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Resumen

Bases quimicas y fisioldgicas de la estimulacion sexual de machos de Anastrepha
fraterculus (Diptera: Tephritidae) tras la exposicion a volatiles de guayaba

Anastrepha fraterculus, es una de las principales plagas de especies fruticolas de Sudamérica.
En esta especie se ha encontrado que los machos que estuvieron expuestos a volatiles de
frutas de Psidium guajava, una especie hospedadora comunmente llamada guayaba,
incrementan la frecuencia a la cual realizan el comportamiento de cortejo, liberan mayor
cantidad de feromona sexual y son preferidos por las hembras para copular por sobre machos
gue no estuvieron expuestos. Teniendo en cuenta que la técnica de insecto estéril para el
manejo sustentable de esta especie se encuentra en desarrollo, la exposicion a compuestos
volatiles de guayaba podria ser un método util para incrementar la competitividad sexual de
los machos estériles producidos en las biofabricas. Sin embargo, esta posibilidad requiere una
evaluacion profunda de los mecanismos subyacentes a la estimulacion sexual. En esta tesis,
se investigaron las bases quimicas y fisioldgicas de este fendmeno. En primer lugar, se ensayé
el potencial uso de un aceite comercial de guayaba como fuente de compuestos volatiles y se
evalud la edad oportuna para realizar la exposicion. Ademas, se investigd el efecto de la
exposicidn sobre la maduracion sexual y la resistencia al hambreado de los machos. Por otro
lado, se explord el efecto de la exposicion sobre los perfiles de expresidon génica de la cabeza
de los machos y se estudio si el efecto estimulatorio depende de su estado nutricional.
Ademads, se investigd el consumo de reservas energéticas sobre machos expuestos y no
expuestos. Por ultimo, se identificaron los compuestos responsables del efecto estimulatorio
y las interacciones entre los mismos. Se confirmé un efecto estimulatorio del aceite de
guayaba sobre el comportamiento de cortejo de los machos. Sin embargo, ni la maduracidn
sexual ni la resistencia al hambreado fueron afectados por la exposicion. EI momento
oportuno para realizar el tratamiento de exposicidn precedid a la maduracién sexual de los
machos. La exposicidn a volatiles de guayaba estimuld la expresion de genes relacionados al
catabolismo de polisacaridos y a la sefializacién neuronal mediada por éxido nitrico. El efecto
estimulatorio de la exposicion sobre el comportamiento de cortejo dependié de la dieta
suministrada a los machos. La estimulacidn sexual de los machos implicé mayor consumo de
sus reservas de carbohidratos y triglicéridos, mientras que no parecié afectar los niveles de
proteinas. Por ultimo, se identificaron los compuestos presuntamente responsables del
efecto potenciador de la guayaba, R-limoneno y (E/Z)-B-ocimeno. Estos compuestos ejercen
su efecto de manera dosis-dependiente y alcanzan un efecto mayor cuando se utilizan juntos.
Los resultados de esta tesis no solo aportan informacion que podria ser de utilidad para el
manejo de A. fraterculus mediante métodos no contaminantes, sino que también contribuyen
a la profundizacion del conocimiento sobre la biologia reproductiva de esta especie.

Palabras clave: mosca de la fruta, comportamiento de cortejo, Psidium guajava, maduracion
sexual, reservas energéticas, transcriptoma, semioquimicos



Abstract

Chemical and physiological bases of sexual stimulation of Anastrepha fraterculus (Diptera:

Tephritidae)'s males after exposure to guava volatiles

Anastrepha fraterculus is one of the main fruit pests in South America. Previous studies
revealed that males exposed to guava volatiles display courtship behavior more often, release
a greater amount of pheromone, and copulate more frequently than unexposed males.
Taking into account that the sterile insect technique (SIT) for sustainable management of this
species is under development, exposure to guava volatiles could be a useful method to
increase the sexual competitiveness of sterile males produced in bio-factories. However, this
approach would require a throughout evaluation of the mechanisms underlying this sexual
stimulation. This thesis investigated the chemical and physiological bases of this
phenomenon. First, the potential use of a commercial guava oil as a source of volatile
compounds as well as the opportune age to conduct the exposure were evaluated. The effect
of exposure on sexual maturation and starvation resistance of males was also studied. In
addition, the impact of the exposure on the gene expression profile of the male head and the
extent to which the stimulatory effect depends on the fly's nutritional status were explored.
Finally, the compounds responsible for the observed effects and their interactions were
identified. A stimulatory effect of guava oil on the courtship behavior of males was confirmed.
However, neither sexual maturation nor starvation resistance was affected by the exposure.
The more effective male age for treatment preceded sexual maturation. Exposure to guava
oil volatiles caused the expression of genes related to polysaccharide catabolism and
neuronal signaling mediated by nitric oxide. The effect of exposure on male courtship
behavior depended on the diet. The observed stimulation implied a rise in the consumption
of carbohydrate and triglyceride stores while protein amount was not affected. Finally, the
compounds presumedly responsible for the potentiating effect of guava, R-limonene and
(E/Z)-B-ocimene, were identified. These compounds showed to exert their effect in a dose-
dependent manner and achieved greater effects when used together. The results of this
thesis provide information relevant to planning non-polluting strategies to management A.
fraterculus and further deepen the knowledge of the reproductive biology of this species.

Keywords: fruit flies, courtship behavior, Psidium guajava, sexual maturation, energetic
reserves, transcriptomic, semiochemical.
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Introduccién General

Interaccidn planta-insecto: el rol de los fitoquimicos

La supervivencia y el éxito reproductivo de los insectos fitéfagos depende en gran medida de
las plantas hospedantes sobre las que éstos se alimentan, se desarrollan o se reproducen.
Esta interaccion se encuentra principalmente mediada por compuestos quimicos producidos
por las plantas: los fitoquimicos (Honda etal., 2010; Voelckel y Jander, 2014). Estos
compuestos incluyen a los metabolitos primarios como carbohidratos, lipidos y proteinas, los
cuales constituyen los principales recursos alimenticios de los insectos fitéfagos, y también a
los llamados metabolitos secundarios (Nishida, 2014; Tiwari, 2015). Estos ultimos son
compuestos organicos, como alcaloides, terpenoides y fenoles, que no participan
directamente del crecimiento o el desarrollo de las plantas, sino que tienen un rol crucial en
su adaptacion al ambiente y su respuesta al estrés (Waterman, 1992; Bennett y Wallsgrove,
1994; Demain y Fang, 2000; Ashraf et al., 2018). Por ejemplo, las plantas producen una gran
variedad de fitoquimicos en respuesta al ataque de patégenos o al dafio producido por
herbivoria (Kessler y Baldwin, 2002; Chen, 2008; Rehman et al.,, 2012; War et al., 2012;
Schuman y Baldwin, 2016; Dolezal et al.,, 2019; Divekar etal.,, 2022). Los metabolitos
secundarios pueden funcionar como alomonas?, repeliendo depredadores o atrayendo a sus
enemigos naturales (Birkett etal., 2000; Bruce, 2015; Stevenson et al., 2017), o como
feromonas? alertando a conespecificos de un posible ataque (Broz et al., 2010; Piesik et al.,
2011, 2013; Chen et al., 2020a; Sharifiy Ryu, 2021). Ademas, muchos metabolitos secundarios

3

han sido también identificados como sinomonas® participando en la atraccion de

! Compuestos quimicos que participan en la comunicacién interespecifica beneficiando al emisor.

2 Compuestos quimicos que participan en la comunicacion intraespecifica.

3 Compuestos quimicos que participan en la comunicacion interespecifica beneficiando tanto al emisor como al
receptor.
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polinizadores o dispersores de semillas (Harborne, 2001; Whitehead y Bowers, 2013;

Stevenson et al., 2017).

La estrecha relacién evolutiva entre los fitéfagos y sus plantas hospedantes ha llevado, en los
insectos, a la aparicion de mecanismos fisioldgicos que involucran la deteccidn, el secuestro
o la detoxificacion de metabolitos secundarios vegetales (Nishida, 2014; Reinecke y Hilker,
2014; Zunjarrao et al., 2020). Estos mecanismos les permiten encontrar fuentes de alimento,
evitar plantas nocivas o incluso almacenar y transformar fitoquimicos en compuestos
beneficiosos para su propio desarrollo (Bruce et al.,, 2005; Reinecke y Hilker, 2014; Erb y
Robert, 2016; Beran et al., 2019; Beran y Petschenka, 2022). Por ejemplo, los pulgones de la
especie Acyrthosiphon nipponicus obtienen de su Unico hospedero, Paederia scandens, un
glucosido iridoide* que luego secretan en la boca de sus depredadores provocandoles la
regurgitacion. Mediante este comportamiento, los pulgones se liberan de la boca de sus
depredadores alejandolos de la colonia (Nishida y Fukami, 1989). Asimismo, las larvas de
muchas especies de lepidépteros son capaces de metabolizar y concentrar, en tejidos
especializados o glandulas de su cuerpo, fitoquimicos con alta toxicidad para mamiferos, aves
y reptiles. Este mecanismo las convierte en poco palatables para sus principales

depredadores, favoreciendo su supervivencia (Duffey, 1980; Nishida, 2002, 2014).

El efecto de los fitoquimicos sobre el comportamiento y la fisiologia reproductiva de los

insectos

Asi como los insectos fitéfagos pueden secuestrar fitoquimicos ingeridos durante su
alimentacion y convertirlos en sustancias disuasoras de depredadores, también existen

numerosos ejemplos de insectos que los utilizan o transforman en feromonas sexuales

4 Monoterpenos biciclicos derivados del geraniol.
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(Landolt y Phillips, 1997; Nishida, 2014; Stokl y Steiger, 2017; Segura et al., 2018). Este es el
caso de los machos de varias especies de escarabajos del género Ips, los cuales transforman
terpenos producidos por sus hospedantes en feromonas terpenoides altamente atractivas
para las hembras (Hughes, 1973, 1974; Hendry et al., 1980). Conforme a la especie, estos
escarabajos pueden adquirir los fitoquimicos durante sus estadios larvales (utilizandolos
luego durante su estado adulto) o bien como adultos ya sea por ingesta o simple exposicion

a los mismos (Byers et al., 1979; Byers, 1982).

Por otro lado, existen compuestos organicos volatiles (VOCs, del inglés volatile organic
compounds) que son liberados por las plantas y que pueden también afectar la reproduccion
de los insectos. Los VOCs derivados de plantas hospedantes juegan un rol crucial en la
localizacién de parejas sexuales, zonas de congregacion vy sitios propicios para la oviposicién
(Landolt y Phillips, 1997; Xu y Turlings, 2018). Ademas, los VOCs pueden disparar la sintesis y
liberacién de feromonas, incrementar la atraccién de conespecificos a la feromona sexual o
activar el comportamiento sexual de los insectos (Landolt y Phillips, 1997; Reddy y Guerrero,
2004; Tumlinson, 2014; Moreau et al., 2017; Xu y Turlings, 2018; Borrero-Echeverry et al.,
2021). Por ejemplo, durante su actividad sexual, los machos del abejorro sanjanero
(Melolontha hippocastani) se congregan en enjambres y se orientan hacia los arboles
hospederos donde las hembras permanecen alimentandose (Ruther et al., 2001). Los machos
utilizan como principal clave de orientacion el (Z)-3-hexen-1-ol, un VOC liberado por sus
hospedantes en respuesta al dafio mecanico producido por la alimentacién de las hembras
(Reinecke et al., 2002). Ademas, Ruther y colaboradores demostraron que la combinacion de
este compuesto con otro liberado por las hembras (1,4-benzoquinona) desencadena una

respuesta sinérgica de orientaciéon de los machos hacia los hospedantes, probablemente
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permitiéndoles discriminar entre hospedantes dafiados por conespecificos de aquellos

dafiados por otros motivos (Ruther et al., 2001).

Las moscas de los frutos (Diptera: Tephritidae): Estrategias de manejo sustentable

Las moscas tefritidas, conocidas como moscas de los frutos, comprenden aproximadamente
5000 especies (Foote y Christenson, 1960; White y Elson-Harris, 1992). Durante su estado
larval, algunas de estas especies se alimentan de frutos con valor comercial, por lo que se han
ganado el estatus de plaga (White y Elson-Harris, 1992; Aluja y Norrbom, 1999; Diaz-Fleischer
y Aluja, 1999; Aluja y Mangan, 2008) (Figura IG.1). Los géneros econémicamente mas
importantes son Anastrepha, Bactrocera, Ceratitis y Rhagoletis, nativos de América, de Asiay
Oceania, de Africa y de Eurasia y América respectivamente (Hernandez-Ortiz, 1993; Aluja y
Norrbom, 1999; Diaz-Fleischer y Aluja, 1999; Drew, 2004). Mas alla de su distribucion original,
muchas especies tienen la capacidad de establecerse en regiones templadas y tropicales
(Bateman, 1972, 1977), por lo que el comercio de frutas contribuye al movimiento de las
plagas y al establecimiento de especies exdticas invasoras®> en nuevas areas. Este ha sido un
gran desafio para la actividad fruticola de muchos paises durante mas de 150 afios. Dada la
amplia gama de hospedantes y el gran impacto econdmico (debido a las pérdidas en la
produccién y las restricciones comerciales) de las plagas tefritidas, se realizan,

constantemente, grandes esfuerzos para suprimir sus poblaciones silvestres.

® Las especies exgticas invasoras (EEI) son plantas, animales hongos y microorganismos transportados por las
personas, de manera voluntaria o accidental, fuera de su area natural de distribucién. Muchas de estas especies
producen efectos significativos sobre la biodiversidad nativa y serios impactos socioecondémicos, los cuales
pueden ser intensos y persistentes (Politica Ambiental de Recursos Naturales, Ministerio de Ambiente y
Desarrollo Sostenible, Argentina).
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Figura 1G.1. Ciclo de vida de Anastrepha fraterculus, la mosca sudamericana de los frutos. A. fraterculus es un
insecto holometdbolo que presenta cuatro etapas de desarrollo: huevo, larva, pupa y adulto. Luego del
apareamiento, las hembras depositan sus huevos en el interior de los frutos hospedantes. Entre 48 y 72 h.
después, los huevos eclosionan y comienza la etapa larval. La etapa larval, que dura entre 12 y 21 dias,
comprende 3 estadios larvales (L1, L2 y L3) separados por sucesivas mudas. Las larvas del 3¢" estadio salen del
fruto, se entierran a unos pocos milimetros debajo de la superficie del suelo y esclerotizan su cuticula
transformandose en pupas. Durante el estadio pupal importantes cambios fisioldgicos y estructurales dan lugar
al desarrollo de los adultos (metamorfosis), los cuales emergen luego de aproximadamente 2,5 semanas.

Historicamente, como muchas plagas de insectos, las moscas tefritidas han sido controladas
mediante la aplicacidn de insecticidas o la utilizacidon de trampas conteniendo atrayentes o
cebos toxicos de amplio espectro (Li et al., 2013; Tan et al., 2014). Sin embargo, la ineludible
preocupacién por las consecuencias que estos métodos de control tienen sobre los
ecosistemas e incluso sobre la salud humana, ha llevado al creciente desarrollo de técnicas
especie-especificas y amigables con el ambiente. El manejo de moscas de la fruta mediante
el uso de herramientas de manejo sustentable incluye el trampeo con feromonas sintéticas
(Tan et al., 2014), el control biolégico liberando enemigos naturales (Dias et al., 2018; Garcia

et al., 2020) y la técnica de insecto estéril (TIE) (Hendrichs, 2000; Dyck et al., 2014). Esta ultima

11
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representa, actualmente, el método de control mas eficiente (Enkerlin, 2021), aunque para

algunas especies aun se encuentra en desarrollo.

El desarrollo de la TIE requiere un profundo conocimiento sobre la biologia de la especie
blanco y consiste en la cria masiva, la esterilizacidn de los individuos mediante irradiacién de
pupas y la posterior liberacion a campo de los adultos estériles (Knipling, 1955). Una vez
liberados, se espera que los machos estériles copulen con las hembras silvestres de la especie
blanco, comprometiendo la viabilidad de su descendencia. De este modo, y mediante
liberaciones sistematicas, se obtiene la reduccion gradual de la poblacidén plaga (Knipling,
1955; Dyck et al., 2014). Asi, la TIE serd exitosa si los machos estériles liberados consiguen
aparearse, por lo que deberan ser sexualmente competitivos frente a los machos silvestres.
Para las moscas de los frutos esto no es trivial, ya que la irradiacion excesiva y las condiciones
de cria masiva han mostrado imponer efectos perjudiciales sobre su competitividad sexual
(Barry et al., 2003; Rull et al., 2005; Liedo et al., 2013). De hecho, numerosos trabajos se han
enfocado en mejorar el rendimiento sexual de machos tefritidos criados en condiciones de
laboratorio (Mclnnis et al., 2002; Liendo et al., 2013; Pereira et al., 2013; Teal et al., 2013;
Segura et al., 2018; Arredondo et al., 2020). En este sentido, las dietas suplementadas con
proteinas o probidticos (Levy et al., 2005; Perez-Staples et al., 2007, 2008; Yuval et al., 2007;
Deutscher et al., 2019), los tratamientos hormonales (Chacén-Benavente et al., 2013; Segura
et al., 2013; Teal et al., 2013; Bachmann et al., 2017; Gomez-Simuta et al., 2017; Adnan et al.,
2020) y la exposicidon a fitoquimicos como estimulantes sexuales (Shelly y Mclnnis, 2001;
Shelly, 2006; Segura et al., 2018) constituyen las principales herramientas para lograr dicho

objetivo.
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Fitoquimicos que estimulan el comportamiento sexual de las moscas de los frutos como

herramienta para el manejo de plagas

Como se menciond anteriormente, el tratamiento de machos con fitoquimicos ha
demostrado ser una estrategia exitosa para estimular el rendimiento sexual de varias especies
de tefritidos (Papadopoulos et al., 2006a; Shelly, 2006; Silva et al., 2013; Segura et al., 2018).
Por ejemplo, cuando los machos de ciertas especies del género Bactrocera son alimentados
con metil eugenol (ME), éstos aumentan la cantidad de VOCs liberados durante el cortejo,
cortejan con mayor frecuencia y su éxito copulatorio se ve incrementado (Shelly y Dewire,
1994; Shelly y Whittier, 1996; Raghu y Clarke, 2003; Shelly, 2010; Orankanok et al., 2013). El
ME es un poderoso atrayente de machos sexualmente maduros (pero no de hembras) y se
encuentra ampliamente distribuido entre diversas especies de plantas donde moscas
silvestres de dicho género fueron observadas alimentandose (Nishida et al., 1997; Shelly,
2000, 20014, 2001b, 2001c; Tan et al., 2014). Luego de la ingesta, los machos metabolizan el
ME, y sus derivados [2-Alil-4,5 dimetoxifenol (DMP), (E)-Coniferol (E-CF), (Z)-Coniferol (Z-CF)
y el alcohol (Z)-3,4-dimetoxicinamilico (Z-DMC), dependiendo de la especie] son almacenados
en la glandula rectal, conocida por ser un reservorio de feromonas sexuales (Nishida et al.,
1988; Tan y Nishida, 1996; Wee y Tan, 2005; Tokushima et al., 2010; Tan et al., 2011) (Figura
IG.2). Aunque el rol de los derivados del ME en la comunicacién intraespecifica no esta claro,
algunos autores sugieren que estos compuestos podrian funcionar como sefiales de larga

distancia y estar involucrados en la formacién de leks® (Wee et al., 2018b).

& Areas comunes donde dos o mas machos de una determinada especie se agrupan para realizar comportamientos
de cortejo.
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Figura 1G.2. Adquisicion de metil eugenol (ME) y secuestro de sus metabolitos en especies del género
Bactrocera. Las figuras fueron extraidas de Ono et al. (2021) y Scolari et al. (2021) y modificadas. Sistema
reproductivo masculino y recto: tes (testiculos), ves (vasos deferentes), acg (glandulas accesorias), ejd (ducto
eyaculatorio), eja (apodema eyaculatorio), aed (edeago); Recto: rev (valvula rectal), rep (papila rectal), res
(reservorio conteniendo feromonas), ant (tubo anal). El 4rbol filogenético fue construido a partir de secuencias
de ADN mitocondrial por el método de mdaxima verosimilitud, los cddigos de acceso a las secuencias se indican
entre paréntesis. ME: Metil Eugenol, DMP: 2-alil-4,5 dimetoxifenol, Z-DMC: alcohol (Z)-3,4-dimetoxicinamilico,
E-CF: (E)-coniferol, Z-CF: (Z)-coniferol.

Para otras especies de tefritidos, la ingesta de los compuestos no es necesaria y el mismo
efecto sobre el comportamiento reproductivo puede lograrse mediante la exposicion a
fitoquimicos volatiles. De hecho, quizas el mejor ejemplo del uso de fitoquimicos en un
contexto de TIE sea el de la estimulacion sexual de machos de Ceratitis capitata por
exposicién a VOCs de aceite de raiz de jengibre (mas conocido como GRO por sus siglas en
inglés) (Shelly, 2001a; Shelly y Mclnnis, 2001; Shelly et al., 2003; Shelly y Villalobos, 2004;
Papadopoulos et al., 2006b; Paranhos et al., 2013). El GRO ha sido testeado como estimulante

del comportamiento sexual debido a su alto contenido de a-copeno, un fitoquimico
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distribuido entre los hospedantes de C. capitata que actuaria como senal de larga distancia
en la agregacién de machos en sitios de formacion de leks (Nishida et al., 2000; Shelly, 2001a).
La estimulacidon sexual de los machos por exposicién a a-copeno o GRO implica un aumento
en la frecuencia de cortejo y en el éxito de apareamiento (Shelly y Mclnnis, 2001;
Papadopoulos et al., 2006b; Juan-Blasco et al., 2013; Paranhos et al.,, 2013). Ademas, los
machos expuestos a VOCs liberados por GRO presentan mayor atractividad para hembras
conespecificas que los machos no expuestos (Shelly, 2001a) (Figura 1G.3). Sin embargo, los
mecanismos fisioldgicos que subyacen a esta respuesta son inciertos y han sido poco

explorados (Bricefio et al., 2007; Segura et al., 2018).
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Figura 1G.3. Efecto de la exposicion a aceite de raiz de jengibre (GRO) sobre el comportamiento sexual de
machos de Ceratitis capitata. E| GRO contiene altas proporciones de a-copeno, un compuesto presente en
plantas hospedantes de C. capitata.

La posibilidad de utilizar fitoquimicos como estimuladores del comportamiento sexual y el

éxito de apareamiento en un contexto TIE ha llevado a la busqueda de compuestos
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sexualmente estimulantes en numerosas especies plaga de moscas de la fruta. De hecho, la
exposicidn a VOCs de GRO ha sido testeada sobre varias especies plaga del género Anastrepha
(A. fraterculus, A. ludens, A. obliqua y A. serpentina) pero solo una de ellas se mostré
sexualmente estimulada por este tratamiento: Anastrepha serpentina (Mendoza, 2010;
Flores et al., 2011; Ruiz et al., 2021). Ademas, como el efecto de los fitoquimicos sobre el
comportamiento sexual y la fisiologia reproductiva de los tefritidos podria ser el resultado de
la adaptacion de cada especie a sus hospedantes, los fitoquimicos derivados de éstos ultimos
suelen ser testeados como compuestos candidatos (Segura et al., 2018). De este modo, se
encontré que los machos de Bactrocera oleae y Anastrepha ludens aumentan su éxito de
apareamiento cuando son expuestos a VOCs liberados por sus hospedantes. En el caso de la
especie mondfaga B. oleae, los machos aumentan su éxito copulatorio frente a la exposicion
a a-pineno, un compuesto emitido por las frutas del olivo (Olea europaea) (Gerofotis et al.,
2013). Similarmente, los machos de A. ludens pueden ser sexualmente estimulados en
condiciones seminaturales mediante la exposicién a aceite esencial de pomelo (Citrus

paradisi), uno de sus hospedantes preferidos (Morato et al., 2015).

Anastrepha fraterculus: La mosca Sudamericana de los frutos

Anastrepha fraterculus, cominmente conocida como la mosca sudamericana de la fruta, es
un complejo de especies cripticas endémico de regiones tropicales y sub-tropicales de
América (Aluja y Norrbom, 1999; Steck, 1999; Hernandez-Ortiz et al., 2020). Si bien este
complejo esta formado por al menos 8 morfotipos, en Argentina se ha identificado la
presencia de solo uno de ellos: el morfotipo brasilefio 1 o también denominado Anastrepha
fraterculus sp. 1 (Steck, 1991, 1999; Hernandez-Ortiz, 1993; Hernandez-Ortiz et al., 2015;

Prezotto et al., 2019).
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Gran parte de las especies frutales que utiliza A. fraterculus como hospedantes poseen un
alto valor comercial por lo que esta especie es considerada una plaga cuarentenaria’ (Guillen
y Sanchez, 2007; Perez-Staples et al., 2019). En Argentina, el plan nacional de proteccion
fitosanitaria incluye el monitoreo y control poblacional de A. fraterculus en regiones fruticolas
del pais a través del Programa Nacional de Control y Erradicacién de Moscas de la Fruta
(PROCEM, SENASA). Este programa se basa en el trampeo masivo y la aplicacion terrestre y
aérea de un insecticida de origen bioldgico llamado Spinosad (SENASA, 2023). Este insecticida
es considerado de bajo impacto ambiental por su facil y rapida degradacion, asi como de baja
toxicidad para mamiferos y aves (Thompson et al., 2000; Sarfraz et al., 2005). Sin embargo,
algunos estudios han alertado sobre el impacto negativo que las aplicaciones con Spinosad
pueden tener sobre artrépodos no-blanco y poblaciones de insectos benéficos para los
cultivos (Biondi et al., 2012; Tomé et al., 2015; Lopes et al., 2018; Marques et al., 2020; Cappa
etal., 2022; Serrdo etal., 2022). Ademads, el uso extensivo de este bio-insecticida® ha
provocado el desarrollo de resistencia en varias especies de los géneros Bactrocera y Ceratitis
(Hsu y Feng, 2006; Kakani et al., 2010; Kampouraki et al., 2018; Guillem-Amat et al., 2020).
Por esto, la aplicacidn de una técnica como la TIE para el manejo de A. fraterculus permitiria

un control mas especifico y ambientalmente limpio que los métodos actualmente disponibles.

