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RESUMEN

La mosca del Mediterraneo, Ceratitis capitata (Wiedeman), constituye una de las plagas de los
frutales de mayor importancia en el mundo por los graves perjuicios econémicos que produce.
En la actualidad la prosperidad de una region fruti-horticola depende principalmente de que
pueda ser declarada zona libre de 1a mosca del Mediterraneo.

Un método no contaminante para su control es la técnica del insecto estéril (TIE), este estd
siendo aplicado con éxito en algunas regiones de nuestro pais. La eficiencia de esta técnica
depende de la capacidad de los machos esterilizados, producidos por cria masiva, para aparearse
en el campo con hembras salvajes. Por ello el analisis del comportamiento sexual de esta
especie es fundamental para establecer controles de calidad de las lineas a ser utilizadas en la
TIE.

El presente trabajo se refirié al analisis del comportamiento reproductivo y la seleccion sexual
en la mosca del Mediterraneo. Se compard el comportamiento reproductivo de lineas de cria
masiva de C. capitata con el de las moscas salvajes. Asimismo se analiz6 el efecto que produce
la radiacion sobre dicho comportamiento. Esto se hizo en dos condiciones experimentales: a) En
condiciones seminaturales por observacion directa en jaulas de campo y b) En condiciones
simuladas en laboratorio, por observacion fina a través de videograbaciones.

Se verificaron diferencias entre lineas en cuanto al patrén de comportamiento en el cortejo. Los
machos de laboratorio tendieron a usar menos tiempo que los salvajes en actividades que no
conducen directamente a la copula Como consecuencia, hay una tendencia de las lineas de
laboratorio a alcanzar la copula antes que las salvajes en condiciones de laboratorio.

Por otro lado, se observé una disminucion de la eficiencia de las moscas irradiadas en su

capacidad para competir por el apareamiento tanto en laboratorio como en jaulas de campo.



ABSTRACT

The Mediterranean fruit fly (medfly), Ceratitis capitata (Wideman), is one of the most important
world wide pest of commercial orchards, causing severe economical damages. Nowadays the
prosperirty of a production areas is highly dependent of it could get the status of medfly free
zone.

The sterile insect technique (SIT) is a non-contaminating method currently applied in Argentina
for medfly control. The efficiency of this technique depends on the ability of mass-reared and
sterilized males to mate wild females in the field. Consequently, the analysis of sexual behavior
in this species is paramount to set quality control procedures to test the strains used in SIT
programmes.

This work dealt with the analysis of mating behavior and sexual selection in the medfly. Mating
behavior was compared between mass-reared strains and wild flies. Two experimental
conditions were used: a) Semi-natural conditions, through direct observations in field cages, and
b) laboratory simulated optimal conditions, through video-recording fine observations.
Differences in courtship behavior were verified between strains. Usually laboratory males spend
less time in activities that do not lead to copulation than wild males do. Consequently,
laboratory strains tend to reach copulation before than wild males in laboratory conditions. By
contrast, the efficiency of radiation sterilized laboratory males is lower than that of wild males

in laboratory and field cage conditions.
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1. Ceratitis capitata. Caracteristicas generales

Ceratitis capitata (Weidemann), comunmente denominada mosca del Mediterraneo, es
una de las especies de insectos de mayor importancia por los graves perjuicios
economicos que produce, debido a los dafios que produce en plantaciones de arboles
frutales y hortalizas (Nuifiez-Bueno 1987).

C. capitata pertenece a la familia Tephritidae. Es un pequefio insecto de no mas de Smm
de largo del cuerpo y de alas en delta con zonas de color naranja, pardo, negro, gris y
blanco (Figura 1). El macho se distingue por sus setas espatuladas, localizadas en la
cabeza sobre el borde superior de la orbita, y el abdomen terminal redondeado. La
hembra exhibe un conspicuo ovipositor, con el que atraviesa el epicarpo de los frutos
para depositar los huevos generando una abertura, estas favorecen la entrada vy el
posterior crecimiento de hongos y bacterias. Las cicatrices asi originadas disminuyen las
cualidades organolépticas de los productos y por lo tanto, su valor comercial. Por su
parte las larvas generan galerias en la pulpa de la fruta al alimentarse, lo que lleva a la
caida del fruto (Christenson y Foote 1960), todos estos dafios directos originan severas
pérdidas sobre la produccion de frutas y hortalizas cultivadas (Nufiez- Bueno 1987).
Aunque el ovipositor no pueda atravesar la cascara de algunos frutos, puede utilizar
heridas o grietas en la misma (oviposicién oportunista) (Quesada Allué et al. 1994). Un
adulto vive aproximadamente 1 a 2 meses (Nuiiez Bueno 1987). Una hembra puede
producir entre 300 y 400 huevos durante su vida, bajo condiciones de campo. Los dos
sexos de Ceratitis son relativamente buenos voladores, habiéndose detectado moscas
marcadas que se dispersaron con facilidad hasta a 2.5 km del lugar de liberacién. Hay

casos registrados de vuelo a grandes distancias (mas de 25 km) que incluyen la travesia
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de extensiones de agua entre islas. Probablemente el viento ayude mucho en la
dispersion (Christenson y Foote 1960; Maddison y Barlett 1989). Pero las moscas no
solo dependen del viento para su dispersion a grandes distancias, también contribuye a
ello las migraciones de larvas y pupas producidas por el hombre.

Los adultos de ambos sexos obtienen nutrientes de exudados de plantas y néctar,
regurgitaciones, excrementos animales, bacterias y jugos de frutas y hongos

(Christenson y Foote 1960; Mitchell y Saul 1990).

Figura 1. Macho (izquierda) y hembra (derecha) de C. capitata (de Manso
y Lifschistz 1992)
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2. Taxonomia de_Ceratitis capitata

C. capitata pertenece al orden al Orden Diptera, y dentro de éste a la Familia
Tephritidae. Esta familia se distribuye en areas subtropicales y tropicales de todo el
mundo, con mas de 4000 especies (Christenson y Foote 1960). Se considera a los
Tephritidos como las “verdaderas™ moscas de los frutos a pesar de que muchas especies
solo atacan las flores. Casi todas las especies son manchadas y multicolores. Las larvas
de esta familia segin la especie pueden alimentarse de diferentes partes de las plantas,
salvo de las raices (Quesada Allué et al. 1994). Dentro de Tephritidae se incluyen tres
subfamilias: Dacinae, Tephritinae, Trypetinae (Drew 1989). El género Ceratitis (tribu
Ceratitini, subtribu Ceratitina) pertenece a la subfamilia Dacinae junto con los géneros
Dacus y Bactrocera. La subfamilia Trypetinae contiene, entre otros, a los géneros
Anastrepha y Rhagoletis que atacan muchas frutas cultivadas. La subfamilia Tephritinae
esta particularmente asociada con flores y tallos de la familia de plantas Asteraceae. El
reconocimiento de estas especies puede realizarse por medio de una clave moderna de
clasificacion de adultos propuesta por White y Elson-Harris (1992).

Se han descripto 78 especies pertenecientes al género Ceratitis (definido por Mac
Leay), pero solamente 6 han sido reconocidas como plagas (Hancock 1984; White y
Elson-Harris 1992). De ellas C. capitata es la mejor conocida y mas importante. En la
naturaleza, C. capitata compite con otras especies de moscas de la fruta, a veces
desfavorablemente, como cuando comparte areas con Bactrocera dorsalis (Christenson

y Foote 1960).
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3. Ciclo de vida

El ciclo de vida de C. capitata no difiere de los de otras especies de la familia
Tephritidae (Nufiez Bueno 1987). El ciclo comienza después de la fecundacion, cuando
la hembra inserta los huevos dentro de la fruta. En el interior de ésta se produce el
desarrollo embrionario y el postembrionario o etapas larvales. La larva se alimenta de la
pulpa de la fruta.

Al igual que otros dipteros cicldrrafos, en C. capitata se reconocen tres estadios
larvales, cuyas larvas apodas sucesivas se parecen entre si pero difieren mucho del
adulto. Al completar el tercer estadio, la larva salta, apartandose del alimento en busca
de un lugar seco y una vez alcanzado éste se inmoviliza y empupa en el suelo. En este
sentido Ceratitis es un caso Unico ya que no existe otro organismo apodo y de cuerpo
blando que sea capaz de saltar. El mecanismo de este salto fue estudiado en detalle por
Maitland (1992). Esta forma de locomocion es muy eficiente, ya que con un solo salto,
la larva recorre alrededor de 10 a 15 cm y por otra parte, la violencia del movimiento le
permite a esta librarse eventualmente de otros insectos predadores en este momento tan
vulnerable del ciclo de vida de la larva (Rabossi et al. 1994). Durante la pupacion la
cuticula larval se endurece y oscurece, formando una cubierta protectora llamada
pupario. Dentro del mismo transcurren los estadios sucesivos, prepupal, pupal y adulto
farado. Los imagos emergen luego de 9 a 10 dias (Nufiez-Bueno 1987).

La duracion de las distintas etapas del ciclo se afecta en forma significativa por la
temperatura y humedad del ambiente (Shoukry y Afees 1979), lo que determina junto

con la oportunidad de hospederos, el nimero de generaciones anuales de este insecto.



A 23°C en el laboratorio el ciclo de vida de C. capitata tiene una duracién de 25 dias
desde la ovipuesta hasta la emergencia del imago. El desarrollo embrionario dura 52 hs,
la etapa larval 264 hs y la etapa adentro del pupario 312 hs (Rabossi et al. 1994).

La longevidad del adulto difiere entre los sexos y depende de la temperatura, nutricion y

actividad reproductiva (Carey et al. 1986, 1992, 1998; Rivnay 1950).

4. Origen y distribucion

La importancia econdmica de algunos tefritidos, plagas de los frutos, ha sido reconocida
en todos los paises de climas desde templados hasta subtropicales (Bateman 1972). C.
capitata, originaria de Africa, es llamada vulgarmente “Mosca del Mediterraneo”,
debido a la zona de expansion durante el dltimo siglo y medio. Ha sido la principal
plaga de los frutales en muchos paises, incluidos todos los americanos salvo Canada
(Maddison y Bartlett 1989). Los norteamericanos la bautizaron abreviadamente
“Medfly” y asi se la conoce en la literatura técnica de habla inglesa. Derivado de este
apocope en algunos paises latinoamericanos se la denomina “moscamed”.

Esta especie ha sido capaz de invadir las regiones tropicales y subtropicales de los cinco
continentes, con el agravante de no tener un huésped principal sino que, dependiendo de
las condiciones ecoldgicas locales, puede llegar a infestar mas de 200 diferentes
especies de frutales y hortalizas. Su gran capacidad de adaptacion a diferentes
condiciones climaticas, a las que no resisten otras especies de moscas de las frutas, la ha
transformado en un enemigo de la agricultura sumamente peligrosos. En las wltimas dos
décadas, ha invadido regiones antes poco accesibles, debido al aumento del transporte

aéreo y terrestre de productos vegetales y al intercambio turistico. En Sudamérica su
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presencia se observé por primera vez en 1904 en Brasil y especificamente en Argentina
hacia 1905. No obstante recién en 1937 fue declarada plaga en nuestro pais (Vergani
1961), donde se distribuye en densidades variables, a lo largo de todas las regiones
frutihorticolas. Historicamente las poblaciones de moscas no siempre ocuparon los
actuales nichos ecoldgicos. La falta de hospedadores necesarios para depositar sus
huevos induce a un desplazamiento hacia zonas habitualmente no infectadas, provocada
por la produccion de variedades tempranas de frutales (Manso y Lifschitz 1992).

En nuestro pais se distribuye a lo largo de todo el territorio, aunque en el sur su
presencia se ve limitada por las bajas temperaturas invernales y la escasez de plantas
hospederas, siendo restringida su presencia en el norte y centro de la Patagonia (Aruani
et al. 1996).

Junto con Anastrepha fraterculus, la mosca sudamericana, son las plagas
econoOmicamente mas importantes de la fruticultura en el pais (Vaccaro 1997). Estas dos
especies no coinciden totalmente en su distribucion pues A. fraterculus solo se
distribuye en el norte y centro del pais, pero coexisten en la mayor parte de la

distribucion y comparten hospederos (SENASA 1997).

S. Hospederos e importancia como plaga

Se considera que el hospedero original de C. capitata fue Agraria espinosa (L.), pero
durante su dispersion ha logrado infectar numerosas especies (Fimiani 1989;
Christenson y Foote 1960). Por lo tanto, como C. capitata no se restringe a un solo
hospedero, se la define como una especie generalista (0 no especializada). Ataca cerca

de 230 especies vegetales, entre cultivadas y salvajes. En Argentina los principales
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hospederos son los frutas de carozo: durazno, damasco, ciruela, etc., pero también
dafian higo, guayabas, naranja dulce, mandarina, kaki, membrillo manzana, pera y frutas
finas y especies silvestres. Entre las especies horticolas, las mas frecuentes atacadas son
los tomates y pimientos (Nufiez-Bueno 1987).

El grado de intensidad del dafio y preferencia de hospederas varia de un lugar a otro.
Esta situacion se atribuye a la condicion de maduracion de frutas de las hospederas
presentes en una localidad determinada, y por lo tanto varia de un lugar a otro (Nufiez-
Bueno 1987).

En la actualidad, la prosperidad de una regién fruticola depende principalmente de que
pueda ser declarada zona libre de la mosca del Mediterraneo, puesto que, ademas de la
disminucion de la produccion por los dafios directos (15-20 % en Argentina), los paises
de mayor poder adquisitivo ponen severas restricciones a la importacion de fruta que
pudiera representar un riesgo desde el punto de vista fitosanitario (Aruani et al. 1996).
Esto ultimo ocasiona dafios indirectos que se traducen en la imposibilidad de
comercializar los productos al estado fresco en mercados con politicas cuarentenarias
especificas para C. capitata. Los dafios indirectos también incluyen el
desaprovechamiento de las condiciones favorables que posee Argentina para la

produccion de frutas y hortalizas (SENASA 1997).

6. Métodos de control

En los programas de erradicacion de insectos, el primer paso es determinar la extension

de la infestacion (Mangel et al. 1984). Luego, el aislamiento de la region mediante un
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sistema de barreras fitosanitarias, el control directo de la plaga, el control integrado y la
extension, capacitacion y difusion.

El monitoreo incluye el trampeo de adultos y el muestreo de frutos. Las barreras
fitosanitarias contemplan tres aspectos: 1- Embargos contra la introduccion de
materiales o productos que puedan ser portadores de moscas de los frutos en cualquier
estado de desarrollo. 2- Inspeccion para detectar la presencia de tefritidos en materiales
o productos, 3- Tratamiento quimico a cualquier tipo de vehiculo en transito y a
productos frutihorticolas en post cosecha.

El manejo integrado de la plaga (MIP) implementa estrategias en zonas de permanente
infestacion por tefritidos, dirigidas a regular las poblaciones de organismos nocivos por
debajo de niveles de infestacion que produzcan pérdidas econdmicas, integra diversos
métodos de control, procurando la menor perturbacion del agroecosistema, y
fundamentalmente evita la contaminacion ambiental. E1 MIP contribuye a regular la
plaga en aquellas regiones no incluidas en el programa especifico de areas libres.

La extension consiste en encuentros de divulgacion de los beneficios de la tecnologia
aplicada , con productores, asesores y profesionales del medio. La capacitacién incluye
la formacion integral de los técnicos y auxiliares en lo que hace a los objetivos del
programa y a su labor especifica dentro del mismo, la difusion implica la comunicacién

de la problematica local o nacional en relacion con las moscas de los frutos.

6.1 Control quimico
A nivel mundial el método mas generalizado de control es el uso de insecticidas. En la
actualidad, la practica mas usual es el uso de insecticidas fosforados, preferentemente el

malation. Estos se aplican como cebos alimentarios en base a hidratos de carbono como



la melaza de cafia de azucar o hidrolizados de proteinas. Esto esta dirigido contra los
adultos, tanto machos como hembras, por medio de aplicaciones terrestres y aéreas. Los
insectos son atraidos por el cebo y al alimentarse con €l mueren (Mitchell y Saul 1990;
Linares y Valenzuela 1993)

Una practica fundamental dentro del control quimico es el trampeo de moscas adultas
por medio de cebos con atrayentes especificos. C. capitata es atraida muy fuertemente
por Siglure pero el Medlure resulté ain mas efectivo. Estas trampas pueden no sélo ser
usadas para monitoreo poblacional sino también para control, pues son tratadas con
insecticidas fosforados DDVP de alta tension de vapor (Picollo 1994).

Para pequefios huertos infectados se han recomendado los tratamientos de suelos como
lo mas practico, seguro y efectivo, teniendo en cuenta lo vulnerable del 3° estadio larval
y la pupa, como asi mismo del adulto recién emergido (Stark et al. 1990). Sin embargo
solo los tratamientos de suelo con el fosforado diazindn han probado ser efectivos en el
control de estadios inmaduros de C. capitata (Picollo 1994).

La mayoria de las especies plagas han desarrollado resistencia hacia los insecticidas
usados para su control. Podemos considerar este fendmeno como una prueba mas del
proceso evolutivo, ya que la exposicion al insecticida, actia como una fuerza selectiva
poderosa que concentra en la poblacidn factores genéticos preexistentes que confieren
resistencia (Picollo 1994).

De acuerdo con este concepto evolutivo se ha definido a la resistencia como la
capacidad desarrollada por una cepa de insectos para tolerar dosis de toxicos letales para
la mayoria de los individuos en una poblacién normal de la misma especie (Picollo
1994). La velocidad de aparicién de resistencia difiere segin la especie o la poblacion

que esta bajo la presion de seleccion. En el caso de C. capitata, a pesar de que no
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existen casos documentados de aparicion de resistencia en poblaciones naturales, la
seleccion de lineas resistentes por presion con insecticidas en laboratorio provee
evidencias de resistencia potencial hacia organofosforados, DDT y dieldrin (Picollo
1994). Por lo tanto es necesario realizar un control sistematico para detectar la potencial
aparicion de resistencia (Manso y Lifschitz 1992).

Ademas del efecto de desarrollo de resistencia, la amplia difusion de los nuevos
pesticidas sintéticos y las altas dosis empleadas para tratar de eliminar la totalidad de los
insectos presenta varias desventajas, desde el punto de vista econdmico. Los
tratamientos sistematicos aumentan significativamente los costos de produccion vy
desde el punto de vista bioldgico, su uso intensivo desencadena modificaciones
irreversibles. Por ejemplo, las modificaciones del equilibrio del ecosistema suelen ser
negativas porque los insecticidas no son especificos para una especie y pueden
perjudicar a insectos utiles como polinizadores y abejas mieleras. Por otra parte los
insecticidas pueden provocar graves problemas a la salud humana, y consecuentemente
hay una tendencia mundial hacia la restriccion de los insecticidas quimicos,
favoreciendo los bioinsecticidas y métodos de lucha bioldgica o control genético
(Manso y Lifschitz 1992). Se recurre al control quimico en areas de alta infestacion para
disminuir el nivel poblacional de la plaga y luego aplicar un método de control genético,
también es utilizada en los focos de aparicion de moscas en zonas donde ha sido

erradicada.

6.2 Enemigos naturales y control biologico
En ambientes naturales factores como competencia interespecifica con especies

relacionadas puede controlar su nimero. Por ejemplo en Hawai, Bactrocera dorsalis
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tiene el habito de depositar sus huevos en los orificios de oviposiciéon hechos por la
mosca del Mediterraneo, lo cual implica que las larvas de esta Gltima sean incapaces de
completar su desarrollo (Christenson y Foote 1960).

El control biolégico consiste en la introduccidon de parasitoides y depredadores
especificos de la plaga. En algunos casos los parasitoides pueden regular la poblacién de
moscas de la fruta. Los parasitoides usados hasta el momento atacan huevos o larvas y
emergen de la pupa, pero no hay evaluaciones muy precisas sobre su eficiencia. Se han
identificado varias especies de parasitoides de C. capitata a nivel de campo y
laboratorio (Ver Nufiez Bueno 1987).

En el noroeste argentino se identificaron dos especies de himendpteros como las mas
abundantes y las mas frecuentes atacando a C. capitata en plantas hospederas (Ovruski
et al. 1999). Proteger los huevos de los parasitoides de huevo (Bautista y Harris 1996)
depende del comportamiento de la hembra de C. capitata, que debe esforzarse para
ovipositar de manera de evitar enemigos potenciales. Luego de la emergencia las larvas
son vulnerables a un numero de parasitoides adaptados a buscar larvas y ovipositar en
ellas (Greathead 1972; Wharton 1989; Headrick y Goeden 1996). Los parasitoides
Biosteres, detectan las larvas por sus movimientos (Lawrence 1981), mientras otros
como Aganaspis busca la larva por el agujero de entrada preexistente en la fruta
(Ovruski 1994). Las pupas en el suelo, mas indefensas, son vulnerables a parasitoides de
pupa y predadores generalistas como hormigas y escarabajos (Wong et al. 1990;
Ovruski 1995). Hay algunas evidencias que el desempefio de la larva puede afectar
luego la susceptibilidad de las pupas a los parasitoides. Cuando pupas de C. capitata ,
criadas a diferentes densidades larvales, fueron expuestas al endoparasitoide de pupa,

Coptera occidentalis, ocurridé un mayor porcentaje significativamente mayor de
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parasitacion en las pupas pequeiias (originadas de una mayor densidad larval)
(Kazimirova y Vallo 1992).

Predadores como algunos hormigas, avispas, araiias, pajaros, sapos, salamanquesa
atrapan moscas del Mediterraneo (Mitchell y Saul 1990). Los patdgenos incluyen cepas
virales (por ejemplo, Rhaddovirus sigma), bacterias (por ejemplo, Bacillus
thuringiensis) y microsporidios (por ejemplo, Nosema tephritidae) han sido utilizados
contra la mosca de la fruta en algunos casos (Mitchell y Saul 1990). No es posible bajar
el nivel de infestacion hasta los niveles requeridos utilizando solamente la introduccién
de parasitoides y predadores (Debouzie 1989). La cria y liberacion de parasitoides

contribuye sélo en algin porcentaje al control de esta plaga.

6.3 Control genético: Técnica del insecto estéril

La técnica del insecto estéril (TIE), propuesta por Knipling (1955), es un método de
control genético sobre el que se estd trabajando actualmente con gran interés para
combatir a esta mosca, debido a su caracteristica de ser no contaminante (Gilmore
1989). El mismo consiste en la liberacion masiva de moscas, preferente s6lo machos
(Hendrichs et al. 1995), esterilizados producidos en criaderos que compiten con los
salvajes por el apareamiento en el campo. Dado que el numero de moscas liberadas es
mucho mayor que el tamaiio poblacional efectivo, la mayoria de los apareamientos de
las moscas salvajes se produce con individuos estériles y, por lo tanto, resultan
infértiles. La consecuencia es una reduccion drastica de el tamafio poblacional en pocas
generaciones.

Aunque la TIE se esta implementando ampliamente, presenta distintos problemas

metodoldgicos que han llevado a la necesidad de profundizar los aspectos de la biologia
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de esta especie relacionados con el comportamiento durante el cortejo, seleccion sexual
y sistema de apareamiento. El éxito de este método depende del apareamiento entre los
machos de cria masiva esterilizados y las hembras salvajes en el campo.

Existen evidencias de que las hembras liberadas esterilizadas, aunque no dejan
descendencia ocasionan efectos perjudiciales reduciendo la eficacia de la TIE. Uno de
los efectos negativos mas conspicuos de la liberacion de hembras es que “distraen” a los
machos esterilizados apareandose con ellos. Ademas las hembras, aunque esterilizadas,
mantienen su comportamiento de ovipositar sobre las frutas causando dafios que
posibilitan su posterior contaminacion con hongos y bacterias que disminuye su valor
comercial (Rossler 1982). Por ello, su eliminaciéon en estados tempranos de su
desarrollo (larva o pupa) es de gran interés en la implementacion de programas de
control en gran escala (Mclnnis et al. 1985). Esto ademas redunda en una apreciable
reduccion de los costos, ya que con las lineas salvajes se liberan millones de insectos de
los cuales sélo la mitad son machos (Favret et al. 1995).

La TIE requiere se crien, esterilicen y posteriormente liberen en el area indicada cientos
de millones de moscas. Para optimizar este método es importante estandarizar métodos
de control de calidad de las lineas de cria masiva que se utilizaran para la erradicacion
de la plaga (Brazel 1986 et al.; Calkins 1989). Ademas, para la satisfactoria
implementacion de la TIE es de gran importancia que estos insectos compitan
eficientemente por aparearse en el campo. Los procedimientos de control de calidad
empleados durante los ultimos diez afios determinan atributos tales como viabilidad del
huevo, porcentaje de pupacion, peso de la pupa, habilidad de vuelo, longevidad,
velocidad relativa de copula, etc. Tales parametros permiten obtener una vision general

de la calidad del insecto a través de los eventos del proceso de cria. La colonizacion y
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las condiciones no naturales utilizadas para la cria a gran escala, pueden presentar
diferencias drasticas y rapida e intensa seleccion en el comportamiento sexual de
poblaciones criadas artificialmente (Bush et al. 1976; Leppla et al. 1983). Se han
desarrollado pruebas individuales para evaluar la calidad de los insectos criados
masivamente (Chambers et al 1983). Sin embargo, la aplicacidn extensiva de la TIE
contra las moscas de la fruta ha mostrado que estas pruebas requieren mas refinamiento
en el contexto de la teoria de la seleccidn sexual (Burk y Calkins 1983). Aunado a toda
esta metodologia desarrollada para evaluar la calidad de los insectos producidos,
debemos pensar que el producto final de la planta de cria masiva (insectario) es un
organismo vivo con toda una inherente complejidad por lo que no podemos controlar su
calidad con precision. Para determinar los caracteres convenientes que deben tener las
moscas criadas en el laboratorio necesitamos saber cuales son las estrategias de
apareamiento naturales usadas por la mosca de la fruta, qué caracteres o cualidades
determinan la seleccion de pareja y como afectan esos caracteres a la seleccion. Un
mejor conocimiento del comportamiento de los insectos a controlar y mejor
entendimiento de los factores que afectan la seleccion sexual perfeccionara la eficiencia

de la TIE (Liedo Femandez 1997).

7. Desarrollo de lineas de cria masiva, autosexado genético.

Como la proporcién de sexos en la mayoria de los insectos es 1:1, la TIE convencional
se realizaba liberando ambos sexos. Sin embargo las hembras que son criadas,
irradiadas y liberadas junto con los machos no juegan un papel importante en la

supresion de la poblacion . Eliminar las hembras de alguno o todos estos procesos tiene



Introduccion 18

obviamente ventajas econdmicas. Esta ventaja aplicable a los programas de la TIE para
todas las especies de insectos, representa sin embargo solo parte de la historia y muchos
mas efectos positivos de la eliminacion de las hembras aparecen cuando se considera
cada especie de plaga de forma individual.

Desde hace algunos afios se comenzaron a utilizar nuevas lineas de sexado genético
(LSG) que permiten una separacion temprana de sexos y liberacion de machos
solamente para el control de C. capitata utilizando la TIE. El uso de estas lineas ha
tenido un gran impacto sobre la eficiencia global de este proceso porque ha
incrementado significativamente la cantidad de esterilidad inducida en las poblaciones
del campo. Las lineas de sexado genético estan basadas en el uso de translocaciones
cromosdmicas entre autosomas y el cromosoma Y que permiten seleccionar genes
marcadores para ser ligados al sexo masculino. Liberaciones a gran escala en el campo
de moscas estériles claramente demuestran incrementos efectivos de una liberacion de
solo machos comparado con una liberacion bisexual.

El concepto de que lineas de sexado genético (LSG) pueden incrementar la eficiencia de
la TIE fue primeramente sugerido hacia fines de los 60 (Whitten 1969) y se reconocié
que el uso de la TIE para algunos vectores de pestes o enfermedades podria ser
totalmente inapropiado sin remover las hembras antes de la liberacion. Para muchos
vectores de enfermedades por insectos, es la hembra la que transmite la enfermedad y
aunque estériles pueden seguir actuando como vectores . En varias especies de
Amopheles, se desarrollaron rapidamente LSG.

En otros insectos estan disponibles distintos métodos, naturales o inducidos para
manipular la proporcion de sexos. En Tetranychus urticae, los machos pueden ser

producidos por las hembras no apareadas y en algunos Lepidopteros y mosquitos
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Culcine hay una gran diferencia en el tamaiio de la pupa entre el macho y la hembra. Sin
embargo en muchas especies no existen caracteres apropiados de dimorfismo sexual que
permitan una separacion mecanica, y tienen que desarrollarse nuevos sistemas,
utilizando componentes genéticos especificos. En C. capitata se han desarrollado LSG
que se han incorporado en programas de control en el campo. En esta especie hay
accesibilidad a wuna infraestructura genética considerable. Sin embargo, Ila
transformacion de una LSG de un laboratorio experimental a un programa operacional
de la TIE no es sencillo. Una LSG puede mostrar propiedades estables de sexado bajo
condiciones experimentales, sin embargo una vez que la linea es transferida a una gran
produccion , tal vez 200 millones de insectos por semana, la LSG es sujeto a un nuevo
grupo de restricciones. El modo en que la linea responda a tales restricciones no suele
ser predecible. Tres programas de TIE control y erradicacion de la mosca del
Mediterraneo en Argentina (De Longo et al. 1999), Portugal (Pereira et al. 1999) y
Guatemala (Caceres et al. 1999), han cambiado de linea bisexual de cria masiva a LSG,

con resultados muy positivos.

7.1 Componentes de LSG en C. capitata

Para aislar una linea de laboratorio de la mosca de la fruta con caracteristicas de sexado
genético se requieren dos componentes basicos: una linea con un marcador recesivo y
una serie de lineas con translocaciones entre autosomas y el Y. La LSG puede ser
sintetizada por el apareamiento del macho portador de la translocacién, de fenotipo
salvaje, con hembras de la linea selectiva marcada. Los machos de la F1 de esta cruza
son luego retrocruzados con las hembras de la linea marcada y la progenie resultante

produce una linea de sexado en la cual las hembras son homocigotas mutantes
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fenotipicamente pero los machos son fenotipicamente salvajes, por ser heterocigotas y
llevar una copia del alelo dominante del marcador. En principio ello es facil al
seleccionar como una combinacién sin ningin conocimiento de la posicion del
marcador selectivo o el punto de ruptura de la translocacion.

