedido de piretroides y carbamatos. La enzima
GST proporciona a los insectos resistencia a través del
metabolismo directo o el secuestro de los ingredientes
activos, ademas que puede protegerlos contra el estrés
oxidativo que generan los modos de accién como
moduladores de canales de sodio (piretroides) e inhibi-
dores de la AChE (carbamatos) (Insecticide Resistance
Action Committee, s. f.; Pavlidi et al. 2018).

La enzima AChE presentd6 un aumento signi-
ficativo en la poblacion Tlahualilo, mientras que la
poblaciéon Matamoros se comportd de manera similar.
Al respecto Vargas-Gonzalez et al. (2019) mencionan
el uso de ingredientes activos como metamidofds,
dimetoato y carbofuran en dichas regiones, los cuales
pertenecen a los grupos toxicolégicos carbamatos y
organofosforados. De acuerdo con lo anterior, Hassan
et al. (2020) mencionan una alta expresidén enzimatica
de AChE en la poblacion Qalubia, la cual fue tratada
con malation (carbamato), teniendo como resultado,
expresiones enzimaticas altas de la Gst. En relacion a
los resultados obtenidos, Lagunes-Tejeda et al. (2023)
mencionan que en el pais los monocultivos abarcan
grandes areas, y para el control de las plagas se utilizan
ingredientes quimicos que pueden generar resistencia
debido al uso repetitivo e inadecuado de las dosis
recomendadas, disminuyendo con ello las opciones de
control disponibles en el mercado.

En el Cuadro 2, se presentan las frecuencias de resis-
tencia (FrR) de B. tabaci en poblaciones de melén de La
Comarca Lagunera, clasificadas segtin lo propuesto por
Montella et al. (2007). La poblacién Tlahualilo presentd
mayores niveles de resistencia para la enzima « esterasa
con un FR de 80 % en comparacion con la colonia sus-
ceptible, lo cual se considera como una poblacion muy
alterada. A diferencia de las poblaciones Esmeralda y
Ceballos, las cuales, por sus frecuencias de resistencia,

estan clasificadas como alteradas, mientras que la pobla-
cion Matamoros no presentd expresion detoxificante
para esta enzima. Al respecto, Salehi-Sedeh et al. (2020)
atribuyen la posibilidad de que las P450s estén impli-
cadas en la resistencia a los neonicotinoides (producto
mas utilizado en esta poblacién) al tener aumentos de
hasta dos y tres veces en la actividad detoxificante para
estas enzimas sobre la colonia susceptible.

Para las [3 esterasas, todas las poblaciones son con-
sideradas como muy alteradas, debido a que presentan
valores por arriba de 76 %, a excepcion de la poblacion
Esmeralda, que se clasifica como inalterada con una
FR de 0 %. Las poblaciones de Tlahualilo, Matamoros
y Ceballos son similares a lo reportado por Carnero
Avilés et al. (2021), quienes registran un rr del 100 % en
una poblaciéon de campo de B. tabaci sobre cultivos de
solandceas tratados con organofosforados, piretroides
y neonicotinoides, considerandose a esta poblacion
como muy alterada.

En las enzimas oxidasas, la poblacién Matamoros
fue la que presentd la mayor Fr (100 %), consideran-
dose como muy alterada, seguida por la poblacién de
Tlahualilo (50 %) y la de Ceballos (46.66 %), estimadas
como moderadamente alterada y, posteriormente, la
poblacion Esmeralda con un 13.33 % como incipien-
temente alterada. Estos resultados son mayores a los
reportados por Zhou et al. (2021), quienes anotaron un
FR de 1.19 % en poblaciones de mosquita blanca.

Para las enzimas Gsr, las poblaciones Tlahualilo y
Ceballos obtuvieron las mayores Fr (88.8 % y 85.18 %,
respectivamente), consideradas como muy alteradas. La
poblacion Matamoros se determina como alterada con
una FR de 55.55 %. Sin embargo, la poblacion Esmeralda
fue catalogada como incipientemente alterada con una
FR de 14.81 %. Estos resultados son superiores a lo obte-
nido por Asghar et al. (2024), quienes reportan un Fr de
3.83 %, en una poblacién de Pakistan, mencionando que
esta enzima detoxificante es la que se expresa en mayor
proporcion para B. tabaci.

Cuadro 2. Frecuencias de resistencia en poblaciones de B. tabaci en el cultivo de meldn de La Comarca Lagunera, México.

Poblacion o Esterasa B Esterasa Oxidasa GST AChE
Matamoros 0.00a 80.00e 100.00e 55.55d 70.37e
Esmeralda 73.33d 0.00a 13.33b 14.81b 7.40b
Tlahualilo 80.00e 80.00e 46.66¢ 88.88e 81.48e

Ceballos 53.55d 100.00e 50.00c 85.18e 3.70a

Distribucion propuesta por Montella et al. (2007): a = inalterado, b = incipientemente alterado, c = moderadamente alterado, d = alterado, e = muy alterado.

Carrillo-Aguilera et al.

Acta Agricola y Pecuaria 11: 0111029



Finalmente, para la enzima AChE, la poblacién
Tlahualilo presento la mayor Fr (81.48 %), por lo cual es
considerada como muy alterada. Sin embargo, la pobla-
cion Matamoros registrd una rr de 70.37 %, estimada
como alterada, mientras que las poblaciones Esmeralda
y Ceballos fueron las que presentaron las FrR mas bajas
(7.40 % y 3.70 % respectivamente), las cuales son con-
sideradas como incipientemente alterada e inalterada,
respectivamente. Los FrR de la presente investigacion
fueron superiores a los reportados por Carnero Avilés
et al. (2021), quienes reportan rr de 0 % en B. tabaci en
solanaceas en Sinaloa, México. Por lo que en funcién
al tipo de productos que se utilizan en la regién de
Tlahualilo (carbamatos y piretroides), estos resultados
son esperados al obtener altos niveles de esta enzima.
Mientras que, para la poblaciéon Matamoros al no ser
expuesta a estos productos, presenté un aumento sig-
nificativo de esta enzima. Al respecto Vargas-Gonzalez
et al. (2019) mencionan que los ingredientes activos
carbofuran y endosulfan, fueron utilizados por mucho
tiempo en esta regién donde causaron fuertes impactos
adversos en esta zona antes de la llegada de los neo-
nicotinoides, lo cual explica una posible expresion
enzimatica hereditaria hacia la AChE en esta poblacion.

CONCLUSIONES

En la Comarca Lagunera, México, las poblaciones de B.
tabaci presentaron altos niveles de enzimas detoxifica-
tivas, particularmente las Poblaciones de Tlahualilo y
Ceballos para las cinco enzimas analizadas. Mientras
que la poblacion Matamoros presentd la mayor expre-
sion de las enzimas oxidasas. Por su parte, la poblacion
de Esmeralda no presentd niveles significativos de
resistencia. Estos niveles de expresion coinciden con
los insecticidas que se usan para cada zona. Por lo
anterior, se sugiere implementar la rotacién de insecti-
cidas de diferentes grupos toxicoldgicos, asi como una
campana de divulgacion para evitar que este fenémeno
siga intensificandose y, al mismo tiempo, no tener un
impacto ambiental adverso, los cuales en un futuro lle-
garan a tener repercusiones en los costos de produccion.
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