Afortunadamente, el desarrollo de la TIE para el manejo de A. fraterculus ha progresado
considerablemente en la dltima década. Numerosos trabajos han logrado avances
significativos en los protocolos de cria masiva e irradiacion, el desarrollo de cepas de sexado

genético y la comprension profunda sobre la biologia reproductiva de esta especie (Cladera

7 Segun el Sistema Argentino de Informacion Juridica (Resolucién 66/1993): “Aquella que puede tener
importancia econémica nacional para el pais que corre el riesgo que esa plaga entrafia, cuando adn la plaga no
existe (A1) o, si existe, no esta extendida y se encuentra bajo control activo (A2)”

8 Insecticida de origen bioldgico, conformado por organismos vivos o sustancias sintetizadas por ellos.
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et al., 2014; Bachmann et al., 2015, 2017; Mastrangelo et al., 2018, 2019, 2021; Costa et al.,
2020; Meza etal., 2020). Incluso, el Centro de Energia Nuclear na Agricultura de la
Universidad de Sdo Paulo (CENA-USP) en Brasil realiza pruebas piloto para la liberacién a

campo de machos estériles de A. fraterculus (Dr. Mastrangelo, comunicacién personal).

Fitoquimicos que estimulan el comportamiento sexual de A. fraterculus

Como muchas especies de tefritidos plaga, A. fraterculus exhibe un sistema de apareamiento
de tipo lek, en el que los machos sexualmente maduros se agrupan en sitios especificos para
atraer y cortejar a las hembras (Malavasi et al., 1983; Arita y Kaneshiro, 1989; Yuval et al.,
1998; Diaz-Fleischer y Aluja, 1999; Sivinski et al., 1999). Luego de alcanzar la madurez sexual,
entre 3 y 8 machos se agrupan en un mismo arbol (generalmente en hojas adyacentes de una
misma rama) desde donde atraen a las hembras exhibiendo movimientos estereotipados y
liberando feromonas, un comportamiento al que cominmente se lo denomina “llamado”
(Segura et al., 2007; Gomez Cendra et al., 2011). A diferencia de otras especies del género
(Aluja et al., 1993; Aluja y Norrbom, 1999; Sivinski et al., 1999), la actividad sexual de A.
fraterculus ocurre durante la manana, concentrdndose en la primera hora luego del amanecer
(Malavasi et al., 1983; Segura et al., 2007; Bachmann et al., 2015). Durante el llamado, los
machos expanden la regién pleural abdominal y extruyen el tejido anal sosteniendo una gota
en el extremo inferior del abdomen (Gomez Cendra et al., 2011). Ademas, realizan rapidos

movimientos alares conocidos como “fanning” (del inglés abanicar) (Figura 1G.4).
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Figura 1G.4. Anastrepha fraterculus. Sobre frutos de guayaba (A); expandiendo la regién pleural abdominal y el
tejido anal durante el cortejo (B); apareandose (C). Fotos: J. Bolafos, Fundacion Charles Darwin 2021 (A), V. Dias,
Universidad de Florida, 2017 (B), S. A. Belliard, Universidad de Buenos Aires, 2017 (C).

En los ultimos diez afios, junto con el avance en el desarrollo de la TIE para A. fraterculus, se
ha estudiado la posibilidad de incrementar el éxito copulatorio de los machos de esta especie
mediante la exposicidon a fitoquimicos. Vera y colaboradores realizaron un estudio para
evaluar el efecto de la exposicidn (con y sin contacto) de los machos a dos frutos hospederos,
uno nativo de América, guayaba (Psidium guajava), y otro nativo de Asia introducido en
América en el siglo XVI, mango (Magnifera indica). Este estudio reveld que los machos
expuestos a volatiles de guayaba, pero no a volatiles de mango, presentan un mayor éxito
copulatorio en relacién con los machos no expuestos (Vera etal.,, 2013). En un estudio
posterior, Bachmann y colaboradores, confirmaron el incremento en el éxito de
apareamiento para machos expuestos a guayaba y lograron, aunque con menor potencia,
replicar dicho efecto exponiendo a los machos a los volatiles de una mezcla sintética de
compuestos representativos de la fruta (Bachmann et al., 2015). Ademas, demostraron que
los machos que fueron expuestos a volatiles de guayaba realizan el comportamiento de

llamado mas frecuentemente y liberan mayor cantidad de feromonas que los machos que no
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estuvieron expuestos (Bachmann et al., 2015) (Figura IG.5). Aunque el éxito de apareamiento
de los machos correlaciona con el tiempo que éstos pasan llamando dentro del lek (Segura
et al., 2007), los mecanismos por los cuales las hembras eligen un macho por sobre otro adn
no estan claros. Recientemente, Bachmann y colaboradores encontraron una mayor
fecundidad en hembras que se apareaban con machos expuestos a volatiles de guayaba,
evidenciando por primera vez, un beneficio directo para las hembras que eligen a machos que

estuvieron expuestos (Bachmann et al., 2019).
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Figura 1G.5. Efecto de la exposicion a frutos de guayaba sobre el comportamiento sexual de Anastrepha
fraterculus.

Asi, el tratamiento de exposicion a volatiles de guayaba tiene la potencialidad de ser
implementado en un contexto de TIE para el manejo sustentable de A. fraterculus. Sin
embargo, aun se necesitan estudios que profundicen sobre la factibilidad de su

implementacion y posibles efectos sobre otras caracteristicas requeridas por la técnica (por
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ejemplo, la supervivencia). Ademas, alcanzar una mayor comprension sobre cudles son las
bases quimicas y los mecanismos fisioldgicos que subyacen al fendmeno de estimulacidn
sexual de los machos permitiria, avanzar sobre el manejo de A. fraterculus mediante técnicas
sustentables y conocer mejor la biologia reproductiva de esta especie desde una perspectiva

ecolégica y evolutiva.
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Objetivos e Hipotesis

Objetivo General

El objetivo general de esta tesis es comprender los mecanismos subyacentes a la estimulacién
sexual de machos de A. fraterculus tras la exposicién a compuestos volatiles de guayaba
(desde ahora EVG). En particular, este trabajo pretende desentrafiar las bases quimicas y
fisioldgicas de la estimulacién sexual que ocurre al exponer machos de A. fraterculus a frutas
de guayaba. Se busca no solo aportar informacién que permita mejorar el manejo de esta
plaga por métodos no contaminantes, sino también comprender mas profundamente la

biologia reproductiva de esta especie.

Objetivos Especificos

Capitulo |
1.1 Ensayar el potencial uso de un aceite esencial comercial de guayaba como una
fuente de compuestos volatiles capaz de estimular el comportamiento sexual de los
machos.
1.2 Evaluar el rango etario oportuno para estimular el comportamiento sexual de
los machos mediante un tratamiento por EVG.
1.3 Evaluar el efecto de la EVG sobre la maduracion sexual de los machos.
1.4 Evaluar el efecto de la EVG sobre la supervivencia de los machos en
condiciones de hambreado.

Capitulo Il

1.1 Evaluar el efecto de la EVG sobre la expresidn génica de los machos.
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1.2 Identificar la funcion de los genes potencialmente involucrados en la respuesta
de los machos a la EVG.

Capitulo Ill
.1 Evaluar si el efecto de la EVG sobre el comportamiento sexual de los machos
depende del estado nutricional de los mismos.
1.2 Evaluar si el efecto estimulatorio de la EVG estd asociado al consumo de
reservas energéticas.

Capitulo IV
IV.1  Identificar los compuestos quimicos responsables del efecto producido por la
EVG.
IV.2  Evaluar el efecto de la exposicién a compuestos candidatos sintéticos sobre el

comportamiento sexual de los machos.

Hipotesis

Capitulo |
1.1 La exposicidon de machos de A. fraterculus a compuestos volatiles de un aceite
comercial de guayaba estimula su comportamiento sexual.
1.2 El efecto estimulatorio de la EVG sobre el comportamiento sexual de los
machos de A. fraterculus depende del rango etario en el que se realiza el tratamiento.
1.3 La EVG acelera la maduracion sexual de los machos de A. fraterculus.
1.4 La EVG no afecta la supervivencia de los machos de A. fraterculus en

condiciones de hambreado.
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Capitulo Il
1.1 El efecto estimulatorio de la EVG sobre el comportamiento sexual de los
machos de A. fraterculus estd mediado por cambios en la expresion génica del sistema
nervioso central.

Capitulo 11l
.1 El efecto estimulatorio de la EVG sobre el comportamiento sexual de los
machos de A. fraterculus depende del estado nutricional de los mismos al momento
de la exposicion.
.2 La estimulacion sexual de los machos de A. fraterculus tras la EVG se produce
a expensas del consumo de sus reservas energéticas.

Capitulo IV
V.1 El efecto estimulatorio de la EVG puede ser reproducido por algunos de los
VOCs (compuestos candidatos) liberados por las frutas de guayaba cuando son
administrados de manera individual.
V.2 El efecto estimulatorio de la exposicidn a compuestos candidatos sobre el
comportamiento sexual de machos de A. fraterculus depende de la dosis de
exposicion.

V.3 Existe interaccion entre compuestos estimulatorios candidatos.
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Capitulo |

Caracterizacion del efecto de la EVG sobre el comportamiento sexual de los

machos desde una perspectiva aplicada

Los resultados de este capitulo se encuentran publicados en

Belliard S. A., Fernandez P. C., Vera M. T. y Segura D. F. (2022). Timing of exposure and nutritional status affect
male response to guava volatiles, a known courtship enhancer of Anastrepha fraterculus
Journal of Pest Science, 95(1), 279-290
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Introduccion

Los avances en el desarrollo de la TIE para el control poblacional de A. fraterculus han llevado
a la busqueda de fitoquimicos capaces de estimular el comportamiento sexual de los machos.
Como resultado de esta busqueda se encontro que los machos expuestos a volatiles de frutas
de guayaba incrementan la frecuencia de cortejo, la liberacion de feromonas sexuales y el
éxito de apareamiento (Vera et al., 2013; Bachmann et al., 2015). Asi, la EVG se ha propuesto
como un potencial tratamiento para estimular sexualmente a los machos criados
masivamente en un contexto de control por TIE. Sin embargo, aunque el tratamiento de EVG
es claramente estimulador del comportamiento sexual para A. fraterculus, aun se requiere la
evaluacién de ciertos aspectos que podrian comprometer la factibilidad de su
implementacién. Por un lado, aspectos practicos relacionados al manejo de esta herramienta
en el contexto de una cria masiva y por el otro, aspectos subyacentes a la EVG. Por ejemplo,
dicho tratamiento podria afectar, ademas de la competitividad sexual, la supervivencia de los
machos.

Una cuestidn a tener en cuenta es la fuente de volatiles de guayaba que podria ser utilizada
durante un tratamiento de EVG en un entorno de cria masiva. Los arboles de guayaba
fructifican una o dos veces por afio y producen frutos climatéricos® (Akamine y Goo, 1979;
Jain etal.,, 2003; Singh y Pal, 2008) es decir que éstos continian madurando una vez
recolectados. Los compuestos volatiles liberados por los frutos y su concentracién cambian a
medida que avanza la maduracion de los mismos, lo cual probablemente altere el ambiente
volatil percibido por los machos y consecuentemente el efecto sobre su comportamiento. Por

esto, utilizar frutas como fuente de compuestos volatiles de guayaba en una cria masiva

% Esta clasificacion podria variar en funcién del cultivo estudiado (Azzolini et al., 2005; Paul et al., 2011)
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conllevaria un costo logistico dificilmente sostenible en el tiempo. Una alternativa para que
el tratamiento de EVG pueda implementarse como parte de un protocolo de cria es utilizar
como fuente de volatiles productos homogéneos, faciles de almacenar, manipular vy
administrar. Por ejemplo, el comportamiento sexual de machos de C. capitata puede ser
estimulado mediante la exposicion a un fitoquimico llamado a-copeno, sin embargo, este
compuesto es dificil de sintetizar u obtener en grandes cantidades (Segura et al., 2018).
Consecuentemente, en crias masivas de machos estériles de C. capitata se ha utilizado
exitosamente un aceite esencial comercial que contiene a-copeno, el aceite de raiz de
jengibre (GRO) (Shelly et al., 2004b).

Otra cuestién a considerar es si el momento oportuno (el rango etario de los machos) para
realizar un tratamiento efectivo con fitoquimicos es compatible con los protocolos de cria
masiva para el control por TIE. Por ejemplo, el efecto estimulatorio de la exposicién a GRO
sobre el éxito de apareamiento de C. capitata se mantiene aun si la exposicion se realiza
cuando los machos son sexualmente inmaduros (Shelly, 2001a; Shelly y Mclnnis,
2001). Contrariamente, los machos de Bactrocera dorsalis alimentados con metil eugenol
(ME) experimentan un aumento en su competitividad sexual solo si ingieren este compuesto
a edades sexualmente maduras (Shelly y Nishida, 2004). Esto implica que para estimular la
competitividad sexual de B. dorsalis usando ME en un contexto de TIE, los machos deberian
permanecer al menos 6 dias en las instalaciones de una biofabrica, lo que incrementa los
costos de mantenimiento en términos de espacio, alimento y mano de obra (Faria et al., 2008;
Pereira etal., 2021). Entonces, conocer cual es el momento oportuno para realizar el
tratamiento con fitoquimicos de modo que se maximice el efecto, pero se minimicen los
costos de mantenimiento, no es trivial. Si el tratamiento con fitoquimicos fuera efectivo sélo

cuando se aplica sobre machos sexualmente maduros, el rendimiento del tratamiento
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deberia superar el costo que requiere mantener a los machos hasta su madurez. Varias
especies de moscas de la fruta, particularmente de los géneros Anastrepha y Bactrocera,
requieren varios dias después de la emergencia de los adultos hasta alcanzar la madurez
sexual (Teal et al., 2013). Asi, para este tipo de especies si la liberacion de los machos se realiza
a edades inmaduras, éstos deberdn ser capaces de sobrevivir hasta alcanzar la madurez sin
perjudicar su competitividad sexual, de lo contrario la eficiencia de la TIE disminuiria (Knipling,
1955). Una forma de minimizar los costos asociados al mantenimiento de los machos es
acelerando su maduracién sexual. Esto reduciria el tiempo de permanencia en la biofabricay,
en ciertos casos, permitiria el tratamiento con fitoquimicos antes de su liberacién. En este
sentido, algunos fitoquimicos que estimulan el comportamiento sexual de moscas tefritidas
han mostrado, también, capacidad para acelerar su maduracién. Este es el caso de los machos
de Bactrocera tryoni cuando reciben una dieta suplementada con cetona de frambuesa (RK
por sus siglas en inglés), que no solo aumentan su competitividad sexual, sino que también
anticipan su maduracion (Akter et al., 2017; Khan et al., 2019).

Por otro lado, el tratamiento con fitoquimicos, ya sea para acelerar la maduracién de los
machos o aumentar su desempefio sexual, no deberia reducir su probabilidad de sobrevivir
en el campo, ya que, una vez liberados, los machos necesitaran vivir lo suficiente para
madurar y aparearse. Por esto, en las biofabricas, se realizan pruebas de supervivencia bajo
condiciones de estrés nutricional como un parametro de calidad de los machos estériles que
seran liberados a campo (FAO/IAEA/USDA, 2019). Si bien la supervivencia de los machos
depende fuertemente de su estado nutricional, también puede ser modulada por claves
olfativas, las cuales juegan un rol critico en la interpretacion de las condiciones ambientales
(Libert y Pletcher, 2007). Entonces, al testear nuevas sustancias como potenciadores sexuales

deberia también abordarse su potencial efecto sobre la supervivencia de los machos tratados.
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De hecho, el efecto de la exposicidon a GRO sobre la supervivencia de C. capitata ha sido
estudiado en diferentes contextos dietarios, encontrando que el tratamiento con GRO no
afecta la supervivencia de los machos en el campo independientemente de la dieta
suministrada (Paranhos et al., 2010; Silva et al., 2013).

Este capitulo tuvo como objetivo caracterizar el efecto de la EVG sobre el comportamiento
sexual de A. fraterculus desde una perspectiva aplicada. Para esto, en primer lugar, se ensayd
la efectividad de un aceite comercial de guayaba como fuente de volatiles alternativa a la
fruta. Ademas, se estudid el potencial de la EVG para acelerar la maduracion sexual de los
machos y su influencia sobre su supervivencia en condiciones de hambreado. Por ultimo, se
investigd cudl es el rango etario de los machos mas oportuno para realizar un tratamiento
efectivo de EVG. Como se menciond anteriormente, la TIE aun se encuentra en desarrollo
para A. fraterculusy, en la actualidad, Argentina no cuenta con una cria masiva de esta especie
ni con instalaciones que utilicen protocolos de irradiacidon especificos y validados para la
esterilizacion de los machos. Por esto, en esta tesis se utilizaron machos no esterilizados de
A. fraterculus sp. 1 provenientes de una colonia mantenida en el laboratorio como modelo de
estudio. Por un lado, esterilizar machos criados en el laboratorio utilizando métodos no
validados podria tener consecuencias negativas sobre las caracteristicas bioldgicas estudiadas
debido a la irradiacidon excesiva (Collins et al., 2009; Ernawan et al., 2017). Por otro lado,
protocolos especificos de irradiacion utilizados sobre otras especies mostraron no afectar los
patrones de cortejo (Lux et al., 2002) ni la competitividad sexual de los machos (Bouyer y
Vreysen, 2020). En un estudio reciente, Diallo y colaboradores, mostraron que la reduccién
de la calidad de los machos estériles de Glossina palpalis gambiensis en contextos de TIE se
encuentra relacionada principalmente con procesos de cria masiva, manejo y liberacién; y no

con la irradiacion en si misma (Diallo et al., 2019). Asi, utilizar machos no estériles
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provenientes de una cria de laboratorio como modelo de estudio permitira avanzar en la
identificacion de factores relevantes que modulan el efecto de la EVG mientras se completa
el desarrollo de la TIE. Sin embargo, cuando los protocolos especificos de manejo para esta
especie se encuentren disponibles, las conclusiones de este capitulo deberan validarse sobre

machos de A. fraterculus criados masivamente y esterilizados.

Materiales y métodos

Insectos

Para todos los experimentos se utilizaron individuos de A. fraterculus sp 1. Los insectos se
obtuvieron a partir de una colonia mantenida en el Laboratorio de Insectos de Importancia
Agrondémica del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA-Castelar). Esta colonia
fue establecida en 1997 a partir de pupas provenientes de guayabas de la localidad de Horco

Molle (Tucuman, Argentina).

Efecto de la EVG sobre la maduracion sexual y el indice de llamado.

Para estimar el efecto de la EVG sobre la maduracion sexual de machos de A. fraterculus,
moscas macho recientemente emergidas fueron transferidas, al azar y en grupos de 5
individuos (una réplica), a frascos de vidrio de 3 L provistos con agua y alimento [azUcar
(Ledesma S.A., Jujuy, Argentina) y levadura de cerveza (CALSA, Tucuman, Argentina) (3:1)].
Para registrar el comportamiento individual de cada macho dentro de cada grupo, los machos
fueron identificados mediante una marca de color realizada sobre el nototdrax utilizando
témpera al agua (Alba, Buenos Aires, Argentina). Cada grupo de 5 machos fue asignado al azar
a uno de dos posibles tratamientos: 1) Exposicién a volatiles de guayaba (EVG) o 2) Sin

exposiciéon (control). Los grupos de cada tratamiento fueron mantenidos dentro de
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incubadoras (Sanyo MLR350, Japén) a 25 + 1 °C y un fotoperiodo de 12 h luz :12 h oscuridad.
En el caso de los grupos EVG, la exposicidn fue realizada diariamente durante 4 horas (de
12:00 a 16:00) desde el dia 1 hasta el dia 11 post-emergencia de los adultos.

Para realizar la exposicion a volatiles de guayaba se utilizaron frutas (FG) provenientes de la
localidad de Horco Molle (26°49°0”S 65°19'0”E, Tucuman, Argentina) adaptando la
metodologia empleada por Vera et al. (2013) y Bachmann et al. (2015, 2019). Para ello, 3 g de
fruta cortada en pequefias piezas fueron colocados en un recipiente plastico cubierto con tul
(de modo que las moscas no tengan contacto fisico con la fuente de volatiles) e introducido
dentro de cada frasco conteniendo el grupo de machos que serian expuestos. Con el objetivo
de evaluar la posibilidad de utilizar una fuente de volatiles alternativa al uso de fruta, este
experimento fue repetido utilizando como fuente de exposicidon un aceite comercial de
guayaba (AG) (Salvia Cosmeceuticals, Delhi, India). Para esto, 20 ul de AG fueron colocados
sobre un papel de filtro de 2 cm x 2 cm (Whatman, Kent, Reino Unido) dentro de una placa
de Petri, la cual fue cubierta con tul e introducida dentro de cada frasco. Durante la exposicion
de FG o AG, un recipiente de plastico vacio y una placa de Petri con papel de filtro limpio
fueron colocados respectivamente en los frascos de cada grupo control.

Comenzando el dia 2 y continuando hasta el dia 12 post-emergencia, se observé la ocurrencia
del comportamiento de llamado para cada macho 1 vez cada 20 min durante la primera hora
de luz (4 veces para cada macho entre las 8:30 y las 9:30), momento en que los machos de
esta especie concentran su actividad sexual (Malavasi et al., 1983; Gomez Cendra et al., 2011;
Passos Roriz et al., 2018). Dado que el comportamiento de llamado de A. fraterculus consiste
en actividades estereotipadas que involucran movimientos intensos de las alas, la expansién
de la regidon pleural abdominal y la extrusion el tejido anal sosteniendo una gota (Segura et al.,

2007; Gomez Cendra etal.,, 2011; Bachmann et al., 2015), un macho fue considerado
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“llamando” cuando se lo observd alguno de estos tres comportamientos. Por un lado, se

registrd, para cada macho, la edad a la que fue observado realizando el comportamiento de

llamado por primera vez; y, por otro lado, se calculd para cada grupo de machos y para cada

tiempo, la proporcidon de machos maduros realizando el comportamiento de llamado (indice

de llamado) (Figura 1.1). Para estimar el efecto de la EVG sobre la edad de maduracion y el

indice de llamado, se utilizaron 4 lotes de moscas (grupos de moscas obtenidas a partir de

huevos colectados de la colonia del laboratorio el mismo dia) cada uno constando de entre 9

y 12 réplicas por tratamiento. Las réplicas de cada tratamiento fueron mantenidas en

incubadoras separadas y las incubadoras utilizadas para cada tratamiento se rotaron con cada

lote.

Dia2a11
post-emergencia

Control

8:30 2 9:30 am
¢/20 min

EVG
(3g fruta 0 20 uL aceite esencial)
de 12:00 a 16:00

q indice de llamado

N de machos
llamando/N

machos maduros

<§ Maduracion sexual

Edad a la que
cada macho
realiza el
comportamiento
de llamado por
primera vez

Figura 1.1. Disefo experimental utilizado para estimar el efecto de la EVG sobre la maduracién sexual y el

indice de llamado.
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Dado que, durante este experimento, se encontré un efecto similar para el tratamiento de
exposicién a FG y AG sobre el comportamiento sexual de los machos, los siguientes

experimentos fueron realizados utilizando AG como Unica fuente de EVG.

Efecto de la EVG sobre la supervivencia en condiciones de hambreado.