Desafortunadamente la experiencia ha mostrado que las lineas producidas en esta forma
es muy poco probable que sean de uso practico, porque al incorporarlas en la cria
masiva fallan en mantener sus propiedades de sexado genético bajo las condiciones de
produccion a gran escala. Para sintetizar una LSG operacional, técnicas de analisis
genético tales como mapas de deleciones y mapeo de puntos de ruptura de
translocaciones, son necesarias para localizar muy precisamente la posicion del gen
marcador selectivo y el punto de ruptura de la translocacion. Esta informacion de la
posicion es luego utilizada para elegir una combinacion de marcadores y puntos de
translocacion que estén ubicados cercanamente reduciendo la probabilidad de

entrecruzamiento genético, el cual podria conducir a inestabilidad.

7.2 Determinacion del sexo en C. capitata

El desarrollo de una LSG, en cualquier especie, requiere un entendimiento del modelo
de determinacion sexual. C. capitata tiene S pares de autosomas y 1 par sexual, XX en
las hembras y XY en los machos (Radu et al. 1975).

En esta especie el sexo esta determinado completamente por la presencia o ausencia del
cromosoma Y (Zapater y Robinson 1986; Zacharopoulou et al. 1991). El determinante
del sexo esta localizado en una muy pequefia region del cromosoma Y (Willhoeft y

Franz 1996). Este modelo de determinacion sexual se caracteriza porque cualquier
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material genético asociado al cromosoma Y sera inherente a todos los machos y no a las

hembras.

7.3 Translocaciones del macho

El primer componente requerido para una LSG en la mosca del Mediterraneo es un
conjunto de translocaciones en el macho. Estos rearreglos son faciles de inducir, aislar y
mantener. En los machos translocados una proporcion de esperma porta duplicaciones y
deficiencias, y la fertilizacion de oocitos normales con tales espermatozoides produce
cigotas que mueren como embriones y reducen la eclosion de huevos un 50%. Esto
significa que una LSG tiene una fertilidad del 50% comparada con una linea bisexual.
Dependiendo de la topologia particular de la translocacion, algunas de las cigotas
pueden llevar duplicaciones y deficiencias que pueden formar larvas o pupas o adultos
viables, sin embargo mas tarde estos son subnormales en fertilidad o viabilidad. La
supervivencia de estas cigotas hasta estados avanzados del desarrollo pueden tener
importantes consecuencias para la cria masiva de una LSG y para la interpretacion de

datos de control de calidad.

7.4 Induccion y aislamiento

La radiacién, con rayos gamma o X, induce rupturas cromosomicas y ello es utilizado
para inducir translocaciones. Como los puntos de ruptura cromosémicos son inducidos
al azar la translocacion apropiada puede sélo ser aislada luego de un proceso de
seleccion. Machos sexualmente maduros o pupas en estado avanzado de desarrollo son
irradiados y los machos apareados en masa con hembras virgenes. Los machos de la F1

son luego apareados individualmente con hembras virgenes y los machos translocados



son seleccionados por un monitoreo de fertilidad donde se seleccionan lineas en las
cuales solo los machos tienen reducida su fertilidad o con el uso de “seudo-ligamiento”
del gen marcador seleccionado al cromosoma Y.

Todos los estudios de induccion fueron llevados a cabo con una amplitud de variacién
de 15Gy a S0Gy (Franz y Kerremans 1993).

Dos genes seleccionados han sido incorporados en lineas de sexado funcionales, “white
pupa” o pupa blanca (wp), que permite diferenciar pupas de macho y hembra en base al
color, y un letal condicional termosensible o “temperature sensitive lethal” (s/), que
determina que las hembras mueran por un incremento en la temperatura ambiente en el
estadio de huevo (Franz et al. 1996).

La cepa portadora de s/ también tiene la mutaciéon wp en el mismo cromosoma. Los
individuos homocigotas para ts/ pueden eliminatrse mediante la exposicion de los

huevos a 33-34°C (Franz y Kerremans 1996).

7.5 Genes separadores de sexos

Estos genes pueden ser utilizados para generar diferencias morfologicas entre machos y
hembras. Entre ellos pueden destacarse:

- wp fue encontrado en poblaciones salvajes de C. capitata y descripto por Rossler
(197%9a). Es una mutacion recesiva la cual cambia el color de la pupa de marrén a
blanco. Se encuentra en el cromosoma 5.

- “dark pupa” o pupa oscura (dp) (Rossler y Koltin 1976) fue el primer gen utilizado en
la mosca del Mediterraneo para la sintesis de una LSG (Rossler 1979b). En contraste
con wp la cuticula de los individuos dp/dp es mucho mas dura que la de tipo salvaje. Se

encuentra en el autosoma 3.



-desarrollo lento o “slow” (sw), la mutacion causa uno o dos dias de retraso en el
desarrollo (Cladera 1995). Tiene un efecto pleitropico sobre el fenotipo de los ojos,
produciendo un color escarlata oscuro con disminucion de la indiscencia. Mapea en el
cromosoma 2.

-niger (nig) es una mutacion la cual oscurece el color de la cuticula y los individuos
nig/nigpueden ser distinguidos del tipo salvaje en los estadios de larva, pupa y adulto.

La mutacion mapea en el cromosoma 2.

7.6 Recombinacion en machos

Durante mucho tiempo se consideraba que en los machos de C. capitata no ocurria
recombinacion (Cladera 1981; Rossler 1982). Sin embargo Rossler (1982) encontré en
la progenie de machos que llevan una translocacion un numero significativo de
recombinaciones, aunque con una frecuencia 90-95% menor que en las hembras.

La contaminacion y la recombinacion durante la cria masiva pueden tener efectos
negativos similares sobre la eficiencia del sexado de una LSG, los que conducen a la

inestabilidad de las lineas.

7.7 Utilizacion de LSG en la TIE

En la actualidad de utilizan tres LSG cuyos requerimientos para la cria masiva han sido
investigados en detalle: una linea de pupa blanca (wp) denominada Seib-6-96 y dos
lineas s/, Viena 4/Tol-94 y Viena 6-96. La Seib-6-96 es criada en la planta de cria
masiva en la provincia de Mendoza, Argentina desde 1996 (DeLongo et al. 1999).
Actualmente se estan haciendo estudios para reemplazarla por la Viena 6-96. La Viena

4/Tol-94 es criada en forma masiva en Guatemala (Fisher y Caceres 1999).
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8. Situacién del control de la plaga

A causa de los enormes perjuicios econdmicos que ocasionan las explosiones
poblacionales de este diptero, se han establecido numerosa barreras fitosanitarias entre
paises y regiones y se organizan continuamente multimillonarias campafias de
erradicacion. Practicamente cualquier fruta de paises afectados por la plaga tiene
impedido el ingreso a la mayoria de aquellos que la han erradicado. Ante la duda, la
fruta siempre es sujeta a severas cuarentenas. El afan de erigir barreras de proteccion ha
llegado incluso, a provocar incidentes entre gobiernos regionales y a veces entre paises.
Las campafias de eliminacion por medio de insecticidas (cebos toxicos), de lucha
bioldgica por medio de la TIE (en areas reducidas) y de censos y localizacion por medio
de trampas, han provocado gastos ingentes a gobiernos locales, regionales y nacionales;
asi como a organizaciones internacionales, entre las que se destacan la OEA y la IAEA,
la agencia internacional para la Energia Atdmica, con sede en Viena.

Los tratamientos cuarentenarios tienen altos costos y reducen el tiempo de fruta en los

anaqueles.

9. Situacién actual del Programa Nacional de Moscas de los Frutos (PROCEM) en

Argentina.

En 1994 la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca aprueba el Programa Nacional
de Control y Erradicacion de la Mosca de los Frutos (PROCEM), en el cual intervienen
organismos oficiales nacionales, gobiernos provinciales, universidades y asociaciones

de productores. El programa conté con el apoyo de suma importancia brindado por el
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Organismo Internacional de Energia Atdmica (IAEA) y FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nation), con consultorias técnicas, equipamientos y
capacitacion del personal (SENASA 1999).

De acuerdo a las regiones agroecoldgicas y al status de la plaga el pais se subdividié en
cinco regiones donde se estan llevando a cabo los siguientes subprogramas PROCEM:
Patagonia, Mendoza, San Juan, La Rioja, Litoral (Proyecto U.E- MERCOSUR
SENASA 1999)

La estrategia de erradicacion del PROCEM esta basada en manejo integrado de la plaga,
incluyendo la TIE. La provision del insumo critico para la TIE, las moscas esterilizadas,
la brindan dos insectarios que existen en el pais, el de la provincia de Mendoza que
alcanzé una produccion de 300 millones de machos estériles por semana y el de la
provincia de San Juan que aporta 8 millones de insectos estériles por semana.
Complementariamente Chile a través de su insectario situado en Arica, aporta 17
millones de pupas estériles por semana que se destinan al programa de erradicacién que
se lleva adelante en la provincia de San Juan (SENASA, 1999). De esta forma se
alcanza una superficie bajo la TIE de aproximadamente 386.800 has. Ademas de los
sistemas de deteccion y el componente de control, se implementé un sistema
cuarentenario para proteger las areas que se encuentran bajo acciones de control. El
Sistema Cuarentenario cuenta con 23 puestos de control fitosanitarios y 11 centros de
fumigaciones con Bromuro de Metilo. El sistema cuarentenario esta avalado por normas
que fijan las condiciones que requieren las partidas de frutas para ingresar a zonas
protegidas y las mismas estin en proceso de actualizacién (SENASA 1999).

Gracias a los planes de control nuestro pais ha logrado que en 1999 los Valles Andinos

Patagonicos fueran reconocidos como area libre de mosca (SENASA 1999). En la



Introduccion 26

provincia de Mendoza se alcanzé un significativo nivel de supresion de la plaga. En San
Juan se concreté la remodelacion y ampliacién del insectario que alcanzara una
produccion de 80 millones de pupas bisexuales semanales.En La Rioja se completd la
red de monitoreo, se instalaron puestos cuarentenarios y se realizaron tratamientos
aéreos de aplicacion de cebos toxicos con un muy alto porcentaje de control sobre la
plaga.

En la actualidad existe un Proyecto MERCOSUR U.E (SENASA 1999) que incluye a
Argentina, Brasil, Uruguay y Paraguay que prevé el combate de la plaga en el area de

produccion citricola de la region del litoral.

10. Teoria de la seleccion sexual

Darwin (1871), definié el proceso de seleccion sexual expresando que “ésta depende
de las ventajas que algunos individuos tienen sobre otros del mismo sexo y especie
unicamente en relacion a la reproduccion”.

La seleccion sexual tiene un numero de subcomponentes pero generalmente se
reconocen dos tipos mayores de competencia. Uno depende de la eleccion de un
individuo por otro del sexo opuesto, por ejemplo la eleccion por parte de una hembra de
un macho dentro de un grupo de machos. Esta seleccion ha sido denominada epigamica
o seleccion intersexual. El otro se basa en las interacciones entre machos, o menos
comunmente entre hembras y se le denomina seleccidn intrasexual (Partridge y Halliday
1984). Hoy se acepta que los dos procesos de los que hablé Darwin actian en las
poblaciones y existen pruebas experimentales de que las hembras de algunas especies

son capaces de elegir entre los machos (Kirkpatrick 1987). Como Halliday (1983)
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sefiala, no siempre es facil determinar cual forma de seleccion ha sido la mas importante
para algun caracter particular. Ambos procesos pueden actuar simultineamente durante
el cortejo y suele ser muy dificil diferenciar el papel que juega cada uno de ellos.

Existe seleccion sexual en aves y mamiferos (Le Boeuf 1974; Cox y Le Boeuf 1977,
Andersson 1982) y también en batracios peces insectos y aracnidos (Searcy 1982;
Kirkpatrick 1987)

Segun Fisher (1930), para que la seleccién sexual basada en la preferencia por parte de
la hembra produzca la evolucion de un caracter dimdrfico que se exprese sélo en los
machos, el individuo que ejerce la preferencia ha de obtener alguna ventaja. Existe asi
un proceso en el que la atractividad del macho y la preferencia de la hembra
evolucionan conjuntamente. El proceso se detendra cuando la ventaja que posea el
caracter en relacién a la seleccion sexual se vea contrarrestada por su desventaja en
otros componentes de la eficacia bioldgica (viabilidad, longevidad, etc.). Este proceso
se conoce con el nombre de “runaway”.

Trivers (1972) propuso que la seleccion sexual ocurre a causa de la desigualdad en la
inversion parental (consumo energético) por progenie entre los sexos. Cualquier sexo
que haga la inversion parental mas grande por progenie (usualmente la hembra), serd un
recurso limitado y valioso para el otro. Segin Emlen y Oring (1977) el sistema de
apareamiento de una especie estd determinado por la disparidad entre los sexos en
inversion parental, la relaciéon de machos a hembras disponibles por apareamiento en
cualquier momento (referido como la relacion operacional de sexos) y otros factores
ecolégicos, tales como la depredacion, la distribuciéon de comida y otros recursos
criticos, la duracién de la temporada de reproduccion y los requerimientos de los hijos.

Estas vanables limitan la capacidad de machos para monopolizar un nimero de hembras



o recursos y la capacidad de las hembras para escoger entre parejas potenciales. El

resultado es una extensa variedad de sistemas de apareamiento.

11. Sistema de apareamiento

Por sistema de apareamiento se entiende el conjunto de estrategias, comportamientos y
adaptaciones fisioldgicas que se observan en una especie con el fin de reproducirse
(Vehrencamp y Bradbury 1984). Uno de los sistemas mas extremosos de apareamiento
conocido es el lek poligamo, el mismo es una agregacion de machos que realizan
despliegues a las que concurren hembras con el sélo proposito de copular (Bradbury y
Gibson 1983).

Estas agregaciones de machos han sido 1lamadas lek (derivado de la palabra sueca que
quiere decir “jugar”) (Trail 1983). Las hembras tipicamente visitan una variedad de
machos, se aparean con uno y siguen su camino. Algunas caracteristicas generales del
sistema de apareamiento de lek son: receptividad sexual de hembras desincronizada, una
relacion sexual operacional fuertemente sesgada y una larga temporada de
reproducciéon. Usualmente en leks, una pequefia proporcién de los machos representa
una alta proporcion de las copulas. El comportamiento del lek ha sido comprobado para
pajaros, peces, ranas, murciélagos, antilopes e insectos. Las moscas de la fruta estan
entre los insectos que muestran este sistema de apareamiento por lek (Emlen y Oring;
1977; Bradbury 1981; Burk 1981).

Cualquier cuidado parental es intentado solamente por las hembras, y los machos ni
defienden recursos ni parejas. En lugar de esto los machos se agregan y establecen

territorios donde ellos se muestren a las hembras.
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Emlen y Oring (1977), sugiere que el sisterna de lek se produce cuando los recursos son

superabundantes, imprevisibles en tiempo y espacio (no son defendibles por el macho) o

muy dificil de defender porque la densidad poblacional es alta (interferencia con otros

machos).

En especies con leks el unico beneficio que podria recibir las hembras son “buenos

genes”. Si existe seleccion intensa sobre algun caracter de los machos, seria esperable

que disminuya la varianza genética aditiva de dichos caracteres. Por lo tanto, en el largo
plazo, las hembras no van a tener variabilidad para elegir. Esta es la llamada “paradoja

del lek” (Moller 1994).

Las principales hipdtesis que han sido propuestas para explicar la evolucion del lek

(Hoglung y Atalano 1995) son:

1- Los machos se agregan en “hotspots”: los machos se agregan en areas donde la tasa
de encuentro con las hembras es mayor, zonas donde se superpone los rangos de
distribucion de las hembras, asi los machos pueden obtener un incremento en la
probabilidad de visita de la hembra.

2- Los machos se agregan alrededor de “hotshots™: si los machos difieren en calidad y
ciertos machos son altamente atractivos para las hembras (hotshots), los machos de
mas baja calidad pueden incrementar su probabilidad de apareamiento por ubicarse
alrededor de los machos més atractivos (hotshots).

3- Preferencia de la hembra: Las hembras pueden preferir aparearse en agrupaciones de
machos debido a que obtienen ciertos beneficios, como disminucion de la predacion,

oportunidad de comparar machos, incremento en la calidad promedio de los machos.
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4- Efecto de dilucion: los machos se agregan para disminuir la predacion, si los machos

se exponen a la predacion durante el despligue sexual, el riesgo per capita decrece

con el incremento del tamaiio del grupo, luego la seleccion favorecera la agregacion.

De acuerdo con Bradbury (1981), ninguno de estas hipdtesis son enteramente

satisfactorios y probablemente estas no son mutuamente excluyentes.

12. Comportamiento sexual en moscas de la fruta

Prokopy (1980) y Burk (1981) identificaron dos tipos generales de sistemas de

apareamientos:

1.

El que se presenta en los géneros univoltinos de clima templado (por ejemplo
Rhagoletis) cuyas poblaciones y hospederos son bastante predecibles y estables en
distribucion y abundancia afio con afio. En este caso, el sitio de encuentro cambia
estacionalmente en la planta hospedera de acuerdo con el grado de madurez de la
fruta y la receptividad de las hembras, del follaje (no basado en el recurso) al sitio
de oviposicion (basado en el recurso) donde los machos intentan forzar la cépula
con hembras no receptivas.

El que se presenta en géneros tropicales y subtropicales (por ejemplo Anastrepha,
Ceratitis, Dacus), cuyas poblaciones son multivoltinas y tienden a tener una gama
amplia de hospederos con distribucion y abundancia sumamente irregular en
espacio y tiempo. Aqui los sitios de encuentro de apareamiento son
correspondientemente mas predecibles y mas variables. Debido a que las hembras o
los recursos requeridos por ellas no son econdémicamente monopolizables, los

machos forman agregaciones no basadas en los recursos (leks) en las cuales ellos
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establecen pequefios territorios que consisten de una sola hoja donde luchan unos

contra otros mostrando despliegues sexuales y se aparean con las hembras que

llegan.
Varios autores han examinado el proceso por el cual se forma un lek (Prokopy 1980;
Aluja et al. 1983; Anta y Kaneshiro 1985; Iwahashi y Majima 1986). Un macho puede
empezar sefialando y llamando en sitios con condiciones ambientales especiales a una
hora especifico del dia. Luego, machos adicionales son atraidos a dichos lugares.
Usualmente los leks consisten en 3 a 10 machos agrupados agrupados en un area de 30
cm aproximadamente, cada uno en una hoja separada. Las interacciones macho-macho
ocurren estableciendo y defendiendo su territorio individual (competencia intrasexual).
Mais tarde las hembras son atraidas al lek. Estas permanecen en la periferia y hacen
visitas a los territorios individuales.
Normalmente cuando llega la hembra el macho esta en el proceso de produccién de
feromona, llamando y/o abanicando las alas. Después de llegar, la hembra se aproxima
finalmente al macho. Cuando la pareja se ha acercado hasta 1-2 cm uno del otro, el
macho se ocupa en abanicar las alas e intenta copular. Normalmente el apareamiento
tiene lugar en la superficie inferior de la hoja que es el territorio del macho (Prokopy y
Hendrichs 1979; Aluja et al. 1983; Burk 1983; Morgante et al. 1983; Kuba et al. 1984).
Las parejas que copulan dentro del lek regularmente son molestadas ahi por otros
machos. Por consiguiente, después de iniciar el apareamiento se mueven en direccion a
lugares mas protegidos (Kuba y Koyama 1985; Hendrichs 1986).
Field et al. (1999), reconocen la existencia de leks en dos escalas espaciales en C.
capitata, los “leks en pequefia escala”, como la definié Prokopy y Hendrichs (1979)

agrupaciones de 3 a 6 machos “llamando” dentro de la copa de un arbol, y los leks a
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gran escala definido por Whittier et al. (1992) agrupaciones de los machos “llamando”
entre arboles. A gran escala una combinacion de factores ecologicos parecen actuar
dirigiendo la actividad de apareamiento de la mosca del Mediterraneo primeramente
hacia la fruta hospedero, y luego a concentrarse en ciertos arboles dentro del habitat.
Hay evidencias que sugieren un efecto compuesto de la agrupacion a gran escala, evitar
la predacion y agregarse en “hotspot”. Hay razones para suponer que los efectos de
preferencia de la hembra y “hotshot” no podrian ser fuerzas evolutivas potentes en este
nivel espacial (Field et al 1999).

Las causas evolutivas del lek a pequefia escala dentro del arbol parecen ser distintas de
aquellas que favorecen los leks a gran escala. El efecto de hotspot en este caso es de
poca importancia, mientras que los efectos de evitar la predacion, “hotshot” y
preferencia de la hembra podrian ser importantes. Sin embargo aiin no hay evidencias
directas disponibles que soporten la hipétesis de “hotspot”. La evidencia es tal vez
convincente por el efecto de predacion que actia al incrementar el tamaifio de la
agregacion. La evidencia también existe por la preferencia de la hembra de
agregaciones de gran tamaiio, sin embargo esto parece ser modulado por el peligro de
predacion, punto que lleva a un conflicto de interés entre los sexos con respecto al

tamafio del lek (Field et al. 1999).

12.1 Estimulos
Una de las caracteristicas principales de un sistema de apareamiento no basado en el
dominio de un recurso, que permite los encuentros sexuales lejos de los recursos, es la

existencia de sefiales para atraer y comunicarse con el sexo opuesto. De acuerdo con
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Burk (1981), las sefiales mas elaboradas en el comportamiento sexual de insectos se
encuentran en Diptera.

En las moscas de la fruta, las sefiales mas observadas son producidas por machos y
usadas en un contexto sexual. El cuerpo de estas moscas es colorido y refringente y sus
alas transparentes son marcadas con patrones distintivos. Las diferentes posiciones y
movimientos de alas y patas, probablemente son sefiales que proveen informacion
acerca de la especie, sexo y otras caracteristicas individuales del emisor (macho) (Burk
1981). Sin embargo esto no ha sido demostrado experimentalmente.

Webb et al. (1983a, 1983b) y Sivinski et al. (1984) han demostrado diferentes sefiales
acusticas, cada una con distintas caracteristicas y patrones de intensidad, las cuales son
producidas por la vibracion de las alas. Las sefiales acusticas ocurren cuando se estan
emitiendo feromonas, peleando con otros machos, cortejando hembras, antes de la
copula y después de la iniciacion.

La comunicacion quimica en dipteros no es tan eficiente como en lepidépteros. Sin
embargo se han identificado feromonas en un nimero de especies (Chambers 1977). En
varias especies los machos producen atrayentes de mediana a larga distancia que se
dispersan desde una cavidad al final del abdomen que se distiende cuando los machos
estan llamando (Nation 1981). Los machos adoptando su postura “inflada” ondulan sus
alas abanicandolas rapidamente, rotando alrededor y frecuentemente, tocando la
superficie de la hoja con el extremo del abdomen, aparentemente para depositar su
feromona sexual y aumentar el area efectiva de la evaporacion de la misma (Prokopy y
Hendrichs 1979).

Varios autores han comunicado que las trampas cebadas con machos o atrayentes

sintéticos atraen mas machos que hembras (Perdomo et al. 1976; Chambers 1977). De
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acuerdo con Burk y Calkins (1983) esta situacion puede ocurrir porque los machos
maduros sexualmente deben localizar un lek todos los dias mientras una hembra

solamente va al lek una o pocas veces en su vida.

12.2 Competencia Intrasexual

Existe evidencia empirica que indica que los machos victoriosos una pelea ven
incrementado su éxito en el apareamiento (Partridge y Halliday, 1984). El tamario
corporal puede a veces relacionarse con este hecho (Churchill-Stanland et al. 1986,
Burk 1991). La seleccion intrasexual no actua solamente sobre caracteres relacionados
con la competencia a través de peleas previas a la copula. Existen otras vias
competitivas como ser el nivel de actividad general (Partridge et al. 1987a), la
capacidad de interferir y desplazar a un macho que se encuentra copulando y acaparar a
esa hembra o la remocion de esperma ya transferido por otro macho a la hembra previo
a la propia transferencia durante la copula (Waage 1979).

Una vez que se ha integrado un lek, los aspectos principales de competencia intrasexual
implican interacciones agresivas entre machos por territorios de una sola hoja. Desde
estos territorios, los machos compiten por atraer a las hembras a través de sefiales y
despliegues. Dodson (1982) describe despliegues agresivos estereotipados y
confrontaciones fisicas reales en Anastrepha suspensa. Observando el comportamiento
de lek de la misma especie bajo condiciones naturales, Burk (1983) encontré que a los
machos residentes les fue mas facil ganar un territorio peleando con los intrusos y los
machos grandes fueron mejores que los pequefios defendiendo territorios. Hay varias
descripciones de lucha territorial dentro de los dipteros que muestran ventajas del

tamafio grande y/o efectos de residencia (Alcock y Pyle 1979; Partridge et al. 1987).
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Burk y Webb (1983) mostraron que las hembras de A. suspensa pueden detectar
diferencias en el tamafio de los machos por medio de parametros acusticos, por lo que es
posible que los machos usen esta informacién acistica en combinacion con los
despliegues para evaluar el tamaiio del oponente. De esta forma los machos evitaran los
costos que estan implicados en peleas reales. Atun cuando las moscas de la fruta, como
otros dipteros, no han desarrollado ninguna defensa especial, las peleas pueden resultar
costosas. Por ejemplo un macho con las alas dafiadas como resultado de una pelea,
posiblemente no pueda atraer a muchas hembras con su reducido llamado acustico
(Sivinski y Webb 1985).

La presencia de seleccion sexual relacionada con caracteres morfolégicos ha sido
observada en distintas especies de dipteros incluyendo a C. capitata (Churchill-Stanland
et al. 1986).

Por su puesto, ademas de tamaifio y efecto de residencia, hay otros aspectos que
implican que aumente la complejidad de los encuentros territoriales. Capy y Lachaise
(1986) encontraron en Drosophila melanogaster que la edad puede ser un factor
importante.

En C. capitata se han registrado intentos de apareamiento entre machos (Prokopy y
Hendrichs 1979). La importancia y significado de este comportamiento aun no esta
claro.

Otra forma de interaccion entre machos en un lek se relaciona con una estimulacion
para llamar y liberar feromona. McDonald (1987) encontré que los machos de C.
capitata se estimulan uno a otro para lograr un alto nivel de feromona liberada y se

requiere de una estimulacion continua para mantener estos niveles altos.
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Una copula segura es el objetivo final del comportamiento del macho. Sin embargo, la
cdpula no garantiza que un macho fertilizara a su pareja. De acuerdo con Parker (1970),
en la mayoria de especies de insectos el ultimo macho en copular con una hembra, antes
de que ella ponga sus huevos, usualmente es el que gana la competencia de esperma.
Sin embargo, Drosophila sp. y C. capitata parecen ser la excepcion, ya que el esperma
de dos copulaciones muestra un cierto grado de mezcla (Sivinski 1980). Las hembras de
C. capitata no muestran atraccion a la feromona sexual de los machos después del
apareamiento y ellas generalmente se aparean generalmente una vez en su vida, lo que
sugiere que la cantidad de esperma que un macho pueda eyacular cuando insemina a la
hembra es importante en la competencia de esperma (Nakagawa et al. 1971). Sin
embargo se ha demostrado una cierta proporcion de reapareamientos (Hendrichs et al.

1996).

12.3 Eleccion de pareja

La eleccidon de pareja es uno de los topicos mds controvertidos en la literatura de
seleccion sexual (Halliday 1983). Generalmente se acepta que un individuo reducira la
aptitud de su propia descendencia si copula con una pareja de “baja calidad”. En varios
sisternas de apareamiento, las hembras suelen seleccionar sus parejas sobre la base de
beneficios materiales tales como recursos alimenticios (ej. poliginia por defensa de
recursos (Cronin y Shernan 1976)). Burk y Calkins (1983) sostienen que ya que el Gnico
provecho que las hembras, de especies que forman leks, pueden obtener es genético y
que ellas normalmente copulan una sola vez en su vida, tienen que ser muy selectivas y

evaluar un numero de caracteristicas de los machos.
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La evidencia directa sobre eleccion genética de la pareja es escasa. Partridge (1980)
establecio una correlacion entre eleccidn de pareja y descendencia apta. Ella permiti6 a
hembras de Drosophila aparearse libremente o forzé a cada hembra para aparearse con
un compaiiero seleccionado al azar. Encontr6 que la descendencia del grupo que podria
elegir era ligera, pero consistentemente mejor en los experimentos de competencia
larval que aquélla del grupo que no podia escoger. Sin embargo Boake (1986),
trabajando con el escarabajo de harina Tribolium casteaneum, no encontré correlacion
entre la atractividad de los machos y la viabilidad de la descendencia. Ella concluyé que
la hipdtesis de seleccion por “buenos genes” requiere probarse en una variedad de
especies antes de que se pueda derivar una conclusion general.

Otra pregunta en relacion con la eleccion de pareja es si la hembra selecciona al macho
en si o al territorio. Bradbury y Gibson (1983) sefialan que las nociones ampliamente
aceptadas de que las hembras simplemente escogen el macho central en un lek o que las
hembras siempre escogen el macho “dominante” no se puede asegurar por los datos
disponibles a la fecha. Por lo tanto ellos concluyen que nadie ha identificado las claves
criticas usadas por las hembras en la eleccion dentro de un lek. No obstante Padtridge y
colaboradores (1987b) encontraron que los machos grandes de Drosophila
melanogaster fueron mas exitosos para copular.

Lo que puede afirmarse es que las agregaciones de machos permiten a las hembras una
mayor posibilidad de ejercer la eleccién de su pareja (Burk 1983). También resulta mas
facil para una hembra detectar a los machos en esas agregaciones debido a que las
sefiales se unen (Emlen y Oring 1977). Las hembras reduciran su gasto de energia y
riesgo de depredacion reduciendo el numero de lugares visitados. Los encuentros

territoriales entre machos reducira el tiempo que una hembra necesita para localizar los
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“mejores” machos o los “mas débiles”. Generalmente los machos en agregaciones
tienen mas y mejores apareamientos exitosos que cuando se muestran en posiciones
aisladas (Prokopy y Roitberg 1984; Hendrichs 1986). Se ha sugerido que los machos
que se muestran en grupos tienen un efecto de estimulacion mas fuerte en las hembras y
por lo tanto obtienen mas parejas que machos que se muestran solos. Sin embargo, esta
hipétesis no explica porqué los despliegues en grupo tienen un efecto de estimulacion
en hembras de lek pero no de hembras de especies que no forman leks. Asi pues, puede
especularse que la tendencia a agregarse parece ser resultado del comportamiento de la
hembra.