Con el objetivo de explorar si la exposicién a AG afecta la supervivencia de los machos en
condiciones de estrés por inanicidn, se analizo la resistencia al hambreado luego de 12 dias
de exposicion. Para esto, machos recientemente emergidos fueron separados en grupos de 5
individuos y colocados en frascos de 3 L. Cada grupo fue asignado al azar a uno de dos posibles
tratamientos: 1) Exposicion a volatiles de guayaba (EVG) o 2) Sin exposicion (control). Los
grupos de cada tratamiento fueron mantenidos dentro de incubadoras (Sanyo MLR350,
Japon) a 25+ 1 °Cy un fotoperiodo de 12 h luz :12 h oscuridad. La EVG fue realizada durante
12 dias utilizando AG tal como se describid para el experimento de maduracién y llamado
(pag. 29). Durante ese periodo, los machos fueron alimentados ad libitum [con una mezcla de
azucar y levadura de cerveza (3:1)] y provistos con agua. Una vez finalizada la fase de
exposicién, a partir del dia 13 post-emergencia (8:30 am), el alimento fue retirado dejando a
los machos provistos solo con agua. A partir de este momento, la supervivencia de los machos
fue registrada cada 24 h hasta que todos los individuos murieron. Se utilizaron 3 lotes de
moscas, cada uno constando de entre 7 y 9 réplicas por tratamiento. Las réplicas de cada
tratamiento fueron mantenidas en incubadoras separadas y las incubadoras utilizadas para

cada tratamiento se rotaron con cada lote.
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Rango etario oportuno para realizar el tratamiento de EVG

Siguiendo un procedimiento similar al descripto para el experimento de maduracién y
llamado (pag. 27), machos recientemente emergidos fueron transferidos, en grupos de 5
individuos, a frascos de vidrio de 3 L provistos con agua y alimento (azucar y levadura de
cerveza, 3:1). Cada grupo fue asignado al azar a uno de dos posibles tratamientos: 1)
Exposicion a volatiles de guayaba (EVG) o 2) Sin exposicion (control). La exposicidn se llevo a
cabo con AG como se describe en la pagina 27, con la diferencia de que en este caso el
tratamiento de exposicién se realizé durante 4 dias en uno de dos posibles rangos etarios.
Mientras que en un primer experimento los machos del grupo EVG fueron expuestos a edades
tempranas (entre 1y 4 dias post-emergencia, es decir, antes de alcanzar la madurez sexual),
en un segundo experimento los machos EVG fueron expuestos a edades tardias (entre los 8 y
11 dias post-emergencia, es decir, cuando se encuentran maduros sexualmente). En ambos
casos, el indice de llamado de machos adultos fue registrado a los 10, 11 y 12 dias post-
emergencia. Para cada rango etario, se realizaron entre 27 y 36 réplicas por tratamiento
repartidas en 3 lotes de moscas. Todas las réplicas fueron mantenidas en incubadoras a 25 +
1 °C con un fotoperiodo de 12:12h (luz:oscuridad). Las incubadoras utilizadas para cada

tratamiento se rotaron con cada lote.

Andlisis de Datos

Todos los analisis estadisticos fueron ejecutados en R (v3.6.2) (R Core Team 2019). Para
estimar el efecto de la EVG sobre la edad a la cual los machos alcanzan su madurez sexual, se
realizé un modelo lineal generalizado (MLG) [funcién Imer del paquete Ime4 (Bates et al.,
2015)] para cada variante de exposicidon (FG y AG). La significancia fue evaluada usando la

funcién anova del paquete ImerTest (Kuznetsova et al.,, 2017). La variable respuesta fue
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calculada como el promedio de la edad de maduracién por cada grupo de machos (réplica) y
el tratamiento (EVG o control) fue incorporado al modelo como un factor fijo de dos niveles.
El efecto de los lotes fue incorporado al modelo como un factor aleatorio. Los supuestos de
homocedasticidad y normalidad residual fueron testeados con las funciones levene.Test [del
paquete car (Fox y Weisberg, 2018)] y shapiro.test [del paquete stats (R Core Team, 2019)],
respectivamente. Para estimar los efectos de la EVG y la edad sobre la actividad de llamado,
para cada variante de exposicion (FG y AG para el primer experimento; o exposicion temprana
y exposicion tardia, para el ultimo experimento), se realizé un MLG con distribucién binomial
[usando la funcidn link /ogit, la funcidon gimer del paquete Ime4 (Bates et al. 2015)]. Medidas
repetidas del indice de llamado (nimero de machos llamando/total de machos maduros en
el frasco) fueron modeladas como una funcién del tratamiento. La edad fue incluida como un
factor fijo dentro de la réplica, mientras que la réplica y el lote fueron tratadas como factores
aleatorios. Para el caso del efecto de EVG sobre la actividad de llamado en el primer
experimento, la edad fue considerada como una variable categdrica y dado que la mayoria de
los machos eran sexualmente inmaduros antes de los 7 dias de edad, las edades menores a 7
dias fueron excluidas del analisis. En el caso del efecto de la EVG sobre la actividad de Ilamado
en el ultimo experimento, la interaccidon entre el tratamiento y la edad fue excluida de los
modelos de acuerdo al criterio de informacién de Akaike, el cual fue evaluado usando la
funcion drop1 del paquete stats (R Core Team 2019). Todas las comparaciones fueron hechas
usando la funcion emmeans del paquete emmeans (Lenth, 2020).

El efecto de la exposicion sobre la supervivencia de los machos en condiciones de hambreado
fue estimado mediante un modelo de riesgos proporcionales Cox [usando la funcién coxme
del paquete survival (Therneau y Grambsch, 2000)]. El tratamiento de exposicidn fue incluido

como un factor fijo, mientras que el lote fue incluido como un factor aleatorio. Por ultimo, se
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tested el supuesto de riesgos proporcionales usando la funcidn cox.zph del paquete survival

(Therneau y Grambsch, 2000).

Resultados

Efecto de la EVG sobre la maduracion sexual y el indice de llamado.

Los machos EVG alcanzaron la madurez sexual a edades similares que los machos no
expuestos. Cuando el experimento se realizé utilizando FG, los machos EVG maduraron entre
los 5,1 y 7,5 dias después de su emergencia, mientras que los machos no expuestos
maduraron entre los 4,9 y los 7,2 dias post emergencia. De manera similar, cuando el
experimento se realizé con AG los machos expuestos maduraron entre los 5,2 y los 7,8 dias,
mientras que los machos no expuestos maduraron entre los 5,4 y los 8 dias post emergencia.
De acuerdo con el anlisis, ni la exposicidén a FG (F1,60=3,51; p = 0,066) ni la exposicion a AG
(F1,73=2,96; p = 0,089) afectaron la edad de maduracién sexual de los machos (Figura I|.2A,
1.2C). Tanto la exposicién a FG (ChiSq1 = 15,90; p < 0,0001) como la exposicion a AG (ChiSqi =
8,10; p = 0,004) afectaron el indice de llamado de los machos. El odds del indice de llamado
(probabilidad de llamar/probabilidad de no llamar) fue en promedio 0,6 (p = 0,0008), 0,7 (p =
0,0002), 0,4 (p = 0,0153) y 0,75 (p < 0.0001) veces mayor para machos expuestos a FG que
para machos control a los 8, 9, 10 y 12 dias post-emergencia, respectivamente (Fig. 1.2B).
Cuando la exposicién fue realizada con AG, el odds del indice de llamado fue en promedio 0,4
(p = 0,0440), 0,7 (p = 0,0049), 1,1 (p = 0,0002) y 1,6 (p < 0.0001) veces mayor para machos

expuestos que para machos control a los 9, 10, 11y 12 dias, respectivamente (Fig. 1.2D).
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Figura 1.2. Efecto de la exposicion a volatiles de guayaba (EVG) sobre la maduracion sexual y la actividad de
llamado de machos de Anastrepha fraterculus. La figura muestra el porcentaje promedio de machos maduros
desde el dia 1 hasta el dia 12 post-emergencia de los adultos (A y C) para machos EVG [expuestos a frutos de
guayaba (FG) -magenta- o expuestos a aceite esencial de guayaba (AG) -verde-] o no expuestos (Control -gris-).
Ademas, para cada tratamiento se muestra el indice de llamado promedio (B y D) desde el dia 7 al dia 12 post-
emergencia. Las barras representan el error estandar y los asteriscos indican diferencias significativas entre los
tratamientos.

Efecto de la EVG sobre la supervivencia en condiciones de hambreado

La exposicion de los machos a compuestos volatiles de AG durante 11 dias no afecté la

probabilidad de supervivencia de los machos en condiciones de hambreado (Z= 1,76; p =

0,079) (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Supervivencia de los machos de Anastrepha fraterculus en condiciones de hambreado luego de un
tratamiento de EVG. La figura muestra la probabilidad de supervivencia de los machos EVG (verde) y no
expuestos (gris) luego de ser alimentados con una mezcla de azucar y levadura de cerveza (3:1) durante 11 dias
desde su emergencia.

Rango etario oportuno para realizar el tratamiento de EVG

El tratamiento temprano de EVG (es decir, antes de alcanzar la madurez sexual), no afecté el
comportamiento de llamado de los machos entre los 10 y los 12 dias de edad (Z=1,470; p =
0,142). Por el contrario, el tratamiento tardio de EVG (es decir, luego de alcanzar la madurez
sexual), aumentoé en promedio 1,79 veces el odds del indice de llamado de los machos EVG
respecto al de los machos control (Z = 6,32; p < 0,0001). Tanto para la EVG temprana como
para la EVG tardia, el indice de llamado aumenté con la edad (ChiSq: = 25,41; p < 0,0001 y

ChiSq1=12,54; p = 0,0004, respectivamente) (Figura 1.4).
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Fig.1.4. Momento oportuno para realizar un tratamiento de EVG para estimular el comportamiento sexual de
Anastrepha fraterculus. La figura muestra el efecto de la EVG sobre el indice de llamado (numeros de machos
llamando/nimero de machos totales) de los machos para dos tipos de exposicidn (A: exposicion temprana, entre
1-4 dias post emergencia; B: exposicidn tardia, entre los 8-11 dias post emergencia). Los circulos y tridngulos
indican el indice de llamado promedio para los machos expuestos (verde) y no expuestos (gris) a los 10, 11y 12
dias desde su emergencia mientras que las barras representan el error estandar. La significancia del efecto del
tratamiento estd indicada con el p valor (MLG y Prueba de Tukey).

Discusion

En este capitulo se explord el efecto de la exposicion a volatiles de guayaba sobre el
comportamiento sexual de los machos de A. fraterculus desde una perspectiva aplicada.
Primeramente, se evalud un aceite comercial de guayaba como una fuente de volatiles
alternativa a la fruta. Aligual que los frutos de guayaba (Bachmann et al., 2015), la exposicion
al aceite estimulé el comportamiento sexual de los machos. Sin embargo, no se encontré
evidencia de que este tratamiento (o la exposicidn con frutos) acelere su maduracidn sexual.
Por otro lado, un tratamiento prolongado de EVG no parece afectar la supervivencia de los

machos cuando son sometidos a condiciones de estrés por hambreado. Por ultimo, se
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encontré que el efecto estimulatorio de EVG sobre la actividad sexual de los machos depende
en gran medida de la edad a la que los machos son expuestos.

Concordantemente con los estudios realizados por Bachmann y colaboradores en 2015, el
primer experimento mostré que la exposicidon a FG aumenta la actividad de llamado de los
machos (Bachmann et al., 2015). Los mismos autores probaron, ademas, que la exposicién de
los machos a una mezcla de siete compuestos sintéticos (elegidos por ser representativos de
los volatiles de guayaba en la bibliografia) también estimulaba el éxito de apareamiento de
los machos. Sin embargo, el efecto de esta mezcla fue menor que el efecto de la exposicion a
los frutos, indicando que podria haber otros compuestos involucrados en la respuesta. En este
trabajo, el efecto de la EVG sobre el comportamiento sexual fue similar para ambas fuentes
de volatiles utilizadas (FG o AG) sugiriendo que los compuestos responsables de estimular el
comportamiento de llamado de los machos estan presentes tanto en la fruta como en el
aceite. La utilizacidén de un aceite esencial comercial como fuente de volatiles podria facilitar
la implementacion de este tratamiento en un programa de control por TIE empleando un
sistema similar al que se utiliza para dispensar GRO en crias masivas de C. capitata (Shelly,
2006; Pereira et al., 2013).

Los resultados mostraron que los machos comienzan a realizar actividades de llamado, en
promedio, alrededor de los 6 dias post-emergencia, tal como fue informado previamente para
esta especie por Seguray colaboradores (Segura et al., 2013). En este estudio, no se encontré
evidencia de maduracion anticipada para los machos EVG. Sin embargo, este es el primer
intento de explorar, en Anastrepha, los efectos de la EVG sobre la maduracién sexual de los
machos. Estudios previos mostraron que la maduracion sexual en varias especies de moscas
de la fruta estda modulada por la cantidad y el tipo de proteina adquirida durante la etapa

adulta (Pereira et al., 2009; Haq et al., 2010; Liendo et al., 2013). Por lo tanto, se requeriran
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ensayos adicionales con diferentes condiciones nutricionales para llegar a resultados
concluyentes. Ademas, podrian también incluirse otros estimadores de madurez sexual, como
el tamafio de los drganos reproductivos o los niveles circundantes de ciertas hormonas
(Ardujo et al., 2020; Southon et al., 2020). Esto podria ayudar a evaluar con mayor precision
el estado madurativo de los machos y por lo tanto el efecto de la EVG sobre el mismo.

Como se mencion6 anteriormente, en un contexto de TIE, los machos liberados deben
sobrevivir (en un ambiente comparativamente hostil en relacién al cual fueron criados) hasta
aparearse con hembras silvestres (Knipling, 1955). Por lo tanto, es importante examinar si
algun tratamiento previsto para una etapa de pre-liberacion de los machos reduce su
supervivencia en condiciones de estrés (Levy et al., 2005). El presente estudio reveld que,
incluso después de una exposicién prolongada a volatiles de AG, la supervivencia de los
machos de A. fraterculus en condiciones de hambreado no se ve afectada. Resultados
similares fueron encontrados cuando se evalué el efecto de la exposicién volatiles de GRO
sobre la supervivencia de machos de C. capitata (Andrés et al., 2009; Juan-Blasco et al., 2013;
Paranhos et al., 2013). Sin embargo, el estado nutricional de los machos tefritidos puede
afectar fuertemente su capacidad para resistir condiciones de hambreado (Levy et al., 2005;
Taylor et al., 2013; Utgés et al., 2013). Por esto, las conclusiones de este estudio posiblemente
estén restringidas a la dieta utilizada para alimentar a los machos (azucar:levadura de cerveza,
3:1).

Durante el ensayo realizado para evaluar el efecto de la EVG sobre la maduracién vy el
comportamiento de llamado, los machos estuvieron expuestos a los volatiles de guayaba
desde el primer dia después de su emergencia. Sin embargo, el incremento del indice de
llamado provocado por la EVG no se observd hasta que los machos tuvieron entre ocho y

nueve dias de edad (dependiendo de la fuente: AG o FG). Sobre esta observacion se cuestiond
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si la exposicion temprana (antes de los 8 dias post-emergencia) a volatiles de guayaba
contribuye al efecto observado sobre el comportamiento sexual. Los resultados aqui
presentados muestran que el efecto estimulatorio de la EVG sobre comportamiento sexual
depende del rango etario en el que los machos son expuestos. Teniendo en cuenta que en
esta especie los machos alcanzan la madurez sexual justo antes del octavo dia, estimular su
comportamiento sexual mediante un tratamiento de EVG pareceria factible solo si la
exposicion se realiza sobre machos maduros. Los machos de C. capitata pueden ser
estimulados por la exposicion a GRO incluso cuando son expuestos Unicamente a edades
previas a sumadurez sexual (Shelly, 2001a; Shelly y Mclnnis, 2001). En contraste, la exposicion
a AG no incrementé la actividad de llamado de los machos de A. fraterculus cuando fueron
expuestos antes de haber alcanzado la madurez sexual. Sin embargo, el disefio experimental
implementado en este trabajo no permite reconocer si la falta de efecto de la exposicion a
edades tempranas sobre el comportamiento de llamado es, en realidad, un producto de la
ventana temporal mas amplia (respecto a la exposicion a edades maduras) entre la exposicidn
tempranay las observaciones del comportamiento. Estudios futuros que aborden la duracién
del efecto de la exposicidn podrian arrojar luz sobre esta cuestion.

En las especies del género Anastrepha actualmente controladas por la TIE, los machos son
liberados justo después de alcanzar la madurez sexual (Orozco-Davila et al., 2017). Segun los
resultados presentados en este trabajo, estimular el comportamiento sexual en machos de A.
fraterculus usando AG requeriria mantener a los insectos al menos dos dias desde su madurez
sexual, lo que aumentaria los costos de mantenimiento. Por otro lado, estudios previos,
mostraron que los machos de A. fraterculus tratados con metopreno, un andlogo de la

hormona juvenil, maduran entre 2 y 3 dias antes que los machos no tratados (Liendo et al.,
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2013). Por lo tanto, estudios que combinen el tratamiento de metopreno con EVG podrian
incorporar resultados que ayuden a desarrollar estrategias de liberacién factibles y eficientes.
En resumen, la EVG podria utilizarse para estimular el comportamiento sexual de los machos
de A. fraterculus, sin afectar su supervivencia en condiciones de estrés. Aunque el tratamiento
de EVG no parece acelerar la maduracién sexual de los machos, se necesitan mas estudios
para descartar esta hipodtesis. La factibilidad de implementar un tratamiento de EVG en el
marco de un programa TIE para el control poblacional de A. fraterculus dependera en gran
medida de la relacidon costo-beneficio del mantenimiento de los machos hasta su madurez
sexual. Por ultimo, cabe destacar que los resultados aqui presentados fueron obtenidos a
partir del tratamiento de machos no irradiados (método utilizado para esterilizar moscas de
la fruta). Por esto, estudios futuros deberian validar estos hallazgos en machos estériles
criados bajo un protocolo de control por TIE, el cual ain no se encuentra completamente

desarrollado para esta especie.
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Introduccion

Los insectos presentan una gran variedad de estrategias de cortejo basadas principalmente
en respuestas estereotipadas innatas que responden a diversos estimulos externos (Manoli
et al., 2006; Rings y Goodwin, 2019). Las principales plagas de moscas de los frutos (Familia
Tephritidae) presentan un sistema de apareamiento en lek, es decir que los machos se
agrupan con el propdsito de aparearse (Aluja y Norrbom, 1999; Diaz-Fleischer y Aluja, 1999;
Sivinski et al., 1999). En el lek, los machos atraen y cortejan a las hembras realizando una serie
de movimientos estereotipados (comunmente conocido como “llamado”) que implican un
rapido batido de las alas, la extrusion de las gldndulas salivales y el tejido anal, y la liberacion
de feromonas sexuales (Nation, 1972; Aluja et al., 1993; Kaspiy Yuval, 1999; Field et al., 2002;
Segura et al., 2007; Gomez Cendra et al., 2011; Passos Roriz et al., 2018). Generalmente, la
frecuencia con la que los machos realizan este comportamiento esta positivamente asociada
con su éxito de apareamiento (Whittier et al., 1994; Boake et al., 1996; Shelly, 2018). Para
varias especies de moscas de los frutos, la exposicién de machos a ciertos fitoquimicos (los
compuestos dependen de la especie) resultéd un tratamiento exitoso para incrementar su
éxito copulatorio (Segura et al., 2018). En machos de A. fraterculus y C. capitata el aumento
del éxito de apareamiento tras la exposicion a fitoquimicos (FG y GRO, respectivamente) es
precedido por un incremento en la frecuencia de llamado y la cantidad de feromona liberada
por los machos durante el cortejo (Segura et al., 2018). Tal como sucede en muchas especies
de insectos (Landolt y Phillips, 1997), la percepcion de ciertas claves olfativas podria estar
desencadenando en los machos de A. fraterculus la sintesis de feromonas y la estimulacion
del comportamiento sexual. Hasta ahora, el fendmeno de estimulacién sexual de machos

tefritidos mediante la exposicion a fitoquimicos ha sido mayormente estudiado desde una
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perspectiva aplicada al manejo poblacional de plagas. Por esto, los mecanismos genéticos y
fisioldgicos subyacentes a dicho fendmeno permanecen poco comprendidos.

En la especie modelo Drosophila melanogaster, el comportamiento sexual de los machos se
encuentra regulado por un cluster de neuronas (P1) que co-expresan doublesex (DsxM) y
fruitless (FruM), dos factores de transcripcién de la cascada de determinacion del sexo (Manoli
etal.,, 2006; Kimura et al.,, 2008; Yamamoto, 2008). Las neuronas de P1 extienden sus
dendritas hasta el protocerebro lateral (LH, del inglés lateral horn), un centro de
procesamiento superior que modula las respuestas comportamentales a partir de
informacién sensorial, principalmente olfativa (Yamamoto, 2008; Clowney et al.,, 2015;
Schultzhaus et al., 2017). Ademas, la actividad de P1 puede ser modulada por sefiales internas
indicadoras del grado de hambreado o el estado de apareamiento de los insectos (Ellendersen
y von Philipsborn, 2017; Cheriyamkunnel et al., 2021). En particular, el gen FruM codifica las
proteinas reguladoras de la transcripcidn que constituyen el factor de control mas importante
en la diferenciacion del comportamiento sexual masculino (Ito et al., 1996; Ryner et al., 1996;
Baker et al., 2001). FruM se expresa tanto en neuronas del sistema nervioso central (SNC)
como en neuronas sensoriales del sistema nervioso periférico (SNP), lo que sugiere que la
informacién sensorial modula el comportamiento sexual (Billeter y Goodwin, 2004; Manoli
et al., 2005). Cuando Manoli y colaboradores silenciaron el gen FruM en la totalidad del SN de
D. melanogaster, el comportamiento de cortejo fue suprimido. Por otro lado, al silenciar el
mismo gen, pero Unicamente en neuronas olfativas, se observd una disminucién de la
capacidad de los machos para modular el comportamiento sexual en presencia de
conespecificos (Manoli et al., 2005). Estos resultados sugirieron que la expresion de FruM es
necesaria para activar y regular el comportamiento de cortejo de los machos de D.

melanogaster. El descubrimiento de caracteristicas compartidas (e.g., el splicing alternativo
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sexo-especifico y la expresion en el tejido nervioso) entre los genes homdlogos de FruM en
varias especies de insectos permitié proponer su conservacion funcional (Gailey et al., 2006;
Salvemini et al., 2010). En la mosca de los frutos C. capitata, la expresién del homélogo Cc
FruM fue encontrada solo en la cabeza de los machos. Ademas, pseudo-machos XX'° de esta
especie, también expresan Cc FruM sugiriendo su rol en la regulacion del comportamiento de
cortejo masculino (Salvemini et al., 2010). En B. dorsalis, los niveles de expresion de Bd Fru
a nivel ARN en la cabeza de los machos aumenta después del apareamiento. Ademas, el éxito
copulatorio de machos tratados con ARN de interferencia (ARNi) para este gen disminuyo
entre un 17 % y un 22 %, aunque el comportamiento de cortejo de los machos silenciados
presentd mayor duracidn (Chen et al., 2020b). La participacion de FruM en el comportamiento
sexual también fue confirmada en A. fraterculus (Teixeira, 2018). El silenciamiento de Af FruM
mediante ARNi provocé una disminucién del indice de llamado sin alterar otras actividades
realizadas por los machos, como la busqueda de alimento, el desplazamiento o la produccién
de espermatozoides (Teixeira, 2018).

Por lo mencionado anteriormente, Fru™ es un buen candidato como mediador de la
estimulacion sexual causada por la exposicidon a fitoquimicos en moscas tefritidas. Sin
embargo, otros genes también podrian estar implicados. Kumaran y colaboradores
estudiaron mediante la secuenciacion masiva de ARN mensajero (ARNseq) los cambios en la
expresion génica de machos de B. tryoni tras ser alimentados con zingerone, un fitoquimico
conocido por incrementar el éxito copulatorio de esta especie (Kumaran et al., 2014). Este
estudio reveld que los machos alimentados con zingerone sobre-expresan, entre otros genes,

un gen de la familia takeout (Kumaran et al., 2014). Takeout, se expresa predominantemente

10 pseudo machos XX: son producto de la interferencia transitoria (mediante tratamiento con ARNi) de la
expresion del gen transformer en embriones XX. Esta interferencia puede causar una transformacion sexual
completa, lo que da como resultado un fenotipo XX masculino fértil.
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en el cuerpo graso de machos y es conocido por participar en el control del comportamiento
de cortejo (Vanaphan et al., 2012; Scannapieco et al., 2020). Ademas, en D. melanogaster,
takeout se encuentra regulado por de DsxM y Fru™ (Dauwalder et al., 2002). Por otro lado,
Kumaran y colaboradores, mediante un anadlisis de enriquecimiento funcional basado en
términos de ontologia génica (GO terms), mostraron que los transcriptos provenientes de
machos alimentados con zingerone se encontraban funcionalmente enriquecidos en
términos relacionados al metabolismo energético (Kumaran et al., 2014). Cabe destacar que
la estimulacion sexual desencadenada por zingerone en B. tryoni implica el consumo del
fitoquimico por parte de los machos. Hasta ahora, este tipo de estudios no ha sido realizado
sobre machos tefritidos que fueron estimulados sexualmente por la sola exposicién a
compuestos volatiles, como es el caso de A. fraterculus o C. capitata.

El objetivo de este capitulo fue realizar una primera aproximacién al estudio de las bases
genéticas de la estimulacion sexual de A. fraterculus tras la EVG mediante el estudio
transcriptomico de la expresion génica diferencial entre machos EVG y machos control. Para
esto, se focalizd en los transcriptos de la cabeza de los machos, incluyendo asi tanto al sistema

nervioso central como una parte del cuerpo graso.

Materiales y Métodos

Insectos, comportamiento de llamado y obtencion de muestras

Siguiendo la metodologia descripta en el capitulo | para la exposicidn tardia, 12 grupos de 5
machos fueron asignados al tratamiento de EVG y otros 12 grupos, al tratamiento control (no
expuestos). La exposicién de machos a volatiles de AG fue realizada durante 4 horas (12:00 a

16:00 h) cada dia desde el dia 8 hasta el dia 11 post-emergencia.
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Para confirmar el efecto estimulante de la EVG sobre el comportamiento sexual de los machos
previo a la extraccidon de ARN, se registré el comportamiento de llamado los dias 10 y 11 post-
emergencia siguiendo la metodologia descripta en el capitulo I. Para esto, se registrd, para
cada grupo de machos (réplica), la proporcidon de machos llamando (el indice de Ilamado) una
vez cada 20 minutos durante la primera hora de luz (8:30 a 9:30 h). Luego de confirmar el
efecto estimulatorio de la EVG, entre las 8:30 y las 9:30 del dia 12 post-emergencia, 5 grupos
de 10 cabezas de machos (para cada tratamiento) fueron disecadas con pinzas entomoldgicas
e inmediatamente sumergidas y homogeneizadas en 800 pL de TRIzol® (Thermo Fisher

Scientific) frio (5-8 °C).