La eleccion de la pareja en funcion de la frecuencia o la ventaja del “macho raro” podria
ser una adaptacion en hembras para evitar producir depresion genética y asegurar una
mayor heterocigosidad en su descendencia (Vehrencamp y Bradbury 1984). Esto podria
ser una importante adaptacion para especies que viven en ambientes inciertos y
temporales, como lo son las frutas tropicales para moscas de la fruta. Dal-Molin (1978)
encontro en Drosophila melanogaster que las hembras prefieren machos provenientes
de otros hospederos. Sin embargo, el efecto del “macho raro” no ha sido registrado para

moscas de la fruta (tefritidos).

12.4 Estrategias alternativas del macho

Es ampliamente aceptado que la diversidad intraespecifica en el comportamiento puede
ser completamente adaptable y mantenida por seleccion natural. En el caso de seleccion
sexual, muchas de las altenativas usadas por los machos parecen ser menos eficientes

que el comportamiento “normal”. Sin embargo, en muchos casos las diferentes



alternativas adoptadas resultan en un balance entre las estrategias de alto beneficio/bajo
riesgo (Emlen y Oring 1977).

Las formas de apareamiento alternativas en tefritidos fueron resumidas por Prokopy
(1980). Hendrichs (1986) encontré que solamente machos de A. suspensa, con
posibilidades muy reducidas de apareamiento en la forma primaria de reproduccion,
utilizaron estrategias secundarias. En estos casos los machos trataron de tomar control
de la decision de apareamiento en una forma mas indiscriminada, ya sea “parasitando”
las agregaciones de machos (visitantes satélites), o buscando hembras no receptivas, en
frutas cuando estaban tratando de ovipositar (apareamiento forzado). Prokopy y
Hendrichs (1979) encontraron que cuando el nimero de hembras de C. capitata fue
reducido en la jaula de campo, aumenté el nimero de machos que adoptaron estrategias
alternativas. De este modo, estas estrategias pueden ser parte de una actividad diaria
practicada por todos los machos cuando la densidad de hembras es baja, o simplemente

un ultimo recurso de machos rechazados en los leks.

12.5 Comparacion de moscas criadas en el laboratorio y salvajes

La competitividad por el apareamiento en el campo de los insectos criados y
esterilizados en forma masiva es quiza el factor mas importante para el éxito de un
programa de TIE. Conocer los posibles efectos daiiinos de la radiacidn ionizada usada
para esterilizar (Knipling 1979) y los efectos de la cria masiva sobre la competitividad
sexual es muy importante para la eficiencia de la técnica.

Koyama et al. (1986) comunicé que cepas silvestres y de laboratorio de Dacus
cucurbitae se aparearon al azar cuando fueron confinadas en una jaula de campo y no

hubo evidencia de aislamiento sexual entre las mismas. Zapien et al. (1983) encontraron
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que los machos de laboratorio de C. capitata compitieron con los machos de campo por
territorios en jaulas de campo con arboles de café, formando leks mixtos y los machos
de laboratorio dieron cuenta del 51.5% de todas las copulas. Sin embargo cuando se
consideraron solo las hembras de campo, los machos de laboratorio representaron
solamente el 38% de las copulas. Estos resultados indican que los machos de laboratorio
no han perdido su comportamiento “natural”, pero las hembras de laboratorio parecen
ser menos selectivas que las hembras de campo. Por lo tanto siendo mas selectivas, las
hembras de campo tienden a preferir mas a los machos de campo (Cayol et al.1999).
Este comportamiento, como obviamente se deduce, puede influir fuertemente en la
efectividad de la TIE. Un ejemplo interesante es el caso de una prueba piloto que se
realiz0 en Hawaii para erradicar la mosca de la fruta de las plantaciones de café,
aplicando la TIE (Mclnnis et al. 1996). El programa fallé después de varios aiios de
continuas liberaciones, y se postulé que la causa era que las hembras salvajes del area
tratada en Kauai alteraron su preferencia de apareamiento y comenzaron a rechazar mas
a los machos de laboratorio durante el cortejo (Mclnnis et al. 1996). Esto podria a través
de un proceso de seleccion sexual dado que el éxito reproductivo de una hembra que se
aparee solamente con un macho estéril es cero, se perpetuaran a través de sus
descendientes so6lo aquellas hembras que discriminen en forma correcta entre machos de
cria masiva y machos salvajes. La presencia de bases genéticas para la discriminacion
podria llevar a la seleccion de hembras que rechacen a los machos irradiados (Mclnnis
et al., 1996).

En A. suspensa de campo y de laboratorio regularmente forman leks mixtos (Sivinski
1984). Sin embargo en esos leks los machos de laboratorio realizan menos despliegues

que los machos de campo en esos leks mixtos. Los machos de laboratorio fueron
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observados llamando solos y lejos o fuera de los leks mixtos (estrategia alternativa) y
perdieron mas encuentros territoriales dentro de un lek que los machos de campo. Las
probabilidades de realizar copulas siguiendo alguna estrategia secundaria como se
disertd en la pagina 38, fueron siempre mucho mas bajas que las de machos capaces de
defender su territorio en un lek. Por otro lado Spiess (1982) observé que los machos de
campo de Drosophila silvestris cortejaron menos que los machos de laboratorio, pero
fueron mas exitosos en los apareamientos. Este investigador llego a la conclusion que el
vigor en el cortejo no parece ser lo mas importante en la eleccion de las hembras,
siempre y cuando el macho logre un minimo de sefiales, en conformidad con el sistema
de reconocimiento de la especie. Asi, estos resultados son contradictorios y por lo tanto
aun se requiere mayor investigacion.

Un factor importante para la TIE se relaciona con la competencia de esperma. Este
fenomeno puede ser importante si los machos de laboratorio no producen suficiente
cantidad de esperma. Markow et al. (1978) observo que las hembras de D. melanogaster
prefieren machos virgenes a machos que se han apareado recientemente. En C. capitata,
se encontr6 que la receptividad de las hembras es regulada por el esperma suministrado
(Nagakawa et al. 1971). Hendrichs (1986) observé que usualmente las hembras de A.
suspensa que se aparean con machos pequefios de laboratorio se aparearon otra vez el
mismo o al siguiente dia. Este autor sugiere que el apareamiento mas corto para machos
de laboratorio y mas largo para machos de campo puede ser el resultado de fuerzas de
seleccion opuestas sobre el tiempo de apareamiento. En el laboratorio la disponibilidad
de parejas es mas grande; por lo tanto, el cortejo tiende a reducirse y las hembras
pierden en cierto grado su poder de eleccion. En la naturaleza, por otro lado, no siempre

se tiene la alta disponibilidad de parejas. Es importante para el éxito de la TIE que los
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machos liberados no solo se apareen con las hembras del campo sino también que sean
capaces de transferir eficientemente su esperma, si asi no lo hiciere la hembra se

reapareara hasta que encuentre un macho que complete sus espermatecas.
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OBJETIVOS

Dada la necesidad de ampliar la informacién sobre el comportamiento reproductivo de
C. capitata para lograr un mejoramiento en el control de la plaga. El presente estudio

tuvo como principales objetivos:

» Obtener informacion basica sobre el comportamiento en el apareamiento a corta
distancia (una vez que el encuentro se ha producido) de C. capitata. Para ello se
observaron los detalles del cortejo mediante macro video analisis tratando de

determinar la secuencia de cortejos exitosos.

» Deteccion de diferencias en los patrones de cortejo entre lineas de laboratorio y
moscas salvajes, en condiciones de competencia intra e intersexual, en

laboratorio y jaulas de campo.

» Evaluar los posibles efectos de la radiacion utilizada para esterilizacion sobre el
comportamiento en el apareamiento, en condiciones de laboratorio y jaulas de

campo.

» Contribuir al desarrollo de métodos de control de calidad de las lineas de cria
masiva que evalien la capacidad de competicién por el apareamiento con
hembras salvajes, tomando en cuenta las posibles diferencias en el

comportamiento de poblaciones de diferentes areas geograficas.
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1.1, Obtencion de moscas silvestres

El método mas eficiente de obtencion de muestras de moscas de los frutos consiste en la
recoleccion de frutas con evidencia de ataque de moscas.

La disponibilidad de fruta atacada varia a lo largo del afio y entre localidades. Las
colecciones se realizaron entre octubre y mayo. Segin la época la fruta provino de
distintas localidades y distintos hospederos.

Se recolectaron frutas con evidencias de ataque por tefritidos (orificios de oviposicion)
en zonas donde no se ejercia control de plagas por medio de insecticidas. Dicho
material, que contenia huevos y larvas de C. capitata de diferentes estadios se utilizd
para obtener moscas adultas salvajes. Para ello se colocaron las frutas sobre un lecho de
arena seca. Al finalizar el tercer estadio, las larvas abandonan la fruta saltando a la arena
para empupar sobre ella. A 23°C la etapa larval dura aproximadamente 11 dias, por lo
que se conservé la fruta durante aproximadamente dos semanas. A partir del 3° dia
después de que comenzaron a saltar las larvas de 3° estadio se tamiz¢ la arena dos veces
por semana para separar las pupas. Este procedimiento se repitié hasta que dejaron de
aparecer pupas.

Las pupas se colocaron en frascos de vidrio con tapa de espuma de poliuretano, hasta la
emergencia de los adultos. A 23°C la etapa adentro del pupario dura unos 13 dias. A
partit de la emergencia del primer adulto todos los dias se separaron los imagos
emergidos, y se colocaron los machos y hembras en frascos diferentes con tapa de

poliuretano. Dado que se requieren al menos 3 dias para alcanzar la madurez sexual,
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este método permitié obtener moscas virgenes de diferentes edades para ambos sexos.
Estas fueron mantenidas en numeros no superiores a 60 en frascos de vidrio de 400 ml o
no superiores a 200 en frascos de 2750 ml. Se alimenté a las moscas adultas con una
mezcla de sacarosa-levadura (3:1) y el agua se suministré como gel de agar al 1%. Para
los frascos chicos se utilizan recipientes de 10 ml, que se renovaron 2 veces por semana,
para los frascos grandes se usaron recipientes de 25 ml que se renovaron 1 vez por
semana. Las moscas se envejecieron en camara de cria con temperatura controlada de
23 a 25 °C y fotoperiodo 12:12 hs. luz-oscuridad, hasta la edad necesaria para las
pruebas. El ambiente se mantenia con una humedad alta (40-95 %) utilizando un

vaporizador regulado por un temporizador.

1.2, Cria de lineas en laboratorio

Con el fin de amplificar el material salvaje colectado para las diferentes pruebas o
mantener las lineas de laboratorio, el método de recoleccion y manejo de huevos, cria de
larvas pupas e imagos fue el propuesto por Teran (1977).

Para la oviposicion y recoleccion de huevos se utilizaron frutas artificiales de plastico
coloreado de aproximadamente 4 cm de diametro a las cuales se les realizé multiples
perforaciones con una aguja incandescente y un orificio de 1.5-2.0 cm de diametro en la
parte superior. Por este orificio se colocé un tapén de corcho con un pedazo de espuma
de poliuretano mojado para mantener el interior de la fruta saturado de humedad. Este
dispositivo se colgod en el interior de un frasco de 2750 ml, conteniendo no mas de 200
individuos de ambos sexos, suspendido por un alambre desde la boca del frasco. Las

frutas se retiraron cada 24 o 48 hs dado que este periodo es inferior a tiempo de
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desarrollo embrionario. Para la recoleccion de huevos se quitd el tapon, se arrastraron
los huevos con agua destilada por medio de una piseta y se vertieron sobre un papel de
filtro colocado en un embudo. Después del filtrado, se agruparon los huevos con una
espatula en un area de papel no superior a 1-1.5 cm de didmetro, se recortd la misma y
se la colocd sobre medio de cultivo para larvas. El medio utilizado fue el de Teran
(1977) con modificaciones introducidas en el Instituto de Genética “Ewald Favret”,
CNIA, INTA (Quesada Allué et al. 1994). Los tres estadios larvales se desarrollaron en
ese medio que debe mantenerse himedo especialmente durante los primeros dias del
desarrollo larval. El medio se coloco en cubetas de 25 ml. En cada cubeta se sembraron
50 a 200 huevos. Cada cubeta se coloco en un frasco de 200 ml sobre un lecho de arena.
Estos frascos se taparon con poliuretano y colocaron en la cdmara de cria en las
condiciones antes mencionadas. Las larvas del tercer estadio abandonaron el medio de

cultivo saltando a la arena para empupar.

2. Métodos experimentales

2.1. Experimentos en jaulas de campo

2.1.1. Jaulas:

La jaula para moscas, confeccionada con una malla plastica, es cilindrica con piso y
techo. Sus medidas son 2.9m de didametro y 2.0m de alto. El acceso a la jaula se realiza a
través de un cierre vertical a cremallera en la pared. El piso posee dos cierres que

permiten alojar una planta hospedera dentro de la jaula y cerrar la abertura alrededor de



la base del tronco. La red se mantiene erguida por medio de una estructura tubular
construida por fuera con cafios de PVC de 4.0 cm de diametro (Fig.1 a).
Las jaulas de campo se armaron a la intemperie en el Campo Experimental de Ciudad

Universitaria, rodeando un arbol citrico joven (Fig.1 b).

2.1.2. Marcado de moscas:

Para identificar los machos de diferentes grupos que se ingresaron en la misma jaula, se
los marcé con pinturas al agua de diferentes colores sobre el protérax. Para ello se
colocé a los machos en una bolsita de tul y, reteniéndola suavemente con los dedos
sobre una mesa se los pintdé con un pincel fino a través de la malla de la tela. Dicho
procedimiento se realiza dos dias antes de las pruebas para permitir que los individuos
se recuperen y descartar a aquellos que pudieran haber sido afectados por la

manipulacion.

2.1.3. Desarrollo del experimento:

Cada dia a la mafiana, entre las 7 y las 9 hs. segun el experimento, se liberaron los
machos virgenes en la jaula. Luego de la liberacion se permitié a los machos que
estableciesen su territorio y se integrasen a leks durante una hora. Luego de transcurrido
ese tiempo se liberaron las hembras virgenes. A partir de ese momento se ingreso a la
jaula durante intervalos regulares de tiempo durante el dia para extraer las parejas en
copula y registrar las observaciones requeridas en cada experimento. Al final de cada

dia de prueba se limpid la jaula de moscas retirando los individuos no apareados.
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Figura 1. a) Jaulas de campo. b) Arbol citrico joven adentro de la jaula
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2.2. Experimentos de videograbacion

Se utilizé un equipo de videograbacion (Fig.2a) armado en un cuarto con temperatura
controlada ( 23°C aproximadamente) y acusticamente aislado para el correcto registro
de las sefiales sonoras.

El equipo adecuado para permitir la grabacion en laboratorio const6 de una videocamara
Hi8 modelo CCD-TR805 (Sony, Japon) con un lente para primer plano (Novoflex,
Alemania), un televisor color modelo 14GX1510/77B (Phillips, Argentina), una
videograbadora modelo H-J401EN (JVC, Japoén), un micréfono modelo K6P/MKE102
(Sennheiser, Alemania) y una luz puntiforme.

Las moscas fueron colocadas en cinco cajas de apareamiento (Fig. 2b). Estas consisten
en camaras cilindicas de acrilico trasparente, de 150mm de diametro x 100mm de alto,
cerradas en la parte superior por una capsula de petri. La base se colocé sobre un disco
de vidrio transparente de 2mm de espesor. Este disco estaba sostenido por una base
giratoria. Las grabaciones fueron hechas a través de este vidrio desde abajo. El
micréfono se coloco a través de un agujero lateral en la caja. Otro agujero lateral se
utilizd para liberar las moscas dentro de la caja. Para ello se utilizaron tubos de
liberacion de insectos, estos se fabricaron cortando la parte anterior de una jeringa
descartable. Se permitia a la mosca entrar suavemente a la jeringa por el extremo
cortado y luego con el émbolo de la misma se la guiaba para entrar en la caja de
apareamiento. Este método permitié lograr una menor perturbacion de los individuos
que si se utilizaba un aspirador.

Todos los insectos utilizados para las observaciones debian tener la edad en la que se

alcanza la maxima actividad de cortejo.



Las video grabaciones fueron realizadas durante el periodo de mayor apareamiento
estimado en el experimento en jaulas de campo (10:00 a 14:00 hs)

Cada mafiana se acondicionaban las cajas de apareamiento colocandoles una hoja de
citrico fresca en la cara superior interna para simular las condiciones naturales (Fig.2b),
pues en el campo los machos establecen su territorio en la cara abaxial de las hojas de
los arboles frutales.

Aproximadamente 30-60 minutos antes de que comience el periodo de maxima
actividad de apareamiento se colocoé un macho en cada caja de apareamiento (5 en total)
utilizando un tubo de liberacion.

Para la videograbacidn del cortejo se aplico el siguiente procedimiento:

- Se esper6 que los machos se apacigiien y establezcan su territorio.

- El primer macho que comenzaba a llamar, en forma continua durante 5 minutos, era
elegido para la primera grabacion.

- Girando el disco de vidrio se coloco la caja seleccionada arriba de la videocamara.

- Se empez6 a grabar acercando el “zoom” al maximo sobre el macho llamando para
permitir reconocer detalles y corroborar la 1lamada del macho en anélisis subsiguientes.
- Pasados 5 minutos se coloco la lente en posicion “wide” (vista panoramica de la
camara de observacion).

- Se liber6 suavemente la hembra dentro de la caja de apareamiento, anotando la hora de
liberacion.

- Se registraron los detalles de comportamiento de ambos, macho y hembra pero dando

prioridad al macho cuando fuera imposible grabar a ambos.
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- Cada vez que la distancia entre hembra y macho fue menor de 3cm, se realiz6é un
acercameineto mediante el “zoom”, para captar los detalles del comportamiento de
ambos (manteniéndolos dentro del encuadre con la maxima ampliacién posible).

- Cuando se observo un intento de apareamiento se tomo nota, consignando la hora para
cada intento y si fue exitoso o no. Si se producia la copula el observador se acercaba al
mi al micréfono y decia “copula” para luego poder evidenciar el momento exacto.

- Se grab6 durante 30 minutos desde la liberacion de la hembra, independientemente de
las actividades desplegadas por el macho. Este fue considerado exitoso si copulaba
dentro de ese periodo.

- Finalizada una grabacion se giraba el disco sobre la camara al siguiente macho que
estuviera llamando.

Luego de realizadas las grabaciones las mismas fueron analizadas, clasificando los
diferentes componentes del cortejo y el tiempo empleado en cada uno de ellos a lo largo
de los 30 minutos registrados. Cuando fue necesario se utiliz la funcién cuadro por

cuadro de la videograbadora, la cual provee una resolucion de 1/30 de segundo.
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Figura 2. a) Equipo de videograbacion. b) Caja de apareamiento
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Determinacion de las condiciones dptimas de apareamiento en jaulas de

campo

1.1 INTRODUCCION

La division del tiempo entre actividades reproductivas y alimentarias representa un
problema evolutivo para el cual cada especie de insectos encontré una solucién
particular. Esta solucion refleja los mandatos ecoldgicos del ambiente de los insectos y
coacciones especificas fisiologicas y comportamentales (Roitberg 1985; Stearns 1989,
Bell 1990). Algunas especies, especialmente de lepidopteros, resuelven este problema
en una escala de tiempo estacional, concentrando alimentacién y crecimiento en un
periodo de desarrollo y reproduccion en otro. Por otro lado, el éxito reproductivo de
otras numerosas especies gira sobre sus habilidades, como adultos, para forrajear
eficientemente para obtener recursos nutricionales. Estos recursos deberan ser
cuidadosamente aprovechados como una manera de satisfacer las necesidades somaticas
y reproductivas del individuo (Rauberhaimer y Simpson 1995). Ademas, estos adultos
deben decidir cuando forrajear para obtener recursos nutricionales, y cuando invertir
tiempo en reproduccion (busqueda de pareja, cépula, oviposicion) (Bell 1990). Estas
decisiones son frecuentemente disparadas por umbrales fisioldgicos, que dictan y
regulan la expresion de comportamientos especificos.

Se han observado repetidamente patrones discretos de comportamiento circadiano en C.
capitata en poblaciones de laboratorio (Causse y Féron 1967; Smith 1989),
seminaturales (Prokopy y Hendrichs 1979; Prokopy et al. 1996) y ambientes naturales

(Cayol 1996; Hendrichs y Hendrichs 1990; Hendrichs et al. 1991; Whittier el al. 1992;
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Warburg y Yuval 1997. Los patrones de actividades observados indican una particiéon
del dia entre actividades nutricionales y reproductivas. En general las actividades del
macho son reguladas y discretas, con una separacién entre actividades de forrajeo y
reproductivas, mientras que las hembras estan ocupadas en diferentes actividades a
través del dia. Los machos se congregan en leks desde la mitad de la mafiana hasta la
tarde temprano y raramente en este periodo se ocupan de otras actividades. La
alimentacion de ambos sexos tiene lugar al anochecer, suplementariamente también a la
maiiana y las hembras ocasionalmente comen durante todo el dia (Hendrichs y
Hendrichs 1990, Hendrichs et al. 1991; Warburg y Yuval 1997). La oviposicion tiene
lugar esporadicamente a toda hora, pero se concentra primariamente en la segunda
mitad del dia.

El modelo de jaula de campo utilizado en este experimento ya fue empleado y
estandarizado para evaluar la propensidn al apareamiento y competencia entre
diferentes lineas de C. capitata y otras moscas de la fruta, bajo condiciones de campo
(Chambers et al. 1983). Estas jaulas son el mejor compromiso entre condiciones de
laboratorio y costosas e impracticables observaciones de campo para evaluar el
comportamiento en el apareamiento de las moscas de la fruta bajo condiciones
seminaturales. Por esta razon en el presente proyecto se propone la utilizacién de estas
jaulas para obtener estimaciones extrapolables a condiciones naturales.

El presente trabajo fue realizado con la intencion de caracterizar en jaulas de campo las
condiciones que favorecen el éxito en el apareamiento en C. capitata, incluyendo
factores ambientales y de desarrollo para moscas salvajes. La informacién producida
por este experimento fue utilizada para tratar de simular las condiciones dptimas en los

experimentos de videograbacion en el laboratorio.
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1.2 MATERIAL Y METODOS

1.2.1 Obtencion de moscas silvestres

De fines de febrero a principios de marzo de 1995 se recolectaron duraznos atacados de
un monte frutal del INTA de San Pedro, Pcia. de Buenos Aires (33° 46’latitud S, 59°
44’longitud O). Dicho material, que contenia huevos y larvas de C. capitata de
diferentes estadios, fue utilizado para obtener moscas adultas salvajes en Instituto de
Genética “Ewald Favret”, CNIA, INTA Castelar y se trasladaron los adultos separados
por sexo y por edad hasta la Ciudad Universitaria donde se envejecieron hasta la edad

necesaria.

1.2.2 Desarrollo del experimento

Se realiz6 una prueba piloto en jaulas de campo para caracterizar las condiciones
Optimas (climaticas y bioldgicas) para el apareamiento. El experimento se realiz6 entre
el 24 de marzo y el 2 de abril. Se comenzd con 3 grupos de machos y 3 grupos de
hembras de diferentes edades (3, 5 y 7 dias respectivamente). Cada grupo estaba
constituido por 15 individuos.

Como las clases mas jovenes (3 y 5 dias) fracasaron en el apareamiento en los primeros
2 dias (2 ensayos), en los siguientes dias se incrementd la edad de los grupos. De
acuerdo con la posibilidad de obtener individuos de diferentes edades durante ¢l periodo
que duro el experimento las edades utilizadas fueron las siguientes:

-5,7 y 9 dias (15 individuos de cada edad): 2 ensayos
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-7,9 y 11 dias (15 individuos de cada edad): 2 ensayos

-9, 11 y 13 dias (15 individuos de cada edad): 1 ensayo

-7,9, 11y 13 dias (10 individuos de cada edad): 1 ensayo

-11, 13, 15 y 17 dias (10 individuos de cada edad): 1 ensayo.

La noche previa a cada dia de observacion se liberaron en la jaula los 3 (o 4) grupos de
machos, con marcas de diferentes colores para identificar su edad. Las hembras,
también marcadas, fueron liberadas a las 7 de la mafiana. Cada hora se ingres6 en la
jaula, entre 7:30 y 17:30 horas, para extraer las parejas formadas registrandose el
numero de parejas en copula y la edad de las moscas apareadas. Ademas, se registraron
a cada hora variables climaticas y fisicas: temperatura, humedad, presion atmosférica,
intensidad luminosa y lluvia caida. Los datos de las variables climaticas fueron
provistos por el Departamento de Meteorologia de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales de la Universidad de Buenos Aires, cuya estacion experimental automatica

esta localizada en el mismo campus a unos 200m de la jaula de campo.

1.2.3 Métodos estadisticos

1.2.3.1 Efecto de la edad

La relacion entre la edad y la proporcion de apareamiento fue analizada por medio de
una prueba de Chi cuadrado, comparando la proporcion de individuos apareados de
cada edad con la proporcion esperada, asumiendo como hipotesis nula que todas las
edades tuvieran la misma probabilidad de aparearse. El nimero esperado de
apareamientos para cada clase de edad fue estimado como:

e=i.p.N



Capitulo I 59

donde i representa la proporcion de individuos de cada clase de edad, p es la proporcion

de individuos apareados para el total de la muestra y N es el tamafio de 1a muestra.

1.2.3.2 Efecto de las variables fisicas y climadticas

El posible efecto de luminosidad, temperatura, presion, humedad y lluvias sobre la tasa

de apareamiento fue analizado con una regresion miultiple de a pasos o “stepwise”.

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Efecto de la edad

Al analizar la relacion entre la edad y la proporcion de apareamiento comparando la
proporcion de individuos observados de cada clase de edad con la proporcion esperada
se encontré que la tasa de apareamiento es mayor para las moscas de mayor edad,
siendo el namero de apareamientos observado mayor que el esperado para moscas de 11

o mas dias de edad (Tabla I-1).

1.3.2 Efecto de variables fisicas y climaticas

La maxima tasa de apareamiento fue registrada entre las 10:00 y las 14:00 horas, en

coincidencia con las horas de mayor luminosidad (Fig. I-1). El efecto de las restantes

variables fisicas/climaticas (temperatura, humedad, presion, lluvia) sobre la tasa de
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apareamiento no es significativo de acuerdo con un anélisis de regresion multiple

"Stepwise" (p> 0.05).

La temperatura media ambiental durante el curso del experimento fue de 23°C, con un
intervalo de 15°C a 28.6°C. La humedad relativa ambiente media fue de 58% con un

intervalo de 40% a 92%.

Tabla I-1. Porcentajes de apareamientos observados y esperados para

cada clase de edad.

Machos Hembras

Edad |Observados | Esperados | Observados | Esperados
3 1.92 7.69 0.00 7.69
5 1.92 15.38 1.92 15.38
7 17.31 23.08 13.46 23.08
9 17.31 19.23 13.46 19.23
11 19.23 15.38 21.15 15.38
13 21.15 11.54 28.85 11.54
15 11.54 3.85 5.77 3.85
17 9.62 3.85 15.38 3.85
x? 26.39 46.23

P 0.0004 <0.0001
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Figura I-1: Nimero de parejas apareadas y luminosidad media registrada como
una funcion de la hora a través de el experimento en jaulas de campo. La
luminosidad fue expresada en valores arbitrarios, registrados por un fotémetro

fotografico.

1.3.3 Distribucion de parejas en la jaula

Casi todas las parejas censadas se encontraron sobre el arbol, excepto dos que se
encontraron en la red. Se pudo observar que los machos establecian su territorio en la
cara abaxial de las hojas del pequeiio arbol citrico y también en los frutos, agregandose
en zonas especificas del interior de la copa del arbol formando "leks" (Fig.I-2). Cada
macho establece su territorio de apareamiento en una hoja, por medio de feromonas
producidas en la parte posterior del abdomen en forma de gota. Desde alli los machos
atraen a las hembras al area de lek. Los leks estaban constituidos por grupos de 3 a 5

machos.
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Figura I-2. a) Area de lek en el arbol. b) Macho “llamando” en el lek.
¢) Pareja copulando en el arbol.
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1.4 DISCUSION

1.4.1 Factores ambientales

En tefritidos, la iniciacion de la actividad sexual diara en la naturaleza es regulada por
cambios en las condiciones ambientales, luz y/o temperatura (Cayol 2000). En algunas
especies como A. frateculus el factor mas importante que regula la iniciacion de la
actividad sexual es la intensidad de la luz (Malavasi et al. 1983). En otras especies como
la mosca del Mediterraneo el factor limitante mas importante es la temperatura, de
modo que la actividad sexual de estas especies estan confinadas a las horas mas calidas
del dia (Hendrichs y Hendrichs 1990).

Por tal motivo los resultados obtenidos en este experimento sobre el periodo del dia de
mayor apareamiento son aplicables solo al lugar donde fueron realizadas y pueden no
ser extrapolables a otras poblaciones en otros lugares del planeta donde tanto las
condiciones climaticas como interaccion con otras especies relacionadas sean diferentes.
Sin embargo, los resultados de este estudios coinciden con los obtenidos por Cayol et al.
(1999) en pruebas en jaulas de campo realizadas en la provincia de Tucuman,
Argentina.

El fotoperiodo como un regulador del ritmo circadiano fue estudiado por Tychsen
(1978). Smith (1979) examiné el mecanismo genético que controla la regulacion del
tiempo de apareamiento y la respuesta a la intensidad de luz. Este autor encontré que el
comportamiento sexual esta influenciado por la interaccion entre la intensidad de luz y
el ritmo circadiano.