Extraccion de ARN, preparacion de bibliotecas de ADNc y secuenciacion

Cada homogenato fue centrifugado a 15.000 g por 1.5 minutos y 350 plL del sobrenadante
fueron transferidos a un tubo Eppendorf para la purificacion del ARN usando columnas de
silice. EIl ARN total de cada muestra se aislé segun las especificaciones del fabricante,
utilizando el Kit de extraccion de ARN Direct-zol™ RNA MiniPrep (Zymo Research). Asi, a partir
de cada homogenato, se obtuvieron 40 plL de solucién acuosa de ARN. La integridad y la
pureza de cada muestra de ARN fueron determinadas mediante electroforesis en gel de
agarosa (1 % m/v) y espectrofotometria en Nanaodrop (Thermo Fisher Scientific),
respectivamente. Todas las muestras de ARN fueron almacenadas a -70 °C hasta su envio a
los laboratorios de Novogene en EEUU, donde se realizaron —como servicio— la preparacion
de las bibliotecas de ADN complementario (ADNc) y su posterior secuenciacion (RNAseq).
Durante la preparacién de las bibliotecas, las muestras fueron enriquecidas en ARN
mensajero (ARNm) utilizando perlas de oligo dT y eliminando el ARN ribosomal (ARNTr)

mediante un kit Ribo-Zero™. La secuenciacion de las bibliotecas fue realizada en un equipo
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NovaSeq 6000 (lllumina, San Diego, EEUU) que generd aproximadamente 6 Gb en lecturas

emparejadas de 150 pb (PE 150) por muestra.

Control de calidad, ensamblado de novo y anotacién del transcriptoma

Las secuencias de los adaptadores (TruSeq3-PE) y las lecturas de baja calidad (Q < 30) o muy
cortas (< 36b) fueron descartadas usando el programa Trimmomatic v 0.32 (Bolger et al.,
2014). La calidad de las lecturas generadas por la secuenciacion fue analizada y visualizada,
antes y después del filtrado, usando los programas FastQC v 0.11.9 (Andrews, 2010) y MultiQC
v 1.14 (Ewels et al., 2016).

Dado que aun no existe un genoma de referencia para A. fraterculus, las lecturas resultantes
de todas las muestras fueron ensambladas de novo para generar un transcriptoma de
referencia. El transcriptoma de referencia fue generado utilizando el programa Trinity v2.13.2
(Grabherr et al., 2011; Haas et al., 2013). Para evaluar la calidad del ensamblado, se calculd el
valor del N50 (la longitud minima de contig que representa a la mitad de las bases
ensambladas) y se examino el porcentaje de representacion de las lecturas en el ensamblado
mediante el programa Bowtie2 v 2.5.0 (Langmead et al.,, 2009). Ademads, se estimod la
completitud del ensamblado mediante la busqueda de genes de dipteros ortdlogos de copia
Unica usando el programa BUSCO v 4.1.2 (Manni et al., 2021). Los parametros utilizados en
cada uno de los programas mencionados que no fueron configurados por defecto se muestran

enla Tabla ll.1.
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Tabla Il.1. Programas y parametros utilizados para el filtrado, control de calidad y ensamblado de novo del
transcriptoma de Anastrepha fraterculus generado a partir de lecturas obtenidas de cabezas de machos EVG y
no expuestos.

Programa Version Parametros utilizados
Bowtie2 2.5.0 --no-unal -p 10
BUSCO 4.1.2 --mode transcriptome -I diptera_odb10
FastQC 0.11.9 por defecto
MultQC 1.14 por defecto
N R ILLUMINACLIP:/TruSeq3-PE LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15
Trimommatic 0.11.9
MINLEN:36
Trinity 2.13.2 --max_memory 240G —CPU 20

Para realizar la anotacién funcional de los genes se siguié el protocolo recomendado por
Trinotate v 3.2.2 (Bryant etal., 2017), disenado para la anotacién de transcriptomas
ensamblados de novo. Trinotate integra la informacion obtenida a partir de: 1) busquedas de
similitud entre las secuencias ensambladas (transcriptos o proteinas predichas) con
secuencias disponibles en bases de datos (Swissprot, Pfam, NCBI), y 2) predicciones de ciertas
caracteristicas de los transcriptos o proteinas predichas (la presencia de un péptido sefial,
dominios transmembrana, etc.), para luego buscar los términos de ontologia génica (GO por
sus siglas en inglés) asociados a cada transcripto caracterizado. Para esto, las secuencias
proteicas de los transcriptos ensamblados fueron predichas con el programa TransDecoder v
5.5.0 (github.com/TransDecoder). Luego, las secuencias de las proteinas predichas fueron
utilizadas como input en distintos programas que permiten reconocer secuencias 0 motivos
proteicos conocidos. Asi, usando BLAST v 2.13.0 (Madden, 2002), se realizaron busquedas de
similitud contra bases de datos (no redundantes) de proteinas (Swissprot y NCBI dipteros).
También se identificaron dominios proteicos mediante el programa HMMER v 3.3.2
(hmmer.org) y se realizaron predicciones de secuencias de péptido sefial con signalP v 5.0
(Almagro Armenteros et al., 2019) y de dominios transmembrana con TMHMM v 2.0 (Krogh

et al., 2001). Ademas, se predijeron —a partir de los transcriptos ensamblados— secuencias
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tipicas de ARNr usando RNAmmer v2.1 (Krogh et al., 2001). Los parametros no utilizados por

defecto en cada programa durante la anotacién funcional se muestran en la Tabla I1.2.

Tabla 1l.2. Programas y parametros utilizados para la anotacion funcional del transcriptoma de novo de
Anastrepha fraterculus generado a partir de lecturas obtenidas de cabezas de machos EVG y no expuestos.

Programa Version Parametros utilizados
BLAST 513.0 Base de datos: Swissprot y NCBI diptera; -max_target_seqs 1
(BLASTx y BLASTp) o -outfmt 6 -num_threads 10 -evalue 1e-3
HMMER 3.3.2 Base de datos: Pfam ; --cpu 8
RNAmmer 1.2 -org_type uk
signalP 4.0 -batch 20000 -org euk
TMHMM 2.0 Por defecto
TransDecoder 5.5.0 -m 50
Trinotate 3.2.2 Por defecto

Reduccion de redundancia, cuantificacion y andlisis de expresion diferencial

Dado que el nimero de genes del transcriptoma ensamblado estuvo muy por encima de lo
esperado (el nimero de genes del transcriptoma ensamblado fue 228.988, mientras que el
numero de genes para C. capitata, D. melanogaster y A. aegypti fue 14.232, 17.894 y 19.623
respectivamente, de los cuales 12.563, 13.962 y 14.626 codifican proteinas), se siguieron las
recomendaciones de Kerkvliet y colaboradores para reducir la redundancia del ensamblado
(Kerkvliet et al., 2019). Para esto, los transcriptos con baja abundancia de lecturas (<1tpm)
fueron descartados y el ensamblado remanente fue reorganizado en clisteres usando el
programa CD-HIT-EST v 4.8.1 (Limin et al., 2012).

La abundancia de los transcriptos fue cuantificada mediante la pseudoalineacién de las
lecturas resultantes de la secuenciacion con el transcriptoma ensamblado usando el
programa kallisto v 0.46.1 (Bray et al., 2016). Para estudiar si el tratamiento de EVG afecta la
expresion génica de los machos de A. fraterculus, se comparé la abundancia a nivel de gen de

las lecturas provenientes de muestras de machos EVG y de machos no expuestos. Para esto,
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se realizd un andlisis de expresion diferencial utilizando el paquete DESeq2 v 4.2 (Love et al.
2014). Ademas, utilizando el programa GOseq v 3.16 (Young et al., 2010), se analizé la
existencia de posibles funciones moleculares y procesos biolégicos (términos GO) sobre-
representados en el conjunto de GDE respecto al conjunto total de genes del ensamblado.
Por ultimo, los genes diferencialmente expresados (GDE) que tenian al menos una proteina
predicha se alinearon usando BLASTp contra una base de datos no redundante de proteinas
de organismos eucariotas con el programa Blast2go v 5.2 (Conesa y Gotz, 2008). Los

pardametros utilizados en cada programa se muestran en la Tabla Il.3.

Tabla 11.3. Programas y parametros utilizados para la reduccién de redundancia del transcriptoma ensamblado
de novo de Anastrepha fraterculus, la cuantificacion de lecturas obtenidas de cabezas de machos EVG y no
expuestos y el andlisis de expresion diferencial.

Programa Version Parametros utilizados
Kallisto 0.46.1 Por defecto

CD-HIT-EST 4.8.1 -c0.95-G1-n11-d0
DEseq2 4.2 -P0.01-C2
GOseq 3.16 -P 0.01

Blastx (E-value: 1.0e’3, DB: nr, Taxonomy:euk, Max. hits: 20, Word size: 3,

Blast2go HSP Length Cutoff: 33)

Resultados

Comportamiento de llamado

Confirmando el efecto estimulatorio de la EVG sobre el comportamiento sexual de los
machos, el odds del indice de llamado de los machos expuestos fue en promedio 1,72 veces
mayor que el de los machos control (Zratio = 2,92; p = 0,003). Ademas, también en concordancia
con los resultados obtenidos en el capitulo |, el indice de llamado aumentd con la edad de los

machos (Chisq = 9,99; p = 0,002) independientemente del tratamiento (Figura II.1).
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Figura Il.1. Efecto de la EVG sobre el comportamiento de llamado de Anastrepha fraterculus. La figura muestra
el indice de llamado (nimeros de machos llamando/numero de machos totales) en machos EVG (verde) y en
machos no expuestos (gris) a los 10 y 11 dias post-emergencia. Los circulos y tridngulos indican el indice de
llamado promedio, mientras que las barras representan el error estandar.

Secuenciacion y ensamblado de novo

A partir de las bibliotecas de ADNc de machos EVG y machos no expuestos, la secuenciacién
produjo un promedio de 46.290.385 y 45.609.723 lecturas, respectivamente. En promedio el

2,49 % de las lecturas fueron descartadas por ser muy cortas o de baja calidad (Tabla 11.4).

Tabla 1.4. Resumen de resultados de la secuenciacion. La tabla muestra los resultados obtenidos a partir de la
secuenciacion de bibliotecas de ADNc generadas desde muestras de ARN de cabezas de machos de Anastrepha
fraterculus expuestos a volatiles de guayaba (EVG) y no expuestos (control).

. Lecturas Pares de Largo de lectura (] Lecturas
Tratamiento Muestra . :
totales lecturas promedio (%) efectivas (%)

c1 51062518 25531259 149 39,43 97,52

c2 40001178 20000589 149 39,36 97,18

Control c 43246946 21623473 149 38,68 97,37
ca 47098456 23549228 149 38,76 97,29

cs 46639518 23319759 149 39,14 97,91

E1 44180182 22090091 149 39,48 97,74

E2 48082112 24041056 149 39,61 97,91

EVG E3 42767584 21383792 149 39,34 97,29
E4 48464876 24232438 149 39,26 97,47

E5 47957172 23978586 149 39,44 97,38

El transcriptoma ensamblado consté de 434.524 transcriptos (228.988 genes), de los cuales

el 45,09 % de los transcriptos (28,4 % de los genes) fueron descartados por presentar valores
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de expresiéon menores a 1 transcripto por millén (1 tpm) segln Kallisto v 0.46.1. Después de
filtrar por abundancia minima se realizdé un segundo filtro con CDHIT v 4.8.1 para minimizar
la redundancia. Este segundo filtro consistié en un proceso de clusterizacion que resulté en
un ensamblado final conformado por 191.556 transcriptos (158.147 genes). Este ultimo
ensamblado presentd una completitud estimada del 90,5 % cuando se evalué la presencia de
genes ortélogos de copia Unica de dipteros seguin BUSCO v 4.1.2. La Tabla II.5 resume las
métricas y los parametros de calidad del transcriptoma ensamblado para cada paso de

filtrado.

Tabla II.5. Resumen de resultados del filtrado y control de calidad del transcriptoma ensamblado de novo. La
tabla muestra los resultados obtenidos en cada paso (nimeros consecutivos) y programa utilizado para realizar
el filtrado (Kallisto, Trinity y CD-HIT) y el control de calidad del transcriptoma ensamblado (bowtie2 y BUSCO).

Transcriptoma ensamblado de novo

1. Trinity

Numero total de genes 228.988
Numero total de transcriptos 434,524
% GC 37,16 %
N50 1329
Longitud media de contig 407
Promedio de contig 786,34
Total de bases ensambladas 341.685.678

Estadisticas basadas sélo en la isoforma mas larga por 'gen’

N50 733
Longitud media de contig 330
Promedio de contig 576,23
Total de bases ensambladas 131.950.202

2. Trinity + Kallisto: Filtrado por nivel de expresion (>1 tpm)

Numero total de genes retenidos 163.945 (71,60 %)
Numero de transcriptos retenidos 238.606 (54,91 %)
% GC 37,39 %

N50 1746
Longitud media de contig 356
Promedio de contig 811,4
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3. CD-HIT

Numero de genes retenidos 158.147 (96,46 %)
Numero de transcriptos retenidos (Clusteres) 191.556 (80,28 %)
% GC 37,23 %

N50 1312
Longitud media de contig 327
Promedio de contig 681,21
Total de bases ensambladas 130.489.498
BUSCOs 2.975 (90,5 %)
BUSCOs copia Unica 2.945 (89,6 %)
BUSCOs duplicados 30 (0,9 %)
BUSCOs fragmentados 45 (1,4 %)
BUSCOs perdidos 265 (8,1 %)
BUSCOs desde el dataset diptera_odb10 3285

Anotacion, andlisis de expresion diferencial y enriquecimiento de términos GO

Del total de transcriptos ensamblados, 4.183 produjeron al menos un Blastx Hit (nucledtidos
traducidos en los seis marcos de lectura contra bases de datos de proteinas) contra proteinas
de dipteros (NCBI). Esta busqueda, junto a otras de similitud de secuencias y predicciones de
motivos proteicos realizadas con Trinotate, permitieron asignarle a 19.766 transcriptos al
menos un término GO.

Del total de los genes predichos, 362 fueron encontrados diferencialmente expresados (FDR
< 0,01; |FC| > 2) entre las muestras de cabezas de machos EVG y machos no expuestos
(control) (Figura 11.2). De estos, 161 genes se encontraron sobre-expresados en machos EVG

y 201 en machos control (Tabla 11.6).
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Figura 11.2. Genes diferencialmente expresados (GDE) entre machos de Anastrepha fraterculus EVG y no
expuestos. La figura muestra un subconjunto de 37 GDE (p < 0.01, |FC| > 2). El subconjunto consta de genes
que produjeron al menos un BLAST hit contra bases de datos de proteinas de organismos eucariotas. Los genes
destacados corresponden a representantes de los términos GO enriquecidos entre los GDE segun el analisis
realizado con GOseq.

Tabla 11.6. Resumen de resultados del andlisis de expresion diferencial. La tabla muestra los resultados
obtenidos para el analisis de expresidn diferencial para genes expresados en la cabeza de machos EVG y no
expuestos (DESeq2).

Analisis de Expresion Diferencial (p < 0,01; |FC| > 2)

Genes totales en el transcriptoma 158.147
Genes diferencialmente expresados (GDE) 362
Sobre-expresados en machos control 201
Sobre-expresados en machos expuestos 161
Términos GO enriquecidos en GDE 20

Utilizando como base de datos de términos GO asignados a cada gen predicho los resultados

obtenidos mediante la anotacion del transcriptoma (Trinotate), se encontraron 20 términos
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GO sobre-representados (15 en procesos biolégicos y 5 en funciones moleculares) en el
subconjunto de genes diferencialmente expresados (GDE) (FDR < 0,05) (Tabla 11.7).

Tabla I.7. Términos GO sobre-representados en el subconjunto de GDE. La tabla muestra los resultados
obtenidos para el andlisis de enriquecimiento en términos GO (GOseq).

Términos GO sobre-representados en GDE (GOseq)

GO term numDEInCat numinCat FDR Funcién Molecular
G0:0004517 3 4 1,94E nitric-oxide synthase activity
G0:0004568 3 15 1,294 chitinase activity
G0:0008061 4 56 8,22E° chitin binding

oxidoreductase activity, acting on paired
donors, with incorporation or reduction of

. -4
60:0016709 3 20 6F molecular oxygen, NAD(P)H as one donor,
and incorporation of one atom of oxygen
G0:0010181 3 31 0,003 FMN binding
GO term FDR Proceso Biologico
G0:0006809 3 12 1E4 nitric oxide biosynthetic process
G0:0046209 3 13 1,4E* nitric oxide metabolic process
G0:0006032 4 30 1,94E> chitin catabolic process
G0:0006030 4 32 1,94E~ chitin metabolic process
601901072 4 32 1,94E glucosamine-containing compound catabolic
process
G0:0046348 4 34 1,94E amino sugar catabolic process
G0:1901071 4 46 5 34E-5 glucosamme—con.tammg compound
metabolic process
G0:0000272 4 47 8,22E° polysaccharide catabolic process
G0:0006040 4 55 8,22E amino sugar metabolic process
G0:0006026 4 54 8,22E° aminoglycan catabolic process
G0:2001057 3 19 0,001 reactive nitrogen species metabolic process
G0:1903409 3 24 0,001 reactive oxygen species biosynthetic process
G0:0006022 4 93 0,001 aminoglycan metabolic process
G0:0005976 4 92 0,001 polysaccharide metabolic process
G0:1901136 4 122 0.001 carbohydrate derivative catabolic process

Para cada categoria de términos GO sobre-representados se muestra el nimero de GDE anotados con esa
categoria (numDEInCat), el nimero de genes total anotados con esa categoria (numinCat), la tasa de
descubrimiento falso o false discovery rate (FDR) y la funcién molecular o el proceso bioldgico al que se
corresponden.
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Los términos GO sobre-representados en los GDE se encuentran sustentados por 8 genes
gue se encontraron sobre-expresados en cabezas de machos EVG (Tabla I1.8).

Tabla 11.8. GDE que sustentan los términos GO sobre-representados. Se muestran 8 GDE que se encuentran
sobre-expresados en cabezas de machos EVG que representan a los términos GO enriquecidos.

BLASTp (flybase)
db: D. melanogaster

Referencia en

Proteina predicha Id Nombre flybase E-value  %Similitud
TRINITY_DN1301_c1_gl i19.p1 Mucin 68D FBgn0036203  5,96E 60,7
TRINITY_DN21367_c0_g1 il.pl Chitinase 10 FBgn0250907 1E4 63,8
TRINITY_DN4389 c0 gl i2.pl Chitin deacetylase =~ FBgn0034197  2,16E%° 79,2
TRINITY_DN48645_c0_gl_i2.pl - FBgn0085353  1,58E10 53,5
TRINITY_DN558 c0_gl_i10.p1l - FBgn0036226  4,13E% 39,9
TRINITY_DN576_c0_g1 _i53.p1 - FBgn0038242 2,22E08 80,3
TRINITY_DN6624_c0_g1_i12.p1 Chitinase 8 FBgn0034580  5,31E%8 70,6
TRINITY_DN7834_c0_gl i2.p2 No encontrado No encontrado - -

La busqueda de similitud de secuencias fue realizada a partir de la proteina mas larga predicha para cada gen.
La proteina predicha sin similitud de secuencia en la base de datos utilizada (flybase) sustenta términos GO
relacionados al metabolismo del éxido nitrico (GO:0006809, GO: 0004517, GO:0046209, G0:002001057,
G0:0016709, GO:1903409).

Del total de los GDE, 78 poseen al menos una proteina predicha (Transdecoder). De estos
genes, 37 produjeron al menos 1 BLASTp Hit cuando fueron alineados contra una base de
datos no redundante de proteinas de organismos eucariotas usando Blast2go. Los resultados
mostraron que el 72 % de los hits se corresponden a proteinas de moscas tefritidas, siendo

en su mayoria de Anastrepha ludens (Anexo, Tabla I1.9).

Discusion

En este capitulo se explord el efecto de la exposicion a volatiles de guayaba sobre el
transcriptoma de la cabeza de machos de A. fraterculus. Como primer paso, y debido a la
ausencia de un genoma de referencia para esta especie, se llevé a cabo el ensamblado de
novo del transcriptoma de referencia que luego permitiria la cuantificacién de los
transcriptos. El nUmero de genes predichos estuvo por encima de lo esperado en relacién al

numero de genes informado para otras especies de moscas tefritidas [fuentes: NCBI
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(ncbi.nlm.nih.gov/) y Flybase (flybase.org)]. Sin embargo, la sobreestimacion de genes es una
caracteristica comun de los transcriptomas ensamblados de novo, provocada principalmente
por la redundancia (ensamblado de isoformas o duplicaciones) y la fragmentacién del
ensamblado (ensamblado de transcriptos fragmentados como multiples contigs) (Haas et al.,
2013). Luego de reducir la redundancia mediante el filtrado y la clusterizacién, el ensamblado
presentd parametros de calidad similares a los publicados para ensamblado de novo generado
a partir de muestras de cabezas de A. ludens (Segura-Ledn et al., 2022). Incluso, el analisis de
genes ortélogos predichos (BUSCO) mostré que el transcriptoma ensamblado en este estudio
presenta un mayor grado de completitud (totales: 90,5 %, de copia Unica: 89,6 %) que un
transcriptoma ensamblado de novo para esta misma especie a partir de lecturas provenientes
de distintos estadios y sexos (totales: 62,9 %, de copia unica: 29,5 %) (Scannapieco et al.,
2020).

Si bien genes conocidos por regular el comportamiento de cortejo en insectos como Fru, Dsx
y Takeout se encuentran presentes en el transcriptoma ensamblado, no se encontraron
diferencias en su expresién entre machos EVG y no expuestos. Por lo tanto, dichos genes no
parecen ser los responsables directos del incremento de cortejo observado en machos EVG.
De hecho, la anotacién funcional y el analisis de enriquecimiento de términos GO de los GDE
sugieren que los genes sobre-expresados en machos EVG estan involucrados en el
catabolismo de polisacaridos y en la sintesis de dxido nitrico.

El comportamiento de cortejo de A. fraterculus involucra actividades energéticamente
demandantes como el rapido batido de alas, desplazamientos rapidos y la liberacién de
feromonas (Segura et al., 2007; Gomez Cendra et al., 2011). Por esto, la sobre-expresién de
genes relacionados al catabolismo de polisacéridos en machos EVG, podria estar reflejando

un mayor consumo energético como consecuencia del aumento en la frecuencia de llamado.
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De hecho, se ha observado que el contenido de reservas lipidicas y carbohidratos de los
machos puede determinar su participacién en leks, es decir en actividades sexuales (Yuval
et al., 1998). En el mismo sentido, Warburg y Yuval sugirieron para C. capitata que los machos
utilizan el glucégeno, previamente sintetizado a partir del consumo de carbohidratos como
fuente energética durante el cortejo (Warburgy Yuval, 1997).

Si bien los genes sobre-expresados parecen estar principalmente involucrados en el
catabolismo de quitina y no de glucégeno, las vias metabdlicas que participan en la
transformacién de ambos metabolitos, se encuentran estrechamente relacionadas (Klowden,
2007). En efecto, el disacarido trehalosa, el principal producto de la glucogendlisis que es
liberado desde el cuerpo graso a la hemolinfa (como fuente energética), es a su vez el recurso
primario para la biosintesis de quitina (Muthukrishnan et al., 2011; Liu et al., 2019). Estudios
recientes, mostraron que el silenciamiento de genes que expresan enzimas especificas de la
gluconeogénesis o la biosintesis de trehalosa modifica la expresion de genes especificos del
metabolismo de quitina, confirmando la estrecha relacidn entre ambas rutas metabdlicas
(Chen et al., 2010; Zhang et al., 2019a; Yu et al., 2021). Por lo tanto, la sobre-expresién de
genes relacionados al catabolismo de quitina en machos EVG podria indicar indirectamente
un aumento en la biosintesis de trehalosa. A partir de este carbohidrato, los machos EVG
obtendrian la energia necesaria para incrementar la frecuencia de llamado. Ademas, la
estimulacion sexual de los machos EVG involucra el incremento de la cantidad de feromona
liberada (Bachmann, 2016), lo que también podria afectar la sintesis de quitina. Por ejemplo,
en gorgojos algodoneros, varios genes involucrados en la biosintesis de quitina reducen su
transcripcién durante la produccién de feromona sexual (Perkin et al., 2021). Sin embargo, la
relacion entre el catabolismo de quitina y la sintesis de feromonas no esta del todo claray

deberia ser abordada en futuros estudios.
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Mediante busquedas ‘blast’ de secuencias homélogas en otros dipteros, varios de los genes
sobre-expresados en machos EVG fueron identificados como quitinasas. Las quitinasas son
enzimas que catalizan la degradacidn de quitina y su expresién se encuentra regulada por
hormonas esteroideas, principalmente 20-hidroxiecdisona y hormona juvenil (Kramer y
Muthukrishnan, 1997; Liu et al., 2019). Estas hormonas, son producidas en la corpora allata
y, en insectos adultos, participan en la regulacidon de actividades reproductivas como la
sintesis de feromonas o de proteinas seminales (Adams et al., 1984; Wyatt y Davey, 1996;
Jurenka, 2004; Parthasarathy et al., 2009). En A. fraterculus, los machos tratados con
metopreno, un andlogo de la hormona juvenil, exhiben un comportamiento sexual
exacerbado y presentan mayor éxito copulatorio que aquellos no tratados (Segura et al.,
2009; Bachmann et al., 2017), similarmente a lo ocurrido cuando son expuestos a volatiles de
guayaba (Bachmann, 2016). Por tanto, es posible que estas hormonas medien los efectos
observados (la estimulacion sexual y el aumento en la expresién de quitinasas) en machos de
A. fraterculus EVG.

Otra funcién enriquecida en los GDE entre machos EVG y machos control, es la biosintesis de
oxido nitrico (NO, por sus siglas en inglés). En insectos, el NO es sintetizado por la enzima
oxido nitrico sintasa (NOS, por sus siglas en inglés), la cual presenta gran actividad en las
antenas y neuronas del Iébulo antenal (Bicker, 2001). EI NO funciona como un
neurotransmisor, estimulando la sintesis de guanilato monofosfato ciclico (cGMP, por sus
siglas en inglés) en neuronas diana (Muller, 1997; Bicker, 2001). De hecho, en muchos
insectos, las neuronas de proyeccién que trasmiten informacion olfativa desde los glomérulos
antenales hasta neuropilos centrales, acumulan cGMP en respuesta a NO (Heinrich y Ganter,
2007). Ademas, la sefalizacién mediada por NO/cGMP parece estar involucrada en la

variaciéon de la sensibilidad y habituacion olfativa a ciertos compuestos incluyendo
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feromonas. Esto, en ultima instancia impone limites a las respuestas comportamentales de
los insectos que son mediadas por dichas sefiales olfativas (Stengl et al., 2001; Heinrich y
Ganter, 2007). Por ejemplo, la inhibicion de la NOS en las antenas de la mosca de la
carne Neobellieria bullata, disminuye su respuesta electrofisioldgica a la sangre y el acido
valérico, dos poderosos atrayentes para esta especie (Wasserman y Itagaki, 2003). Dado que
la extraccion de ARN en machos EVG se realizé luego de 4 dias de exposicidn, la sobre-
expresion de genes relacionados con la biosintesis de 6xido nitrico podria ser interpretado
como una respuesta de adecuacién olfativa a compuestos liberados por AG (o bien a
feromonas liberadas por conespecificos, las cuales se encontrarian en mayor concentracién
respecto a machos control). Asi, futuros estudios que comparen la sensibilidad neuronal entre
machos EVG y machos control a los compuestos liberados por AG o conespecificos, podrian
ayudar a interpretar los resultados obtenidos en este capitulo. Ademads, una serie de estudios
sugieren que la sefializacién mediada por NO/cGMP participa en la regulaciéon de células
neurosecretoras de hormonas, contribuyendo a la transduccién de la actividad neuronal en
sefiales endocrinas (Heinrich y Ganter, 2007). Por lo tanto, también es posible que el aumento
de la actividad de NOS sea una consecuencia de su rol en la liberacién de hormonas como la
20-hidroxiecdisona o la hormona juvenil. Dada la participacion de NO en diversos procesos
neuronales y sus reconocidas funciones especie-especificas (Muller, 1997; Heinrich y Ganter,
2007), estudios que caractericen morfolégicamente la presencia y actividad de NOS en
distintos tejidos de A. fraterculus podrian contribuir a comprender mas profundamente la
estimulaciéon sexual inducida por EVG.

En resumen, en este capitulo, se identificaron 362 GDE entre los cuales no se encontraron
genes previamente implicados en la regulacion del comportamiento de cortejo. La anotacion

y el analisis de enriquecimiento funcional del grupo de genes sobre-expresados en machos
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EVG, ubico al catabolismo de quitina y la actividad 6xido nitrico sintasa como las funciones
biolégicas predominantes. Cabe destacar, sin embargo, que la metodologia utilizada en este
capitulo para identificar las bases genéticas de la estimulacién sexual de los machos EVG
presenta algunas limitaciones. Por un lado, es probable que los genes involucrados en la
estimulacion sexual de machos EVG sufran modificaciones de expresién a nivel del ARN sélo
en alguno de los tantos tejidos incluidos en las cabezas de los machos. En tal caso, la presencia
de ARN proveniente de los otros tejidos de la cabeza diluiria dichas modificaciones, limitando
el poder de deteccion y la potencia del analisis (Torson et al., 2020). Por otro lado, muchos de
los genes involucrados podrian no sufrir cambios de expresion a nivel del ARN, pero si, por
ejemplo, a nivel proteico, ya sea alterando la cantidad de proteina activa o modificando su
calidad o estado (Torson et al.,, 2020). Asimismo, otros genes podrian producir ARN no
poliadenilado, quedando fuera del poder de deteccién de la metodologia empleada.

Los resultados exploratorios de este capitulo permitieron implicar al catabolismo de
polisacdridos en la respuesta de los machos a la EVG. Esto podria ser explicado por un mayor
consumo de estos metabolitos por parte de los machos EVG posiblemente asociado al
incremento de comportamientos energéticamente costosos como el llamado. Estudios que
aborden el rol de los polisacaridos como fuente energética, asi como nuevos andlisis con un

enfoque metaboldmico podrian contribuir al esclarecimiento de esta cuestion.
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Capitulo IlI

Estimulacion sexual por EVG: Importancia del estado nutricional y consumo

de reservas energéticas

Parte de los resultados de este capitulo se encuentran publicados en

Belliard, S. A., Fernandez, P. C., Vera, M. T., & Segura, D. F. (2022). Timing of exposure and nutritional status
affect male response to guava volatiles, a known courtship enhancer of Anastrepha fraterculus
Journal of Pest Science, 95(1), 279-290
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Capitulo 111

Introduccion

El desempefio sexual de los insectos depende en gran medida de su estado nutricional (e.g.,
Blay y Yuval, 1997; Fricke et al., 2008; Hurtado et al., 2011; Jensen et al., 2015; Kaldun y Otti,
2016; Huck et al., 2021). En este sentido, numerosos estudios han abordado el impacto de la
dieta y particularmente de su contenido proteico sobre el comportamiento sexual y el éxito
reproductivo de moscas de los frutos (Warburg y Yuval, 1997; Aluja et al., 2001; Levy et al.,
2005; Faria et al., 2008; Haq et al., 2010; Roriz y Joachim-Bravo, 2013; Taylor et al., 2013). Por
ejemplo, los machos de C. capitata alimentados sobre dietas proteicas presentan un mayor
indice de llamado, son mas atractivos para las hembras y obtienen un mayor nimero de
copulas que machos alimentados sobre dietas no proteicas (Blay y Yuval, 1997; Kaspi et al.,
2000; Shelly et al., 2002; Joachim-Bravo et al., 2009). Similarmente, la frecuencia de llamado,
el éxito de apareamiento y el grado de participacién en leks es mayor para los machos de
Anastrepha suspensa que fueron alimentados con suplementos proteicos que para los
alimentados Unicamente con azlcar (Pereira etal., 2009). La biosintesis de feromonas
también parece estar modulada por la ingesta de proteinas en machos tefritidos (Epsky y
Heath, 1993; Gui et al., 2023). Recientemente, Gui y colaboradores han propuesto que la
proteina ingerida por los machos de B. dorsalis es metabolizada en el recto, generando dos
precursores de la feromona sexual en esta especie, treonina y glicina (Gui et al., 2023). Por
otro lado, las hembras que copulan con machos alimentados sobre dietas proteicas presentan
una menor tasa de recdpula que aquellas que copulan con machos alimentados solo con
azucar, posiblemente como resultado de cambios en la calidad del eyaculado de los machos
(Perez-Staples et al., 2008; Gavriel et al., 2009; Abraham et al., 2011, 2012, 2016). Por lo
mencionado, incorporar suplementos proteicos en las crias masivas de machos tefritidos que

seran liberados en un contexto de TIE representa una herramienta potente para incrementar
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su éxito reproductivo (Pereira et al., 2013). Sin embargo, la proporcién utilizada de este tipo
de suplementos debe ser cuidadosamente estudiada, ya que un exceso de proteinas podria
tener consecuencias negativas sobre el rendimiento sexual y la longevidad de las moscas (Teal
et al., 2004; Prabhu et al., 2008; Fanson et al., 2009; Oviedo et al., 2011).

Las actividades reproductivas involucran mecanismos fisiolégicos (como la sintesis de
feromonas o proteinas seminales) y comportamentales (como el cortejo) energéticamente
demandantes. Por esto, cuando los insectos se alimentan sobre dietas nutricionalmente
restrictivas, la proporcion de los recursos energéticos asignados a actividades reproductivas
o de supervivencia puede resultar crucial para maximizar el fitness (Boggs, 2009; Nestel et al.,
2016). En estas circunstancias, la capacidad de reasignar recursos hacia actividades de
mantenimiento a expensas de actividades reproductivas fue propuesto como un mecanismo
gue permitiria a los insectos soportar condiciones ambientales adversas y reproducirse
cuando estas sean propicias (Nestel et al., 2016; Zhang et al., 2019b). Asimismo, ciertos
estimulos olfativos, como los volatiles liberados por plantas hospedantes, podrian funcionar
como una sefal indicadora de dichas condiciones, revelando, por ejemplo, la disponibilidad
de alimentos o de sitios de oviposicion (Landolt y Phillips, 1997). De este modo, los estimulos
olfativos podrian modular el balance en la asignacién de recursos energéticos y, a su vez, el
comportamiento reproductivo de los insectos bajo condiciones nutricionales restrictivas.

En algunos tefritidos, se ha documentado que el efecto estimulatorio de la exposicién a
ciertos fitoquimicos sobre el comportamiento sexual de los machos depende de su estado
nutricional (Quilici et al., 2013; Kouloussis et al., 2017). Por ejemplo, la estimulacién sexual
de los machos de Ceratitis rosa tras ser expuestos a un aceite esencial de naranja (OO, por
sus siglas en inglés) fue observada sobre machos alimentados con azlcar, pero no se

observaron diferencias entre machos expuestos y no expuestos cuando fueron alimentados

67



Capitulo 111

con un suplemento proteico (Quilici et al., 2013). Ademas, el éxito de apareamiento de los
machos expuestos y alimentados con azucar fue comparable al éxito de apareamiento
alcanzado por los machos alimentados con un suplemento proteico. Sin embargo, se
encontraron resultados opuestos cuando se estudid la interaccidén entre el estado nutricional
de los machos de C. capitata y el efecto de una exposicion a compuestos citricos. En este caso,
el efecto estimulatorio de la exposicidn sobre el indice de llamado fue evidenciado solo sobre
machos alimentados con una dieta proteica mientras que los machos alimentados con azucar
no fueron estimulados por la exposicion (Kouloussis et al., 2017). Por otro lado, el efecto
estimulatorio de la exposicién a GRO sobre el comportamiento sexual de C. capitata y C. rosa
parece ser independiente de su estado nutricional (Shelly et al., 2003; Quilici et al., 2013). Asi,
la estimulacion sexual mediada por claves olfativas podria depender no sélo de la identidad
de los estimulos sino del estado fisioldgico y nutricional de los machos que los perciben.

En A. fraterculus, la calidad de la fuente proteica (principalmente derivados de levaduras)
utilizada en la dieta puede determinar la competitividad sexual de los machos (Liendo et al.,
2013). Los machos alimentados con una dieta de azucar y levadura hidrolizada —una fuente
proteica comunmente utilizada en la cria masiva de moscas de la fruta (Aceituno-Medina y
Hernandez, 2020)- presentan mayor competitividad sexual que aquellos alimentados sobre
una dieta de azucar y levadura de cerveza, una fuente proteica de menor calidad (Liendo
etal.,, 2013). Sin embargo, hasta ahora, el efecto estimulatorio de la EVG sobre el
comportamiento sexual de A. fraterculus fue ensayado solo sobre machos alimentados con
una mezcla de azucar y levadura de cerveza. En este capitulo, se estudié el efecto de la EVG
en machos alimentados sobre diferentes dietas. Con el objetivo de investigar la inversion

energética durante la exposicién, se estimd el contenido de glucégeno, triglicéridos y
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proteinas en machos EVG y no expuestos durante periodos de acceso al alimento y periodos

sin acceso.

Materiales y Métodos

Efecto de la interaccion entre la dieta y la EVG sobre el comportamiento de llamado

Para evaluar si el efecto de la EVG sobre el comportamiento sexual de los machos depende
de su estado nutricional, se evalud el efecto de la EVG sobre machos alimentados con
diferentes dietas. Para esto, machos recientemente emergidos fueron agrupados de a 5 en
frascos de vidrio de 3 L tapados con tul. A cada grupo de machos se le asignd, al azar, un
tratamiento de exposicién (EVG o no expuesto) y una de tres posibles dietas: 1) S: azucar
(Ledesma, Argentina) sin proteina 2) BY: dieta proteica de baja calidad consistiendo en una
mezcla de azucar y levadura de cerveza (CALSA, Argentina) en una proporcion 3:1, y 3) HY:
dieta proteica de alta calidad consistiendo en una mezcla de azucar e hidrolizado de levadura
(MP Biomedicals, Estados Unidos) en una proporcién 12:1. Las dietas fueron seleccionadas
por haber mostrado un impacto diferencial sobre el desempefio reproductivo de A.
fraterculus (Liendo et al., 2013; Goane et al., 2018). Ademas, mientras que el efecto de la EVG
ha sido hasta ahora estudiado en machos alimentados con BY (Vera et al., 2013; Bachmann
et al., 2015), la dieta de alta calidad (HY) es actualmente utilizada en biofabricas de moscas
de los frutos como dieta de pre-liberacién de machos (Aceituno-Medina y Hernandez, 2020).
Durante todo el experimento, los machos fueron mantenidos dentro de incubadoras (Sanyo,
MLR350, Japoén) a 25 °C £ 1 °C y un fotoperiodo 12:12 h (luz:oscuridad), y alimentados ad
libitum con la dieta asignada y agua. El tratamiento de EVG se realizd siguiendo la metodologia
descripta en el capitulo | para la exposicién tardia con AG. Asi, los machos fueron expuestos

a 20 pL de AG entre los dias 8 y 11 post-emergencia durante 4 horas por dia. El dia 12 post-
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emergencia se registrd, para cada grupo y cada 20 minutos durante la primera hora de luz
(8:30 2 9:30), la proporcién de machos que se encontraban realizando el comportamiento de
llamado (i.e., el indice de llamado). Para cada combinaciéon de dieta y tratamiento de

exposicidn, se realizaron 24 réplicas con machos provenientes de 6 lotes diferentes.

Efecto de la EVG sobre el consumo de reservas energéticas

Con el fin de determinar si el efecto estimulatorio de la EVG sobre el comportamiento sexual
de los machos afecta el consumo de sus reservas energéticas, se estimé el contenido de
glucégeno, triglicéridos y proteinas en machos EVG y no expuestos durante distintas etapas
del tratamiento y en distintas condiciones de alimentacion. Para esto, grupos de 5 machos
fueron colocados en frascos de vidrio de 3 Ly alimentados desde su emergencia con agua y
una dieta de azlcar y levadura de cerveza (3:1). El dia 8 post-emergencia, los grupos fueron
asignados al azar a uno de dos posibles tratamientos: con exposicion (machos EVG) o sin
exposiciéon (machos control). El tratamiento de exposicién se llevé a cabo siguiendo la
metodologia descripta para la exposicion tardia a AG en los capitulos | y Il: los grupos de
machos fueron expuestos a 20 pL de AG entre los dias 8 y 11 post-emergencia durante 4 h
por dia (de 12:00 a 16:00 h). Con el fin de evaluar el efecto de la EVG sobre las reservas
energéticas de moscas sin acceso a fuentes de energia que les permitieran recuperar reservas,
el dia 10 post-emergencia todos los grupos de machos fueron traspasados a nuevos frascos
con agua, pero sin alimento. Los dias 8, 10, 11 y 12 post-emergencia, un total de entre 35y
124 machos de cada tratamiento y edad fueron separados a las 12:00 h para el analisis de
reservas energéticas (contenido de glucdgeno, triglicéridos y proteinas). Ademas, desde el dia
8 hasta el dia 13 post-emergencia, se registrd, para cada grupo de machos durante la primera

hora de luz (de 8:30 a 9:30 h) y cada 20 minutos, la proporcion de machos llamando. Se
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utilizaron 6 lotes de moscas (grupos de moscas obtenidas a partir de huevos colectados de la
colonia del laboratorio el mismo dia) cada uno constando de entre 6 y 12 réplicas por
tratamiento. Los machos separados para los analisis de reservas energéticas fueron
anestesiados con frio e individualmente secados por 24 h a 50 °C (VO500, Memmert,
Alemania), y el peso seco de cada individuo fue registrado utilizando una balanza de precision
(APX-200, Denver, Espafia). Luego, los individuos de cada tratamiento y edad fueron
separados en tres grupos y cada grupo fue asignado al azar a uno de tres posibles analisis: 1)
determinacién del contenido de glucdgeno, 2) determinacién del contenido de triglicéridos o

3) determinacién del contenido de proteinas.

Estimacion del contenido de glucégeno

Para estimar el contenido de glucdgeno de los machos de cada tratamiento (EVG y control) y
edad (8, 10, 11 y 12 dias) fueron individualmente homogeneizados en frio con 500 uL de
solucién amortiguadoral® (PBS, 1X) en un tubo Eppendorf. Cada homogenato fue
centrifugado (Z216MK, Labortechnik GmbH, Alemania) a 5 °C y 14.000 rpm durante 3,5
minutos. Luego, 450 pL del sobrenadante fueron traspasados a un nuevo tubo y todas las
muestras fueron conservadas a -70 °C hasta su utilizacién. El contenido de glucégeno de cada
muestra fue estimado indirectamente utilizando un kit colorimétrico para la determinacién
de glucosa (Wiener Lab, Argentina), por lo que el glucégeno fue previamente hidrolizado
mediante una reaccién enzimatica. Para esto, 50 uL de cada muestra fueron incubados con
0.5 uL (1UE) de una amiloglucosidasa purificada desde Aspergillus niger (Merck KGaA,
Alemania) durante 1 h a 37 °C (VO500, Memmert, Alemania). Luego, a cada muestra se le

adiciond 1 ml de reactivo de trabajo (solucidon conteniendo glucosa oxidasa, peroxidasa y 4-

11 Phosphate Buffered Saline (PBS): 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8 mM Na;HPQ4, and 2 mM KH,POs4.
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aminofenazona) y se incubd durante 25 minutos a 25 °C. Al finalizar la incubacidn, tres
alicuotas de 200 uL de cada muestra se dispensaron en una placa ELISA y la absorbancia de
cada pocillo fue medida utilizando un espectrofotémetro (BioTek Synergy HT, Agilent, EEUU)
a una longitud de onda de 505 nm. Ademas, en cada placa también se registré la absorbancia
de una muestra control (PBS 1X, tratado de manera similar a los homogenatos) y de 6
diluciones de una solucion estandar de glucosa (50, 100, 200, 400, 800 y 1000 pg/mL) que
permitieron construir las curvas de concentracion en funcién de la absorbancia. El contenido
de glucdgeno se estimo para un total de 71 individuos (15, 15, 60 y 52 para las edades de 8,

10, 11y 12 dias respectivamente) por tratamiento.

Estimacion del contenido de triglicéridos

Para estimar el contenido de triglicéridos, los machos de cada tratamiento (EVG y control) y
edad (8, 10, 11 y 12 dias) fueron individualmente homogeneizados con 250 uL de PBS 1X en
un tubo Eppendorf. Cada homogenato fue centrifugado (Z216MK, Labortechnik GmbH,
Alemania) a 5 °C y 14.000 rpm durante 3,5 minutos. Luego, 200 pL del sobrenadante fueron
traspasados a un nuevo tubo y las muestras fueron conservadas a -70 °C hasta su utilizacién.
El contenido de triglicéridos se estimé utilizando el Kit enzimatico TG-color-GPO (Wiener Lab,
Argentina). Para esto, 70 uL de cada muestra fueron incubados con 700 uL de reactivo de
trabajo (una solucién conteniendo cloroenol, lipoproteina lipasa, glicerol quinasa, glicerol
fosfato oxidasa, peroxidasa, adenosina trifosfato y 4-aminofenazona) durante 20 minutos a
25 °C. Al finalizar la incubacion, tres alicuotas de 200 pL de cada muestra se dispensaron en
una placa ELISA y la absorbancia de cada pocillo fue medida utilizando un espectrofotometro
(BioTek Synergy HT, Agilent, Estados Unidos) a una longitud de onda de 505 nm. Ademas, en

cada placa también se registrd la absorbancia de una muestra control (PBS 1X, tratado de
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manera similar a los homogenatos) y de 5 diluciones de una solucién estandar de trioleina
(10, 50, 120, 250 y 400 pg/mL) que permitieron construir las curvas de concentracidén en
funcién de la absorbancia. El contenido de triglicéridos se estimé para un total de 105
individuos (10, 10, 50 y 35 para las edades de 8, 10, 11 y 12 dias respectivamente) por

tratamiento.

Estimacion del contenido de proteinas

Para estimar el contenido de proteinas, los machos de cada tratamiento (EVG y control) y
edad (8, 10, 11y 12 dias) fueron individualmente homogeneizados con 250 puL de una solucién
de PBS 1X e inhibidor de proteasas (cOmplete™ mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail,
Roche, Alemania) en un tubo Eppendorf. Cada homogenato fue centrifugado (Z216MK,
Labortechnik GmbH, Alemania) a 5 °C y 14.000 rpm durante 3,5 minutos. Luego, 200 pL del
sobrenadante fueron traspasados a un nuevo tubo y todas las muestras fueron conservadas
a -70 °C hasta su utilizacion. El contenido proteico de cada homogenato se estimé utilizando
un Kit (Bio-Rad protein assay, Bio-Rad, Estados Unidos) basado en la determinacién
colorimétrica de la concentracion de proteinas por el método de Bradford (Bradford, 1976).
Para esto, 50 pL de cada muestra fueron incubados con 1 mL de Reactivo de Bradford (diluido
segun las instrucciones del fabricante) durante 30 minutos a 25 °C. Al finalizar la incubacion,
tres alicuotas de 200 puL de cada muestra se dispensaron en una placa ELISA y la absorbancia
de cada pocillo fue medida utilizando un espectrofotometro (BioTek Synergy HT, Agilent,
Estados Unidos) a una longitud de onda de 595 nm. Ademads, en cada placa también se registré
la absorbancia de una muestra control (una solucion de PBS 1X e inhibidor de proteasas
tratada de manera similar a los homogenatos) y de 4 diluciones de una solucion estandar de

albumina (125, 250, 500 y 1000 pg/mL) que permitieron construir las curvas de concentracion
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en funcién de la absorbancia. El contenido de triglicéridos se estimd para un total de 46
individuos (10, 10, 14 y 12 para las edades de 8, 10, 11 y 12 dias respectivamente) por

tratamiento.

Andlisis de datos

Para estimar el efecto de la interaccion entre la EVG y la dieta sobre el comportamiento de
llamado, se modelaron medidas repetidas del indice de llamado en funciéon del tratamiento
de exposicion y la dieta utilizando un modelo lineal generalizado con distribucidon binomial
[funcidn de enlace logit, funcidon gimer del paquete Ime4 (Bates et al., 2015)]. La dieta y el
tratamiento de exposicion se incluyeron como un factor fijo, mientras que el frasco y el lote
se incluyeron como factores aleatorios. Todas las comparaciones fueron realizadas utilizando
la funcién emmeans del paquete emmeans (Lenth, 2020).

Para la determinacion del contenido de reservas energéticas, los datos de absorbancia de
cada reaccién enzimatica fueron adquiridos mediante el software Biotek Gen 5.0 v.2.0. Para
cada placa, el promedio de la absorbancia de la muestra control fue restado al promedio de
la absorbancia de cada muestra. Ademas, para cada placa, la absorbancia de cada muestra
estandar se graficé en funcién de su concentracién con el objetivo de estimar, mediante la
ecuacién de la curva, la concentracion de todas las muestras incégnita. La concentracion de
cada muestra se normalizé dividiendo la concentracién calculada por el peso seco del
individuo. Para cada tipo de reserva (glucdgeno, triglicéridos, proteinas) se calculé la
concentracién basal normalizada como el promedio de la concentracién normalizada de las
muestras obtenidas el dia 8 post-emergencia (antes del inicio del tratamiento de exposicion).
Luego, para cada muestra (en los dias 10, 11 y 12 post-emergencia) se calculé el consumo

acumulado como la diferencia entre la concentracion normalizada de la muestra y la
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concentracion normalizada basal. Para estimar el efecto la EVG sobre la utilizacion de reservas
energéticas, para cada tipo de reserva, el consumo acumulado se modelé en funcién del
tratamiento de exposicién y la edad (o dia de ensayo) utilizando un modelo lineal
generalizado con distribucion normal [funcién Imer del paquete Ime4 (Bates et al., 2015)]. La
edad y el tratamiento de exposicidn se incluyeron como un factor fijo, mientras que la placa
y el lote se incluyeron como factores aleatorios. Todas las comparaciones fueron realizadas
utilizando la funcion emmeans del paquete emmeans (Lenth, 2020). Todos los analisis

estadisticos fueron realizados con el software R v.4.2.1 (R Core Team, 2021).