La fototaxis positiva puede tener influencia en la formacion de los leks. Para 4. schiner

(Flitters 1964) y Dacus dorsalis (Roan et al. 1954) se ha demostrado la influencia de la
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intensidad de luz sobre la fecundidad y la tasa de apareamiento. Estos resultados
coinciden con los obtenidos para C. capitata en este capitulo donde la maxima tasa de
apareamiento coincide con la maxima intensidad de luz.

Myburg (1962) vio, bajo condiciones externas, que las copulas se iniciaron solo a altas
intensidades de luz, arriba de 2000 lux, a temperaturas entre 19 y 31°C y humedad
relativa entre 30-95%.

El mayor factor ambiental que regula el comportamiento es aparentemente la
temperatura. Algunos autores observaron que las temperaturas elevadas inhiben el vuelo
y las actividades sexuales (Baker y Van der Valt 1992; Hendrichs y Hendrichs 1990,
Prokopy et al. 1987). En Egipto, donde prevalecen las temperaturas altas, Hendrichs y
Hendrichs (1990) encontraron muy baja actividad durante el mediodia, resultando en
un patréon bimodal de llamado para el macho y de oviposicion y alimentacion para la
hembra. Similarmente, ese patron de actividades bimodal se vio también en Tunez,
donde las temperaturas medias exceden los 30°C (Cayol 1996). Ademas, se observé que
un aumento elevado de temperatura conduce a las moscas al centro de la copa de los
arboles donde esta mas fresco (Hendrichs y Hendrichs 1990, Baker y Van der Valk
1992). En Chios, Hawai, México ¢ Israel las temperaturas en la época que se realizaron
las observaciones no fueron tan altas, no imponiendo restricciones en el
comportamiento, resultando en un patrén circadiano de actividades similar y unimodal
(Yuval y Hendrichs 2000).

En el presente trabajo la tasa de apareamiento no parecié estar influenciada por la
temperatura, dentro del intervalo de temperaturas registradas durante el ensayo. Esto se

pudo deber a que el ensayo se realiz6 durante un periodo del afio donde las temperaturas
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fueron benignas y la amplitud térmica diaria no fue muy marcada. Debido a esto
también se observo que el patron de distribucion de las copulas fue unimodal.

El ritmo de apareamiento de dos especies del género Ceratitis fue estudiado para
establecer su relacion con el aislamiento reproductivo entre las mismas. En la isla de La
Reunion se vio en jaulas de campo que moscas de C. rosa Karsch salvajes se aparean
solo por la tarde (el maximo se da entre 18:30 y 19:00 hs.), mientras que C. capitata en
simpatria, se aparea preferentemente en la mafiana temprano. El maximo se observa
entre 7:00 y 9:00 hs, con un pico mas pequeiio entre 13:00 y 14:00 hs y unos pocos
apareamientos aislados de C. capitata se dan a través del dia (Quilici y Franck 1997).

C. capitata se ha diseminado alrededor de el mundo y aparenta tener un patron
geografico de actividades de apareamiento. En Guatemala, el maximo de actividad de
llamado (calling) fue registrado entre las 11:00 y 14:00 hs. En Hawai hubo dos picos,
uno pequefio a las 10:00 hs y uno mas grande entre el mediodia y las 14 hs (Whittier et
al. 1992). Este patron de llamado parece ser el inverso de el observado en La Reunion.
En Egipto el patron bimodal se parece al encontrado en la isla de La Reunién, un pico
principal a la maifiana (antes de la parte mas calida del dia) y uno mas pequefio a la
tarde. En Chios (Grecia) e Israel los maximos de apareamientos ocurren durante el
mediodia (Sivinski et al. 2000). De acuerdo con estos estudios, aparentemente en
lugares donde las interacciones con especies cercanas no son posibles (Grecia, Israel,
Guatemala y Hawai) las actividades de apareamiento ocurren en un periodo del dia
similar al de C. rosa (horas de la tarde) (Sivinski et al. 2000).

El llamado a la tarde por C. capitata en regiones en alopatria puede representar un
cambio temporal dentro de un bloque de tiempo ocupado por el llamado de C. rosa en

areas en simpatria. Si asi es, esto apoya la hipotesis de que la variacion en el ritmo de
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apareamiento evolucion6 como un mecanismo para reducir la tasa de hibridacion

(Sivinski et al. 2000).

1.4.2 Efecto de la edad

En los resultados se vio que las moscas de menor edad, 3 y 5 dias, utilizadas en la
experiencia practicamente no se apareaban. Esto es consistente con estudios que indican
que las moscas jovenes de C. capitata no participan en actividades reproductivas
(Bateman 1972; Christenson y Foote 1960; Féron 1962).

El comienzo del comportamiento sexual en machos y la receptividad sexual en las
hembras esta relacionado con la edad. Por lo tanto las moscas jovenes emplean su
tiempo en actividades de alimentacion, entrando en la poblacién sexual cuando ellas
tienen entre 7 y 10 dias de edad (Yuval y Hendrichs 2000).

Los resultados del analisis del efecto de la edad sobre la tasa de apareamiento en el
presente  experimento son aplicables para moscas salvajes y no son totalmente
extrapolables a mosca de cria masiva, porque se ha observado que en estas ultimas la
madurez sexual se alcanza mucho antes que en las salvajes. Esto fue demostrado en C.
capitata (Rossler 1975; Dridi 1990). Esta diferencia es una consecuencia de las
condiciones no naturales de cria, producidas por una rapida e intensa seleccion a favor
de un acortamiento del ciclo de vida ( Bush et al. 1976; Leppla et al. 1983). Ademas, la
dieta de las larvas tiene un alto nivel nutritivo y los adultos emergen con altas reservas
energéticas y consecuentemente son sexualmente maduros mas temprano que los
insectos salvajes. Esto fue demostrado para la mosca del Mediterraneo (Réssler 1975,

Dridi 1990) y otros tefritidos.
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Andlisis del cortejo del macho de C. capitata por el método de
videograbacion y deteccion de diferencias entre una linea de cria masiva

y moscas salvajes

2.1 INTRODUCCION

A pesar del reciente incremento drastico en informacién sobre el comportamiento
sexual de la mosca del Mediterraneo, se conoce poco sobre qué determina el éxito o
fracaso de un dado cortejo. Las investigaciones sobre este aspecto son de gran
importancia si se toma en cuenta que tltimamente se estan invirtiendo grandes sumas de
dinero para el control de las poblaciones de C. capitata con machos estériles, método
que depende enteramente de el éxito o fracaso de los cortejos de dichos machos en la
naturaleza. Estudios recientes indican que una importante limitacion de los intentos de
combatir las poblaciones silvestres con machos de cria masiva esterilizados es la
eficiencia relativamente baja de su comportamiento en el cortejo.

Féron (1962) fue el primero en describir algunas de las etapas de la secuencia del patron
de cortejo. Un macho sexualmente activo se posa en la cara abaxial de una hoja,
permanece inmoévil en el proceso de produccion de feromona, con la pleura abdominal
expandida, y la gota de feromona en la parte posterior del abdomen dorsalmente
rodeada de epitelio rectal (Arita y Kaneshiro 1986). Asi presumiblemente libera
feromonas que atraen a la hembra (estadio I de Féron). Cuando la hembra se aproxima
al macho éste la enfrenta y comienza a realizar un abanicado continuo de las alas

(estadio Il de Feron). Luego el macho despliega un segundo tipo de movimiento con sus



Capitulo 11 69

alas en el cual éstas se mueven ritmicamente de adelante hacia atras. Movimientos
rapidos de la cabeza acompaiian a este aleteo y ambos constituyen el estadio III de
Féron. Después de esto el macho intenta copular. Normalmente el apareamiento tiene
lugar en la superficie inferior de la hoja que es el territorio del macho (Prokopy y
Hendrichs 1979; Aluja et al. 1983; Burk 1983; Morgante et al. 1983; Kuba et al. 1984).
La seleccion de un apareamiento en la naturaleza es hecha por la hembra en base a las
seflales quimicas fisicas y visuales del macho (Eberhard 2000).

La competitividad de los insectos criados y esterilizados en forma masiva es quiza el
factor mas importante para el éxito de un programa de TIE. Los posibles efectos
dafiinos de la radiacion ionizante usada para esterilizar fueron reconocidos desde los
primeros dias de la TIE (Knipling 1979). Desde entonces se comunicaron muchos
experimentos, en los cuales se comparan moscas estériles de laboratorio con moscas de
laboratorio no irradiadas o moscas de campo (Hooper y Horton 1981; Rosler 1975,
Wong et al 1983; Iwahashi et al. 1983). De todas esas evaluaciones se ha visto que los
efectos de la cria masiva continua sobre la competitividad sexual suelen ser mas
importantes que los de la irradiacion. Estos efectos probablemente son el resultado de
una seleccidén involuntaria durante el proceso de produccién (Cayol 2000).

La tarea dificultosa del manejo de la cria masiva es el balance de los beneficios de una
intensa produccion de insectos con las cualidades comportamentales del producto final.
El proceso por el cual una poblacion de insectos transferida del ambiente natural al
laboratorio se denomina frecuentemente como “adaptativo”. Sin embargo de acuerdo
con la definicion Darwiniana, la adaptacién es un producto de cambios genéticos que
puede ocurrir 0 no bajo estas condiciones. Ochieng-Odero (1994) defini6 el término

“colonizacion” de laboratorio de las especies de insectos integrado por tres procesos:
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aclimatacion, seleccion y domesticacion. Durante una nueva colonizacion de una
poblacion de tefritidos en el laboratorio sus cualidades comportamentales y estrategias
de historia de vida son dislocados en una nueva direccion por estos procesos.

Durante la colonizaciéon de laboratorio la presion de seleccion se centra
predominantemente en el estado adulto e induce a una vida adulta corta y una alta
especificidad para desempeiiarse solo en las condiciones ambientales constantes de
laboratorio.

Como Calkins (1984) sefiala, hay bastante diferencia entre el apareamiento en
condiciones de cria masiva y el ambiente natural de las moscas silvestres. En el campo
hay relativamente gran numero de machos llamando y solamente pocas hembras
virgenes receptivas. Las hembras tienen la capacidad de ser muy selectivas cuando
escogen pareja. Como resultado el cortejo es mas complejo que en el laboratorio. Por
otro lado, el sistema de cria puede seleccionar un cortejo mas simple, exitoso bajo
condiciones de aglomeracion. Por ejemplo, un cortejo largo en las condiciones de cria
masiva tiene el riesgo de ser interrumpido por otros machos. Ademas la relacion de
sexos en el laboratorio es 1:1, todas las hembras alcanzan la madurez sexual al mismo
tiempo y hay una intensa competencia entre hembras por machos idoneos. Esta
situacion raramente sucede en el campo. De acuerdo con Harris et al. (1986) el rechazo
de la hembra silvestre por un apareamiento rapido en su programa de seleccion con C.
capitata, sugiere que la cepa de laboratorio estd ya cerca de su potencial maximo,
habiendo sido probablemente seleccionado involuntariamente por apareamiento rapido
durante la cria rutinaria de laboratorio.

Una técnica basica para llevar a cabo la investigacion sobre el comportamiento del

cortejo en el apareamiento de la mosca de la fruta es el analisis por medio de
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videograbacion. Este permite caracterizar con gran detalle las etapas del cortejo y los
factores de los que depende el éxito del mismo, y puede poner de manifiesto si existen
diferencias presumiblemente heredables entre el comportamiento de cortejo de las
diferentes lineas de laboratorio y la mosca del campo ( Prokopy and Hendrichs, 1979;
Whittier, et al., 1994).

El presente trabajo fue realizado con la intencion de incrementar los conocimientos de
la seleccion sexual en C. capitata poniendo especial énfasis en el comportamiento
durante el cortejo.

En condiciones normales hay una gran dificultad para diferenciar entre la competencia
intrasexual e intersexual y se plantea que la eleccion por parte de la hembra seria solo
una consecuencia de la seleccion intrasexual. A través de los disefios experimentales
que se aplicaron en el presente proyecto fue posible discriminar entre estos dos
componentes, puesto que al aislar a los machos se evitd la influencia de la competencia
entre ellos, es decir que se pudo eliminar experimentalmente la competencia intrasexual.
En condiciones optimas simuladas en laboratorio (T°, hora, luz) se analizaron en cajas
pequefias, por la técnica de videograbacion, cortejos exitosos y no exitosos. En estos
ensayos se elimino todo efecto de agregacion e interaccion entre machos. Las moscas
utilizadas provinieron de una poblacion salvaje y una linea de cria masiva. Se
determinaron y cuantificaron las diferencias en el comportamiento en el cortejo entre los
machos de ambas lineas y se identificaron los componentes principales del

comportamiento del cortejo asociados con apareamientos exitosos.



2.2 MATERIAL Y METODOS

El material utilizado fue coleccionado a fines de marzo de 1995 en Alto Valle,
Provincia de Rio Negro, por investigadores y técnicos del Subprograma PROCEM
Patagonia. Los duraznos atacados fueron enviados a IG/CICA/INTA Castelar.

Ante la necesidad de obtener suficiente nimero de individuos de la linea salvaje y de la
edad elegida a lo largo de todo el experimento fue necesario criar las moscas salvajes
hasta la G2. Estas moscas se denominaran de aqui en adelante Patagonia.

La segunda linea utilizada, denominada Mendoza, proveniente del insectario de esta
provincia (ISCAMEN), donde se criaba en forma masiva para el control de plagas. Esta
linea tiene fenotipo salvaje y se utilizo para control de la plaga mediante la TIE hasta
1996, cuando fue reemplazada por la linea de sexado genético con pupa blanca Seib-6-
96. La linea Mendoza se origind de moscas salvajes coleccionadas en esta provincia y
tiene mas de 100 generaciones de laboratorio. Ambas lineas, Mendoza y Patagonia,
fueron cedidas por IG/CNIA/INTA Castelar, en estadio de larva o pupa.

Para el experimento de video grabacidon se utilizaron machos de ambas lineas,
enfrentados siempre con hembras salvajes (Patagonia).

Las pupas se mantuvieron hasta la emergencia de los adultos. Los adultos se
envejecieron hasta 11 dias (edad 6ptima para el apareamiento determinada en la prueba
anterior en jaulas de campo) en frascos individuales para evitar la interaccion con
individuos, ain del mismo sexo. Las pupas y los adultos se mantuvieron en camara de

cria en las condiciones descriptas en la pagina 46.
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El experimento se realizo6 entre el 30 de junio y el 29 de agosto de 1995. En cada
grabacion se enfrenté un macho con una hembra salvaje. El nimero total de grabaciones
fue de 76, de ellas 39 correspondieron a machos de Mendoza y 37 a machos de
Patagonia.

Cada mafiana se colocé un macho en cada caja de apareamiento. Cada dia se utilizaron
machos de la misma linea. Intercalando el tipo de macho dia a dia.

Se grabo durante 30 min, desde la liberacion de la hembra. Cada dia se realizaron dos

grabaciones.

Anadlisis estadisticos

Las diferencias en el tiempo (en segundos) empleado en cada actividad se evaluaron con
la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, utilizando el programa Statistica (Statsoft
1996). Las comparaciones se hicieron entre lineas y entre machos exitosos y no exitosos

de cada linea.

2.3 RESULTADOS

Los términos utilizados para describir las actividades observadas durante el cortejo del
macho fueron convenidos por los diferentes grupos internacionales que participaron en
el “FAO/IAEA Research Co-ordination Meeting on Medfly Mating Behaviour Studies”
(Viena 1994) para estandarizar el analisis de comportamiento en el apareamiento de la
mosca del Mediterraneo. Las diferentes actividades del cortejo pueden definirse como

sigue:
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S:  "Stationary" = El macho no intenta atraer a la hembra y permanece quieto o

limpiandose.

M: "Mobile" = Similar al anterior pero el macho se desplaza caminando o volando.

CS: " Stationary calling " = El macho permanece quieto llamando con la pleura
abdominal expandida. Forma una gota de feromona en la parte posterior del abdomen
rodeada por epitelio rectal, y mantiene el abdomen contraido de forma tal que la gota

queda hacia el lado dorsal (corresponde a la etapa I de Féron 1962).(Fig. 1I-1,a)

CM: "Mobile calling " = Similar al anterior, pero se desplaza marcando el territorio.
Algunas veces el macho baja ¢l extremo del abdomen con la gota, tocando la hoja con

ella.

Fa: "Fanning" = El macho realiza un aleteo continuo al detectar la presencia de la
hembra, y la ventilacion de las alas envia la feromona hacia la hembra (etapa II de
Féron 1962).(Fig. II-1, byc). Durante esta actividad el macho revierte su abdomen hacia
abajo, de modo que la gota de feromona y la pleura abdominal quedan ubicados hacia la
hoja. La pleura abdominal pulsa frecuentemente durante esta etapa. El aleteo produce un

sonido que probablemente sea un estimulo auditivo hacia la hembra.

B: "Buzzing" = zumbido intermitente que produce por medio de un aleteo intenso y
también intermitente, cuando la hembra se le acerca y quedan frente a frente(Fig. II-

2,a). Se puede observar como los bordes de las alas de la hembra se levantan por el
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aleteo del macho. Por medio de las imagenes de video se pudo ver que el macho retrae
hacia el interior de su cuerpo total o parcialmente la gota de feromona. Sin embargo la
pleura abdominal continua expandida. Durante esta etapa se distinguen intensos sonidos
intermitentes que como en el caso anterior significarian una sefial acustica hacia la
hembra.

"Head rocking" = movimientos rapidos de rotacion de la cabeza hacia un lado y hacia

otro que acompaiian al "buzzing" (etapa III de Feron 1962)

VA: "Violent attempt" = Intento violento de apareamiento, el macho salta sobre la
hembra y ésta lo rechaza violentamente, en muy pocos casos el macho consigue

copular.

PA: "Peaceful attempt" = Intento pacifico de apareamiento, el macho salta sobre la
hembra y se reorienta colocandose paralelamente a ella, la mayoria termina en copula y

solo en algunos pocos casos la hembra rechaza pacificamente al macho (Fig. II-2, byc).

C: "Copulation" = Copula (Etapa IV de Feron 1962). Luego de saltar y reorientarse
sobre la hembra, el macho es aceptado por la hembra e introduce su aedeagus dentro de
la genitalia de la hembra (Fig.II-3). En algunos casos se observo que el macho frota el
abdomen de la hembra con sus patas traseras para lograr la intromision. Durante la
copula el macho puede realizar algunos movimientos “empujando” de diferente ritmo e
magnitud y también en algunos momentos de la cépula el macho frota con sus patas

traseras y medias sobre la superficie ventral del abdomen de la hembra.



Capitulo 11 76

Fi: "Fight" = Interaccion agresiva iniciada por el macho, la hembra o ambos.

MJ: "Missed jump" = salto errado, el macho salta tratando de comenzar la copula pero

fracasa en aterrizar sobre la hembra.

De acuerdo con las observaciones, todos los cortejos exitosos constan de la siguientes
secuencia de comportamientos en machos:
"CALLING"-> "FANNING"-> "BUZZING"-> "PEACEFUL ATTEMPT"~>

"COPULATION" (Fig.II-1a3)

En el estudio realizado se pudieron reconocer las actividades mencionadas y
caracterizar el patrén de cortejo de las 76 parejas videograbadas.

Las frecuencias absolutas de machos exitosos y no exitosos se muestran en la Tablall-1.

Tabla II-1. Frecuencia absoluta de machos de C. capitata exitosos y no exitosos en
el apareamiento, en videograbaciones de machos salvajes y de laboratorio con

hembras salvajes.

Exitosos | No exitosos

Mendoza 19 20

Patagonia 14 23
x*=0.91, GL= 1, p=0.34
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Si bien la proporciéon de machos exitosos no difiere entre lineas (p > 0.05), se
observaron algunas diferencias en el comportamiento en el apareamiento del macho
cuando se compard el tiempo empleado para cada actividad entre lineas y entre machos
exitosos y no exitosos de cada linea.

El porcentaje de tiempo que fue utilizado por el macho durante el cortejo para cada
actividad se muestra en la Tabla II-2.

Las diferencias en el tiempo (en segundos) empleado en cada actividad se evaluaron con

la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. Los resultados se muestran en la tabla II-3.

Tabla II-2. Porcentaje de tiempo empleado en cada actividad durante el cortejo de

machos salvajes y de laboratorio con hembras salvajes en videograbaciones del

cortejo.
Mendoza Patagonia
Exitosos | No exitosos | Exitosos |No exitosos

S 0.220 4.498 4.142 8.137
M 2.550 13.262 11.382 22.816
CS 12.901 48.171 21.514 49.807
CM 3.329 10.634 2.865 6.225
Fa 2.939 21.602 4.995 11.553

B 0.703 1.266 1.091 0.834
PA 0.796 0.003 0.928 0.002
VA 0.065 0.510 0.508 0.093

C 76.488 0.000 52.528 0.000
Fi 0.001 0.052 0.042 0.519
MJ 0.006 0.033 0.006 0.013

S:“stationary”, M:“mobile”, CS:“stationary calling”, CM:“mobile calling”, Fa:“fanning”, B:“buzzing”,
PA:“peaceful attempt”, VA:“violent attempt”, C: “copulation”, Fi:“fight”, MJ:“missing jump”
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Los resultados muestran que los machos no exitosos utilizan significativamente mas
tiempo que los machos exitosos en varias actividades, particularmente en “stationary
calling” para ambas lineas. Por el contrario los machos exitosos utilizan mas tiempo en
“peaceful attempt”, que conduce rapidamente a la copula. También se observaron
algunas diferencias entre lineas al comparar machos exitosos y no exitosos. Los machos
de laboratorio exitosos emplean menos tiempo en “mobile calling” y “fanning” que los
no exitosos. En contraste, las diferencias entre machos exitosos y no exitosos para estas
actividades no fueron significativas en la linea salvaje. Al agrupar machos exitosos y no
exitosos de cada linea las diferencias entre Mendoza y Patagonia fueron marginalmente
significativas para algunas variables comportamentales. Los machos salvajes emplean
mas tiempo en las actividades “stationary”, “mobile” y “fighting”, que los machos de
laboratorio. De acuerdo con estos resultados, la linea Mendoza dedica menos tiempo a
actividades que no contribuyen a lograr el apareamiento rapido. Comparando las lineas
basandose en la proporcién de tiempo utilizada para cada actividad a lo largo de los 30
minutos del experimento por los individuos de cada linea, limitando el analisis a los
individuos exitosos se puede ver en la figura II-4 que la linea salvaje emplea mas
tiempo en “stationary”(Fig.I[-4a), “mobile”(Fig.II-4b), y “fighting”(Fig.lI-4c). Respecto
de “missed jump” (Fig.II-4d), el patron es similar para ambas lineas durante los
primeros 15 minutos de grabacion, pero luego de ese momento no se registra dicha
actividad para Mendoza pero si para el salvaje.

En consecuencia, la copula tiende a ser alcanzada antes por la linea de Mendoza para la

cual casi todos los individuos exitosos completan la cépula antes de 20 minutos de
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grabacion. Para este tiempo menos del 60% de los individuos exitosos de Patagonia
completaron el apareamiento (Fig. 11-4¢).

Comparando con el mismo tipo de graficos individuos exitosos con no exitosos dentro
de las lineas se pudieron observar diferentes patrones entre las lineas. Actividades como
S (Fig.ll-5¢c-d), M (Fig.ll-5¢-d), VA (Fig.Il-7c-d) y Fi (FiglI-7e-f), son menos
frecuentes en Mendoza que en los salvajes. Ademas los individuos no exitosos utilizan
mas tiempo que los exitosos en S (Fig.II-5c-d), M (Fig.II-5¢c-d), CS (Fig.ll-6a-b), CM
(Fig.1I-6¢-d), Fa (Fig.ll-6e-f) y Fi (Fig.Il-7e-f). Comparando los machos no exitosos los
de Mendoza realizan CM (Fig.Il-6¢-d) y Fa (Fig.II-6e-f) que los salvajes. Los
individuos de Mendoza difieren en VA entre exitosos y no exitosos, siendo mayor en
los no exitosos (Fig.II-7c), en Patagonia es al revés realizan mas intentos violentos los
exitosos que los no exitosos pero esta diferencia es no significativa (Fig.II-7d). Con
respecto al Fi, ndétese que intervienen en mas peleas los machos de Patagonia que los de
Mendoza, pero en ambos casos este comportamiento agresivo es mayor en los no
exitosos(Fig.1I-7e-f). Finalmente para ambas lineas los individuos no exitosos no
realizan “peaceful attempt” (Fig.II-7a-b).

En las figuras II-8 y II-9 se puede observar graficamente las diferencias en el tiempo
empleado en todas las actividad de los machos de cada linea exitosos y no exitosos, a lo

largo de los 30 minutos de observacion.
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Tabla II-3. Resultados de la prueba de Mann-Whitney.

Mendoza

Patagonia

Exitosos vs No Exitosos

Exitosos vs No Exitosos

Mendoza vs Patagonia

Y/ P Y/ p Y/ p

S -2.233 0.025 -2.528 0.011 2.382 0.017
-3126 0.002 -2.071 0.038 2.733 0.006

CS -4.468 <0.001 -3.288 0.001 1.346 0.178
CM -4.048 <0.001 -2.341 0.019 -1.431 0.152
Fa 4215 <0.001 -2.161 0.031 -0.608 0.543
B -1.096 0.273 0.864 0.387 -0.562 0.574
PA 5.624 <0.001 5.352 <0.001 -1.177 0.239
VA -2.332 0.020 -0.779 0.435 0.087 0.931
C 5.739 <0.001 5.783 <0.001 -1.418 0.156
Fi -2.079 0.037 -2.031 0.042 3.208 0.001
MJ -0.252 0.801 -0.737 0.461 2.012 0.044

S:“stationary”, M:“mobile”, CS:“stationary calling”, CM:“mobile calling”, Fa:“fanning”, B:“buzzing”,

PA:“peaceful attempt”, VA:“violent attempt”, C: “copulation”, Fi:“fight”, MJ:“missing jump”




Capitulo 11 81

Figura II-1. Etapas del cortejo del macho: a) “Calling”. b) y ¢) “Fanning”.
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Figura I1-2. Etapas del cortejo del macho: a) “Buzzing”. b) y ¢) “Peaceful
attempt”
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Figura II-3. Macho y hembra en cépula. (Las fotos 1-3 fueron tomadas de la
pantalla del monitor del equipo de videograbacion.)
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Figura II-4. Comparacién del tiempo empleado para diferentes actividades entre los
machos exitosos de las lineas Mendoza y Patagonia
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Figura II-7. Comparacion del tiempo empleado para diferentes actividades entre los machos
exitosos y no exitosos de las lineas Mendoza y Patagonia.
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2.4 DISCUSION

2.4.1 Cortejo

Por medio de las videograbaciones se logrd observar el cortejo de forma mas ampliada
y se pudo describir con mas detalle las etapas del cortejo descriptas por Féron (1962).
De acuerdo con los presentes resultados el éxito copulatorio depende en gran medida de
la motivacion sexual inicial del macho (expresada por “calling”-atraccion de la hembra).
Ocurre una respuesta mas agresiva de la hembra, incluyendo “peleas™, cuando ella
encuentra un macho no motivado, que no esta llamando (Calcagno et al., 1999). En el
presente trabajo como los machos estaban solos en las cajas de apareamiento no tenian
el estimulo de otros machos, pero igual realizaban el “calling”. Nakagawa (1973),
comprob6 que los machos liberan feromona en ausencia de otros machos. Sin embargo,
Mc Donald (1987) vio que la estimulacidon visual de otros machos cerca induce el
calling . Segun este autor el estimulo visual podria estar combinado con el auditivo. Sin
embargo, el corte de antenas que remueve presumiblemente el sentido olfatorio y
auditivo no reduce el nimero de calling en los machos en cajas pequeiias (Nakagawa et
al. 1973). Por lo tanto la induccidn del “calling” seria un proceso muy complejo.

Parece que ocurre un verdadero “dialogo” entre macho y hembra durante el cortejo,
porque por medio del videoanalisis se puede observar una secuencia integrada de
comunicacion entre ambos. Presumiblemente el macho libera feromona durante el
“calling”, al exponer la gota de feromona rodeada por epitelio rectal (Arita y Kaneshiro
1986). Durante el “mobile calling”, al desplazarse algunas veces toca la hoja con la gota
presumiblemente para depositar feromona (Prokopy y Hendrichs 1979). En otros grupos

de tefritidos como especies de Anastrepha los machos depositan directamente la
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feromona sobre la hoja y la misma se acumula alli (Aluja et al. 2000). Las hembras
receptivas responden al olor de la feromona del macho volando o caminando hacia la
hoja donde €l se encuentra. Cuando esto ocurre el macho se vuelve hacia ella e
inmediatamente comienza el “Fanning”. En esta etapa probablemente el macho dirige la
feromona hacia la hembra por medio de una corriente de aire (Arita y Kaneshiro 1989).
El efecto que produce la remocién de las alas sobre el éxito copulatorio del macho
(Keiser et al. 1973) esta acorde con la idea de que la estimulacion de la hembra con la
feromona enviada por movimientos del aire debe ser importante. Sin embargo esto no es
definitivo porque la remision de las alas produce también cambios en los estimulos
auditivos y visuales (Keiser et al. 1973). Presumiblemente la misma feromona es
emitida durante el “calling” y fanning”, pero no hay estudios de la composicion de la
misma en distintas etapas del cortejo.

Durante las filmaciones se pudo grabar el sonido producido por el macho durante el
“Fanning”. Este es un zumbido continuo y su significado de estimulo a la hembra no ha
sido estudiado. El mismo es producido por vibracién continua de las alas y puede
inducir a al hembra receptiva a moverse hacia el macho. En los videos se observo que
en proximidad de la hembra el macho comienza el “fanning” pero a veces también lo
realiza sin su presencia. Esta actividad es disparada en los machos por un estimulo
visual ya que como vieron Arita and Kaneshiro (1989) en el campo, la sombra de la
hembra en la cara adaxial de la hoja produce el inicio del “fanning” en el macho. Algo
similar se observé en las videograbaciones. Cuando el macho veia proyectada la imagen
de la hembra sobre la hoja comenzaba el “fanning”, aunque esta se encontrara en otra
parte de la caja de apareamiento. En A. suspensa (Sivinski y Webb 1986), el macho

modula el zumbido con la proximidad de la hembra.
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Los pulsaciones frecuentes de la pleura abdominal que se observaron durante el
“Fanning” en las imagenes de video también fueron vistos por Bricefio y Eberhard
(IAEA 1999). Arita y Kaneshiro (1989) propusieron que las regiones de la pleura
abdominal expandida del abdomen formaban un canal fisico a través del cual corria la
feromona , pero la misma expansion se produce durante el “calling”,cuando las alas no
vibran, lo que va en contra de esta explicacion. Pareceria que la funcién de la pleura
abdominal expandida es exudar los productos glandulares sobre la superficie del
abdomen como en otros tefritidos (Hendrichs y Goeden 1994).