Resultados

Efecto de la interaccion entre la dieta y la EVG sobre el comportamiento de llamado

La dieta suministrada a los machos afecté fuertemente su indice de llamado (ChiSq, = 142,21,
p < 0,001), siendo los machos alimentados con la dieta de alta calidad los que presentaron los
mayores valores (Figura 11l.1). Ademas, el efecto de la EVG sobre el indice de llamado de los
machos también dependié de la dieta suministrada a los mismos (ChiSq. = 10,73, p = 0,0047).
Cuando los machos fueron alimentados con una dieta proteica de baja calidad (BY), el odds
del indice de llamado de los machos EVG fue en promedio 1,5 veces mayor respecto al de
machos control (Zratioc = 3,74; p = 0,0025). En contraste, no se encontraron diferencias en el
indice de llamado entre machos EVG y machos control cuando fueron alimentados con azlcar
(S) (Zratio = 0,732; p = 0,9792) o con una dieta proteica de alta calidad (HY) (Zratio = 1,80; p =

0,4674) (Figura IIl.1).
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Figura lll.1. Efecto de la dieta y la EVG sobre el comportamiento sexual de los machos de Anastrepha
fraterculus. Se muestra, para cada tipo de dieta [azlcar (S), proteica de baja calidad (BY) o proteica de alta
calidad (HY)], el promedio del indice de llamado (nimero de machos llamando/total de machos) para machos
expuestos a volatiles de guayaba (E, verde) y no expuestos (C, gris). Las barras representan el error estandar y
letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos.

Efecto de la EVG sobre el consumo de las reservas energéticas de los machos

Al inicio del experimento (dia 8 post-emergencia), el indice de llamado no difirié entre machos
EVG y machos control (Zratio = 0,315; p = 0,75). Mientras los machos tuvieron acceso al
alimento (dia 10 post-emergencia), no se encontraron diferencias entre machos EVG y
machos no expuestos en el consumo acumulado para ningun tipo de reserva [glucdgeno: Tratio
= 4,26; p = 0,41; triglicéridos: Tratio = 1,20; p = 0,23 y proteinas: Trtic = 1,01; p = 0,32,
respectivamente) (Figura Ill.2, B, C y D). Sin embargo, el odds del indice de llamado fue en
promedio 0,7 veces mayor para machos expuestos que para machos control (Zratio = 2,28; p =
0,02) (Figura IIl.2, A). Después de 20 horas desde la privacion del alimento (el dia 11 post-
emergencia) los machos EVG presentaron un mayor consumo acumulado de glucégeno (Tratio

= 4,26; p < 0.001) vy triglicéridos (Tratic = 4,07; p < 0,0001) respecto a los machos control,
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mientras que no se observaron diferencias en el consumo acumulado de proteinas (Tratio =
1,01; p = 0,32) (Figura lll.2, B, Cy D). Ademas, el odds del indice de llamado fue en promedio
1,06 veces mayor para machos EVG que para machos control (Zratio = 5,06; p < 0,001) (Figura
[11.2, A). Por ultimo, cuando los machos alcanzaron 42 horas de hambreado (el dia 12 post-
emergencia) no se encontraron diferencias en el consumo acumulado de glucégeno (Tratio =
1,01; p=0.315) y proteinas (Tratio = 1,10; p = 0.28) (Figura 3.2, By D), mientras que el consumo
acumulado de triglicéridos fue mayor para machos EVG que para machos control (Tratio = 3,99;
p < 0,001) (Figura lll.2, C). Ademas, el odds del indice de llamado de los machos EVG fue 0,5
veces menor que el de machos control (Zratio = 4,50; p < 0,001) (Figura Ill.2, A). Al finalizar el
experimento, y luego de 66 horas de hambreado, el indice de llamado de los machos alcanzé
su nivel mas bajo y no se observaron diferencias entre machos EVG y machos control (Zratio =

0,80; p = 0,42).
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Figura l11.2. Efecto de la EVG sobre el consumo de las reservas energéticas de los machos. La figura muestra el
promedio del indice de llamado (nimero de machos llamando/nimero de machos totales) para machos EVG
(verde) y machos no expuestos (gris) a lo largo de los 5 dias del ensayo y diferentes condiciones de alimentacion.
Las observaciones fueron realizadas entre las 8:30 y las 9:30 h. mientras que la exposicidn se llevé a cabo entre
las 12:00 y las 16:00 h. (A). Para los dias 10, 11 y 12, se muestra el porcentaje promedio de consumo acumulado
(diferencia entre la concentracion calculada para cada dia y el promedio de la concentraciéon basal, calculada
para el dia 8) de reservas energéticas (B: glucégeno, C: triglicéridos y D: proteinas) para machos EVG (barras
verdes) y machos control (barras grises). Las barras negras indican el error estandar para cada promedio y los
asteriscos indican diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos.
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Discusién
En este capitulo se evalué el efecto de la dieta suministrada a los machos sobre el indice de
llamado, asi como su interaccidn con un tratamiento de EVG. Los resultados mostraron que
tanto el indice de llamado como el efecto estimulatorio de la EVG dependen del estado
nutricional de los machos. En concordancia con estudios realizados sobre varias especies de
moscas de los frutos de la familia Tephritidae (Aluja et al., 2001; Teal et al., 2007; Roriz y
Joachim-Bravo, 2013), el indice de llamado de los machos de A. fraterculus alimentados sobre
dietas proteicas de alta calidad (HY) fue mayor que el indice de aquellos alimentados sobre
dietas no proteicas (S). Ademas, cuando los machos se alimentaron sobre una dieta proteica,
pero de baja calidad (BY) presentaron un indice de llamado similar al de los machos
alimentados sdlo con azucar. Las dietas proteicas utilizadas en este trabajo no solo difieren
en el origen de la proteina utilizada, sino en su proporcién. La dieta proteica HY estuvo
conformada por una mezcla de azlcar e hidrolizado de levadura en una proporcién 12:1,
mientras que la dieta proteica BY se conformd de azucar y levadura de cerveza en una
proporcién 3:1. Como se menciond anteriormente, un exceso de proteinas puede afectar
negativamente el comportamiento reproductivo de las moscas de los frutos (Prabhu et al.,
2008; Oviedo et al., 2011). Por lo tanto, el menor indice de llamado observado sobre machos
alimentados con BY (respecto al observado para alimentados sobre HY) podria deberse a un
efecto negativo causado por la ingesta de un alimento con una proporcidon de proteinas
demasiado elevada. Sin embargo, un estudio previo mostré que el éxito copulatorio de A.
fraterculus no difirié6 entre machos que fueron alimentados sobre una dieta proteica HY en
una proporcion azucar:proteina 12:1 (como la utilizada en este estudio) o en una proporcion
3:1 (como la utilizada en este estudio para BY) (Liendo et al., 2013). Entonces, tal como sugiere

Liendo y colaboradores, la calidad de la fuente proteica que compone la dieta de los machos
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también puede ser un factor determinante de su competitividad sexual (Liendo et al., 2013).
Por ejemplo, el hidrolizado de levadura utilizado como fuente proteica en la dieta HY contiene
aproximadamente un 30 % mas de glicina (un aminoacido precursor de la feromona en B.
tryoni) que la levadura de cerveza de la dieta BY (Goane etal.,, 2018; Gui et al., 2023).
Asimismo, mientras que el hidrolizado de levadura contiene minerales, vitaminas y otros
micronutrientes que pueden afectar caracteristicas reproductivas de los insectos (Cohen,
2015), en el caso de la levadura de cerveza utilizada en este estudio, éstos compuestos no
fueron declarados por sus fabricantes (Goane et al.,, 2018). Por lo tanto, la diferencia
observada en el indice de llamado para machos alimentados sobre las distintas dietas
proteicas podria ser consecuencia de la presencia o la proporcién diferencial de ciertos
aminoacidos y nutrientes esenciales.

Ademads, en concordancia con estudios realizados sobre machos de C. rosa expuestos a
volatiles de aceite esencial de naranja (Quilici et al., 2013), los resultados de este capitulo
mostraron que el efecto estimulatorio de la EVG sobre el comportamiento sexual de A.
fraterculus depende de la dieta suministrada a los machos adultos. El incremento del indice
de llamado tras un tratamiento de EVG solo se evidencié cuando los machos fueron
alimentados con BY, siendo esta la dieta utilizada en los estudios previos que describieron el
efecto estimulatorio de la exposicién a guayaba (ya sea utilizando como fuente de volatiles
tanto frutas como compuestos sintéticos) (Vera et al., 2013; Bachmann et al., 2015, 2019;
Capitulos | y Il de esta tesis). Estos resultados sugieren que el comportamiento sexual de los
machos de A. fraterculus responde a la interaccion entre factores internos (como el estado
nutricional) y factores externos (como estimulos olfativos).

En muchas especies de insectos, el estado nutricional puede condicionar la sensibilidad

olfativa, generalmente mediante cambios en la expresién de receptores odorantes o
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proteinas asociadas a la quimiorecepcidon (Gadenne etal., 2016). Entonces, el efecto
estimulatorio de EVG sobre machos de A. fraterculus alimentados con BY podria ser
consecuencia de una mayor sensibilidad a ciertos compuestos liberados por frutos de
guayaba respecto a los machos que fueron alimentados sobre HY o S. Futuros estudios que
sean capaces de estimar la sensibilidad de la antena a compuestos liberados por guayaba
(utilizando, por ejemplo, electroantenografia) o bien la expresién diferencial de receptores
olfativos entre machos alimentados sobre distintas dietas podrian ayudar a interpretar los
resultados observados.

Por otro lado, los machos que se alimentaron con S o BY posiblemente se encuentren
nutricionalmente limitados en comparacion con aquellos alimentados con HY. Bajo estas
condiciones nutricionales, los machos podrian asignar sus recursos energéticos hacia
actividades de mantenimiento hasta que las condiciones externas o internas favorezcan la
reproduccion (Nestel et al., 2016). En este contexto, y teniendo en cuenta que la guayaba es
uno de los principales hospedantes de A. fraterculus (Herndandez-Ortiz, 2020), la EVG podria
representar un estimulo olfativo que anticipe dichas condiciones. Asi, la percepcion de esta
sefal, provocaria la reasignacidn de recursos energéticos hacia actividades reproductivas, lo
que, a su vez, se reflejaria en un incremento del indice de llamado, tal como se observé para
machos alimentados sobre BY. Sin embargo, el hecho de que la EVG no haya modificado el
comportamiento sexual de machos alimentados con azucar, sugiere que la capacidad de
incrementar el indice de llamado requeriria un nivel nutricional basal que no alcanzaron los
machos alimentados Unicamente con carbohidratos. La sintesis de feromonas o la actividad
locomotora requerida durante los despliegues de cortejo, podrian depender de la ingesta de

nutrientes especificos o aminoacidos esenciales. Estos elementos podrian actuar como
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precursores feromonales o bien satisfacer la demanda energética que estos
comportamientos y procesos fisioldgicos conllevan.

Aunque el consumo de azucares, lipidos y proteinas ha sido investigado en algunas especies
de moscas de los frutos durante actividades reproductivas (Warburg y Yuval, 1997; Yuval
et al., 1998; Zur et al., 2009), el consumo diferencial de reservas energéticas entre machos
expuestos a fitoquimicos estimulantes y machos no expuestos no habia sido investigado hasta
ahora. Discrepando con Yuval y colaboradores, quienes encontraron que la concentracion de
proteinas en los machos de C. capitata disminuye durante su participacion en los leks (Yuval
et al.,, 1998); los resultados de este capitulo mostraron que el consumo acumulado de
proteinas se mantuvo constante y no difirié entre machos EVG y no expuestos, incluso
durante un periodo de hambreado. Ademas, durante el periodo del ensayo en el que los
machos tuvieron acceso constante al alimento, si bien los machos EVG presentaron en
promedio un mayor consumo acumulado de glucégeno vy triglicéridos, no se observaron
diferencias significativas respecto a los machos control. No obstante, cuando los machos
fueron privados de alimento (el dia 11 post-emergencia, luego de 20 horas de ayuno), el
consumo acumulado de glucdgeno vy triglicéridos fue mayor para machos EVG que para
machos control, coincidiendo con el mayor indice de llamado observado en horas previas para
machos EVG. Estos resultados son consistentes con la hipdtesis de que los machos pueden
reasignar recursos energéticos hacia actividades reproductivas cuando son estimulados con
volatiles de guayaba. Ademas, el gasto energético podria compensarse con el consumo de
alimento cuando los machos tienen acceso al mismo, lo que explicaria la ausencia de una
diferencia entre machos EVG y control durante el periodo de acceso al alimento. Esta

hipdtesis, sin embargo, podria recibir mayor apoyo mediante un estudio futuro que evalue el
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consumo de alimento junto con la concentracién de glucégeno y triglicéridos en machos EVG
y no expuestos.

Luego de un ayuno prolongado (el dia 12 post-emergencia, luego de 44 horas de hambreado),
el consumo acumulado de glucégeno se equiparé entre machos EVG y machos control, lo que
representa un mayor consumo por parte de los machos control entre el dia 11 y 12 post-
emergencia. Este resultado, junto con el menor indice de llamado presentado por machos
EVG respecto a machos control durante el dia 12 post-emergencia sugiere que
comportamiento de llamado se encuentra fundamentalmente sostenido por el consumo de
reservas de carbohidratos. Concordantemente, estudios previos han sugerido que las
reservas de glucégeno disminuyen luego de que los machos participan en leks debido al
consumo de glucosa requerido durante los despliegues sexuales (Warburg y Yuval, 1997;
Yuval et al., 1998).

En un escenario de control poblacional por TIE, tanto la dieta suministrada como la exposicidn
a fitoquimicos representan herramientas utiles para estimular el comportamiento sexual de
los machos estériles que serdn liberados a campo (Pereira et al., 2013, 2021; Silva et al., 2013;
Hernandez et al., 2020). En este contexto, la implementacion de un tratamiento de EVG para
estimular a los machos de A. fraterculus dependerd en gran medida de la dieta utilizada en la
cria. Por un lado, una dieta proteica de alta calidad (HY) permitiria evitar la implementacion
de un tratamiento adicional. Por el otro, suministrar una dieta de baja calidad junto con un
tratamiento de EVG podria implicar una reduccion significativa de los costos de cria en

términos econdmicos!?. Sin embargo, los machos utilizados en este trabajo no fueron

12 Actualmente, el precio de mercado para la levadura cerveza (BY) es 10 veces menor que para el hidrolizado de
levadura (HY).
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esterilizados, por lo que para conocer el efecto de la dieta y la EVG en un contexto de TIE,

deberia previamente validarse estos resultados sobre machos estériles criados masivamente.
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Estimulacion sexual por EVG: Identificacion de los compuestos responsables

Los resultados de este capitulo se encuentran publicados en

Belliard S. A., Bachmann G. E., Fernandez P. C., Hurtado J., Vera M. T. y Segura, D. F. (2022). Identification of
host plant volatile stimulants of Anastrepha fraterculus male courtship behavior
Frontiers in Ecology and Evolution, 10:343260
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Introduccion

La habilidad de los insectos para sincronizar su actividad sexual con factores ambientales
propicios para el desarrollo de su descendencia (como la disponibilidad de alimento o sitios
para la oviposicion) puede ser un componente fundamental a la hora de incrementar su
fitness. En este sentido, los compuestos organicos volatiles (VOCs, por sus siglas en inglés)
liberados por las plantas hospedantes pueden actuar, no solo como claves indicadoras de la
presencia de sitios de oviposicion y alimentaciéon (Landolt y Phillips, 1997; Tumlinson, 2014;
Moreau etal.,, 2017; Xu y Turlings, 2018), sino también como senales ambientales
desencadenantes del comportamiento sexual y la sintesis de feromonas (Reddy y Guerrero,
2004; Borrero-Echeverry et al., 2018).

Como se menciond en los capitulos anteriores, el comportamiento sexual y el éxito de
apareamiento de varias especies de moscas de los frutos puede ser estimulado por VOCs
liberados desde plantas hospedantes (revisado por Segura et al., 2018). Por ejemplo, el a-
copeno, un fitoquimico ampliamente distribuido entre los hospedantes de Ceratitis capitata,
actua como una sefial de larga distancia para la agregacion de los machos en sitios de lek y
estimula su comportamiento sexual (Nishida et al., 2000; Shelly, 2001a). Similarmente, el
éxito de apareamiento de Bactrocera oleae aumenta cuando los machos son expuestos a a-
pineno, un compuesto emitido por los frutos del olivo, el Unico hospedante de esta especie
(Gerofotis et al.,, 2013; Kokkari etal.,, 2021). El efecto de ambos compuestos sobre el
comportamiento reproductivo de C. capitata y B. oleae podria ser producto de la adaptacion
de estas especies a la explotacion de sus hospedantes. En algunos casos, los mismos
compuestos que estimulan el éxito de apareamiento de los tefritidos también forman parte
de los volatiles liberados por los machos durante el cortejo (Segura et al., 2018). De hecho, el

a-pineno y el a-copaeno se identificaron entre los volatiles liberados por de B. oleae y C.
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capitata, respectivamente (Mazomenos y Haniotakis, 1981; Vanickova et al., 2012). Estos
hallazgos se condicen con la hipétesis de la explotacidon sensorial, segun la cual, los
compuestos feromonales similares o iguales a los compuestos liberados por los hospedantes
han evolucionado explotando el sesgo sensorial preexistente en conespecificos hacia estos
VOCs (Ryan, 1990).

Anastrepha fraterculus es un complejo de especies cripticas que presenta un amplio rango de
distribucién en el continente americano (Hernandez-Ortiz et al., 2019). Una revisidn reciente
de los hospedantes de este complejo mostro que, a pesar de las diferencias entre poblaciones
a nivel regional, la guayaba (Psidium guajava), un hospedante nativo de América, es el Unico
compartido por todas las poblaciones estudiadas (Hernandez-Ortiz, 2020). Por lo tanto, la
respuesta de los machos a los VOCs liberados por frutas de guayaba podria haber
evolucionado como una respuesta adaptativa que sincroniza el comportamiento sexual de A.
fraterculus con la disponibilidad de este hospedante. De hecho, cuando se identificd a las
frutas guayaba como una fuente de VOCs estimulantes del comportamiento sexual de A.
fraterculus, también se probd el impacto de dos hospedantes exéticos (limén y mango) sin
encontrar un efecto claro para ninguno de estos (Vera et al., 2013).

Si bien la guayaba es una clara fuente de VOCs estimulantes para los machos de A. fraterculus,
se desconoce cual o cudles son los compuestos responsables de desencadenar este efecto.
Recientemente, Ruiz y colaboradores evaluaron el efecto de la exposicidon a siete aceites
esenciales (derivados de hospedantes exdticos y plantas no hospedantes) y dos compuestos
aislados presentes en frutos citricos [(R)-limoneno y citral (mezcla de neral y geranial)] sobre
el éxito de apareamiento de los machos de A. fraterculus (Ruiz et al., 2021). Estos autores,
encontraron que los machos expuestos a un aceite esencial de limén (Citrus limon) o a un

aceite esencial de moradillo (Schinus polygama) incrementaron su éxito copulatorio. Ademas,
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este efecto fue reproducido cuando se expuso a los machos a R-limoneno, el compuesto
mayoritario del aceite esencial de limdn.

Sin embargo, el R-limoneno también es el compuesto mayoritario del aceite esencial de
pomelo (Citrus paradisi) y del aceite esencial de naranja (Citrus sinensis), los cuales no
incrementaron el éxito copulatorio de los machos (Ruiz et al., 2021). La abundancia relativa
del R-limoneno varia entre las especies de citricos (Gonzalez-Mas et al., 2019), y se han
informado efectos perjudiciales para moscas de los frutos que fueron expuestas a altas
concentraciones de este compuesto (Salvatore et al., 2004; Papachristos et al., 2009; Oviedo
et al., 2020; Zeni et al., 2021). Por lo tanto, el efecto del R-limoneno sobre el comportamiento
sexual de los machos puede cambiar de acuerdo a su concentracion. Ademas, la respuesta
comportamental de los insectos a compuestos volatiles especificos depende frecuentemente
del contexto volatil en el que se perciben (Schroder y Hilker, 2008; Beyaert et al., 2010; Bruce
y Pickett, 2011; Conchou et al., 2019) y la combinacidn de ciertos compuestos puede activar
respuestas conductuales sinérgicas o antagdnicas (Bruce y Pickett, 2011; Conchou et al.,
2019). Por lo tanto, tanto la concentracion de R-limoneno como la influencia de otros
compuestos podria explicar las diferencias en el efecto observado para los distintos aceites
citricos. Por otro lado, el R-limoneno no es uno de los compuestos mas abundantes en
guayaba ni en moradillo, un arbusto nativo de Sudamérica cuyo aceite esencial presenta una
composicion quimica marcadamente diferente al de guayaba (Soares et al., 2007; Jofré Barud,
2018; Ruiz et al., 2021) pero que también funciona como estimulante del comportamiento
sexual de A. fraterculus (Ruiz et al., 2021). Por lo tanto, es probablemente que ademads del R-
limoneno otros compuestos estén involucrados en el efecto estimulatorio de la EVG sobre el

comportamiento sexual de A. fraterculus.
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El objetivo de este capitulo fue identificar compuestos responsables de la estimulacién sexual
de los machos tras la EVG. Para esto, se seleccionaron compuestos candidatos a partir de los
perfiles quimicos de los volatiles liberados por los frutos de guayaba (FG), el aceite esencial
de guayaba (AG) y otras fuentes vegetales estimulantes del comportamiento sexual. Luego,
se realizaron bioensayos de exposicion utilizando distintas concentraciones y mezclas de los

compuestos candidatos previamente identificados.

Materiales y Métodos

Frutas, aceite esencial y compuestos sintéticos.

Para realizar la colecta de compuestos volatiles de guayaba se utilizaron los FG colectados en
Horco Molle (Tucuman, Argentina) y el AG (Salvia Cosmeceuticals, Delhi, India) con el que se
realizaron los tratamientos de exposicion descriptos en el capitulo I, Il y lll. Los compuestos
sintéticos R-limoneno (CAS 5989-27-5), B-cariofileno (CAS 87-44-5) y (E-Z) B-ocimeno (CAS
13877-91-3) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, Estados Unidos), mientras

qgue el a-humuleno (CAS 6753-98-6) se adquirié de PhytolLab (Vestenbergsgreuth, Alemania).

Colecta de compuestos voldtiles

Para obtener compuestos volatiles a partir de FG y AG, una pieza de 3 g de FG 0 200 ul de AG
(dispensados en un papel de filtro) se colocaron en camaras de aireacién de vidrio (46 cm de
largo x 4 cm de didmetro interior). Usando una bomba de aire se empujé a través de las
camaras una corriente (500 ml/min, a 25 °C) de aire limpio (previamente filtrada con carbdn
activado), durante 4 h (9:30-13:30). Los volatiles de cada camara se colectaron en filtros
conteniendo 20 mg de adsorbente Hayesep Q (Deerfield, Estados Unidos). Para colectar
compuestos volatiles liberados por machos se llevé a cabo un procedimiento similar. Se

colocaron 15 machos maduros en cada cdmara de aireacidn durante el horario en el que los
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machos de A. fraterculus se encuentran sexualmente activos, con el objetivo de realizar la
colecta en el momento del dia en estos liberan feromonas (8:30-12:30). Ademas, se usaron
camaras de aireacidn vacias como controles negativos de las colectas de FG y volatiles de
machos, o cdmaras de aireacidon conteniendo un papel de filtro en el caso de las colectas de
AG. Se realizaron diez réplicas para las colectas de cada fuente de volatiles de guayaba (FG y
AG) y siete réplicas para las colectas de volatiles de machos Ilamando. En todos los casos, los
compuestos colectados se eluyeron desde los filtros con 200 ul de diclorometano (grado

HPCL, Sintorgan, Argentina) y se almacenaron a -20 °C hasta su andlisis quimico.

Caracterizacion quimica y seleccion de compuestos candidatos

La caracterizacidn quimica de los compuestos volatiles liberados por FG y AG, asi como por
machos llamando se realizd mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masa (GC-MS, Agilent Technologies, CA, Estados Unidos). Para esto, el cromatdgrafo gaseoso,
se equipo con una columna capilar HP-5 (30 m de longitud, 0,32 mm de diametro interno y
0,25 um de espesor; Agilent Technologies, CA, Estados Unidos) y el equipo de espectrometria
de masa se configuré en modo de ionizacidon por impacto de electrones (El) a 70 eV. Un
microlitro de cada muestra se inyecté a 240 °C en modo splitless, utilizando helio como gas
portador (flujo: 0,7 ml/min, presiéon de entrada: 20,48 kPa). La temperatura del horno se
programao con un aumento de 10 °C/min desde una temperatura inicial de 35 °C (isotérmica
durante 1 min) hasta una temperatura final de 230 °C. Al finalizar la rampa de temperatura
programada, la temperatura final se mantuvo estable durante 15 min. Los compuestos
volatiles de FG y AG separados por cromatografia se identificaron comparando, para cada
compuesto, su indice de retencion relativo (IR) con los reportados por Adams (2007) y su

espectro de masa con los proporcionados por la biblioteca de espectros de masas
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NIST/EPA/NIH (NIST 08, National Institute of Standards and tecnologia, Estados Unidos). Para
cada compuesto identificado, se calculd su area maxima y se la relativizo al area total de los
compuestos identificados en la muestra a la que pertenecia. Por ultimo, se consideraron
como compuestos candidatos aquellos compuestos que estuvieron presentes en los perfiles
de volatiles de ambas fuentes de guayaba (FG y AG) y en los perfiles volatiles de otras fuentes
vegetales que también estimularon el comportamiento sexual de machos de A. fraterculus en
trabajos previos: limén y moradillo (Ruiz et al., 2021).