Con la hembra ya enfrentada el macho cambia bruscamente de “Fanning” a “Buzzing”.
Tal vez durante esta etapa, debido a que como se vio en las imagenes de video el
epitelio rectal se retrae, no se liberen feromonas de las glandulas anales como
planteaban Arita y Kaneshiro (1986). Como durante esta etapa se producen intensos
sonidos, es posible que la hembra sea estimulada auditivamente por el zumbido
intermitente. En esta fase tampoco hay estudios hechos sobre la importancia del sonido
en la estimulacion de la hembra como por ejemplo fue hecho en A. suspensa por
Sivinski et al (1984).

Otros estimulos posibles, no analizados, incluyen vision, olfato y corrientes de aire. Con
respecto a este ultimo en los videoanalisis se observo el movimiento de los bordes de las
alas de las hembras por cada zumbido intermitente del macho durante el “buzzing”,
demostrando esto que este comportamiento produce movimiento de aire hacia la
hembra. Los movimientos de rotacion de cabeza del macho que acompafian al
“buzzing” podrian se un despliegue visual hacia la hembra, ya que la setas espatuladas
del macho por la rotacion podrian dar cierta imagen a la hembra.. También el

dimorfismo sexual del color de los ojos del macho y el area blanca de pubescencia en la
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superficie anterior de la cabeza del macho (Holbrook et al. 1970; Landont et al. 1992)
podrian ser despliegues visuales hacia la hembra durante la rotacion de la cabeza. Sin
embargo, no ha sido demostrado que estos colores tengan efecto sobre la hembra.
Durante el intento de copula se observo que el macho frota el abdomen de la hembra
con sus patas traseras cuando tiene dificultades para la intromision. Esto seria un
aparente estimulo para que ella levante el abdomen como se propuso para otros
tefritidos (Headrick y Goeden 1994).

Los movimientos del macho sobre la hembra durante la copula vistos en los videos,
probablemente representen un cortejo copulatorio (Eberhard 1991). Si esta
interpretacion es correcta, esto implicaria que en esta especie ocurriria algin tipo de
eleccion criptica de la hembra (Eberhard 1994).

Como se pudo ver en los analisis el tiempo empleado en las distintas etapas del cortejo
varia entre machos. Ademas segun Rolli (1976) hay variacion individual en los sonidos
producidos por los machos. Puesto que las hembras pueden preferir machos de
fenotipos menos comunes (Rdssler 1980), la varniacion en rasgos comportamentales

podria ser biolégicamente importante.

2.4.2 Comparacion de moscas de cria masiva con salvajes

De acuerdo con los presentes resultados aparentemente hay diferencias importantes
entre lineas que podrian tener influencia en el proceso copulatorio en condiciones
diferentes de las correspondientes al experimento. En particular, la linea de Mendoza
derrocha menos tiempo en actividades que aparentemente no conducen a la copula. En

las condiciones experimentales correspondientes al presente estudio, un macho
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rechazado tiene una segunda oportunidad durante el periodo de grabacion para ser
aceptado por la hembra sin competiciéon con otros machos. Esta situacion podria
explicar por qué la proporcion de individuos exitosos no difiere entre lineas. Sin
embargo, el grafico de proporciones del tiempo dedicado a la cépula a lo largo del
tiempo parece indicar que la linea de Mendoza tiende a arribar a la copula mas
rapidamente. En esta linea los individuos exitosos pasan velozmente de "CS" a "C"
pasando por un corto "Fa", "B" y "PA", mientras que en los individuos de Patagonia el
patron parece ser mas disperso con multiples retrocesos de la secuencia correcta (ej. “B”
a “Fa”, “Fa” a “CS” y asi sucesivamente). La transicion entre los distintos pasos de el
cortejo en la naturaleza es modulado por una integracion con las respuestas de la
hembra (Lux et al. 1997). En condiciones de cria masiva el cortejo es siempre
simplificado y los machos no interpretan la no receptividad de la hembra como sefial de
interrumpir €l cortejo por eso como los resultados lo indican los machos de cria masiva
realizan mas intentos violentos que no terminan en copula. En un trabajo en que se
analizo el comportamiento de las hembras (Calcagno et al. 1999), se concluyé que las
hembras enfrentadas a machos de cria masiva se mueven mas y permanecen menos
tiempo quietas cuando estan cara a cara con el macho durante el “B” que las que se
acercan a un macho silvestre. Esto también fue observado por Liimatainen et al (1997),
el compar6 en C. capitata el comportamiento de las hembras salvajes enfrentadas con
machos de cria masiva y silvestres.

Desviaciones del comportamiento en el cortejo de los machos de cria masiva fue
documentado en la mosca del Mediterraneo (Shelly 1996; Liimatainen et al. 1997). Un
caso extremo de desviacion del comportamiento de cortejo fue encontrado en la mosca

de la fruta de Méjico (Moreno et al. 1991), los machos de cria masiva sustituian el
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cortejo con lo que los autores describieron con “apareamiento agresivo”, como
consecuencia los apareamientos eran con hembras de cria masiva.

A través de la colonizacion en laboratorio, los machos de tefritidos acortan el cortejo
para disminuir las frecuentes interrupciones que se producen por el hacinamiento. Esto
fue observado en la mosca del melon (Hibino y Iwahashi 1991) y también fue
demostrado en C. capitata, por Eberhard y Bricefio (1996), quienes encontraron una
correlacion entre el acortamiento del cortejo y el numero de generaciones bajo cria
masiva. En laboratorio mientras se acorta el cortejo del macho, la discriminacion de la
hembra también va disminuyendo en un tipo de proceso Fisheriano (Briceiio 2000).

Las condiciones de cria masiva estan caracterizadas por una drastica reduccion de
espacio disponible por una gran densidad de individuos y carecen de requerimientos
naturales (formacién de leks, frutos). Tal vez la cria masiva favorece un rapido
apareamiento con reduccion del cortejo y seguramente incrementa la tolerancia a las
condiciones artificiales mencionadas con respecto a las salvajes. Las hembras reducen el
poder de eleccion de pareja y los machos abandonan la defensa territorial porque el
costo de rechazo a los intrusos se hace demasiado alto. Obviamente, estas adaptaciones
podrian ser perjudiciales una vez que estos machos de laboratorio se enfrenten con
machos de campo en leks y estén sujetos al escrutinio de las hembras de campo. Se
observé también, como indican los resultados, que los machos de cria masiva son
menos agresivos que los salvajes, esto puede deberse a que en condiciones de altas
densidades disminuye la “irritabilidad” de los individuos debido a las constantes
interacciones entre ellos. Esto lleva a un decrecimiento de los niveles de “irritabilidad”

(Boller y Calkins, 1984).
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Las condiciones para la grabacion en cajas pequefias se asemeja mas a las condiciones
de cria masiva. Es posible por lo tanto que los machos de Mendoza sean favorecidos por
dichas condiciones. Ya que la competencia en el apareamiento de los tefritidos de cria
masiva depende de las condiciones del experimento. Cuando los adultos de cria masiva
son analizados bajo condiciones de laboratorio ellos son relativamente mas competitivos
en el apareamiento que los salvajes (Seomoni et al. 1980; Nakamori 1987). Bajo
condiciones de campo o de jaulas de campo la competitividad de los tefritidos de cria
masiva se ve reducida (Shelly y Whittier 1996)

Los resultados indican claramente el papel de la motivacion sexual del macho en la
probabilidad de ser aceptado por la hembra y arribar a la cépula. Dicha motivacién
depende de la madurez de los individuos, duracion de la privacion sexual, dieta y otros
factores. Como los machos de cria masiva utilizados en este estudio fueron de la misma
edad que los salvajes, su motivacion sexual puede haber sido mucho mas alta que los
salvajes. Se ha observado que las moscas de cria masiva maduran mas tempranamente
debido a que la dieta artificial de larva tiene altos niveles de nutrientes lo que hace que
el adulto emerja con altas reservas de energia (Rossler 1975; Dridi 1990). Se vio a
través del proceso de colonizacidn de laboratorio de una poblacién salvaje, luego de 3 o
4 generaciones bajo cria masiva, que el periodo de maduracion presexual de las moscas
fue significativamente acortado cuando fue comparado con la poblaciéon silvestre
original (Dridi 1990). Por lo tanto, los machos de Mendoza fueron favorecidos por las
condiciones ambientales reducidas mas aceptable para ellos y por una mayor
motivacion sexual.

Si en condiciones mas realistas que las correspondientes al presente estudio, la rapidez

con que el macho alcanza la cdpula se mantiene en los valores esperados, el origen de la
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ventaja observada seria la seleccion sexual producida como respuesta a las condiciones
particulares de la cria masiva.

La seleccidon por caracteres poligénicos, tales como aquellos que determinan el
comportamiento sexual, ocurre gradualmente durante varias generaciones. Por eso es
importante conocer si este proceso de seleccion artificial en el laboratorio produce
cambios comportamentales heredados suficientemente importantes como para
determinar incompatibilidad entre la colonia de laboratorio y las moscas salvajes. Una
evaluacion permanente de este proceso permitiria corregir la situacion tempranamente.
Por lo tanto se requiere de un cuidadoso entendimiento del criterio de apareamiento.
Como las moscas de cria masiva son generalmente de lineas viejas y las diferencias en
el éxito sexual son probablemente asociadas con diferencias genéticas (Eberhard 2000).
Una seleccion inadvertida en las jaulas de cria masiva aparentemente tiene resultados en
un cambio en el comportamiento del cortejo del macho. Una importante consecuencia
de esta interpretacion es que ayuda a responder el cuestionamiento hecho por Lancé y
Mclnnis (1993) proponiendo la existencia de variacion genética en la habilidad del
cortejo del macho y de la utilizacion apropiada de modelos de seleccion sexual para
tomar decisiones sobre el control de las poblaciones de esta plaga (ej. Boake et al.
1996).

Eberhard (2000) plantea el caso de ‘“resistencia comportamental”. La resistencia
comportamental de una poblacion salvaje a aparearse con una linea de cria masiva
puede constituir el Gltimo cambio en el comportamiento sexual de una linea de cria
masiva. Este proceso ha sido informado dos veces en tefritidos: en la mosca del melén
en la Isla de Okinawa, Japén (Hibino y Iwahashi 1991) y en la mosca del Mediterraneo

en la Isla Kauai, Hawai (Mclnnis et al. 1996). En estos dos casos las hembras salvajes
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fueron capaces de identificar a los machos liberados y rechazarlos para el apareamiento.
En el caso de la mosca del meldn, la reduccidn del cortejo probablemente fue la causa
de la “resistencia” (Hibino y Iwahashi 1991). En el caso de la mosca del Mediterraneo
en Hawai la linea utilizada tenia 38 afios de laboratorio (Mclnnis et al. 1996), la calidad
comportamental de las moscas estériles probablemente se habria deteriorado y la linea
habria divergido comportamentalmente de sus contrapartes salvajes. La presion de
seleccion por liberaciones prolongadas podria haber inducido en las hembras salvajes la
capacidad de reconocer los machos liberados y conducir a la no competitividad de estos
con los salvajes por el apareamiento con las hembras del campo. Sin embargo luego de
la finalizacion de los programas de liberacion, se encontré que las hembras salvajes
perdieron su habilidad de reconocer los machos liberados como tales (Mclnnis,
comunicacion personal), lo cual sugiere que no habria ocurrido “resistencia” por
seleccion sobre las moscas salvajes sino reduccion de calidad de la linea de cria masiva.
El problema de “resistencia al comportamiento” se puede resolver dedos maneras:
Aumentando el nimero de moscas liberadas o con la colonizacién de una nueva linea a
partir de pupas salvajes. En Okinawa, donde se aplico la primera solucion, la mosca del
melon fue erradicada exitosamente en 1993 (Ito and Kakinokana 1995). La posibilidad
de que las moscas desarrollen resistencia al apareamiento muestra firmemente la
importancia practica de regular el reemplazo de lineas para utilizar en los programas de
la TIE.

Los resultados del presente trabajo parecen confirmar compatibilidad entre las lineas
pero las conclusiones sobre competencia en el apareamiento no son definitivas. Por ello

se hace necesario realizar experiencias en jaulas de campo para determinar si las
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diferencias se mantienen en condiciones mds similares a las de las poblaciones naturales

Mc. Innis et al. 1996; Cayol et al. 1999).
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Los efectos de la irradiacion sobre el comportamiento sexual de C.

capitata: Andlisis en jaulas de campo y por videograbaciones

3.1. INTRODUCCION

El éxito en el apareamiento de los de los insectos esterilizados es quiza el factor mas
importante para el éxito de un programa de control genético de esta plaga. Los efectos
dafiinos de la radiacién ionizante usada para esterilizar fueron reconocidos desde los
primeros dias de la TIE (Knipling 1979).

Es sabido que la irradiacion utilizada para producir esterilidad sexual no acta
especificamente sobre el sistema reproductor, sino que, dependiendo de la dosis
empleada, también afecta distintas funciones del organismo (Favret et al. 1995). Haish
(1969) informé que moscas que habian recibido altas dosis mostraban reducido su
metabolismo alimentario por lo que disminuia la longevidad de los adultos. Asimismo
la irradiaciéon provoca una reduccion de la respuesta olfatoria que concluye en una
reduccion de la ingestion de alimento por ambos sexos y en una reduccidn significativa
sobre la ingestion de proteina hidrolizada por las hembras y consumo de azicar por los
machos (Galun et al. 1985).

Zumreoglu et al. (1979) encontraron que moscas del Mediterraneo irradiadas en el
estadio de pupa con dosis de 10 Krad reducian significativamente su produccion de
feromonas, factor esencial en los machos para el logro del apareamiento. Por otro lado

Heath et al. (1994) informaron que la radiacion gamma no afecta la cantidad total de
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feromona producida a lo largo del dia por machos de C. capitata, pero si afecta la
proporcion de los componentes de la mezcla de feromona.

Uno de los principales problemas cuando se irradian los insectos para la técnica del
macho estéril es conocer la edad optima de los cultivos. La sensibilidad a los rayos
gamma varia a lo largo del ciclo de vida y, en consecuencia, también varia la eficiencia
de la esterilizacion y el estado fisico de los animales a liberar segun el momento en que
se los irradie. Cada laboratorio sincroniza los cultivos y determina el momento de
irradiacion de acuerdo con sus propias condiciones de crianza normalizadas (Rabossi et
al. 1994).

Las pupas mas jovenes en ésta como en otras especies son mas sensibles a la radiacién
pero los efectos son menos especificos produciendo deterioros en otros procesos
diferentes al sistema reproductivo (Zumreoglu et al. 1979). Estos deterioros disminuyen
la capacidad de aparearse de los individuos con las hembras de la naturaleza que,
consecuentemente se aparearan machos fértiles (Favret et al. 1995).

Analisis preliminares (Favret et al. 1995) indican que la radiaciéon provoca no sélo una
reduccion en la capacidad de apareamiento sino también en la transferencia de esperma
(Favret et al. 1995). Esto ultimo es importante porque no basta conque los machos
estériles liberados sean capaces de aparearse con las hembras de la naturaleza, sino que
ademas, deben ser capaces de transferir su esperma (aunque sea defectuoso). Si no lo
hicieran, las hembras se seguiran apareando hasta encontrar un macho, fértil o no, que
complete su reservorio de esperma, haciendo fracasar el método (Manso y Lifschitz
1992).

Se han demostrado diferencias en la sensibilidad a la radiacién en machos y hembras en

C. capitata. Algunos autores sostienen que la hembra es mas resistente a la radiacion
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que el macho (Féron y Sermente 1963) mientas que otros dicen lo opuesto (Katiyar
1962; Féron 1966). La edad fisiologica de las pupas puede variar al momento de la
irradiacion  y algunas hembras pueden tener ya algunos huevos desarrollados
(Williamson et al. 1985). Estos resultados indujeron a incrementar las dosis de
irradiacion para evitar que se liberen hembras portadoras de huevos fértiles y, en
consecuencia, una infestacion adicional. Pero los machos sometidos a ese tratamiento
sufren una severa atrofia de sus génadas, reduciendo su capacidad para competir con los
machos normales. Por la tanto la eliminacion de las hembras antes del momento de la
radiacion ionizante es de gran interés en los programas de control (Mclnnis 1985).

Es importante el conocimiento de los efectos nocivos de la radiacién para la
optimizacion del control de esta plaga por medio de la TIE. En particular, se requiere el
estudio de la dosimetria biologica de la radiaciéon a aplicar de manera de lograr el mejor
equilibrio entre la esterilidad inducida y los efectos perjudiciales sobre diversos
aspectos, tales como su capacidad para competir eficientemente por el apareamiento en
condiciones de campo.

En este experimento se analizaron los efectos de la radiacion sobre los componentes del
comportamiento reproductivo, en una linea de cria masiva bajo dos condiciones

diferentes: en jaulas de campo y por videograbacion.

3.2 MATERIAL Y METODOS

3.2.1 Experimento de Videograbacion.

El matenal bioldgico utilizado fue de la linea Mendoza de laboratorio (ver capitulo II).

Esta linea fue criada en el IG/ CNIA/ INTA Castelar hasta el estadio de pupa.
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Para este experimento se utilizaron machos virgenes irradiados y no irradiados
enfrentados siempre con hembras no irradiadas.

Parte de las pupas se irradio, 48hs. antes de la eclosion, con una fuente de emision de
rayos X, con un equipo Phillips. El resto de las pupas se dejo sin irradiar como testigo.
La dosis aplicada fue 14000rad., una dosis alta de irradiacion equivalente a la utilizada
por los programas de control y erradicacion de la plaga. Las pupas fueron trasladadas al
Laboratorio de Genética de Poblaciones en Ciudad Universitaria, donde se colocaron en
una camara de cria. Todos los dias los imagos emergidos se separaron por sexos antes
de cumplir las 24 horas de edad con el fin de obtener moscas virgenes, los machos se
colocaron en frascos de 400 ml en forma individual. Las hembras irradiadas fueron
descartadas y las no irradiadas fueron colocadas de a 5 por frasco de 400 ml. Las
moscas se envejecieran hasta la edad de 9-10 dias en la camara de cria obteniéndose asi
individuos sexualmente maduros y de igual edad para evitar errores en la proporcion de
éxito copulatorio atribuibles a diferencias de maduracion.

El experimento se realizé entre los meses de julio y septiembre de 1996. El numero total
de grabaciones fue de 80, 40 correspondientes a machos irradiados y 40 no irradiados.
Cada maiiana se colocaban 5 machos de uno de los dos grupos en sendas cajas de
apareamiento. El tipo de macho se alternaba de un dia a otro. Luego de que un macho
llamara continuamente durante 5 min. se liberaba una hembra virgen en su caja y se
comenzaba a grabar. Cada dia se realizaron dos grabaciones del mismo tipo de macho.
Meétodos estadisticos

Se compard el tiempo empleado en las diferentes actividades del cortejo para individuos

irradiados y no irradiados utilizando la prueba de Mann-Whitney.
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3.2.2 Experiencias en jaulas de campo:

Se realizaron dos experimentos semejantes que difirieron en el tipo de radiacién
empleada:

3.2.2.1 Radiacion X

Se utiliz6 la misma linea de cria masiva del experimento de videograbacion.

Las pupas fueron irradiadas 48hs. antes de la eclosion. Igual que en el experimento
anterior se aplicaron rayos X. Las dosis aplicadas fueron 14000rad, 7000rad y 3500rad
y se dejé un grupo sin irradiar (testigo), O rad.

Luego de 24 hs de emergidos, los imagos se separaron por sexo. Los machos se
colocaron en frascos de 400 ml a una densidad de 10 individuos por frasco, todos ellos
con la misma dosis de radiacion. Las hembras irradiadas fueron descartadas y las no
irradiadas fueron colocadas de a 30 en frascos de 400 ml. Las moscas se envejecieron
hasta la edad de 9-10 dias.

Los machos fueron marcados con diferentes colores segun la radiacion recibida.

El experimento se realizé entre el 30 de abril y el 9 de mayo de 1996 y const6 de 8
repeticiones.

Cada dia a las 8:00 hs de la maiiana se liberaron en la jaula de campo 30 machos
virgenes de cada grupo (14000rad, 7000rad, 3500rad, Orad). A las 9 hs se liberaron 30
hembras virgenes sin irradiar. Luego a cada hora se ingresé en la jaula, entre las 10 y 14
hs. (5 observaciones), coincidiendo con el periodo de mayor apareamiento (Capitulo I),
para extraer las parejas formadas. Se registré namero de parejas en copula y el grupo al
que pertenecian (dosis de radiacion) los machos apareados. También se registro la
ubicacion de la pareja (arbol o red). Cada dia, al finalizar la experiencia (16 hs.), se

retiraron todos aquellos individuos que no copularon durante el periodo de observacion.
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3.2.2.2 Rayos gamma

El material bioldgico utilizado fue la cepa de cria masiva Mendoza. Esta linea fue
expandida en el Laboratorio de Genética de Poblaciones de la FCEN con el fin de
obtener suficiente nimero de moscas para este experimento.

La irradiacion de las pupas se realizé con un irradiador Gammacell 220 (fuente de *Co)
de la Unidad de Actividad Aplicaciones Tecnoldgicas y Agropecuarias, en el Centro
Atomico Ezeiza. La dosimetria se realizé con dosimetros de referencia Fricke (intervalo
de eficiencia 30-400 Gy).

Los tratamientos fueron: 0 Gy (testigo), 70 Gy, 100 Gy y 140 Gy. Las condiciones de
irradiacion fueron temperatura ambiente e hipoxia.

Las pupas fueron irradiadas 48 hs. antes de la eclosion y luego trasladadas al
Laboratorio de Genética de Poblaciones en Ciudad Universitaria, donde se colocaron en
la camara de cria. Los adultos emergidos se colocaron en grupos de 30 en frascos de
2750 ml, separados por tratamiento y por sexo. Las moscas se envejecieron hasta la
edad de 1041 dias en la cdmara de cria obteniéndose asi individuos sexualmente
maduros y de igual edad, para evitar errores en la proporcion de éxito copulatorio
atribuibles a diferencias de maduracion. Los machos irradiados con diferentes dosis
fueron identificados mediante diferentes colores.

El experimento se realizé entre el 5 y 13 de mayo y entre el 19 de octubre y 3 de
diciembre de 1999 y consté de 15 repeticiones. Cada dia a las 8:00 de la mafiana se
liberaron en la jaula 30 machos de cada grupo. A las 9:00 hs. se liberaron 30 hembras
virgenes sin irradiar. A partir de ese momento se ingresé a la jaula cada 30 min. entre
las 9:30 y 14 hs. (10 observaciones) para extraer las parejas en copula. Se registr6 el

nimero de parejas en cOpula para cada tratamiento como asi también la ubicacién de la
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pareja en el arbol. Las parejas fueron extraidas cuidadosamente para que no se separaran
y colocadas individualmente en frascos de 300ml a la sombra para contabilizar el
tiempo de copula. La temperatura, humedad e intensidad de luz fueron registradas en
cada observacion.

En 6 de los ensayos, al final del dia las hembras apareadas fueron agrupadas en frascos
segun el tipo de macho con el que habian copulado. Se colocaron en cdmara de cria con
frutas artificiales para que ovipongan. A cada grupo se le extrajeron huevos 3 veces
cada 48 hs. Dichos huevos se colocaron en cajas de petri sobre un papel de filtro, con un
pafio himedo debajo y se conté el porcentaje de huevos eclosionados a las 48 hs.

Anadlisis estadistico

Para comparar los tiempos de cOpula se utilizd una prueba ANOVA y las

comparaciones de a pares se hicieron mediante contrastes de Scheffé

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Experimento de videograbacién

Con el analisis de las videograbaciones se reconocieron las actividades del cortejo del
macho y se caracterizo el patron de cortejo de 40 machos irradiados y 40 no irradiados.

Las frecuencias absolutas de machos exitosos y no exitosos se muestra en la Tablalll-1.

La proporcion de machos exitosos difiere significativamente entre machos irradiados y
no irradiados (x’= 5, P=0.025).

Cuando se analizo el tiempo empleado en cada actividad se observaron diferencias entre

machos irradiados y no irradiados y entre exitosos y no exitosos. El porcentaje de
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tiempo que fue utilizado por el macho durante el cortejo para cada actividad se muestra

en la Tabla III-2.

Tabla I1I-1. Frecuencia absoluta de machos exitosos y no exitosos

Exitosos No Exitosos
Irradiados 15 25
No Irradiados 25 15

Tabla III-2. Porcentaje de tiempo usado para cada actividad y resultados test de
Mann-Whitney.

Porcentaje de tiempo

Mann-Whitney

Irradiados No Irradiados Radiacion Exito
No No
Exitosos Exitosos y/ P Y/ P
Exitosos Exitosos

S 2.17 6.70 0.29 1.39 3.309 | <0.001 | -1.965 | 0.049
M 4.38 11.47 1.54 3.91 4274 | <0.001 | -3.562 | <0.001
CS 19.88 | 66.97 1423 | 6851 | 2295 | 0.022 | -7.101 | <0.001
CM 3.02 7.82 1.77 7.59 2570 | 0.010 | -6.141 | <0.001
Fa 2.49 493 5.21 17.03 | -2.454 | 0.014 | -1.756 | 0.079

B 0.69 0.41 1.09 125 | -3.488 | <0.001 | 3.268 | 0.001
PA 1.55 1.27 0.73 0.00 0.338 | 0.735 | 6.294 | <0.001

VA 0.71 0.01 0.04 024 | -1.777 | 0.075 | -0.992 | 0.321
C 64.98 0.26 75.05 0.00 | -2.589 | 0.009 | 8.186 | <0.001

Fi 0.13 0.15 0.04 0.06 2305 | 0.021 | -0.625 | 0.531
MJ 0.001 0.004 0.001 0.004 | -0.334 | 0.738 | -0.442 | 0.658

S:“stationary”, M:“mobile”, CS:“stationary calling”, CM:“mobile calling”,

Fa:“fanning”, B:“buzzing”,

PA:“peaceful attempt”, VA:“violent attempt”, C: “copulation”, Fi:“fight”, MJ:“missing jump”.




Capitulo Il 109

Como se puede ver en las figuras III-1 y III-2 y en la tabla III-2, los machos irradiados
emplean mas tiempo que los no irradiados en actividades S (Fig. I1I-1a), M(Fig. III-1b),
CS(Fig. IlI-1c), CM(Fig. I1I-1d) y Fi(Fig. I1I-2d) y menos tiempo que los no irradiados
en Fa(Fig. 11I-2a), B(Fig. IlI-2b) y C(Fig. IlI-2c). Es decir que los individuos irradiados
estan mas tiempo realizando actividades no reproductivas ( S, M y Fi) y de llamado (CS
y CM) y menos actividades propias del cortejo previas a la copula (Fa y B), y la cépula
propiamente dicha dentro del periodo de analisis. Esto no se debe a que alcancen ésta
mucho mas tarde que los individuos no irradiados (Fig. 1II-2c) sino que llegan a copular
en un numero significativamente menor (Fig. III-3 y Tabla III-1) dentro del plazo
establecido.

También fueron comparados los valores medios del tiempo empleado en cada actividad
entre machos exitosos y no exitosos, encontrandose diferencias significativas para
algunas actividades (Ver tabla I1I-2). De acuerdo con estos resultados, los individuos no
exitosos emplean mas tiempo que los exitosos en actividades como S, M, CS, CM y
menos en B y PA. Es decir que los no exitosos usan mas tiempo para actividades no
reproductivas (S y M) y de “llamado”( CS y CM), y menos en las etapas indispensables
para un cortejo exitoso.

Comparando con el mismo tipo de graficos individuos exitosos con no exitosos dentro
de los grupos de irradiados y no irradiados se pudieron observar diferentes patrones
entre irradiados y no irradiados a lo largo de los 30 min. de analisis ( Fig. 1114 y III-5) .
Actividades como S y M son mas frecuentes en irradiados que en no irradiados (tomar

en cuenta las escalas de las ordenadas en los graficos en Fig. 1114 a,b,c,d).
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Figura III-1. Comparacion del tiempo empleado para diferentes actividades por los
individuos exitosos irradiados y no irradiados.
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Figura III-2. Comparacién del tiempo empleado para diferentes actividades por los
individuos exitosos irradiados y no irradiados.




Capitulo 111 112

Ademas se observa que durante los primeros 10 minuto los irradiados llaman mas (CS)
(Fig.IlI-4 e,f). Las diferencias con respecto a “B” entre irradiados y no irradiados se
observan solo entre los no exitosos de ambos grupos (Fig. 11I-5¢.d). Los irradiados
practicamente no muestran esta actividad durante los primeros 10 minutos (Fig. I1I-5¢),
mientras que en los no irradiados es similar entre exitosos y no exitosos (Fig. I[I-5d). En
la figura I1I-5e, f se observa que los individuos no exitosos irradiados realizan intentos

pacificos de apareamiento mientras que los no irradiados no.
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Figura III-3. Comparaciéon del tiempo total en seg. empleado en la cépula por

machos irradiados y no irradiados.
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3.3.2 Experimentos en jaula de campo

3.3.2.1 Rayos X

3.3.2.1.1 Porcentaje de apareamiento

Los resultados del nimero de machos apareados de cada grupo se indican en la tabla III-

3. En la misma se observa una tendencia hacia la reduccion en la eficacia a medida que

aumenta la dosis de radiacion recibida por el macho.

La relacion entre la dosis de radiacion recibida y el numero de apareamientos fue

analizada por medio de una prueba de Chi cuadrado de homogeneidad (Tabla III-3).