La identidad de los compuestos candidatos fue confirmada mediante la comparacion del
analisis cromatografico de los compuestos en la muestra con un analisis cromatografico

realizado con compuestos sintéticos con un alto grado de pureza (entre 95 y 98 %).

Electroantenografia

Para estudiar la respuesta olfativa de machos A. fraterculus a cada compuesto candidato, se
registré mediante un equipo de electroantenodeteccion (EAD, Ockenfels Syntech, Alemania)
la respuesta eléctrica de cabezas de machos a cinco diluciones (0,01, 0,1, 1, 10, 100 pug/uL) de
cada compuesto. Todas las soluciones fueron preparadas utilizando n-hexano (grado HPLC,
Sintorgan, Argentina) como solvente. Para cada réplica, la cabeza de un macho de entre 8 y
12 dias de edad se disecd y se montd por su base en la punta de un capilar de vidrio lleno con
solucion buffer de fosfatos (PBS 1X, ver contenido en Capitulo I, pdg. 69) conteniendo
también un electrodo (electrodo de referencia). El extremo distal de una de las antenas se
puso en contacto con otro capilar también lleno de PBS 1X conteniendo otro electrodo
(electrodo de registro). Ambos electrodos se conectaron desde su base a un amplificador de
sefal (iDAC2; Syntech, Hilversum, Paises Bajos). La antena que unia ambos electrodos fue

colocada bajo una corriente de aire himedo (5 mL/min) y previamente filtrado (carbén
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activado), suministrada a través de un tubo de vidrio de 1 cm de diametro interno. Para
registrar la respuesta eléctrica a cada compuesto testeado, 5 uL de cada diluciéon se dispensd
sobre un papel de filtro (2 cm x 1 cm; Whatman N1, Whatman, Reino Unido) y se agito
enérgicamente durante 5 segundos, con el fin de evaporar el solvente. Luego, el papel de
filtro se coloco dentro de una pipeta Pasteur y la punta de la pipeta se apoyd en un orificio
del tubo de vidrio que llevaba la corriente de aire himedo hacia la antena (Figura IV.1). La
muestra de cada dilucion se inyect6 en la corriente mediante un soplido de aire controlado
desde la base de la pipeta. Del mismo modo, una dilucion de 1 pg/uL de 1-hexanol fue
dispensada como un control de respuesta positiva (control positivo) y n-hexano como un
control de respuesta al solvente (control de solvente). Las muestras estimulo (cada dilucién)
fueron dispensadas a cada antena en el siguiente orden: control positivo, control de solvente,
diferentes diluciones del compuesto testeado en orden creciente, control de solvente y
control positivo. Cada estimulo se aplicd durante 1 segundo y estimulos consecutivos se
separaron por 1 minuto para minimizar la adaptacidn de la respuesta eléctrica de la antena
(Kuenen y Baker, 1981). Se realizaron de ocho a diez réplicas para cada compuesto testeado
y la respuesta de cada antena se analizé para un Unico compuesto candidato. Todos los
machos utilizados en este ensayo fueron mantenidos en frascos de vidrio de 3L (15 machos
por frasco) dentro de incubadoras (Sanyo MLR350, Japdn) a 25 °C y alimentados ad libitum

con agua y una mezcla de azucar y levadura de cerveza (Calsa, Tucuman, Argentina) (3:1).
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Figura IV.1. Electroantenografia. Antena de un macho de A. fraterculus montada en un equipo de
electroantenografia para ser estimulada con 1-hexanol (control positivo).

Exposicion a compuestos candidatos

Siguiendo la metodologia descripta para los ensayos de exposicidon a volatiles en los capitulos
Il'y Ill, machos recientemente emergidos fueron separados en grupos de 5 y alimentados ad
libitum con agua y una mezcla de azucar y levadura de cerveza (3:1). Para evaluar el efecto de
la exposicion a los distintos compuestos candidatos, los grupos fueron asignados al azar a una
de 4 posibles dosis de exposicidon para cada uno de los compuestos: 0 (control de solvente),
1, 10 y 100 pg/ul. Para todas las diluciones, n-Hexano (grado HPLC, Sintorgan, Argentina) fue
utilizado como solvente. La eleccién de las dosis de exposicidn se basd en ensayos piloto en
los que se utilizé limoneno, los cuales mostraron que concentraciones mas altas este

compuesto tienen un efecto perjudicial sobre el comportamiento sexual de los machos.

La exposicién fue realizada durante 4 horas diarias (12:00 a 16:00 h) desde el dia 10 hasta el
dia 11 post-emergencia. Para esto, se dispensaron 20 pl de la dilucidn asignada sobre un papel

filtro (2 cm?), que luego fue colocado en cada frasco dentro de una placa de Petri tapada con
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tul (evitando el contacto entre el papel filtro y los insectos). A la edad de 12 dias y luego de
dos dias de exposicidn, se registré para cada grupo de machos, el indice de llamado (el
numero de machos que llamando por grupo) cuatro veces durante la hora de mayor actividad
sexual (de 8:30 a 9:30). Se realizaron entre 24 y 25 réplicas por dosis para cada compuesto y
se utilizaron tres lotes de moscas. Los grupos de machos fueron mantenidos dentro de
incubadoras a 25 + 1 °C y con un fotoperiodo de 12:12 h (luz:oscuridad) durante todo el

experimento.

Exposicion a mezclas de compuestos candidatos

Para estudiar posibles interacciones entre los compuestos candidatos, se ensayd la exposicidon
a dos mezclas, una conteniendo todos los compuestos candidatos y otra conteniendo solo
aquellos compuestos que mostraron estimular el comportamiento de llamado en el ensayo
previo. En ambas mezclas, cada compuesto se encontraba a la concentracién a la que provoco
la mayor estimulacion cuando fue ensayado individualmente. La exposicidon a n-hexano y R-
limoneno (10 g/uL) se realizé al mismo tiempo como control de solvente y control positivo,
respectivamente. La exposicion fue realizada siguiendo la metodologia utilizada para la
exponer a los machos a diferentes dosis de los compuestos candidatos individuales. Para cada

mezcla y control, se realizaron 24 réplicas.

Anadlisis de datos

Para calcular las areas relativas de los compuestos identificados por GC-MS se utilizd el
programa MassHunter Quantitative Analysis v.B.06.00 (Agilent). Todos los analisis
estadisticos fueron realizados con el programa R v.4.2.1 (R Core Team, 2021). Para la
caracterizacion quimica de las muestras de compuestos volatiles, la estadistica descriptiva se

calculd con la funcion stat.desc del paquete pastecs (Grosjean y lbanez, 2018). Para el analisis
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de electroantenografia, las sefales amplificadas se registraron, calcularon y normalizaron al
control positivo utilizando el programa Syntech v.1.2.5 (Syntech, Hilversum, Paises Bajos).
Para cada compuesto candidato, se compard la respuesta de EAG normalizada de cada
dilucion con la respuesta EAG normalizada de n-hexano (control de solvente). Para esto, se
utilizé un modelo lineal mixto con una estructura de error gaussiana utilizando la funciéon Imer
de los paquetes Ime4 y ImerTest (Bates et al., 2015; Kuznetsova et al., 2017). El modelo
incluyo cada antena como un factor aleatorio y la concentracién de la dilucién como un factor
fijo dentro de cada antena. Para comparar la respuesta olfativa de los machos a los distintos
compuestos candidatos, se modeld la respuesta EAG normalizada neta (es decir, la respuesta
absoluta menos la respuesta al control de solvente) con la funcién nls del paquete stats (R
Core Team, 2021). La respuesta de cada antena se describio como una funcidon de la
concentracion usando la siguiente funcién cinética de primer orden con dos parametros:
a x (1-exp(-b x concentracién)), donde a representa la respuesta maxima esperada (a una
dosis de saturacién dada) y b representa la sensibilidad de la respuesta a concentraciones
pre-saturantes (Byers, 2013). Como esta funcidn es estrictamente creciente, para aquellas
antenas que exhibieron una caida de respuesta a las concentraciones mas altas, los Ultimos
valores de respuesta fueron adaptados antes de ajustar el modelo. Es decir, cada uno de los
registros de caida se reemplazé con el promedio de la respuesta de caida, de este modo, se
elimind la caida en la respuesta sin afectar la respuesta promedio de la antena. Después de
estimar cada pardmetro se compararon, entre compuestos candidatos, ambos parametros
por separado usando la funcién kruskal.test del stats (R Core Team, 2021). Para estimar los
efectos de la exposicién a diferentes dosis de cada compuesto candidato o bien a diferentes
mezclas de los mismos, se realizd un modelo lineal generalizado con distribucion binomial

[funcidn de enlace logit, usando la funcion gimer del paquete Ime4 (Bates et al., 2015)] para
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modelar las medidas repetidas del indice de llamado en funcidon de la dosis o el tipo de mezcla.
En cada caso, la dosis o el tipo de mezcla se incluyeron como un factor fijo, mientras que el
lote se traté como un factor aleatorio. Para ambos analisis, todas las comparaciones de a

pares se realizaron utilizando la funcion emmeans del paquete emmeans (Lenth, 2020).

Resultados

Caracterizacion quimica y seleccion de compuestos candidatos

Se identificaron un total de 24 y 22 compuestos en las muestras FG y AG, respectivamente.

La identidad de estos compuestos y sus areas relativas se muestran en la Tabla IV.1.
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Tabla IV.1. Compuestos volatiles de frutos de guayaba (Psidium guava) y aceite esencial de guayaba (Salvia Cosmeceuticals, Delhi, India) identificados por
cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-MS).

802
803

851
856
881
883

912
929

935
950
977
992

1001

1009
1010

réplicas®

10
10

10
10
10

10

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

(2)-3-hexenal
etil butanoato
no identificado

(2)-2-hexenal

(E)-2-hexenal

Isopentil acetato
2-metil butil acetato
no identificado
(E,E)-2,4-hexadienal
a-felandreno
no identificado
a-pineno
camfeno
B-pineno
B-mirceno
no identificado
etil hexanoato
no identificado
no identificado
(E)-3- acetato de hexenilo
3-careno

6789-80-6
105-54-4

16635-54-4
6728-26-3
123-92-2
624-41-9

142-83-6
99-83-2

7785-70-8
79-92-5
127-91-3
123-35-3

123-66-0

3681-82-1
13466-78-9

Formula

CsH100
CsH120,

CeH100
CeH100
C7H1402
C7H140,

CeHsO
CioH16

CioH16
CioH16
CioH1s6
CioH16

CsH160,

CsH140,
CioH16

% Area Relativa * D.E

Fruta

25,99+ 12,05

22,13 + 8,48
2,15 + 1,64
1,41 + 0,38
4,37 +1,99
0,59 + 0,44
0,47 + 0,21
0,62+ 0,33
0,80 + 0,24
0,19 + 0,06
2,01+ 0,62
1,34 + 0,94
5,43 + 3,06

Aceite esencial

0,5+0,09
4,34 +£1,05
0,63+0,12
3,22+0,44
1,99+0,22
0,33 +0,07
1,29+ 0,07

1,82 +0,09
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1017
1017
1022
1026
1030
1041
1052
1061

1089
1133
1159

1190

1249

1262

1289
1367
1375
1381

1428

10
10

10
10, 10
10, 10
9,10

10

10

10
7,10

10

10, 10

acetate de exilo
a-terpineno
menteno
0-cimeno
limoneno*
(2)-B-ocimeno*
(E)-B-ocimeno*
y- terpineno
no identificado
terpinoleno
aloocimeno
mentona
etil benzoato
(2)-3-hexiletil butirato
no identificado
no identificado
carvona
No identificado
feniletil acetato
no identificado
no identificado
estragol
no identificado
acetato de nerilo
3-fenilpropil acetato
o-copeno
no identificado
B-cariofileno*

142-92-7
99-86-5
5502-88-5
99-87-6
5989-27-5
3779-61-1
3338-55-4
99-85-4

586-62-9

7216-56-0

14073-97-3

93-89-0

16491-36-4

6485-40-1

103-45-7

140-67-0

141-12-8

122-72-5
3856-25-5

87-44-5

CsH1602
CioH1s6
CioH1s
CioH14
CioH1s6
CioH1s6
CioH16
CioH1s6

CioH16

CioH16
Ci10H150
CoH100,
C10H150,

C10H14O

C10H1202

C10H120

C12H200;

C11H140>
CisHoa

CisHoa

1,20+ 0,52
5,58 +5,54
0,71+0,62
0,35+0,27

0,44 + 0,38
2,80+ 3,71
0,26 + 0,16
0,42 + 0,34
0,38+ 0,28
9,98 + 4,46

2,96 +3,14

5,87 £ 0,38
0,23+ 0,03
6,53 0,52
67,48 + 0,92
0,27 + 0,05
0,08 + 0,02
1,94 + 0,29
0,06 + 0,02
1,85+ 0,29
0,12 + 0,03
0,12 + 0,03
0,38+0,14
0,05 + 0,02
0,13 + 0,06
0,02 0,01
0,04 + 0,02
0,08 + 0,04
0,09 £ 0,03
0,03 0,01
0,16 + 0,08
0,02 0,01
0,02 0,01
0,3+0,12

Capitulo IV

98



1463 10, 10 a-humuleno* 6753-98-6
1484 9 y-selineno 515-17-3
1496 10 B-selineno 17066-67-0
1504 10 a-selineno 473-13-2

afndice de retencién calculado sobre tiempos de retencién en una columna capilar HP5-MS.
bCantidad de réplicas en las cuales el compuesto fue encontrado (fruta, aceite esencial)

cArea relativa al drea total de compuestos identificados en la muestra.

* Compuestos identificados por comparacién con estadndares sintéticos [R-limoneno, (E/Z)-B-ocimeno, B-cariofileno, a-humuleno].

CisHaa
CisHaa
CisHaa
CisHaa

6,04 £ 6,27
0,18 + 0,14
1,35+ 1,22
1,36 + 1,54

0,08 + 0,04

Capitulo IV
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Se encontraron 7 compuestos comunes entre los perfiles de volatiles de FG y AG. Cinco de
ellos, fueron también encontrados en otras fuentes de volatiles vegetales que estimularon el
éxito de apareamiento de A. fraterculus (Ruiz et al., 2014, 2021; Jofré Barud, 2018) y, por lo
tanto, fueron considerados como compuestos candidatos: limoneno, E-B-ocimeno, Z-B-
ocimeno B-cariofileno y a-humuleno (Figura IV.2). Ademas, el E-B-ocimeno fue encontrado
entre los cinco compuestos mas abundantes entre los volatiles liberados por machos
llamando (% area relativa + DE = 10,11 % 0,45). El resto de los compuestos candidatos, no
fueron identificados entre los volatiles de machos (B-cariofileno y a-humuleno) o bien se
encontraron en cantidades traza (limoneno, area relativa < 0,1) (Tabla IV.2, Figura IV.2).
Aunque la columna cromatografica utilizada para identificar los volatiles liberados por
guayaba no es idénea para discriminar los isémeros épticos de limoneno (Ry S), la deteccidn
de limoneno se considerd indicativa de la presencia de R-limoneno, ya que sdlo la presencia
de este isdmero se ha informado previamente en aceites de guayaba y otras especies de

mirtdceas (Siddique et al., 2015; Hassan et al., 2020).
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Tabla IV.2. Compuestos volatiles liberados por machos de Anastrepha fraterculus sp.1 identificados por GC-MS.

I.R? Muestras? Nombre Féormula % Area Relativa®t D. E

1030 7 limoneno* 5989-27-5 CioH16 0.07 +£0.03
1041 7 (2)-B-ocimeno* 3779-61-1 CioHi6 0.22+0.03
1052 7 (E)-B-ocimeno* 3338-55-4 CioH16 10.11+1.19
1105 7 nonanal 124-19-6 CoH150 0.07 £ 0.06
1136 7 aloocimeno 7216-56-0 CioH16 0.12 +0.02
- 7 no identificado - - 0.30+0.09
1498 7 (Z,E)- a-farneseno 26560-14-5 CisHaa 4.62+1.24
1513 7 (E,E)- a-farneseno 502-61-4 CisHag 67.66 + 3.89
1601 7 anastrefina 86003-24-9 C12H180; 5.64 +1.51
1614 7 epianastrefina 87248-73-5 C12H150, 9.09 £ 3.96
- 7 no identificado - - 0.12 £0.02
- 7 no identificado - - 1.72 £ 0.46
- 7 no identificado - - 0.11 £ 0.02
- 7 no identificado - - 0.12+0.03

2[ndice de retencién calculado sobre tiempos de retencién en una columna capilar HP5-MS.
b Cantidad de réplicas en las cuales el compuesto fue encontrado (fruta, aceite esencial)
cArea relativa al 4rea total de compuestos identificados en la muestra

*Compuestos identificados por comparacion con compuestos sintéticos estandar

101
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Figura IV.2. Abundancia relativa de los siete compuestos compartidos por frutos y aceite de guayaba en
diferentes fuentes vegetales. Algunas de las fuentes [frutos de Psidium guajava (FG), aceite de Psidium guajava
(AG), aceite de Citrus limon (LO), aceite de Schinus polygama (SpO)] son conocidas por estimular el
comportamiento sexual de A. fraterculus (Vera et al., 2013; Bachmann et al., 2015; Ruiz et al., 2021; Capitulo I).
Para el resto de las fuentes vegetales [aceite de Citrus sinensis (OO), aceite de Citrus paradisi (GO), aceite de
Baccharis spartioides (BsO), aceite de Schinus areira (SaO) y aceite de Zingiber officinale (GRO)] no se encontré
efecto (Ruiz et al., 2021). Los volatiles liberados por los machos de A. fraterculus fueron colectados de machos
de 11 dias de edad durante el cortejo (8:30 a 12:00). Los datos de abundancia relativa (Ar) corresponden a las
areas de cada compuesto relativas al drea total de todos los compuestos identificados mediante el andlisis
cromatografico (GC-MS) de cada fuente vegetal. Los datos de Ar para FG, AG y machos de A.fraterculus fueron
generados en el presente estudio, mientras que los datos correspondientes al resto de las fuentes vegetales
fueron tomados de Ruiz et al. (2015) y Jofré Barud (2018). Ar < 0.1 % fueron consideradas como trazas (Tr).

Electroantenogradfia

Todos los compuestos candidatos evaluados por electroantenografia (R-limoneno, (E/Z)-B-
ocimeno, B-cariofileno y a-humuleno) fueron detectados por la antena de machos adultos
maduros (Figura 4.2). La respuesta olfativa de los machos a estos compuestos fue mas fuerte
qgue para los controles de solvente en al menos 3 de las 5 dosis testeadas (p < 0,01). Sin
embargo, nila respuesta desencadenada a dosis de saturacidn (pardmetro a) ni la sensibilidad
de la respuesta a concentraciones pre-saturantes (parametro b) difirieron entre los

compuestos candidatos (p = 0,713 y 0,142, respectivamente).
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150+

100+

—&— B-cariofileno

50+

—&— a-humuleno

Respuesta EAG normalizada

R-limoneno

-~ (E/Z)-B-ocimeno

1 T I 1
0 0.01 0.1 1 10 100
Concentracién (ug/ul)

Figura IV.3. Respuesta antenal de los machos de A. fraterculus a los compuestos candidatos. Respuestas
electroantenograficas (EAG) normalizadas (media + error estandar) a cinco concentraciones de cada compuesto
candidato: R-limoneno (amarillo), (E/Z)-B-ocimeno (verde), B-cariofileno (cian), y a-humuleno (magenta). Las
respuestas para dosis de 0 pug/ulL corresponden a n-hexano, el solvente utilizado para preparar las diluciones.
Todas las respuestas fueron normalizadas a la respuesta EAG a 1 ug/uL de 1-hexanol.

Exposicion a compuestos candidatos

Los machos expuestos a (E/Z)-B-ocimeno y R-limoneno presentaron un mayor indice de
llamado que los machos control cuando fueron expuestos a 1 y 10 pg/uL, respectivamente.
Para el R-limoneno, el odds del indice de llamado para machos expuestos a 10 pg/uL fue en
promedio 2,65 veces mayor (Zratio = 5,16, p < 0,0001) que para machos control y 4,06 veces
mayor (Zratio = 6,40, p < 0.0001) que para machos expuestos a 100 ug/uL (Figura 1V.4, A).
Ademas, el R-limoneno mostré un efecto negativo sobre el indice de llamado cuando los
machos fueron expuestos directamente al estandar (~800 pg/uL). Para dicho caso, el odds
del indice de llamado fue en promedio 2,22 veces menor (Zratio = 3,36; p = 0,001) para los
machos expuestos que para los machos control (Figura 1V.4, A).

Por otro lado, cuando los machos fueron expuestos a (E/Z)-B-ocimeno, el odds del indice de

llamado fue en promedio 2 veces mayor (Zratio = 4,63; p < 0,0001) para machos expuestos a 1
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ug/uL que para machos control y 2,60 veces mayor (Zratio = 5,39; p < 0,0001) que para machos

expuestos a 100 pg/uL (Figura 1V.4, B). Por ultimo, la exposicién a B-cariofileno y a a-

humuleno no afecté el indice de llamado de los machos a ninguna dosis testeada (Chisq =

5,42; p = 0,143; Chisq = 1,07; p = 0,785, respectivamente) (Figura IV.4, C).

R-limoneno
~800+ * _{ A
100 - c ._{
10 4 }""b
14 }—< a
(E/Z)-B-ocimeno
100 - b B
10 4 a
)
=
D
3 14 =
| =
O
8 :
g B-cariofileno
c
8
S 100 4 a C
(@]
10 - a
14 a
a -humuleno
100 1 a D
10 4 a
1 a
0.0 02

202

Efecto del indice de llamado

Figura 1V.4. Efecto dosis-dependiente de los
compuestos candidatos sobre el comportamiento de
llamado de A. fraterculus. Cada barra representa el
promedio (* error estandar) del efecto de la
exposicion a diferentes dosis de (A) R-limoneno, (B)
(E/Z)-B-ocimeno, (C) B-cariofileno, y (D) a-humuleno
sobre el indice de llamado de los machos (diferencia
entre el indice de llamado de machos expuestos y
machos control). Los machos control fueron
expuestos a n-hexano. Asteriscos indican diferencias
significativas entre machos expuestos y machos
control (p< 0,05), mientras que las letras indican
diferencias significativas entre dosis (p < 0,05),
excepto para R-limoneno a ~800 pg/uL el cual fue un
experimento separado.
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Exposicion a mezclas de compuestos candidatos

Los machos expuestos a mezclas de los compuestos candidatos presentaron mayor indice de
llamado que los machos control. El odds del indice de llamado de los machos expuestos a una
mezcla integrada por todos los compuestos candidatos, fue 1,6 veces mayor que en los
machos no expuestos (Zratio = 4,49; p < 0,0001). Sin embargo, no difirié del alcanzado por la
exposicion a 10 pg/uL de R-limoneno (Zratio = 1,33; p = 0,55), que fue en promedio 1,06 veces
mayor que el de machos control (Zratio = 4,49; p < 0,0001). El maximo indice de llamado se
encontrd para machos expuestos a la mezcla de R-limoneno y (E/Z)-B-ocimeno. Los machos
expuestos a esta mezcla mostraron, en promedio, un odds del indice de llamado 4,24 veces
mayor (Zrtio = 8,35; p < 0,0001) que el de los machos control y 1,5 veces mayor (Zratio = 4,51;

p < 0,0001) que el de los machos expuestos a 10 pg/uL de R-limoneno (Figura IV.5).