El resultado indica que la proporcion de machos exitosos difiere significativamente

entre los grupos. Particionando el analisis se puede demostrar que los grupos de 14000

y 7000 rad difieren entre si y con respecto al resto. Los grupos de 0 y 3500rad no

difieren entre si.

Tabla III-3. Numero de apareamientos observados para cada grupo.

Dosis de radiacion (rad) | N° de apareamientos y (%)
0 71 (41)
3500 69 (40)
7000 29 (16)
14000 5 (3)

(a)'

(a) x*=0.04, p=10.841
(b) x*=26, p<0.0001
(c) x*=87, p<0.0001

: Igual letra indica que no hay diferencias significativas entre grupos
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3.3.2.1.2 Distribucion espacial de los apareamientos

Se registro el lugar donde se encontraron las parejas censadas, ya que las mismas podian
hallarse en el 4rbol o en la red de la jaula. Los resultados se ven en la tabla 1114 y figura
I11-6.

Comparando el nimero de apareamientos observados en el arbol y la red para cada
grupo por medio de una prueba de Chi cuadrado se obtuvieron diferencias significativas
en la ubicacion de las parejas segin la dosis. La causa de esta diferencia es que los
individuos que recibieron 14000rad se encuentran con mayor frecuencia en la red que
los otros grupos. En la figura III-6 se puede observar que a medida que aumenta la dosis
de radiacion recibida por el macho aumenta el porcentaje de apareamientos en la red de

la jaula.

Tabla III-4. Numero de parejas encontradas en la red y en el 4rbol de la jaula.

Red Arbol
Dosis
0 18 53 (a)"
3500 22 47 (a)
7000 13 16 (a)x’=3.64,p=0.16
14000 4 1 (b) x’=8.78, p=0.032

: Igual letra indica que no hay diferencias significativas entre grupos
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Figura III-6. Porcentaje de copulas registradas en la red o en el arbol segun la

dosis de irradiacion del macho

Aunque no se cuantifico la integracion de los machos a los leks en funcion de la
radiacion, durante la experiencia se observo que la mayor parte de los machos irradiados
con una dosis de 14000 rad permanecieron en el piso de la jaula y muy pocos se veian

en el arbol formando leks.

3.3.2.1.2 Distribucion temporal de los apareamientos

La mayor proporcion de apareamientos se produjo entre las 9:00 y las 11:00 horas. En el
primer registro (10 hs) se obtuvo el mayor nimero de copulas (Fig.I11-7).

Se pudo observar que los machos formaban grupos o “leks™ y luego de la llegada de la
hembra, el macho realiza un despliegue de sefiales actsticas y visuales (“Fanning”,

“Buzzing”) (Fig. I11-8).
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Figura III-7. Distribucién de las copulas a lo largo del tiempo del experimento.

Se observo a los machos irradiados con 14000 rad llamando en el arbol en un numero
mayor en horas de la tarde, cuando los machos que recibieron menor dosis de radiacion
dejaron de llamar. Este comportamiento andmalo de los machos irradiados con 14000
rad se observo reiteradamente durante las repeticiones de la experiencia en jaula de

campo.

3.3.2.2 Rayos gamma

3.3.2.2.1 Porcentaje de apareamiento

El numero de machos apareados de cada grupo se indica en la tabla III-5. Se observa
una tendencia hacia la reduccion en la eficacia a medida que aumenta la dosis de
radiacion. La relacion entre la dosis de radiacion recibida y el nimero de apareamientos
fue analizada por medio de una prueba Chi cuadrado de homogeneidad. El resultado
indica que la proporcion de machos exitosos difiere significativamente entre los grupos

(%*=36.5, P<0.001) . Particionando el analisis se puede demostrar que los grupos de
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140 y 100 Gy difieren entre si (x*= 8.2, p= 0.004) y con respecto al resto (excepto los
grupos 100 y 70 x*= 3.2, P= 0.07). Los grupos de 0 y 70 Gy no difieren entre si (=

1.4, P=0.23).

Tabla III-5. Nimero de apareamiento observado para cada grupo

Dosis de radiacion (Gy) | N° de apareamientos y (%)
0 136 (33%)
70 120 (29%)
100 97 (23%)
140 64 (15%)

3.3.2.2.2 Tiempo de copula

El tiempo de copula promedio (en minutos) para los machos no irradiados e irradiados
con 70, 100 y 140 Gy fue de 169, 170, 155 y 148 respectivamente (Fig.III-9). Al
comparar estos valores mediante un andlisis de varianza se obtuvo un resultado
significativo (F= 5.4, P=0.001), debido fundamentalmente a la diferencia entre 140 Gy
y no irradiados e irradiados con 70 Gy (P= 0.021 y 0.015 respectivamente). Los

restantes contrastes de Scheffé no fueron significativos.
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Figura III-9. Distribucion del tiempo de cépula para los diferentes grupos

3.3.2.2.3 Distribucion espacial y temporal de los apareamientos

Se analiz6, por medio de una prueba Chi cuadrado, si existian diferencias entre los
grupos en cuanto a la distribucion de las copulas en distintos lugares de la jaula (Tabla
I11-6). Al considerar distintas partes anatomicas del arbol (cara adaxial o abaxial de la
hoja, tronco, red) no se encontraron diferencias significativas entre grupos (x*=15.0, P=
0.08). En todos los casos la mayor proporcion de parejas se formo en la cara abaxial de

la hoja.
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Tabla III-6. Distribucion porcentual de las cépulas en distintos 6rganos de

la planta y red.

0 Gy 70 Gy 100 Gy 140 Gy
Hoja adaxial 6.0 12.2 4.0 6.5
Hoja abaxial 79.8 75.6 74.7 66.1
Tronco 6.7 6.1 11.1 11.3
Red 7.5 6.1 10.1 16.1

Si bien no se encontraron diferencias significativas entre grupos con respecto a la altura
del arbol en la cual fue censada la pareja (x’= 15.4, P= 0.08), como puede verse en la
tabla III-7 en los grupos 0 y 70Gy las parejas se encontraron mayoritariamente en el
tercio medio, mientras que en los irradiados con dosis mayores el mayor numero de

parejas se encontro en el tercio inferior.

Tabla ITI-7: Porcentajes de cépulas a diferentes alturas de la planta.

0 Gy 70 Gy 100 Gy 140 Gy
Tercio superior 17.2 18.1 16.0 95
Tercio medio 49.2 44 .8 35.0 36.5
Tercio inferior 26.1 31.0 39.0 38.1
Red 7.5 6.1 10.0 15.9
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En este caso también, como en la experiencia con irradiacion con rayos X, la mayor tasa
de apareamiento se observé las 9:00 y las 11:00, registrandose el mayor nimero de
copulas a las 9:30.

Se pudo observar que los machos formaban grupos o “leks”. Esta sefial atrae a la
hembra a la zona del “lek”. Se vio que el numero de machos por lek era de 3 a 6 y éstos
se forman en general en la parte central de la copa del arbol. La ubicacién de los leks
dentro de la copa del arbol va variando a lo largo del dia, pero siempre se mantienen en
la parte central del arbol.

Al igual que en el caso de la radiacion con rayos X se observé que algunos de los
machos irradiados con altas dosis, 140Gy y 100Gy, permanecieron en el piso de la
jaula en vez de estar en el arbol formando leks. Estas observaciones no se cuantificaron

pero se observo en todas las repeticiones de la experiencia.

3.3.2.2.4 Andlisis de_esterilidad

El nimero de huevos eclosionados de las hembras apareadas con los diferentes grupos
de machos se muestra en la tabla III-8. Se analiz6, por medio de una prueba Chi
cuadrado de homogeneidad, si existian diferencias entre los grupos en cuanto al nimero
de huevos eclosionados. El resultado indica que existen diferencias significativas entre
los grupos (P< 0.001). La principal causa de estas diferencias es que para los grupos de
140 y 100 Gy no se encontraron huevos eclosionados. Ademas los grupos de 0 y 70 Gy

difieren entre si.
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Tabla III-8. Nimero (y porcentaje) de huevos eclosionados y no

eclosionados de las hembras apareadas con los distintos grupos de machos

Dosis de radiacion
Eclosionados No eclosionados Totales

(Gy)

0 2844 (89%) 350 (11%) 3194

70 97 (4.5%) 2076 (95.5%) 2173
100 0 (0%) 2793 (100%) 2793
140 0 (0%) 1954 (100%) 1954

3.4 DISCUSION

3.4.1 Experiencia de videograbaciéon con material irradiado

En esta parte del trabajo se pudo determinar que las altas dosis de radiacion producen
una disminucién significativa en el €xito copulatorio que no puede adjudicarse a la
competicion entre machos, ya que éstos se enfrentaban solos con una hembra. La
proporcion de copulas en individuos irradiados es menor que en los no irradiados pero
la diferencia, si bien significativa, no es tan pronunciada como en la jaula, donde existia
competencia intrasexual. La variabilidad en el éxito copulatorio puede deberse tanto a
diferencias en la actividad del macho previa a la llegada de la hembra, como en la
actividad en presencia de la hembra y a la eleccion que ella podria realizar (Whittier et
al. 1994).

Parte de esto se evidencié al analizar las diferentes actividades del cortejo,

cuantificando los tiempos empleados por el macho para cada una de ellas. Se pudo
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establecer que los machos irradiados emplean menos tiempo en actividades esenciales
para un cortejo exitoso. Se pudo demostrar que estos machos al acercarse la hembra
realizan menos vibraciones de alas (Fa) y aleteos intermitentes (B), lo que podria ser la
razén de su menor éxito copulatorio. La causa por la cudl las actividades se ven
alteradas puede deberse a propiedades exclusivas del macho o a que 1a hembra responda
de diferente manera a las sefiales del macho quizds como consecuencia de alteraciones
en la composicion de la feromona, o en los sonidos emitidos por el macho irradiado.
Con el analisis de las videograbaciones se determind que las altas radiaciones afectan el
comportamiento en el apareamiento. Si bien en los individuos irradiados estuvieron
presentes todas las actividades del cortejo, se observaron diferencias en los tiempos
dedicados a cada actividad en comparacion con los no irradiados. En particular, en los
individuos irradiados se reduce el tiempo dedicado a actividades esenciales del cortejo
previas a la copula (seleccion intersexual).

Liimatainen et al. (1997) en informaron que no encuentran mayores diferencias
comportamentales entre machos de cria masiva irradiados y no irradiados: la ocurrencia
del cortejo y la frecuencia de copula fue similar entre estos grupos. Si bien la dosis de
rayos gamma que utilizaron fue alta (15 Krad), la baja tasa de apareamiento para ambos
grupos puede ser la causa por la cual no encontraron diferencias en el éxito en el
apareamiento. Tampoco ellos realizaron un analisis detallado de la comparacion de los
tiempos de las etapas del cortejo entre irradiados y no irradiados donde hubo
diferencias. Sin embargo, Lux et al. (1999) demostraron que las altas dosis de radiacion
reducen marcadamente el éxito en el apareamiento, en moscas de cria masiva de

México, Australia y Argentina.
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3.4.2 Experiencias en jaulas de campo con material irradiado

Los resultados obtenidos en este experimento revelan que el éxito copulatorio en los
machos de Ceratitis capitata se ve afectado segin la dosis de radiacion recibida. Esta
disminucién en el éxito copulatorio podria reducir sensiblemente la eficiencia de la
técnica del insecto estéril. El poco éxito de los individuos que recibieron altas dosis se
debe a que la misma afecta distintas funciones del organismo incluso la produccion de
feromonas (Heath et al. 1994), factor esencial para los machos en el logro del
apareamiento. Las feromonas no sélo permiten al macho atraer a las hembras, sino que
intervienen en la formacion del lek y en la atraccion de nuevos machos al mismo
(Burk1991). La percepcion de los individuos que recibieron altas dosis podria verse
reducida, de manera tal que no estarian en condiciones de guiarse al area de lek.

Una de las observaciones importantes que se realizaron en esta experiencia consiste en
que los machos que recibieron altas dosis de rayos X (14000 rad) no formaban leks o su
ocurrencia era muy pobre. Ademas se los veia con poca actividad en el piso de la jaula
en gran namero. Una de las causas de este comportamiento anémalo puede ser que su
capacidad de vuelo se haya visto afectada por la radiaciéon. También se observo que
algunos de estos machos "llamaban" en el arbol en horas de la tarde cuando los
individuos menos irradiados ya no estaban alli. Esto puede deberse a que son incapaces
de competir con los machos activos, o bien que se afecte su ritmo circadiano reduciendo
su posibilidad de encuentro con las hembras. En cambio, en el caso de la irradiacion
gamma los machos de todos los grupos formaban leks estableciendo su territorio en la
cara abaxial de hojas vecinas. El nimero de machos por lek (3 a 6) coincide con

experiencias en jaulas de campo en Guatemala (Prokopy and Hendrichs 1979). También
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se observd que estos leks estaban ubicados en el centro de la copa del arbol citrico, lo
que coincide con los resultados de la ubicacion de las copulas, ya que la mayor parte de
ellas se dieron en el tercio medio del arbol. Los machos con altas dosis de radiacién
gamma se aparearon mas en el tercio inferior del arbol. Esto puede deberse a que sean
rechazados de los leks que se forman en la parte central de la copa de los arboles.
Ademas algunos de los machos irradiados con altas dosis mostraban poca actividad,
permaneciendo en el piso de la jaula. La menor actividad de los machos irradiados
puede asociarse con menor capacidad para convertir alimentos. La participacion en los
leks es nutricionalmente cara y Walburg y Yuval (1997b), encontraron que los machos
que participan de los leks tienen mas proteinas y azucar en sus cuerpos.

Se puede concluir que el ritmo circadiano de los grupos de machos estudiados tratados
con rayos gamma no esta alterado comparandolos con sus pares no irradiados. Esto
parece indicar que a altas dosis los rayos gamma no son tan nocivos como los rayos X.
A dosis equivalentes (14000 rad y 140 Gy), con rayos X los machos tenian alterado su
ritmo circadiano, llamaban mas durante horas de la tarde (cuando los otros dejaban de
hacerlo), su habilidad de vuelo se observo mas alterada aun, y la proporcidon de machos
exitoso fue muy baja en comparacion con los rayos gamma.

Por otro lado, los machos irradiados con bajas dosis de rayos X (3500 rad) copularon en
igual proporcion que los no irradiados. La habilidad competitiva de estos machos parece
ser semejante a la de los machos no irradiados. Experiencias de competitividad entre
machos irradiados a diferentes dosis y no irradiados (Favret et al. 1995) sugieren que las
dosis cercanas a 3500 rad son mas eficientes pues con ellos se obtiene el menor numero

de huevos eclosionados. El uso de bajas dosis de radiacion asegura una buena aptitud
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copulatoria de los machos, aunque no la esterilidad total. A su vez, el uso de altas dosis
logran la esterilidad total pero no una buena aptitud copulatoria.

La duraciéon de la copula fue significativamente menor en los machos irradiados con
140 Gy que en los no irradiados o irradiados con 70 Gy. Esta diferencia podria afectar la
transferencia de esperma puesto que se vio que tiempos de copula muy cortos (menos de
15 min.) no producen transferencia de esperma (Seo et al. 1990). Contrariamente a lo
esperado, varios estudios apuntan a que con tiempos de cOpula normales puede
producirse ausencia de transferencia de esperma (Camacho 1989; Seo et al. 1990). Debe
tenerse en cuenta que no basta que los machos estériles liberados sean capaces de
aparearse con las hembras salvajes, sino que ademas deben ser capaces de transferirle su
esperma. Si esto no ocurre, en la naturaleza las hembras tenderian a copular con otros
machos que sean capaces de transferir esperma. En el capitulo IV se analizan las
espermatecas de las hembras apareadas para determinar si hay diferencias en la
transferencia de esperma entre los grupos y por ende en la habilidad competitiva de los
machos apareados.

Como pudo verse con el analisis complementario de nimero de huevos eclosionados, el
uso de dosis relativamente bajas de radiacion gamma (70 Gy) asegura una buena aptitud
copulatoria de los machos aunque no la esterilidad total. A su vez, el uso de altas dosis
logran la esterilidad total pero no una buena aptitud copulatoria.

Aunque los resultados obtenidos en este experimento revelan que el éxito copulatorio en
los machos disminuye por efecto de la radiacion recibida esto se podria compensar, para
no reducir la eficiencia de los programas de control y erradicacion de esta plaga, porque
la cantidad de machos estériles liberados es 100 veces mayor que el nimero estimado de

la poblaciéon natural. Ademas, con el manejo integrado se trata de reducir el tamafio
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poblacional de la plaga previamente a la aplicacion de la TIE, por ejemplo por medio de
trampeo. Por lo tanto los machos liberados se encuentran con un nuimero bajo de
competidores salvajes.

Con el aumento del uso de las lineas de sexado genético unisexuales en la TIE se
deberia realizar una reevaluacion estratégica de la esterilizacion de los machos
utilizados para liberar. El tratamiento con menores dosis de radiacion redundaria en una
mayor eficiencia de los machos por el apareamiento 0 sea que se podria liberar un
menor numero de insectos mas competitivos, lo que bajaria los costos de produccion.
Ademas, la liberacion de algiun macho fértil no es tan perjudicial como liberar hembras
portadoras de huevos fértiles.

Otro tema a unificar para incrementar la eficiencia de la TIE es la dosis real que reciben
las pupas en el irradiador, porque segun el volumen que se irradie o la estructura del
irradiador llegan distintas intensidades a diferentes puntos. A esto hay que agregar que
las fuentes de irradiacion decaen con el tiempo y probablemente no produzca el mismo
efecto una dosis aplicada en un periodo de tiempo mayor.

A nivel mundial se intenta reducir la dosis de radiacion, siempre logrando un
compromiso entre la maxima esterilidad y machos exitosos en el apareamiento con las

hembras del campo.
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Andlisis del desemperio en el apareamiento de una linea de sexado

genético: en jaulas de campo y videograbaciones

4.1 INTRODUCCION

4.1.1 Una nueva linea de sexado genético

Para aumentar la efectividad de la TIE es muy aconsejable eliminar la produccién de
hembras. Esto ademas redunda en una apreciable reduccion de los costos, ya que se
liberan millones de insectos, la mitad de los cuales son hembras (Favret et al. 1995).
Para ello se estan desarrollando lineas de moscas que admiten una separacion selectiva
de los sexos. Los sistemas mas eficientes implican un sistema de letal condicionado
(mecanismo autocida) del sexo no deseado (hembras). Lo ideal es que este proceso
ocurra en un estado muy temprano del desarrollo, por ejemplo en las larvas, para que
represente un ahorro importante en el costo de produccion. En nuestro pais se
desarrollaron lineas de sexado genético (LSG) en las cuales los machos y las hembras se
reconocen en un estadio avanzado del desarrollo larval por el color de los espiraculos
posteriores, por el color diferente de las pupas o por diferente tamafio de estas ultimas
(Favret et al. 1995). Estas lineas presentas rasgos que permiten una separacion mecéanica
del sexo, pero no traen aparejada una reduccion de los costos de cultivo. Por esta razén
se aislo, en el Instituto de Genética/CICA/INTA Castelar, una nueva mutante que causa
cambios visibles en la iridiscencia del 0jo y una pigmentacion mas rojiza que la salvaje

(Manso y Lifschitz 1992; Cladera 1995). Este gen afecta ademas la tasa de desarrollo
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produciendo un desarrollo embrionario mas lento que el salvaje sw. Mientras que el
90% de los huevos de fenotipo salvaje eclosionan a las 36hs de incubacion, los mutantes
no completan su desarrollo sino hasta después de 76 hs. Por una traslocacion
cromosOmica se logré asociar el cromosoma 2 que lleva el alelo salvaje para la
mutacion, con el cromosoma Y, obteniéndose una linea en la cual los machos son
heterocigotas y tienen un desarrollo embrionario normal y las hembras son homocigotas
con fenotipo mutante (Cladera 1995). De esta manera es posible separar machos de
hembras en una etapa temprana del desarrollo.

Aunque la TIE se estd implementando ampliamente, presenta distintos problemas
metodologicos que han llevado a la necesidad de profundizar diversos aspectos de la
biologia de esta especie. Estas LSG, una vez obtenidas deben adaptarse a la cria masiva.
En este proceso es importante evaluar la estabilidad de la translocacién. Por otra parte
es necesario analizar diferentes caracteristicas que determinan su utilidad para la TIE,
tales como el comportamiento durante el cortejo, seleccion sexual y sistema de
apareamiento y comprobar que no hubo efectos adversos debido a la manipulacion
genética.

Un mejor conocimiento del comportamiento de los insectos a controlar y mejor
entendimiento de los factores que afectan la seleccion sexual perfeccionara la eficiencia

de la TIE.

4.1.2 Caracteristicas de los leks

El sistema de apareamiento de C. capitata es el lek (ver introduccién). Una tictica de

apareamiento alternativa empleada por algunos machos de la poblacién es custodiar
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frutas (Prokopy y Hendrichs 1979, Warburg y Yuval 1997a). Los machos se agregan en
leks durante la maiiana tardia y la tarde temprana en la copa de los arboles hospederos y
defienden hojas individuales como sus territorios de apareamiento (Prokopy y
Hendrichs 1979). Desde estas hojas los machos producen un conjunto de sefiales
olfativas, auditivas y visuales que atraen a las hembras (u otros machos) al area del lek
(Shelly y Whittier 1997).

Durante el periodo de “lekking” diario, no todos los machos de la poblacion participan
en leks. En un estudio realizado por Yuval et al. (1998), se midieron el tamaiio y el peso
de los machos capturados en leks y fuera de éstos. Ademas se cuantificé la cantidad de
azucar, lipidos y proteinas en cada individuo. No se encontraron diferencias en el
tamaiio entre machos ubicados en leks o en la vecindad de los mismos. Sin embargo, los
machos de los leks fueron significativamente mas pesados y contenian mas proteinas y
azicares que el resto de los machos. Aparentemente, solamente los machos con
adecuadas reservas nutricionales pueden formar leks.

Field et al. (1999), consideran para los leks la existencia de dos escalas de distribucion,
una es entre arboles o grupos de arboles dentro de un dado habitat y la otra son
pequeiias areas (aproximadamente 30 cm) dentro de la copa de un dado arbol.

El cuestionamiento del sitio seleccionado para el lek en el campo fue tratado en varios
estudios. Los machos son muy selectivos en la eleccion del lugar del lek y la ubicacién
de los leks es muy estable a través del tiempo. Por ejemplo Whittier et al. (1992),
realizaron un censo sistematico de 118 arboles en un huerto en Hawai, 10 de estos
arboles acumulaban el 80% de los sitios de leks, mientras que 79 arboles tenian
ausencia de sitios. Como un resultado de la seleccion de los machos, los leks y sus

productos, las copulas, ocurren sélo en un subgrupo de los arboles disponibles. Hay
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poca informacion sobre la caracteristica de estos arboles. En un solo estudio de este
tipo, Shelly y Whittier (1995) asociaron la distribucion entre arboles individuales de una
sola especie (nispero, Diospyros kaki L.) con varias caracteristicas fisicas y posiciones
de los arboles. Utilizaron una regresion miltiple, con el nimero de leks como variable
dependiente y ancho del arbol, volumen, densidad del follaje, distancia media a los dos
vecinos mas cercanos y el numero de leks total en los dos arboles mas cercanos como
variables independientes. Los leks no estaban distribuidos aleatoriamente entre los
arboles, lo que se evidencid principalmente por el gran nimero de arboles que no
contienen leks. También se establecid la ubicacion de los leks durante los 60 dias del
periodo de estudio. El analisis de regresion identific6 solo dos variables asociadas con
la distribucion de los leks: volumen del arbol y numero de leks totales en los dos arboles
mas cercanos. Los leks fueron raramente encontrados en érboles pequefios, pero
estuvieron igualmente distribuidos entre arboles medianos y grandes. Los leks estaban
agrupados en el espacio, esto deriva principalmente del hecho que los cinco arboles mas
frecuentemente utilizados estaban agregados.

Una vez que un arbol es elegido, los factores que influyen en el sitio dentro del mismo
pueden ser abidticos (temperatura, humedad relativa, intensidad de luz) (Prokopy y
Hendrichs 1979) y bidticos, tales como evitar la depredacion (Hendrichs et al. 1994,
Hendrichs y Hendrichs 1990), la proximidad de recursos nutricionales, sitios de
oviposicion, la presencia de otros machos, y tamaiio e integridad de la hoja (Kaspi y
Yuval 1999a. El peso relativo de cada factor puede ser reflejado por la ubicacion
tridimensional de un macho dentro de la copa, la cual puede proveer proteccion a
predadores (Hendrichs y Hendrichs 1990, Hendrichs et al. 1994), viento, luz solar

directa y pérdida de agua (Prokopy y Hendrichs 1979, Arita y Kaneshiro 1989),
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mientras que suministra una efectiva plataforma desde la cual el macho emite sefiales de
cortejo (Kaspi y Yuval 1999b).

La tactica alternativa de apareamiento de custodiar fruta parece ser poco frecuente y
aparece luego de que la actividad de lek a cesado (Prokopy y Hendrichs 79, Warburg y
Yuval 1997a). Los machos que emplean esta tictica establecen su territorio en un fruto
hospedero y acosan a las hembras que arriban para ovipositar. No esta claro qué machos
en la poblacion eligen emplear esta tactica, si algunos machos sélo estan en los frutos o
si los machos que no tuvieron éxito en el apareamiento en los leks, proceden a

establecer su territorio en una fruta en un intento de cumplir su potencial reproductivo.

4.1.3 Cépula, inseminacion y fertilizacién

Para efectivizar su potencial reproductor, los machos de insectos deben pasar tres
obstaculos que son de cierto modo controlados por las hembras. Ellos son copulacién,
inseminacion y fertilizacion. Para ganar copulas los machos deben siempre competir
con machos rivales para acceder a las hembras, o cortejar hembras efectivamente
(Thornhill y Alcock 1983). Inseminacion y fertilizacién no siguen inevitablemente a la
copula, porque estos son determinados por una serie de interacciones complejas entre
los sexos que, frecuentemente, tienen intereses reproductivos encontrados. Es
importante distinguir entre estos eventos porque competicion de esperma y mecanismos
postcopulatorios regulados por la hembra (Eberhard 1991) pueden actuar luego de la
copula e inseminacién y afectar la aptitud efectiva del macho (Alcock 1994).

En general la secuencia reproductiva de tefritidos contiene los siguientes elementos:

llamado del macho y cortejo, copulacion, inseminacion, fertilizacion y oviposicion
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(Sivinski y Burk 1989). En la mayoria de las especies estudiadas las hembras son
receptivas a multiples machos y pueden aparearse varias veces en la vida (Whittier y
Shelly 1993). El esperma es depositado en organos especializados, las espermatecas,
donde presumiblemente los espermatozoides son nutridos y movilizados cuando se
necesitan para la fertilizacion.

Estudios de laboratorio sugieren que la duraciéon de la copula esta positivamente
asociada con la cantidad de esperma almacenado por la hembra (Farrias et al. 1972; Seo
et al. 1990). Estudios de C. capitata en la naturaleza han mostrado también una notable
disparidad en la duracién de la copula. Wong et al. (1984) y Whittier et al. (1992)
observaron copulaciones en leks naturales en Hawai y encontraron duraciones de
copulas en promedio de 144 y 179 minutos respectivamente. La duracion de la cépula
es dependiente de la linea de laboratorio y de la asimetria en tamafio de la pareja
apareada. Moscas de ciertas lineas de laboratorio copulan por mas tiempo que moscas
de otras lineas, y parejas en las cuales los machos eran mas pequeiias que las hembras
copulaban por mds tiempo que las parejas en las cuales sus integrantes eran semejantes
en tamaiio (Field et al. en prensa). El tamafio absoluto de la hembra también tiene un
efecto significativo sobre la duracion, aunque menor que el tamafio relativo, mientras
que no se detectd ningun efecto del tamafio absoluto del macho.

El nivel nutricional del adulto también afecta la duracion de la cépula (Field y Yuval
1999). Cuando machos y hembras fueron alimentados con proteinas o privados de ella,
el efecto de la nutricion de las hembras sobre la duracion de la copula fue mas marcado
que en los machos. Esto sugiere que las hembras realizan un control substancial sobre
la cépula. Cuando ambos fueron privados de proteinas la duracion de la cépula fue

prolongada para el primer apareamiento y el reapareamiento al dia siguiente. El interés
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de machos privados de proteina podria ser por apareamientos mas largos dado su menor
habilidad de obtener futuros apareamientos. El beneficio de las hembras es menos obvio
y podria ser su menor habilidad para forzar al macho a separarse. Otra posibilidad es
que la hembra obtenga un beneficio nutricional del macho en cuyo caso copulas largas
podrian representar un interés de ambos.

Hay una correlacion negativa entre la duracion del apareamiento inicial y la proporcion
de hembras que aparean una segunda vez en C. capitata (Saul et al. 1988).
Aparentemente la receptividad de la hembra al reapareamiento esta correlacionada con
el volumen de esperma en la espermateca (Nakagawa et al. 1971).

Varios aspectos de la transferencia de esperma han sido estudiados (McInnis 1993).
Farrias et al. (1972) determinaron cualitativamente que el esperma se acumula en la
espermateca durante la copula. Seo et al. (1990) encontraron que luego de dos horas de
copula el 94% del esperma estaba en la espermateca y el resto en otras areas del tracto
reproductivo. Gage(1991) mostré que el riesgo de competencia de esperma afecta la
cantidad de esperma con que el macho insemina la hembra. Machos apareados en
presencia de un macho potencialmente rival, eyaculan significativamente mas esperma
que machos aislados. Yuval et al. (1996) determinaron que los testiculos de los machos
contenian en promedio 34.000 células espermaticas antes de la copula y
aproximadamente 14.000 luego de la copula. La mayoria de este eyaculado no llega a la
espermateca. La espermateca de una hembra de laboratorio apareada una vez contiene
3212 espermas en promedio, cantidad similar a la que se encontr6 en hembras
colectadas del campo. La localizacion del esperma entre las espermatecas, en hembras

del laboratorio y del campo, es significativamente no aleatoria: un érgano, el derecho o
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el izquierdo, contiene significativamente mas esperma. Esto sugiere que la ubicacion del
esperma es controlada por el macho o por la hembra (Taylor y Yuval 1999).

El esperma no es la unica sustancia transferida por el macho a la hembra. Parte del
eyaculado consiste de secreciones de las glandulas accesorias del macho (MAGS). No
se ha podido determinar la funcién precisa de MAGS en tefritidos. Sin embargo ciertos
patrones de comportamiento de la hembra (Jang 1995, Jang et al. 1998) son modulados
por la copula o por inyecciones de mags: las hembras tratadas eluden los machos y

buscan sitios de oviposicion.

4.1.4 Interaccién macho-macho.

Un macho montando otro macho como en un intento de cépula, que puede durar varios
minutos, es un comportamiento comin observado en tefritidos (Perdomo 1976; Prokopy
y Hendrichs 1979). Esto puede ser interpretado de distintas formas: como la existencia
de un limite bajo para el inicio de la excitacion sexual, que los machos no pueden
distinguir el sexo del individuo que llega antes del contacto tactil o podria ser que los
machos adopten comportamientos que imitan hembras intrusas para intentar desalojar a
los residentes de sus territorios.

En condiciones de cria masiva, a veces otros machos adicionales pueden montar la
pareja homosexual, se observaron cadenas de hasta 10 machos (Feron 1962). Los
intentos de copula entre machos se observan también en el campo. La mayoria de los
autores interpretan este comportamiento como una evidencia de una baja discriminacién
de sexos por los machos. Iwahashi y Majimar (1986) mostraron que los machos

reconocen el sexo del oponente antes de hacer contacto con él y que dicho
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comportamiento entre machos podria ser una forma de agresién entre machos mas que
un error.

Los machos interaccionan entre ellos con comportamientos agresivos para defender su
territorio. Embisten y empujan o dan “latigazos™ con sus alas contra los intrusos 0 mas
pasivamente chocan sus cabezas, manteniéndolas unidas hasta algunos minutos (Arita y

Kaneshiro 1989).

El presente trabajo fue realizado con la intencién de incrementar los conocimientos de
la aptitud copulatoria de la LSG (T228) de C. capitata, basada en la mutaciéon sw. Se
puso especial énfasis en el comportamiento durante el cortejo y la compatibilidad de
esta linea con moscas salvajes.

Por un lado en jaulas de campo se cuantificé el éxito en el apareamiento y tiempo de
copula para la linea T228 irradiada y no irradiada, comparada con una linea de fenotipo
salvaje sin irradiar. Ademas se midi6 si hubo o no transferencia de esperma en las
hembras apareadas durante este experimento.

Por otra parte en condiciones 6ptimas simuladas en laboratorio, se analizaron en
pequeiias cajas por la técnica de videograbacion cortejos exitosos y no exitosos. Se
compararon moscas de una poblacién salvaje y la linea T228, cuantificando las
diferencias entre ellas mediante pruebas unisexuales (dos tipos de machos con un tipo

de hembra) y bisexuales ( machos y hembras de ambos tipos simultaneamente).
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4.2 MATERIAL Y METODOS

4.2.1 Experiencia en jaulas de campo

El material bioldgico utilizado fue la linea de sexado genético (LSG) obtenidas por
Instituto de Genética/CNIA/INTA Castelar, llamada T228. Esta linea de laboratorio es
una de las que se obtuvieron en el mencionado Instituto con diferentes translocaciones y
con el gen sw. La otra linea utilizada en este experimento es la linea Mendoza de cria
masiva. La linea T228 fue obtenida por la induccion y manipulacion genética de la linea
Mendoza. Ambas lineas fueron criadas en el IG/CNIA/INTA Castelar hasta el estadio
de pupa. El 50% de las pupas de la linea T228 fue irradiado, 48 hs. antes de la eclosion,
con una fuente de emisién de rayos X, con un equipo Phillips. La dosis aplicada fue
10.000 rad.

Las pupas fueron trasladadas al Laboratorio de Genética de Poblaciones en Ciudad
Universitaria, donde se colocaron en la camara de cria. Los adultos emergidos se
colocaron en nimero de 30 en frascos de 2750 ml, separados por sexo, linea, y
tratamiento de radiacion. Las hembras emergidas de la linea T228 fueron descartadas.
Las moscas se envejecieron hasta la edad de 7 a 9 dias en la camara de cria,
obteniéndose asi individuos sexualmente maduros y de igual edad para evitar errores en
la proporcion de éxito copulatorio atribuibles a diferencias de maduracién. Los machos
de diferentes lineas fueron identificados mediante diferentes colores. Para esta
experiencia se utilizaron dos jaulas de campo.

El experimento se realizo entre el 28 de febrero y 20 de marzo de 1998 y const6 de 9

repeticiones para cada jaula. Las temperaturas minima y maxima en ese periodo fueron
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15 y 32 °C respectivamente, condiciones favorables para la copula, segin se vio en el
Capitulo 1.

Cada dia a las 7 de la mafiana se liberaron 60 machos en cada jaula, 30 de cada linea. En
una de las jaulas los machos de la linea T228 estaban irradiados mientras que en la otra
estaban sin irradiar. Los machos de la linea Mendoza no fueron irradiados en ningin
caso. A las 8:00 hs. se liberaron 30 hembras virgenes de la linea Mendoza en cada jaula.
A partir de ese momento se ingresé a la jaula cada hora entre las 9:00 y las 16:00 hs. (8
observaciones) para extraer las parejas en copula. Se registr6 el nimero de parejas en
cépula para cada linea como asi también la ubicacion de la pareja en el arbol. Las
parejas fueron extraidas cuidadosamente para que no se separaran y colocadas
individualmente en frascos de 300m! a la sombra para contabilizar el tiempo de cépula.
Al final de cada dia las hembras que copularon se conservaron en frio (-20°C) para un
posterior estudio de transferencia de esperma.

Analisis estadistico

Para comparar los tiempos de coépula se utiliz6 una prueba ANOVA y las

comparaciones de a pares se hicieron una prueba de contrastes de Scheffé

4.2.2 Anailisis de transferencia de esperma

Las hembras apareadas en el experiencia anterior fueron retiradas del congelador y
disecadas bajo lupa extrayéndole a cada una las dos espermatecas. Estas se montaron en
un portaobjetos de a pares y se las colore6 con orceina acética. Al colocar el
cubreobjetos y presionar levemente las espermatecas se rompen y se puede observar
presencia o ausencia de esperma. El analisis se hizo con microscopio dptico con un

aumento de 20X.
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Se analizaron espermatecas de un total de 60 hembras apareadas con machos de los tres
grupos, T228 sin irradiar, T228 irradiados y Mendoza, eligiendo al azar 20 hembras

apareadas con cada tipo de macho.

4.2.3 Experiencia de videograbacién

4.2.3.1-Experiencias unisexuales:

Para el experimento de videograbacion se utilizo la misma linea de sexado genético del
experimento en jaulas de campo, cedida por IG/CNIA/INTA Castelar en estadio de
larva o pupa.

El comportamiento de éstas se comparé con moscas salvajes obtenidas de guayabas
atacadas que fueron recolectadas durante el mes de marzo y abril en una poblacion
natural en Concordia, Pcia de Entre Rios (31° 21° latitud S, 58° 1’ longitud O). Los
adultos se envejecieron hasta 11 dias en la camara de cria. Se utilizaron para el
experimento de videograbacion machos de ambos grupos (linea T228 y moscas
salvajes), enfrentados siempre con hembras salvajes.

El experimento se realiz6 entre el 30 de abril y el 29 de junio de 1998. El niimero total
de grabaciones fue de 40.

Cada mafiana se colocaron dos machos, uno de cada linea, en cada caja de
apareamiento. Los machos fueron previamente diferenciados con marcas de color. Los
dos machos que primero comenzaron a llamar, en forma continua durante 5 minutos,
fueron elegidos para la primer grabacion.

Se empezo6 a grabar acercando el "zoom" al maximo sobre los machos llamando para

permitir reconocer detalles, corroborar la llamada del macho y posibles interacciones
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entre ellos. Pasados 10 minutos se colocd la lente en posicion "wide" (vista panoramica
de la camara de observacion) y se liberd la hembra dentro de la caja de apareamiento.

Desde este momento se grabé durante 30'. Cada dia se hicieron dos grabaciones.

4.2.3.2 Experiencias bisexuales

En este experimento se compard el comportamiento de machos y hembras de la linea
T228 con el de moscas moscas salvajes obtenidas de frutos de Passiflora sp atacados
que fueron recolectados durante el mes de noviembre de 1999 en una poblacion natural
en Buenos Aires (alrededores de Ciudad Universitaria).

Se utilizaron para el experimento de videograbacion machos de ambos grupos (linea
T228 y moscas salvaje), enfrentados con hembras de ambos grupos.

El experimento se realiz6 en diciembre de 1999 y enero de 2000. El nimero total de
grabaciones fue de 20.

Cada mafiana se colocaron dos machos, uno de cada cepa, en cada caja de
apareamiento, diferenciados por medio de marcas de colores en el nototérax.

Luego de grabar durante 10’ a los machos llamando, se liberaron dentro de la caja de
apareamiento dos hembras, una de cada linea, también marcadas con pintura al agua. Se
grabé el comportamiento de machos y hembras durante 30'. Cada dia se hicieron dos
grabaciones.

Anadlisis estadistico

Se compar6 el tiempo empleado en las diferentes actividades del cortejo entre

individuos de distintas lineas utilizando la prueba de Mann-Whitney.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Experiencia en jaulas de campo

4.3.1.1 Porcentaje de apareamiento

El éxito copulatorio relativo de la linea T228 frente a la linea Mendoza se indica en la
tabla IV-1. La relacion entre lineas y el nimero de apareamientos fue analizada por
medio de una prueba Chi cuadrado. El resultado indica que el nimero de machos
exitosos no difiere entre lineas cuando los machos de T228 no fueron irradiados. Sin
embargo, los machos de la linea de sexado genético irradiados tenian un éxito

copulatorio significativamente menor que los de Mendoza.

Tabla IV-1. Numero y porcentaje (entre paréntesis) de machos apareados de cada
linea en cada experimento, NI= machos no irradiados de la linea T228; I= machos

irradiados de la linea T228

NI I
T228 145 (54%) 51 (26%)
Mendoza 123 (46%) 145 (73%)
Total Apareados 268 (82%) 196 (89%)
x(GL=1) 3.26 76.2
P 0.07 <10
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4.3.1.2 Tiempo de cépula

La mayor tasa de apareamiento se observé entre las 9:00 y las 11:00 horas, siendo ésta
muy baja después de las 11:00 hs puesto que la mayor parte de las hembras estaban ya
apareadas.

El tiempo de copula promedio (en minutos) para los machos T228 no irradiados e
irradiados y machos de Mendoza fue de 217, 179 y 208 respectivamente (Fig. IV-1). Al
comparar estos valores mediante un analisis de varianza se obtuvo un resultado
significativo (F= 3.7; P=0.026), debido fundamentalmente a la diferencia entre
irradiados y no irradiados de la linea autosexante (P= 0.029). Los restantes contrastes de

Scheffé no fueron significativos.

84

2 v ¢
70
63
66
49
42
35
28
21
14 ”/

ez N
7
6

8 114 169 226 284 336 392 L1 m
Duracién cépula (min)

\\\\H\:
LRI

%

7
7

Figura IV-1. Duracion de la cépula (min.) para machos de la linea Mendoza (M) y
machos de la linea T228, no irradiados (NI) e irradiados (I). Las flechas indican el

valor medio para cada grupo.
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4.3.1.3 Distribucion de las cépulas en la jaula

Se analiz6, por medio de una prueba Chi cuadrado, si existian diferencias entre los
grupos en cuanto a la distribucién de las cépulas en distintos lugares de la jaula (Tabla
IV-2). Al considerar distintas partes anatomicas del arbol (cara adaxial o abaxial de la
hoja, tronco, red) no se encontraron diferencias significativas entre lineas. En todos los

casos la mayor proporcién de parejas se formé en la cara abaxial de la hoja.

Tabla IV-2. Distribuciéon (en porcentaje) de las cépulas en distintos sitios del arbol

y en la red, en el experimento de jaulas de campo.

Mendoza T228
No irradiada Irradiada
Hoja, lado adaxial 9% 9% 2%
Hoja, lado abaxial 71% 67% 72%
Tronco 1% 2% 4%
Red 19% 22% 22%
N° de copulas 266 145 50

v*=541,GL=6,p=0.49

Tampoco se vieron diferencias significativas entre lineas con respecto a la altura del
arbol en la cual fue censada la pareja. Como puede verse en la tabla IV-3 en los tres

grupos las parejas se encontraron mayoritariamente en el tercio medio.
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Tabla IV-3: Porcentajes de cépulas a diferentes alturas del arbol en el experimento

de jaulas de campo.

Mendoza T228
No irradiada Irradiada
Tercio superior 25% 21% 24%
Ll'ercio medio 35% 35% 38%
Tercio inferior 21% 21% 16%
[Red 19% 22% 22%
IN® de copulas 266 145 50

x*=1.69, GL = 6, p= 0.94

Se pudo observar también que los machos de ambas lineas formaban de manera
conjunta grupos o “leks. El nimero de machos por lek era de 3 a 6 y éstos se forman en

general en la parte central de la copa del arbol, variando su posicion a lo largo del dia.

4.3.2 Anilisis de transferencia de esperma

De los 60 pares de espermatecas analizados 59 contenian esperma, el par que se observé
vacio pertenecia a una hembra apareada con un macho de la linea autosexante irradiado,

dicha cépula habia durado sélo 60 minutos.
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4.3.3 Experiencia de videograbacién

4.3.3.1 Experiencia unisexual
Se reconocieron todas las etapas del cortejo del macho mencionados en el Capitulo II.
Ademas, como consecuencia de las interacciones miltiples y entre machos se hizo
necesario definir las siguientes actividades (Fig. IV-2):
WS: “Wing signaling”= Seiiales de alas las realizan tanto machos como hembras, en
forma reciproca, o independientemente uno de otro. Las mismas consisten en colocar las
alas perpendicularmente al cuerpo y moverlas suavemente hacia adelante y hacia atras,
a la vez que los individuos se desplazan lateralmente hacia un lado y hacia el otro. El
significado biolégico de este despliegue de alas no esta claro
Fa — m: un macho realiza fanning, pero al detectar la presencia del otro macho, no de
la hembra.
B — m: el macho realiza buzzing al enfrentar a otro macho.
A: attemp, intentos de apareamiento entre machos. Segun el macho de referencia se
distinguen:

- A = m: el macho bajo observacion intenta aparearse con el otro macho.

- A « m: el otro macho intenta montar sobre el macho bajo observacion.
Fi: se observaron peleas entre machos:

- Fi & m : hay agresividad por parte del macho observado hacia el otro, o los dos en
forma conjunta

- Fi « m: hay agresividad del otro macho hacia el observado.
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H © H: “Head counter head”. Dos machos se pegan cara contra cara y se mantienen asi
por varios segundos (hasta 3 minutos) sin moverse hasta que se separan. Aparentemente
no realizan fuerza visible durante este comportamiento y parece una actividad de

competencia entre ellos en la cual uno de los machos resulta dominante.

También se estudi6 el comportamiento de la hembra, observando las siguientes
actividades:

S (“Stationary”): permanece quieta o limpiandose.

Sa: igual que S, enfrentada al macho de la SSG a menos de 3 cm

S+: igual que el anterior pero enfrentada al macho salvaje a menos de 3cm

M (“Mobile™): se desplaza por la caja o vuela.

Fi & m,: la hembra ataca al macho de la SSG o la agresion es mutua

Fi « m,: la hembra es agredida por el macho T228

Fi > m+: la hembra ataca al macho salvaje o la agresion es mutua

Fi < m+: la hembra es agredida por el macho salvaje.

PA4: Recepcion pacifica del intento de copula del macho T228
PA+: Idem al anterior pero con macho salvaje.

VA,: Reaccion violenta ante el intento de copula del macho T228
VA+: Idem al anterior pero con el macho salvaje.

Ca: copula con macho de la SSG

C+: copula con el macho salvaje.

WS: sefiales de alas de la hembra

Ov.: La hembra esta quieta en un lugar y realiza intentos de clavar el ovipositor.
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Con el anilisis de las videograbaciones se reconocieron las actividades mencionadas y

se caracterizo el patron de cortejo de 40 machos de la linea T228, 40 machos salvajes y

40 hembras salvajes.

Las frecuencias absolutas de machos exitosos y no exitosos (Tabla 1V-4) fueron

idénticas en ambos grupos.

Tabla IV-4. Nimero de machos de C. capitata exitosos y no

videograbaciones de apareamientos de machos salvajes y de laboratorio con

hembras salvajes.

LINEA EXITOSOS |NO EXITOSOS| TOTAL

Salvaje 7 33 40
T228 7 33 40
Total 14 66 80

Cuando se comparo el tiempo empleado por los machos para cada actividad entre lineas
y entre exitosos y no exitosos se observaron algunas diferencias. En la tabla IV-5 se

muestra el tiempo utilizado por los machos en los primeros 10 min. de filmacion, en

ausencia de la hembra.

exitosos en
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los primeros 10 min. en ausencia de la hembra.

T228 Salvaje
Exitosos |No Exitosos| Exitosos | No Exitosos
S 2,1 107,4 7,7 36
32,1 70,8 39,7 72,5
CS 446,6 328,7 431,7 426,0
CM 75,1 37,7 41,6 32,3
Fa 36,7 47,0 66,7 26,2
B 0,3 0,6 0,0 0,3
A->m 1,1 0,7 0,0 0,0
Ae<m 0,0 0,0 0,9 0,5
Fiom 0,6 1,9 1,2 1,2
Fiem 0,4 0,4 0,7 0,6
HoH 5,0 39 6,9 3,5
WS 0,0 1,0 2,9 0,9

Tabla IV-5. Tiempo (seg) usado para cada actividad desplegada por los machos en

Todas las comparaciones del tiempo empleado en las diferentes actividades del macho y
de la hembra entre lineas y entre exitosos y no exitosos se hicieron utilizando la prueba
de Mann-Whitney.

Como pude verse en las tablas IV-5 y IV-6, en ausencia de la hembra las diferencias
entre exitosos y no exitosos son significativas sélo para la linea T228. Los exitosos
emplean mas tiempo en CM que los no exitosos y estos tltimos pasan mas tiempo en la
actividad S.

Comparando las dos lineas se ven diferencias significativas en los intentos de cépula

entre machos (A—m). Los machos de la linea T228 realizan mas intentos de aparearse
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con el otro macho que los salvajes. Estos ultimos por su parte pasan mas tiempo

realizando CS en ausencia de la hembra que los de la LSG.

Tabla IV-6: Resultados test de Mann-Witney para los primeros 10’ de actividad de

los machos en ausencia de la hembra.

Linea A vs+| Ex. vs NoEx. | A Ex. vs NoEx |+ Ex. vs noEx

Z p Z P Z p Z p
S 1.288 0.197| -1.8870.059] -2.150 0.031| -0.297 0.767
0.304 0.761| -0.103 0.918[ -0.253 0.801| 0.073 0.942
CS -1.993 0.046] 0.399 0.690| 1.230 0.219] -0.623 0.533
CM 1.315 0.188(  2.890 0.003| 2.481 0.013| 1.852 0.064
Fa 0.533 0.594f  0.863 0.388] 0.037 0.971 1.322 0.186
B 2.154 0.031| -0.426 0.670{ -0.296 0.767| -0.461 0.645
A->m 1.993 0.046| -0.181 0.856| 0.029 0.977) -0.461 0.645
Aem [-15620.118 -0.328 0.742] -0.660 0.509| 0.029 0.977
Fio>m 1.284 0.199] 0.2390.811| -0.705 0.481| 1.108 0.267
Fiem |-1.089 0.276 0.908 0.364] 0.561 0.575| 0.681 0.496
HoH | -0.298 0.765 0.4150.678) 0.376 0.707| 0.217 0.828
WS -0.368 0.7121 -0.439 0.661| -0.957 0.338] 0.279 0.780

® A: machos linea T228, +: machos salvajes. ° Ex: machos exitosos, No Ex: machos no exitosos

Cuando se compar6 el tiempo empleado por los machos de las dos lineas para cada

actividad en presencia de la hembra, utilizando la misma prueba no paramétrica (Tablas

IV-7 y 1V-8) se vio que los machos de la linea de sexado genético realizan mas buzzing

al otro macho (B—»>m) y mas intentos de apareamiento con el macho (A—m). Por el

contrario, el macho salvaje es sometido a mas intentos de apareamientos (A<m) y

agresiones (Fi<—m) por el T228. Es decir, que los individuos de la linea T228 son mas
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agresivos y realizan mas intentos de apareamiento con los machos salvajes y mas
buzzing con éstos, a pesar de que estas dos actividades son propias del cortejo con la
hembra.

Tabla IV-7. Tiempo en segundos empleado en cada actividad por los machos en los

30’ en presencia de la hembra.

T 228 Salvaje
Exitosos |No Exitosos| Exitosos [No Exitosos

S 385 3487 19,9 271,9

34,0 266,7 66,3 312,8

CS 623,0 837,8 481,9 973,7
CM 107,4 85,4 427 95,2
Fa 11 104,2 5,0 21,9
Fa—>h 77,1 75,2 15,3 60,2
Fa > m 8.1 49,5 0,6 27,6
B—>h 16,4 59 9,4 9,2
B> m 2,7 3,5 0,0 0,3
PA 349 0,0 12,4 0,1
VA 0,6 0,8 0,0 1,2
A->m 0,4 8,2 0,0 0,1
Aem 0,0 0,1 0,9 8,0
Fi—> m 1,1 3,3 0,4 23
Fi—>h 0,8 0,8 0,6 1,2
Fi<m 0,0 0,3 0,0 23
Fie<h 0,0 0,2 0,6 0,7
Ho H 0,9 3,6 0,0 6,5
C 851,4 2,8 1143,7 0,0
WS 1,4 2,8 0,4 4,7
MJ 0,0 0,0 0,0 0,2




Tabla IV-8: Resultados de la prueba de Mann-Witney para los 30’ de actividad de

los machos en presencia de la hembra.

Linea A vs+[Ex. vs NoEx.|A Ex. vs NoEx|+ Ex. Vs noEx
Z p Z P Z p Z P
S -0.203 0.838 |-2.868 0.004|-1.381 0.167 |-2.667 0.007
M -1.392 0.164 [-3.758 0.000(-2.581 0.009 |-2.802 0.005
CS -0.789 0.430 |-1.818 0.069|-0.588 0.556 [-1.940 0.052
CM 0.593 0.553 {-0.672 0.501| 0.750 0.453 [-1.621 0.105
Fa 0.999 0.318 |-1.876 0.061|-2.136 0.033 |-0.366 0.714
Fa—>h [0.000 1 |1.825 0.068(1.714 0.086 | 0.677 0.498
Fa—>m [1.52]1 0.128 |-1.914 0.055|-1.074 0.283 |-2.112 0.034
B—>h [0.337 0.736 (4.147 0.000| 3.041 0.002 | 2.769 0.005
B> m [3.531 0.000}-0.717 0.473(-0.594 0.552 [-0.660 0.509
PA -0.141 0.887 (8.591 0.000| 6.207 0.000 | 5.884 0.000
VA 0.000 1 |[-0.928 0.353]-0.115 0.909 |-1.203 0.228
A->m |3.311 0.001 [-0.325 0.745|-0.308 0.758 |-0.461 0.645

Aem [2.556 0.011 |-0.846 0.397|-0.660 0.509 |-0.632 0.527
Fiom |1.542 0.123 |-2.256 0.024|-1.885 0.059 [-1.132 0.257
Fi>h |-0.185 0.853 [-0.625 0.532] 0.251 0.802 [-1.208 0.227
Fiem |-3.420 0.001 |-2.916 0.003|-1.317 0.188 -2.772 0.005
Fi<h |-1.640 0.101 |-0.698 0.485(-0.818 0.413 [-0.280 0.779
HoH [-0.412 0.680 |-0.297 0.766] 0.662 0.507 [-0.957 0.338
C 0.155 0.876 |8.591 0.000| 5.884 0.000 | 6.207 0.000
WS |-1.163 0.245 |-0.555 0.579| 0.062 0.951 |{-0.755 0.450
MJ 0981 0.326 [-0.939 0.348|-0.818 0.413 |-0.461 0.645

® A: machos linea T228, +: machos salvajes. ° Ex: machos exitosos, No Ex: machos no exitosos

También se compararon los machos exitosos con los no exitosos, encontrando

diferencias significativas para algunas actividades. De acuerdo con estos resultados, los
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individuos no exitosos emplean mas tiempo que los exitosos en actividades como S, M ,
Fi->m y Fie-m y menos en B hacia la hembra y PA. Es decir que los no exitosos usan
mas tiempo en realizar actividades no reproductivas (S y M), hay mas comportamientos

agresivos entre los machos e invierten menos tiempo en las etapas indispensables para

un cortejo exitoso.

Comparando con la misma prueba estadistica las actividades de la hembra (tabla IV-9),

se encontraron diferencias entre hembras apareadas y no apareadas en unas pocas

actividades. Las no apareadas realizan S, M y WS durante mas tiempo.

Tabla IV-9: Tiempo (seg) empleados por las hembras para cada actividad y

resultados test de Mann-Whitney.

Apareadas |NoApareadas| MW (Z) P
S 642.6 1270,8 3.346 0.001
104,2 4238 3.176 0.001
Sa 11,0 14,7 -0.740 0.459
S+ 5.4 20,6 0.807 0.419
Fi > my 0,2 1,0 1.048 0.295
Fi > m+ 0,0 2,7 3.104 0.002
Fi < my 0,4 0,3 -0.543 0.587
Fi « m+ 0,8 0,5 0.168 0.867
PAA 17,4 0,0 -3.896  0.000
PA+ 6,2 0,0 -3.896  0.000
VA, 0,4 1,1 0.535 0.592
VA+ 0,0 1,5 2.099 0.036
Ca 4257 0,0 -3.896 0.000
C+ 571,9 0,0 -3.896 0.000
WS 2,6 13,9 2.547 0.011
Ov. 11,3 492 0.517 0.605
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Figura IV-3: a) Comparacion entre lineas del tiempo empleado por los machos en
cada actividad en presencia de la hembra. b) Idem al anterior pero descartando las

actividades en las que emplean mas tiempo.
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Figura IV-4. a) Comparacion entre machos exitosos y no exitosos del tiempo
empleado en las diferentes actividades, en presencia de la hembra. b) La misma

comparacion descartando las actividades en las que emplean mas tiempo.
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Figura IV-5. a)Comparacion entre hembras apareadas y no apareadas del tiempo
empleado para distintas actividades, b)La misma comparacion eliminando las
actividades en las que las hembras emplean mas tiempo.
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4.3.3.2 Experiencia bisexual

Con el analisis de las videograbaciones se reconocieron las actividades mencionadas y
se caracterizé el patron de cortejo de 20 machos de la linea T228 y 20 machos salvajes.

La comparacion de las frecuencias de cortejos exitosos entre machos de distintas lineas
(Tabla IV-10) indica que no hay diferencias significativas entre lineas (x= 042, P=

0.52).

Tabla IV-10: Nimero de cépulas entre las dos lineas y nimero de machos y

hembras no exitosos.

HEMBRA Machos
Linea T228 Salvaje No Ex.
e T228 8 3 9
os
% :
s Salvaje 6 4 10
Hembras no
6 13
Apareadas

Comparando las frecuencias absolutas de las hembras apareadas y no apareadas (Tabla
IV-10) si se encontraron diferencias significativas entre lineas (x*= 4.9, p= 0.026),
siendo mayor el éxito de la T228.

Cuando el tiempo empleado para cada actividad de los machos fue comparado entre
lineas y entre exitosos y no exitosos se observaron algunas diferencias. En la tabla IV-
11 se muestra el tiempo que fue utilizado por los machos para diferentes actividades en

los primeros 10 min. de video grabacion, en ausencia de las hembras.
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Tabla 1V-11. Tiempo (seg) empleado para cada actividad desplegada por los

machos en los primeros 10 min.

T228 Salvaje
Exitosos No Exitosos Ne
Exitosos Exitosos
S 15.22 141.22 7.20 51.60
35.23 113.60 31.99 108.05
CS 446.82 239.78 441.30 377.90
CM 70.68 46.00 41.10 30.30
Fa 37.36 47.39 62.90 2440
B 0.27 1.22 0.20 0
A->m 1.00 1.89 0 0
Ae<m 0 0 0.95 0.90
Fio>m 0.68 1.23 1.15 0.70
Fiem 0.45 0.55 0.71 0.45
HeoH 5.00 5.33 5.80 4.00
WS 0.45 1.70 2.70 1.70

Todas las comparaciones del tiempo empleado en las diferentes actividades del macho
entre lineas y entre exitosos y no exitosos se hicieron utilizando la prueba de Mann-
Whitney.

Como pude verse en las tablas IV-11 y IV-12, en ausencia de las hembras se ven
diferencias significativas entre las lineas en los intentos de cépula entre machos
(A—>m) (Fig. IV-6 b). Los machos de la linea T228 realizan mas intentos de co6pula
con el otro macho que los salvajes, ademas los machos de laboratorio pasan mas tiempo

llamando y desplazandose (CM) que los salvajes (Fig. IV-6ay b).
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Entre machos exitosos y no exitosos hay algunas diferencias significativas, para la linea
autosexante. En esta linea los exitosos emplean mas tiempo en CS que los no exitosos
(Fig. IV-7 a) y estos ultimos pasan mas tiempo en la actividad S (Fig. IV-7 ay b). Es
decir que los que van a ser exitosos antes de la presencia de la hembra muestran mayor
propension para la copula, realizando mas llamado, mientras que los no exitosos
permanecen mas tiempo quietos.

En los salvajes las diferencias entre exitosos y no exitosos son significativas para

llamado mévil (CM), realizado con mas frecuencia por los exitosos.

Tabla IV-12: Resultados test de Mann-Witney para los primeros 10’ de actividad

de los machos en ausencia de las hembras.

Linea A vs+?| Ex.vs NoEx.° | A Ex.vs NoEx + Ex. vs noEx

Z p Z P Z P Z p
S -0.520 0.603 | -2.448 0.014| -2.536 0.011 | -0.873 0.382
0.326 0.744| -0.749 0.454| -0.723 0.469 | -0.421 0.673
CS -1.326 0.185| 1599 0.110| 2245 0.024 | 0.226 0.821

CM 2707 0.007| 1992 0.046| 1.028 0304 | 1.967 0.049
Fa -0.232 0.817| 1.065 0.287( 0.231 0.817 1366 0.171

B 1436 0.151| 0.212 0.832| -0.435 0.663 1.000 0.317
A->m 2.078 0.038| -0.104 00917 -0.217 0.827 | 0.000 1.000
Ae<m | -2.078 0.038( -0.104 0917| 0.000 1.000 | 0.000 1.000
Fiom 0.216 0.829| -0.058 0954 -1.000 0317 | 0.892 0.372
Fie—m | -0732 0.464| 0570 0.568| 0.099 0920 | 0.641 0.521
HoH -0327 0.744| 0266 0.790( 0305 0.760 | 0.108 0914
WS -0.213 0.831| -0.814 0415] -1.359 0.174 | 0.108 0914

® A: machos linea T228, +: machos salvajes

b Ex: machos exitosos, No Ex: machos no exitosos
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Cuando se comparé el tiempo empleado por los machos de las dos lineas para cada
actividad, en presencia de las hembras, utilizando la misma prueba no paramétrica
(Tablas IV-13 y IV-14 se vio que los machos de la linea autosexante realizan mas
fanning y buzzing al otro macho (Fa—>m, B—m) y mas intentos de apareamiento con el
macho (A—>m). Por el contrario el macho salvaje es sometido a mas intentos de
apareamientos por el T228 (A«<m) (Fig. IV-8). Es decir, que en consistencia con lo
observado en la experiencia unisexual, los individuos de la linea autosexante realizan
mas intentos de apareamiento con los machos salvajes y mas fanning y buzzing con
éstos. Asimismo los machos salvajes son mas agredidos por las hembras salvajes que
los de laboratorio.

También se compararon los machos exitosos con los no exitosos, encontrando
diferencias significativas para algunas actividades (Fig. IV-9 a y b). De acuerdo con
estos resultados, los individuos no exitosos emplean mas tiempo que los exitosos en
actividades como M, Fi<—m y menos en Fa—>h B—h y PA. Es decir que los no exitosos
usan mas tiempo en realizar actividades no reproductivas como moverse sin llamar
(M), hay mas comportamientos agresivos entre los machos e invierten menos tiempo en

las etapas indispensables para un cortejo exitoso ( Fa—B—PA).
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Tabla IV-13. Tiempo empleado en cada actividad por los machos en los 30’ en

presencia de las hembras.

T228 Salvaje
Exitosos [No Exitosos| Exitosos | No Exitosos

S 38.41 407.98 18.90 295.21

M 32.36 207.54 73.20 374.75

CS 656.09 815.33 468.00 1017.95
CM 98.55 94.67 46.30 72.70
Fa 9.45 216.67 4.90 15.00
Fa - hA 34.64 4.89 8.70 5.70
Fa — ht+ 35.27 7.56 9.70 7.00
Fa—>m 1.73 32.86 0.50 0.90
B > hA 11.64 0.00 5.30 0.00
B — ht+ 6.45 4.56 4.00 0.80
B—>m 2.45 4.14 0.00 0.00
PA—> hA 24.36 0.00 7.40 0.00
PA— h+ 5.55 0.00 5.90 0.00
VA— hA 0.00 0.00 0.00 0.00
VA— h+ 0.36 0.20 0.00 0.60
A->m 0.36 0.89 0.00 0.00
Ae<m 0.00 0.00 1.00 0.30
Fiom 1.01 0.63 042 1.29
Fi > hA 041 0.11 0.20 0.50
Fi > h+ 0.48 0.37 0.28 0.20
Fiem 0.00 0.06 0.00 0.88
Fi < hA 0.00 0.22 0.32 0.12
Fi « ht+ 0.00 0.00 0.28 0.30
HeH 1.36 0.00 0.00 0.60
C 831.73 0.00 1144.30 0.00
WS 1.33 1.33 0.40 5.20
MJ 0.00 0.00 0.00 0.00
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Tabla 1V-14: Resultados test de Mann-Witney para los 30’ de actividad de los machos en

presencia de las hembras.

r ®Linea A vs+ | Ex.vsNoEx. | A Ex.vsnoEx | +Ex. vs noEx
Z P Z P Z p Z p

S -0.028 0978 | -1.134 0257 | 0.393 0.694 | -1.835 0.066

M -0.777 0437 | -2.443 0.014 | -1.559 0.118 | -2.085 0.037

CS -0.216 0.828 | -1.585 0.113 | -0.342 0.732 | -1.738 0.082

CM 1.804 0.071 0.068 0945 | 0304 0.760 [ -0.569 0.569

Fa 0.570 0.568 | -0.717 0473 | -1.538 0.124 | 0.646 0.518

Fa—hA | 1577 0115 | 3213 0001 | 2927 0.003 | 1.446 0.148
Fa—oh+ | 1253 0210 | 2950 0.003 | 2.580 0.009 | 1430 0.152
Fao>m | 2334 0019 | 0000 1.000| -0.162 0.871 | -0.548 0.583
B>hA | 1016 0309 | 4229 0.000 | 3.087 0.002]| 2.796 0.005
Boh+ | 0374 0708 | 1.905 0.056 | 1.048 0.294 | 1.541 0.123
Bom | 3.098 0002 | 0232 0816 -0515 0.606 | 0.000 1.000
PA>hA | 0858 0391 | 4230 0.000 | 3.088 0.002 | 2797 0.005
PA—>h+ | -0388 0698 | 2719 0.006 | 1.649 0.099 | 2.162 0.030
VA—>hA | 0000 1.000 | 0000 1.000| 0.000 1.000| 0.000 1.000
VA—>h+ | 0533 0594 [ -0682 0495 | -0.073 0942 [ -1.000 0.317
A>m 2.615  0.009 | -0153 0.878 | -0.329 0.742 | 0.000 1.000
A<m | 2078 0.037 | 0000 1.000| 0000 1.000| 0216 0.828
Fio>m | 0524 0600 | -0238 0811 | -0.172 0.863 | -0.139  0.888
Fio>hA | 0601 0548 | 0563 0573 | 1251 0211 -0608 0.543
Fioh+ | 1.074 0283 | 0342 0732 0602 0.547 | -0.298 0.765
Fiem | -1.091 0275 | -2.185 0.028 | -1.106 0.268 | -1.824  0.068
Fi<—hA | -0987 0323 | -0.104 0917 | -1.106 0.268 | 0.669 0.503
Fih+ | 2078 0.037 | -0.104 0917 | 0.000 1.000 | 0.000 1.000
HoH | 1341 0179 | 1225 0220 1956 0.050 | -1.000 0.317

C -0.258  0.796 5717  0.000 | 3.943 0.000 | 4.038 0.000
WS -0444 0.657 | -0.148 0.882 | 0.706 0479 | -0.794 0.426
MJ 0.000 1.000 | 0.000 1.000 | 0.000 1.000 | 0.000 1.000

? A: machos linea T228, +: machos salvajes" Ex: machos exitosos, No Ex: machos no exitosos
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Figura IV-6: a) comparacion entre lineas del tiempo empleado por los machos en

cada actividad en ausencia de las hembras. b) Idem al anterior pero descartando

actividades en las que emplean mas tiempo.
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Figura IV-7: a) Comparaciéon entre machos exitosos y no exitosos del tiempo
empleado en las diferentes actividades en ausencia de las hembras. b) La misma

comparacion descartando las actividades en las que emplean mas tiempo.
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cada actividad en presencia de las hembras. b) Idem al anterior pero descartando

las actividades en las que emplean mas tiempo.
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Figura IV-9: a) Comparacion entre machos exitosos y no exitosos, del tiempo
empleado en las diferentes actividades en presencia de la hembra. b) La misma

comparacion descartando las actividades en las que emplean mas tiempo.
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4.4 DISCUSION

4.4.1 Experiencia en jaulas de campo

Los resultados obtenidos en el experimento en jaulas de campo indican que la
eficiencia de la linea de sexado genético T228 de C. capitata analizada es muy buena en
comparacion con la de Mendoza. Aunque, los resultados revelan que, el éxito
copulatorio en los machos de esta linea disminuye por los radiacién recibida. Sin
embargo esto se podria compensar, para no reducir la eficiencia de los programas de
control y erradicacion de esta plaga, porque la cantidad de machos estériles liberados es
aproximadamente 100 veces mayor que el numero estimado de la poblacion natural. El
menor éxito de los individuos que recibieron irradiacion se deberia a multiples efectos
de la misma, sobre diferentes procesos fisiologicos (Capitulo III).

Una de las observaciones mas importantes que se realizaron en esta experiencia fue que
los machos de ambas lineas aunque estan adaptadas a la cria en laboratorio forman leks
estableciendo su territorio en la cara abaxial de hojas vecinas. En condiciones de cria de
laboratorio los machos no forman leks, sino que cada macho tiene la misma posibilidad
de ser aprobado por una hembra en la jaula, por lo que en el campo estos machos no
siempre seleccionan una ubicacion especifica (Cayol et al. 1999). El nimero de machos
por lek vari6 de 3 a 6. Este valor coincide con experiencias en jaulas de campo en
Guatemala, en las que se utilizaron moscas de una linea de cria masiva (Prokopy y
Hendrichs 1979). También se observo que estos leks estaban ubicados en el centro de la
copa del arbol citrico, lo que coincide con los resultados sobre la ubicacion de las

copulas en otros experimentos (Arita y Kaneshiro 1989; Hendrichs y Hendrichs 1990)
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En este caso la mayor parte de ellas se produjeron en el tercio medio del arbol para las
dos lineas incluidos los irradiados. La razén de por qué es preferido un lugar particular
del arbol no esta claro, pero pueden estar implicados entre otros factores la exposicién
al sol, densidad del follaje y proteccion del viento (Arita y Kaneshiro 1989; Hendrichs y
Hendrichs 1990; Whittier et al. 1992).

Por lo tanto se puede concluir que la competencia entre machos aparentemente no esta
alterada porque forman leks aparentemente con la misma localizacién que lo hacen los
salvajes. Se observo en la prueba de campo del presente capitulo, con moscas de
laboratorio, y en las presentadas en el capitulo III que las lineas estudiadas se aparearon
mas temprano en el dia que las moscas salvajes (Capitulo I). Esto se debe a que en la
naturaleza la iniciacion de la actividad diaria es regulada por los cambios en las
condiciones ambientales (luz y/o temperatura). En condiciones de cria la temperatura y
la humedad son constantes y la transicion luz-oscuridad es abrupta. Ademas, debido a
la alta densidad de adultos en las condiciones de cria, los machos deben iniciar la
actividad sexual rapidamente en el dia para obtener un apareamiento (Calkins 1989b).
Por lo tanto las moscas de laboratorio pueden estar seleccionadas para iniciar su
actividad sexual mas temprano que sus pares silvestres. Blay y Yuval (1997) observaron
que los machos alimentados con proteina comenzaban su actividad sexual mas
temprano que los privados de proteinas. Como los machos de cria laboratorio estin
alimentados con mas proteinas que los silvestres (Warburg y Yuval 1997a,b), las
diferencias en la dieta de los adultos también podrias explicar parcialmente por qué los
machos de laboratorio comienzan su actividad sexual antes que los salvajes.

Por otro lado, la duracion de la copula fue significativamente menor en los machos

irradiados de la linea T228 que en los no irradiados. Esta diferencia en los tiempos de
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copula podria afectar la transferencia de esperma, como se discutié en el Capitulo III.
Si la receptividad de la hembra al reapareamiento esta correlacionada con el volumen de
esperma en la espermateca (Nakagawa et al. 1971) esto llevaria a que los machos no les
transfieren suficiente esperma y las hembras seguirian apareandose hasta encontrar un
macho que complete su reservorio de esperma, haciendo fracasar la TIE. Sin embargo,
hay estudios en los que se vio que con tiempos de copula normales puede ocurrir
ausencia de transferencia de esperma (Seo et al. 1990). Jang et al. (1998) encontré que
los machos de cria masiva mantienen su capacidad de transmitir secreciones glandulares
junto con el esperma a las hembras para producir el cambio de comportamiento en estas
y que ovipongan. Esto es muy importante para los programas de la TIE porque al
producirse el cambio de comportamiento de la hembra se inhibe el reapareamiento.

En el presente estudio la diferencia entre machos irradiados y no irradiados no se vio
reflejada en la transferencia de esperma. Si bien no se cuantificé la cantidad de esperma
transferido, con una sola excepcion, en todos los casos analizados se comprobé que las
espermatecas de las hembras apareadas contenian esperma. Esto muestra que la
habilidad competitiva de estos machos parece ser semejante a la de los machos no

irradiados.

4.4.2 Experimento de videograbacion

En este trabajo, el tipo de disefio experimental determina que puede ocurrir interaccion
entre machos. Por esta razén se puede decir que en este caso el mecanismo de seleccion
sexual esta integrado por la seleccion intrasexual y por la eleccion de pareja (seleccion

intersexual).



Capitulo IV 173

Como era de esperar, en los 10 primeros minutos de grabacién no se observaron
diferencias en el comportamiento de los machos entre la experiencia unisexual y
bisexual. Esto se debe a que en ambos casos solo se encontraba un macho de cada tipo
en la caja de apareamiento con ausencia de las hembras. En ambas experiencias al
comparar durante estos 10 min. el comportamiento de los machos que luego van a ser
exitosos con los que no, se observaron diferencias entre ellos. Es decir, que los que van
a ser exitosos aun antes de la presencia de la hembra muestran mayor propension para la
cOpula, puesto que realizan mas llamado moévil mientras que los no exitosos
permanecen mas tiempo quietos.

Si bien el éxito copulatorio de ambas lineas es el mismo de acuerdo con los presentes
resultados, parece que hubiera diferencias importantes entre ellas que podrian tener
influencia en el proceso copulatorio en condiciones diferentes de las correspondientes al
experimento. Estas diferencias coinciden en las pruebas uni y bisexuales. En particular,
la linea T228 realiza mas intentos de apareamientos con los machos salvajes y aleteo
intermitente (buzzing) hacia los machos, actividades que son propias del cortejo con la
hembra. Esto produce una distraccion y podria conducir a perder la oportunidad de
realizar el cortejo con una hembra. Ademas la linea de sexado genético es muy agresiva
con los machos salvajes.

Las condiciones de cria en laboratorio estan caracterizadas por una drastica reduccion
de espacio disponible por una gran densidad de individuos y ausencia de requerimientos
naturales (formacion de leks, frutos). Tal vez la cria en laboratorio favorece un rapido
apareamiento con reduccion del cortejo (Capitulo II) y ademas, la mayor cantidad de

intentos de cdpula con otros machos también podrian deberse a dichas condiciones.
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La baja tasa de apareamiento observada para las dos lineas en las pruebas unisexuales
pudo deberse al espacio reducido de las cajas de apareamiento, esto aumenta las
probabilidades de encuentros entre machos e interrupciones en el cortejo. Las
condiciones para la grabacion en cajas pequeilas se asemejan mas a las condiciones de
cria masiva. Es posible, por lo tanto, que los hembras salvajes no se vieran favorecidas
en esas condiciones. Otra causa puede ser la competencia entre los machos
(intrasexual), ya que, en muchos casos, se veia una casi continua interaccion entre ellos.
El éxito copulatorio fue bajo en relacion con experimentos anteriores (Capitulos II y
III), en los que la competencia intrasexual fue removida al colocar un macho y una
hembra por caja.

En los ensayos bisexuales no se encontraron diferencias entre lineas en el éxito
copulatorio de los machos. En este experimento la tasa de apareamiento fue mayor que
en la experiencia unisexual. Esto puede deberse a que en las unisexuales los machos se
enfrentaron sélo a hembras silvestres y, como ya se coment6 previamente, éstas no se
ven favorecidas para el apareamiento en las condiciones del experimento (espacio
reducido en las cajas de apareamiento, falta de agregacién de machos en leks que
permite a las mismas una mayor posibilidad de la eleccion de su pareja). Esta hipétesis
se veria apoyada por los resultados del presente experimento que mostré que las
hembras de laboratorio se apareaban con mayor frecuencia que las salvajes.

Los resultados de las pruebas bisexuales parecen afirmar la compatibilidad entre moscas
salvajes y de laboratorio. Ademas, en coincidencia con Zapien et al. (1983), en este
trabajo se observé que las hembras de laboratorio son menos selectivas que las salvajes.

La mayor agresividad, e intentos de cépula con otros machos observados en la linea

T228 se habrian originado por seleccion sexual como respuesta a las condiciones
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particulares de la cria masiva. La consecuencia de estas diferencias comportamentales
en condiciones mas realistas que las correspondientes al presente experimento no son
totalmente predecibles, pero podrian afectar su éxito copulatorio.

Los resultados parecen confirmar compatibilidad entre las lineas pero no son definitivas
en cuanto a la competencia en el apareamiento. Las experiencias en jaulas de campo son
mas informativas para determinar si las diferencias se mantienen en condiciones mas

similares a las de las poblaciones naturales utilizando hembras y machos salvajes.



I DISCUSION Y

CONCLUSIONES
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DISCUSION GENERAL

La gran diferencia de estrategias de vida desarrolladas durante la colonizacion en el
campo comparado con el laboratorio, resulta en una divergencia drastica en el
comportamiento reproductivo entre moscas de cria masiva y salvajes. En la
naturaleza, la diversidad ambiental determina que la interaccién entre la seleccion
natural y otros procesos evolutivos tiende a incrementar la diversidad en diversos
rasgos, incluyendo caracteres morfométricos y otros relacionados con el ciclo de
vida (caracteres bionomicos). El comportamiento sexual se basa en la eleccion de la
hembra luego de que el macho le presenta a ella una serie de intrincadas seiiales o
estimulos visuales, acusticos y fisicos (Eberhard 2000). Durante la adaptacién a la
cria masiva se tiende a acortar cada fase del ciclo y suele reducir la varianza
genética y fenotipica. Ademads, debido al manejo de los criaderos, en cada
generacion se selecciona para una alta produccion de huevos en las hembras
jovenes. El comportamiento sexual en las lineas de laboratorio parece estar
caracterizado por un rdpido apareamiento, con machos impetuosos y a veces
agresivos y hembras menos selectivas. Ademas, en C. capitata, algunas lineas
fueron seleccionadas para apareamiento rapido (Harris et al. 1983). Este
comportamiento sexual alterado puede darse porque en el laboratorio, las moscas
son expuestas a diferentes niveles de sefiales quimicas, visuales y fisicas que los
experimentados por las moscas salvajes. La inevitable seleccion de un grupo
diferente de atributos comportamentales puede llevar a reducir 1a efectividad de los

insectos de cria masiva en el campo.
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Inicialmente, los analisis de propension al apareamiento se realizaban en el
laboratorio, midiendo la competitividad sexual de lineas de cria masiva por su éxito
en el apareamiento en pequeiias cajas de plastico (Brazzel et al. 1986). Zapien et al.
(1983) y Chambers et al. (1983), utilizaron pruebas en jaulas de campo como un
analisis de control de calidad para monitorear la competitividad de una linea de
laboratorio de la mosca del Mediterraneo. Los andlisis de laboratorio fueron
erradicados para determinar el comportamiento de insectos de cria masiva por ser
poco representativos del desempefio en condiciones naturales, y el analisis en jaulas
de campo se torno esencial (Cayol et al. 1999). Esto es un paso hacia delante en la
evaluacion apropiada de la calidad comportamental de las lineas de cria masiva..

El analisis de apareamiento en jaulas de campo no responde todas las preguntas de
la calidad comportamental de las moscas de cria masiva. Este analisis puede solo ser
usado para evaluar la calidad relativa de las lineas de cria masiva, pero no puede
predecir resultados a campo. El tamafio estindar de las jaulas de campo
generalmente aloja un solo arbol adentro. Esto puede no ser representativo de una
situacion a campo abierto, especialmente en el caso de C. capitata que forman leks.
Las moscas analizadas son virgenes y casi siempre de la misma edad. Las mismas
moscas son analizadas un solo dia y la respuesta al reapareamiento no suele medirse,
como tampoco se suele evaluar la fertilidad de los huevos. Los arboles necesitan ser
pequefios o podados para facilitar la observacion, lo cual puede afecta la respuesta
de las moscas a varios estimulos (ej. Intensidad de luz). A pesar de todo esto, las
jaulas de campo constituyen el mejor compromiso entre la factibilidad para realizar
las observaciones en un medio controlado y las condiciones de campo. Futuras

investigaciones podrian mejorar el disefio de las jaulas de campo par poder simular
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mejor las condiciones a campo abierto (ej. Incrementando el tamaifio de la jaula ,
guardando las moscas para dias consecutivos, liberando moscas de distintas edades,
virgenes y ya apareadas, etc.).

Una observacion bastante generalizada que se obtiene de las experiencias en jaulas
de campo es que las moscas de cria masiva suelen ser inferiores a las mosca de
campo. Esto puede deberse no solo a la cria masiva en si sino también, en el caso de
una LSG, al efecto posible del proceso para inducir mutaciones y traslocaciones.
También la calidad de las moscas puede disminuir, dependiendo de la dosis, por la
radiacion recibida durante la esterilizacion. Por esta razén es muy importante
realizar periédicamente estudios de dosimetria bioldgica, con el objeto de ajustar las
dosis de radiaciéon al minimo necesario para inducir esterilidad, con un minimo
efecto sobre la capacidad competitiva de las moscas liberadas, asegurando asi su
calidad. Ademas, debido al deterioro genético subyacente a la cria masiva, es
necesario reemplazar la linea regularmente. Esto es mas econdémico, como accién

preventiva, que subsanar a posteriori el fracaso en la aplicacion del método.

Considerando el progreso hecho en el conocimiento del comportamiento
reproductivo de C. capitata, estos estudios sientan las bases y alientan
investigaciones con el mismo propdsito en otras moscas de la fruta de interés como
A. fraterculus. Los conocimientos provenientes de la aplicacién de las técnicas de
videograbacion en laboratorio y andlisis en jaulas de campo podran ser luego
aplicados para el desarrollo de la cria masiva de esta especie para poder utilizar la
TIE en vastas regiones de la Argentina donde se extiende esta plaga junto con C.

capitata.



A pesar de lo mucho que se ha avanzado, atin quedan muchos interrogantes sobre el
comportamiento sexual de C. capitata que alientan la continuacion de esta linea de
investigacion, en particular, continlan sin respuestas preguntas sobre el
determinante del éxito reproductivo y los mecanismos por los cuales las hembras
eligen a los machos, incluyendo el analisis de diferentes tipos de estimulos

(olfatorios, visuales, acusticos, etc.).

Como es comun en estudios de posible seleccién sexual por eleccion de la hembra
(Anderson 1994), las interacciones macho-hembra nos confronta con un conjunto de
estimulos del macho que sorprendentemente variables en duracion, intensidad,
secuencia y combinacién de estimulos, que pueden posiblemente influenciar en la
receptividad de la hembra. Este problema es particularmente critico en C. capitata
porque probablemente estan involucrados muchos caracteres sensoriales.

Muchas de estas preguntas tiene un potencial significativo para mejorar el éxito de
los intentos de control de las poblaciones de C. capitata con moscas de cria masiva.
El progreso reciente mas importante es un estudio en Hawai (Shelly et al. 1994) que
centra la atencion en el cortejo del macho por si, mostrando que los machos de cria
masiva en el campo participan de los leks y atraen a larga distancia a las hembras

como sus pares salvajes.

El video analisis del la respuesta comportamental de la hembra podria dar buena
informacion, sobre todo si se la combinara con el reemplazo experimental de
determinados estimulos (Sivinski et al. 1984) y la remocion en el macho de antenas

o alas o setas espatuladas (Nakagawa et al. 1973; Sivinski et al. 1984). Otra



aplicacion del estudio comportamiento del cortejo puede ser determinar la posible
filogenia de las especies del género Ceratitis (De Meyer 2000). Esto puede ayudar
a determinar cuales caracteres del macho en C. capitata son recientemente
establecidos y cuales son importantes para la eleccion de la hembra. Ello seria
importante porque podria derivar en posibles diferencias en el comportamiento de
hembras y machos de diferentes sitios geograficos, algunas diferencias de este tipo

estan comenzando a surgir (Mclnnis 1996).

Podria ser necesario estudiar en mas detalle el tipo de seleccién que ocurre en las
jaulas de cria masiva (Cayol, 2000), con el sentido de orientar y focalizar
investigaciones para diferenciar el comportamiento del cortejo del macho y
receptividad de la hembra de las lineas de cria masiva. Caracteristicas que son
probablemente marcadamente superiores en estas jaulas (cortejos cortos, reduccion
de la agresion, tal vez montar hembras sin cortejo) podrian divergir rapidamente en
las lineas de cria masiva. Por otro lado caracteristicas que sufren una seleccion

pequeiia o no direccional solo podrian derivar en un cambio muy pequeiio.

Por lo hasta ahora visto se confirma que la seleccion en jaulas de cria masiva
produce una importante divergencia en C. capitata. La edad de reproduccion, la
duracioén del cortejo, apareamiento sin cortejo, distancia macho-hembra cuando el
cortejo se inicia, inhibicion de la receptividad de olores de plantas y la agresion del
macho estan todos probablemente bajo una seleccion direccional y todas estas
caracteristicas difieren entre lineas salvajes y de cria masiva (Cayol 2000; Bricefio y

Eberhard 1998; Wong y Nakahara 1978; Bricefio et al. 1998). Las frecuencias de
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sonido de “Faning” y “Buzzing” estaban alteradas en los machos de cria masiva,
quizas debido a diferencias de tamafio (Sivinski et al. 1989).

Hay también diferencias en la duraciéon de la coépula, pero el significado
reproductivo de diferentes duraciones no ha sido aun revelado.

En contraste, la efectividad de la feromona para atraer a la hembra, participacién en
leks, duracion de zumbidos individuales en el “Buzzing”, y la hora del dia cuando
los machos son sexualmente activos todos parecen sufrir una seleccion menos dura
en condiciones de cria masiva, y ellos divergen poco o no lo hacen (Shelly et al.
1994; Wong y Nakahara 1978 y Cayol 2000). Las lineas de cria masiva
probablemente representan experimentos evolutivos sobre los efectos de seleccion

con motivo de alteracion de las condiciones ambientales.

CONCLUSIONES

» El éxito en el apareamiento en moscas salvajes de C. capitata analizado en este
trabajo parece estar influenciado por la hora del dia, produciéndose el mayor
numero de apareamientos entre la 10:00 y 14:00 horas. Este también depende de
la edad de las moscas, produciéndose el mayor numero de apareamientos con

moscas salvajes de 11 a 17 dias.

> Las observaciones realizadas en este trabajo estan de acuerdo con el sistema de
apareamiento propuesto para C. capitata, que es el sistema de lek poligamo en
los machos. Se pudo observar que los machos salvajes y de laboratorio formaban

leks mixtos. Por lo tanto, los machos de laboratorio mantienen su capacidad de
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formar leks a pesar del alto nimero de generaciones que llevan en condiciones

de laboratorio.

El mayor numero de cdpulas se produjo en la cara abaxial de las hojas del arbol
y en el tercio medio del arbol en concordancia con los lugares donde los machos
forman los leks. Esto se vio tanto para machos salvajes como de laboratorio sin

irradiar. En los individuos irradiados este comportamiento se ve algo alterado.

Las lineas de laboratorio tienden a arribar a la copula mas rapidamente que las
salvajes en laboratorio debido a que las condiciones de la cria masiva favorecen

un rapido apareamiento con reduccidn del cortejo.

Se pudo observar en jaulas de campo que las altas radiaciones afectan el éxito
copulatorio. A medida que aumenta la dosis de radiacion se observa una
disminucion en la capacidad de vuelo y de integracién a los leks. Estos efectos
determinan una marcada reduccion de la capacidad para la competencia

intrasexual.

Con el analisis de las videograbaciones se determiné que las altas dosis de rayos
X afectan el patron de comportamiento de cortejo. En los machos se observo una
disminucion de actividades esenciales del cortejo previas a la copula (seleccion

intersexual).
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Las altas dosis de rayos gamma parecen no ser tan nocivas como las de rayos X.
Se vio que con dosis equivalentes los machos tratados con rayos X mostraban
menor capacidad de integrarse a los leks o lo hacian fuera del horario de mayor
apareamiento, su habilidad de vuelo estaba mas alterada y la proporcidn de éxito

machos fue mas baja.

Se encontraron diferencias significativas en la duracion de la cépula entre
machos salvajes y de laboratorio irradiados, pero estos resultados no se vieron

reflejados en la transferencia de esperma que fue positiva en ambos casos.

Los resultados indican la necesidad de determinar la dosimetria precisa, para
irradiar al material bioldgico, que permita un compromiso entre la maxima

esterilidad y una aptitud copulatoria satisfactoria.

Los resultados indican que la eficiencia de la linea nueva autosexante (T228),
analizada producida en el INTA-Castelar es muy buena, tanto en lo que se
refiere compatibilidad en el apareamiento con moscas salvajes como en la
competencia intrasexual de los machos de esta linea con los salvajes. Aunque los
resultados revelan que el éxito copulatorio en los machos disminuye por efecto
de la radiacion esto se podria compensar, para no reducir la eficiencia de los
programas de control y erradicacion de esta plaga, porque la cantidad de machos
estériles liberados es 100 veces mayor que el numero estimado de la poblacién

natural.



» El mejor método para estandarizar el control de calidad de las lineas de cria
masiva se basa en los estudios en jaulas de campo, porque ademas de ser en
condiciones mas similares a las de las poblaciones naturales, permite un analisis
tanto de la compatibilidad entre lineas como de la competencia en el
apareamiento, esta ultima no puede ser analizada en cajas de apareamiento
pequeflas donde los machos no pueden formar leks. Sin embargo las lineas
utilizadas en la TIE deberian periddicamente ser chequeadas por analisis de
videograbaciones, para determinar si las condiciones de cria masiva afectan su

patron de cortejo.
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