Mezclas

MCE - - *b

R-limonene - L *a

02 0.0 0.2

Efecto sobre el indice de llamado

Figura IV.5. Efecto de mezclas de compuestos candidatos sobre el comportamiento sexual de A. fraterculus.
Cada barra representa el promedio (* error estandar) del efecto de la exposiciéon a una mezcla de todos los
compuestos candidatos (MC), una mezcla de los compuestos candidatos estimulantes (MCE) y R-limoneno sobre
el indice de llamado de los machos (diferencia entre el indice de llamado de machos expuestos y machos
control). La mezcla de compuestos candidatos estuvo compuesta por R-limoneno (E/Z)-B-ocimeno, B-cariofileno,
y a-humuleno. La mezcla de compuestos estimulantes estuvo compuesta por R-limoneno y (E/Z)-B-ocimeno. Los
machos control fueron expuestos a n-hexano. Asteriscos indican diferencias significativas entre machos
expuestos y machos control (p< 0,05), mientras que las letras indican diferencias significativas entre dosis (p <
0,05), excepto para R-limoneno a ~800 ug/uL el cual fue un experimento separado.
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Discusién
En este capitulo, se exploraron los perfiles quimicos de distintas fuentes de volatiles de
guayaba (FG y AG) con el objetivo de identificar compuestos especificos responsables de
estimular el comportamiento sexual de los machos de A. fraterculus. Como primer paso, se
seleccionaron cinco compuestos candidatos (a-humuleno, B-cariofileno, E-B-ocimeno, Z-B-
ocimeno y R-limoneno), los cuales no solo estaban presentes en los perfiles quimicos de FG y
AG, sino también en los perfiles de otras fuentes volatiles previamente descriptas como
estimulantes del comportamiento sexual de machos de A. fraterculus (LO y SpO). Ademas, al
explorar la capacidad de los machos para detectar estos compuestos, los resultados revelaron
gue todos los compuestos candidatos ensayados evocan una respuesta en las antenas de los
machos. Sin embargo, solo R-limoneno y (E/Z)-B-ocimeno estimularon el comportamiento de
llamado de los machos durante los bioensayos de exposicidn, siendo la exposicidon a una
mezcla de estos el tratamiento que desencadend el mayor indice de llamado.
Los perfiles de compuestos volatiles identificados a partir de FG y AG fueron notablemente
diferentes. Sélo 7 de los 39 compuestos eran compartidos por ambas fuentes con
abundancias relativas muy diferentes entre FG y AG. Si bien el AG se origina a partir de FG,
las diferencias pueden ser explicadas si tenemos en cuenta que los aceites esenciales son el
resultado de un proceso de extraccién que nos otorga una perspectiva parcial de la mezcla de
volatiles que libera la planta (Figueiredo, 2017). Ademas, la guayaba empleada para obtener
el aceite esencial comercial (Nueva Delhi, India) y las frutas de guayaba (recolectadas en
Horco Molle, Tucuman, Argentina) utilizadas en este estudio probablemente pertenezcan a

diferentes quimiotipos'® de P. guajava (Figueiredo, 2017; de Souza et al., 2018). Aunque asi

13 Plantas de la misma especie que parecen idénticas pero varian en sus componentes quimicos.
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fuera, ambas fuentes de guayaba analizadas en este capitulo fueron las mismas que se
utilizaron en el capitulo | durante los bioensayos de exposicidn. Es decir, que se analizaron
guimicamente las mismas fuentes de guayaba que previamente fueron encontradas como
estimulantes del comportamiento de llamado de A. fraterculus. Sin embargo, cabe sefialar
una limitacién experimental para la identificacién de compuestos comunes. Una misma
muestra de compuestos volatiles puede producir diferentes perfiles quimicos dependiendo
de cudl fue el método empleado para la colecta de los mismos (Rizzolo et al., 1992). Por lo
tanto, FG y AG podrian compartir, ademas de los compuestos ya mencionados, otros
compuestos que no pudieron ser detectados mediante la metodologia de muestreo utilizada
en este capitulo.

El efecto de la exposicion a R-limoneno sobre el comportamiento de llamado de los machos
observado en este capitulo, coincide con lo previamente publicado por Ruiz y colaboradores.
Estos autores mostraron que machos de A. fraterculus expuestos a R-limoneno aumentaron
su éxito de apareamiento en relacién a machos no expuestos (Ruiz et al., 2021). Ademas, este
compuesto es el volatil mas abundante en aceites esenciales citricos capaces de estimular la
competitividad sexual de A. fraterculus, A. ludens y C. capitata (Shelly et al., 2004a; Shelly,
2009; Morat6 et al., 2015; Kouloussis et al., 2017; Ruiz et al., 2021), aunque la exposicién de
los machos de C. capitata a R-limoneno como compuesto puro no afecté su éxito de
apareamiento (Juan-Blasco et al., 2013). Por otro lado, el E-B-ocimeno y el Z-B-ocimeno
fueron encontrados entre los compuestos liberados por machos de A. fraterculus durante su
actividad sexual (Brizova et al., 2013; Bachmann et al., 2015). Sin embargo, aunque el E-B-
ocimeno se utilizé anteriormente como parte de una mezcla que incrementd el éxito de
apareamiento de A. fraterculus (Bachmann et al., 2015), este compuesto no habia sido hasta

ahora implicado en la estimulacion del comportamiento de llamado. Para algunos
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compuestos, los insectos pueden responder de manera diferente a sus enantiémeros!* (Flath
et al., 1994; Giatropoulos et al., 2012; Borrego et al., 2021). En este capitulo, el efecto del -
ocimeno se tested usando una mezcla de isémeros (Ey Z). Por ello, se necesitaran estudios
adicionales para determinar el aporte de cada isdmero al efecto estimulatorio probado para
su mezcla. Los compuestos candidatos restantes, B-cariofileno y a-humuleno, no afectaron el
comportamiento de llamado de los machos de A. fraterculus cuando se los utilizé como fuente
de exposicion. El potencial del B-cariofileno para estimular el comportamiento sexual de
moscas de los frutos no se habia evaluado antes, a pesar de que este compuesto es un
atrayente para varias especies de esta familia (Kamiji et al., 2018; Wee et al., 2018a; Jaleel
et al., 2019). En el caso del a-humuleno, previamente se describié un efecto negativo sobre
el éxito de apareamiento de machos de C. capitata tras un tratamiento de exposicion (Shelly
y Nishimoto, 2015).

El efecto de R-limoneno y (E/Z)-B-ocimeno sobre el comportamiento de llamado de los
machos fue dependiente de la dosis de exposicién. En el caso de R-limoneno, la exposicidn a
este compuesto estimulé el comportamiento de llamado cuando se utilizd a una
concentracién de 10 ug/ul, mientras que no se observé efecto al utilizar una concentracion
de 1 pg/ul. Ademads, se observé un efecto perjudicial del R-limoneno sobre el
comportamiento de llamado cuando fue dispensado puro (~800 pg/uL). En discrepancia con
este resultado, Ruiz y colaboradores encontraron que los machos expuestos a R-limoneno
puro presentaron mayor éxito de apareamiento que machos no expuestos (Ruiz et al., 2021).
Sin embargo, mientras que Ruiz y colaboradores expusieron a los machos durante una hora,

en este capitulo, el tratamiento de exposicién duré cuatro horas. Por lo tanto, la respuesta de

14 También llamados isémeros dpticos, son una clase de esteroisomeros tales que en la pareja de compuestos la
molécula de uno es imagen especular de la molécula del otro y no son superponibles.
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los machos al tratamiento de exposicidn se encontraria modulada tanto por la concentracion
como por el tiempo de exposicidn. En estudios anteriores se informaron efectos tdxicos de la
exposiciéon a limoneno (o aceites esenciales con altas proporciones de este compuesto) sobre
la supervivencia, la emergencia y la fecundidad de varias especies de tefritidos, incluida A.
fraterculus (Salvatore et al., 2004; Papachristos et al., 2009; Ruiz et al., 2014; Papanastasiou
et al., 2017; Oviedo et al., 2018, 2020). Ademds, cuando Ruiz y colaboradores evaluaron el
efecto de tres aceites citricos que contienen R- limoneno (limdn, naranja y pomelo) sobre el
éxito de apareamiento de A. fraterculus, solo la exposicién al aceite esencial con menor
concentracion de este compuesto (limoén) fue capaz de estimular a los machos (Ruiz et al.,
2015, 2021; Gonzalez-Mas et al., 2019). Por otro lado, la exposicién a (E/Z)-B-ocimeno no
redujo el indice de llamado de los machos a ninguna de las concentraciones evaluadas,
aungue concentraciones mayores a 100 pg/uL no fueron testeadas para este compuesto. No
obstante, el (E/Z)-B-ocimeno solo estimuld el comportamiento de llamado cuando se utilizd
a una concentracion de 1 pg/uL (la menor concentracion probada en este estudio),
mostrando, al igual que el R-limoneno, un efecto dosis-dependiente. De manera similar a lo
observado para (E/Z)-B-ocimeno sobre A. fraterculus, el efecto estimulante de la exposicion
a GRO sobre el éxito de apareamiento de los machos de C. capitata, se maximiza a bajas
concentraciones (Paranhos et al., 2013).

Respecto a las mezclas de compuestos candidatos en este capitulo se probaron dos mezclas:
una conteniendo solo los compuestos que resultaron estimulantes del comportamiento de
llamado (es decir, R-limoneno y E/Z-B-ocimeno) y otra conteniendo todos los compuestos
candidatos (es decir, R-limoneno, E/Z-B-ocimeno, B-cariofileno y a-humuleno). Aunque la
exposicién de los machos a ambas mezclas provocd la estimulacidon del comportamiento

sexual de los machos, el efecto fue mayor cuando se utilizé la mezcla que contenia solamente
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los compuestos estimulantes (R-limoneno y E/Z-B-ocimeno). Entonces, el R-limonenoy el E/Z-
B-ocimeno parecen tener efectos parcialmente aditivos sobre el comportamiento de llamado
de los machos, mientras que el B-cariofileno y el a-humuleno podrian estar interactuando de
manera antagdnica con los compuestos estimulantes. Anteriormente, Bachmann vy
colaboradores también lograron estimular sexualmente a machos de A. fraterculus mediante
la exposicion a una mezcla de compuestos sintéticos (que incluia al R-limoneno, E-B-ocimeno
y a-humuleno entre otros) (Bachmann et al., 2015). Mientras que estos autores, utilizaron la
misma concentracién para todos los compuestos de la mezcla, en este capitulo, para cada
mezcla de compuestos, se utilizd la concentracién a la que cada compuesto mostré el mayor
efecto estimulante cuando se lo probé por separado. Sin embargo, la abundancia relativa de
los compuestos que evaluamos en las mezclas no representa la abundancia relativa de cada
compuesto en las muestras volatiles de frutos de guayaba, a la que los machos podrian estar
expuestos en la naturaleza. Ademas, los insectos pueden interpretar aromas con distintas
proporciones de los mismos compuestos como ‘mensajes’ diferentes (Conchou et al., 2019).
Por lo tanto, explorar combinaciones de estos compuestos en las proporciones que se
encuentran en la naturaleza, podria ayudar a comprender mas profundamente la relevancia
ecolégica de los mismos.

Anastrepha fraterculus es un complejo de especies cripticas; y distintas poblaciones difieren
en la composicién de los volatiles liberados por los machos durante el cortejo (Lima et al.,
2001; Caceres et al., 2009; Brizova et al., 2013; Vanickova et al., 2015). En este capitulo, se
confirma la presencia de E-B-ocimeno como uno de los compuestos mayoritarios de la mezcla
de volatiles liberada por machos de A. fraterculus sp. 1 (Caceres et al., 2009; Bachmann,
2016). Asimismo, el limoneno fue encontrado en esta mezcla como un compuesto minoritario

(s6lo se encontraron cantidades traza de este compuesto.) Sin embargo, Bgizova vy
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colaboradores encontraron proporciones mayores de limoneno cuando analizaron los
volatiles liberados por machos del mismo morfotipo de A. fraterculus (morfotipo Brasil 1 o sp.
1 (Bfizova etal., 2013). Esta discrepancia podria ser consecuencia de las diferentes
condiciones de cria y alimentacién a las que los machos estuvieron sometidos en ambos
trabajos, tal como sucede para machos de C. capitata criados en diferentes condiciones (Merli
et al., 2018). Los resultados de este capitulo mostraron que tanto R-limoneno como E/Z-B-
ocimeno fueron capaces de evocar una respuesta eléctrica en las antenas de machos adultos
maduros. Curiosamente, el E-B-ocimeno, pero no el limoneno, desencadenaron una
respuesta eléctrica en las antenas de hembras virgenes maduras, cuando fueron expuestas a
una mezcla de volatiles liberada por machos llamando (Bachmann, 2016). Este resultado,
sugiere que el E-B-ocimeno, pero no el limoneno, podria estar actuando como una feromona
sexual. En el sistema de apareamiento de esta especie, los machos se congregan cerca o sobre
arboles hospederos para atraer a las hembras, formando leks. En este sentido, el limoneno
podria funcionar como una sefal de agregacidn para los machos o bien podria aumentar la
atraccidn de las hembras a la feromona sexual. De cualquier modo, para dilucidar el rol de
estos compuestos durante la actividad sexual de A. fraterculus se requieren estudios
comportamentales que involucren tanto a machos como a hembras.

Los machos de A. ludens y A. suspensa también liberan limoneno y B-ocimeno durante el
cortejo, aunque lo hacen en diferentes proporciones. De hecho, esta diferencia fue propuesta
como un mecanismo de aislamiento reproductivo pre-copulatorio que podria haber
evolucionado durante las primeras etapas de la especiacion (Rocca etal., 1992).
Contrariamente a los machos de A. fraterculus sp. 1, los machos de A. fraterculus sp. 3 liberan,
durante el cortejo, limoneno como compuesto mayoritario y B-ocimeno como un compuesto

minoritario (Bfizova et al., 2013; Milet-Pinheiro et al., 2015). Ademas, las antenas de hembras
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virgenes de A. fraterculus sp. 3 si evocaron una repuesta eléctrica cuando fueron estimuladas
con el limoneno proveniente de muestras volatiles de machos llamando (Milet-Pinheiro et al.,
2015). En este sentido, la cantidad relativa de limoneno y B-ocimeno en la mezcla de volatiles
liberados por los machos, también podria estar actuando como una barrera reproductiva
entre distintos morfotipos de A. fraterculus. Ademas, las hembras de muchas especies de
tefritidos se ven mayormente atraidas hacia frutos maduros que a frutos inmaduros,
prefiriendo los primeros para la oviposiciéon (Cunningham et al., 2016; Cortés-Martinez et al.,
2021). Durante el proceso de maduracion, los frutos de guayaba incrementan la liberacién de
limoneno y B-ocimeno (Soares et al., 2007). Por lo tanto, la estimulacion sexual de los machos
tras la exposicion a estos compuestos podria constituir un mecanismo Util para sincronizar la
inversién energética en actividades sexuales (como el cortejo) con la disponibilidad de
hospederos. No obstante, se necesitan estudios adicionales para poner a prueba estas
hipétesis y dilucidar cuales son los componentes genéticos y ambientales que determinan la

composicion de los volatiles liberados por los machos.
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Perspectiva aplicada

La exposicion a volatiles de guayaba ha demostrado ser un tratamiento util para incrementar
la frecuencia de cortejo y el éxito de apareamiento de los machos de A. fraterculus. Ademas,
las hembras que copulan con estos machos presentan mayor fecundidad. Por esto, se ha
sugerido que, en un contexto de control poblacional mediante la técnica de insecto estéril
(TIE), el tratamiento de EVG representaria una herramienta util para estimular a los machos
estériles de A. fraterculus antes de su liberacién al campo. Sin embargo, la factibilidad de
implementar este tratamiento en dicho contexto depende de numerosos factores que, hasta
ahora, no habian sido estudiados. A lo largo de esta tesis se ha profundizado en el estudio de
factores que pueden modular la estimulacion sexual de A. fraterculus mediada por EVG,
contribuyendo asi, a conocer la factibilidad de su implementacion en un contexto de cria
masiva.

En primer lugar, teniendo en cuenta que el uso de frutas como fuente de volatiles de guayaba
podria representar dificultades logisticas dentro de una biofabrica, en el capitulo |, se analizé
la posibilidad de utilizar un aceite esencial comercial de guayaba (AG) como fuente alternativa.
Ademas, se investigd si la EVG es, también, un tratamiento Util para acelerar la maduracion
sexual de los machos. Acelerar la maduraciéon sexual de los machos, o estimular su
comportamiento sexual mediante un tratamiento que pueda realizarse justo después de la
emergencia, podria reducir significativamente el costo de mantenimiento de machos adultos.
Por esto, en el capitulo | de esta tesis, también se investigd cudl es el rango etario mas
adecuado para exponer a los machos. Ademas, se investigd si el tratamiento de EVG podria
representar una disminucién en la capacidad de los machos para resistir condiciones de

hambreado (a las que podrian verse sometidos luego de su liberacion a campo).

114



Conclusiones Generales

Adicionalmente en el capitulo lll, se evalud la influencia de la dieta suministrada a los machos
adultos sobre el efecto estimulatorio de la EVG.

Por un lado, los resultados obtenidos muestran que es posible estimular el comportamiento
sexual de los machos utilizando un AG como fuente de volatiles y que este tratamiento no
impacta sobre la resistencia al hambreado de los machos. Sin embargo, también se encontré
que el tratamiento de EVG no afecta el tiempo requerido por los machos hasta su maduracién
sexual, asi como tampoco fue efectivo para estimular el comportamiento sexual de éstos
cuando fueron expuestos a edades inmaduras. Si bien esto aumentaria los costos de
mantenimiento, una liberacién temprana implica que los machos alcancen su madurez en el
campo, lo que aumenta los riesgos de muerte (por ejemplo, por depredacién o por
hambreado) antes de que sean capaces de copular. De hecho, los resultados presentados en
el capitulo | indican que el 50 % de los machos adultos (alimentados con una dieta de azucar
y levadura de cerveza) mueren luego de tres dias sin alimento. Asi, el mantenimiento de
machos adultos por lo menos hasta su edad de madurez sexual (aproximadamente 6 dias post-
emergencia) deberia ser considerado. Luego, y teniendo en cuenta que la estimulacion sexual
de los machos por EVG se evidencid a partir del dia 9 post-emergencia, se requeririan 3 dias
adicionales para liberar machos maduros y estimulados sexualmente.

Por otro lado, en el capitulo lll, se ha evaluado el efecto de la exposicion sobre machos
alimentados con dietas de diferentes composiciones. Estos resultados mostraron que los
machos alimentados con una dieta proteica de alta calidad, pero no tratados con EVG (HY,
azucar e hidrolizado de levadura, 12:1) presentan un mayor indice de llamado que aquellos
alimentados con una dieta proteica de baja calidad (BY, azucar y levadura de cerveza, 3:1) y
tratados por EVG. Ademas, el tratamiento por EVG no afectd el comportamiento sexual de los

machos alimentados con HY. Es decir, si los machos fueran alimentados con HY en un contexto
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de cria masiva, no se requeriria un tratamiento extra (EVG) para estimular su comportamiento
sexual y se alcanzaria un mayor nivel de estimulacién. Ademas, al no requerir un tratamiento
por EVG, los machos alimentados con HY podrian ser liberados 3 dias antes (respecto a
machos alimentados con BY y tratados con EVG). Adicionalmente, cuando en el capitulo Il se
estudié el consumo de reservas energéticas durante el tratamiento por EVG (sobre machos
alimentados con BY), se observd que el incremento del indice de llamado se encuentra
sostenido por un mayor consumo de carbohidratos y triglicéridos. Ademas, el efecto
estimulatorio de la EVG sobre el comportamiento de llamado, se invirtid cuando los machos
no pudieron volver a alimentarse. Es decir, segun estos resultados, la liberacién de machos
alimentados con BY y tratados por EVG afectaria negativamente la eficiencia de la TIE si los
machos liberados no fueran capaces de encontrar fuentes de alimento que les permitieran
recuperar sus reservas energéticas. Cabe destacar que la proteina utilizada en la preparacién
de la dieta HY es, actualmente, diez veces mas cara que la proteina utilizada en la preparacion
de BY. Por lo tanto, la decisién de implementar un tratamiento por EVG, requeriria una
cuidadosa evaluacién de sus costos y beneficios.

En el capitulo IV, R-limoneno y (E/Z)-B-ocimeno fueron identificados como los compuestos
candidatos responsables de la estimulacion sexual de los machos tras la EVG. El efecto
estimulatorio de estos compuestos resultd dosis-dependiente y se incrementd cuando los
machos fueron expuestos a una combinacion de ambos. Nuevos estudios que evallen la
exposicion de machos alimentados con HY a esta mezcla de compuestos permitiria una mejor
evaluacion del uso de fitoquimicos como estimuladores sexuales en un contexto de TIE.
Ademds, la identificacidn de estos compuestos mediante un analisis quimico permitiria pre-
seleccionar otras fuentes de volatiles mas efectivas y/o mas baratas capaces de estimular el

comportamiento sexual de los machos. Por ultimo, los resultados de este trabajo fueron
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obtenidos utilizando como modelo de estudio machos de A. fraterculus no estériles criados
en condiciones de laboratorio. Por lo tanto, como se menciond al inicio de esta tesis,
requeriran validacidn para ser interpretados sobre machos irradiados y criados masivamente

cuando la TIE se encuentre completamente desarrollada para esta especie.

Mecanismos subyacentes

De acuerdo con el analisis de expresidon diferencial, los machos EVG sobre-expresan genes
relacionados al catabolismo de polisacaridos y la sintesis de éxido nitrico. Por un lado, la
sobre-expresién de genes relacionados a la biosintesis de éxido nitrico (una molécula que
funciona como neurotransmisor en el sistema nervioso) podria estar vinculada a cambios en
la sensibilidad olfativa que median la habituacion de las neuronas durante la EVG. Ademas,
en otras especies de insectos, la sefializacion por éxido nitrico también participa en la
regulacidon de cambios comportamentales que responden a la integracion de factores internos
(como el estado madurativo y nutricional) y externos (como estimulos ambientales). Asi, la
estimulacién del comportamiento de cortejo producto de la EVG [la cual fue observada sélo
en machos maduros y alimentados con dietas proteicas de baja calidad (BY)] podria estar
mediada por la sefalizacién de ON sobre interneuronas del sistema nervioso central (las
cuales integran tanto claves metabdlicas como olfativas). Por otro lado, varios genes sobre-
expresados en machos EVG fueron identificados como quitinasas, es decir enzimas que
participan en la degradacién de quitina. Dado que la expresion de estas enzimas se encuentra
regulada por hormonas esteroideas y que la sefalizacidon por éxido nitrico participa en la
regulacion de células neurosecretoras de hormonas, estudios que se centren en el rol de estas
hormonas durante la estimulacién por EVG podrian profundizar el conocimiento sobre los

mecanismos subyacentes a este fendmeno.
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Concordantemente con el aumento en la expresidén de genes relacionados al catabolismo de
polisacdridos, los resultados del capitulo Ill indican que los machos EVG incrementan el
consumo de reservas energéticas (carbohidratos vy triglicéridos) luego del tratamiento de
exposiciodn, posiblemente debido a la alta demanda energética requerida durante el cortejo.
La estimulacidon del comportamiento sexual por EVG solo pudo ser evidenciada en machos
alimentados con proteina. Asi, este recurso otorgaria a los machos metabolitos esenciales que
son utilizados durante el cortejo o la reproduccién. Ademas, el efecto de la EVG es evidenciado
en machos alimentados con BY, pero no en machos alimentados con HY. La guayaba se ha
identificado como el Unico hospedante comun compartido por diversas poblaciones de A.
fraterculus, y se ha propuesto como uno de los mas influyentes en la diversificacion original
de este complejo de especies. Por lo tanto, los machos de A. fraterculus podrian estar
adaptados a reconocer los volatiles de guayaba como una clave ambiental que indica
condiciones propicias para la reproduccion. En este sentido, cuando los machos presentan
cierta restricciéon nutricional (como pude ser el caso de los machos alimentados con BY),
percibir volatiles de guayaba podria desencadenar una reasignacidn energética hacia
actividades reproductivas. Asi, el efecto estimulatorio de la EVG podria representar una
estrategia evolutiva mediante la cual los machos reasignan sus recursos energéticos hacia
actividades reproductivas cuando el ambiente es propicio para la reproduccion, aumentando
asi, las chances de éxito reproductivo. Sin embargo, estudios que analicen comportamientos
reproductivos y no reproductivos, asi como su correlacién con el metabolismo energético de

los machos son necesarios para poner a prueba esta hipotesis.
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En resumen

= Laexposicidn de machos de A. fraterculus a compuestos volatiles de un aceite esencial
de guayaba (AG) estimula su comportamiento de llamado, pero no acelera su
maduracién sexual.

= La exposicion a volatiles de guayaba (EVG) no afecta la capacidad de los machos para
resistir el hambreado.

= E| efecto estimulatorio de la EVG depende de la edad a la que los machos son
expuestos. Sélo los machos expuestos a edades maduras pueden ser estimulados
sexualmente mediante un tratamiento por EVG.

= E| efecto estimulatorio de la EVG depende la dieta suministrada a los machos. La
estimulacién del comportamiento sexual pudo ser evidenciada sobre machos
alimentados con una mezcla de azucar y levadura de cerveza en una proporcién 3:1
(BY), pero no sobre machos alimentados con azlcar o con una mezcla de azucar e
hidrolizado de levadura en una proporcion (12:1).

= Los machos estimulados mediante la EVG presentan un incremento en la expresién de
genes relacionados al catabolismo de polisacaridos y la sintesis de éxido nitrico.

* Los machos estimulados mediante la EVG incrementan el consumo de glucégeno y
triglicéridos.

= R-limoneno y (E/Z)-B-ocimeno son parte de los compuestos responsables del efecto
estimulatorio de la EVG. La exposicion a cualquiera de estos compuestos provoca la
estimulacién sexual de los machos de manera dosis-dependiente. El efecto
estimulatorio puede incrementarse mediante la exposicién a una mezcla de ambos

compuestos.
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Tabla 11.9. Se muestran los resultados de la anotacion de GDE con proteina predicha mediante Blast2Go.

Proteina predicha
TRINITY_DN7834_c0_g1_i2.p2

TRINITY_DN21367_c0_g1_il.p1

TRINITY_DNS_c40_g1_i3.p1

TRINITY_DN3499_c2_g4_il.p1
TRINITY_DN79624_c0_g1_i1.pl

TRINITY_DN25826_c4_gl_il.p2

Nombre

peritrophin-1-like

LINE-1
retrotransposable
element

MOSIT transposase

putative DD41D
transposase
putative 115 kDa
protein

Especie

Anastrepha ludens

Zeugodacus cucurbitae

Pseudoatta argentina

Anastrepha ludens

Bradysia coprophila

E-value

7.36363E-48

3.48165E-32

1.66592E-28
4.53866E-41

1.09672E-05

% Similitud

96.2

85.9

84.1
0.93

Referencia

XP_053953808

XP_054087908

KAG5327670
XP_053960413

XP_037045755

GO IDs

F:GO:0008061;
C:G0:0005576

P:G0:0006278;
F:GO:0003964

F:GO:0003676

P:G0:0006278;
P:G0:0071897;
P:G0:0090502;
F:G0:0003676;
F:G0:0003824;
F:G0:0003887;
F:G0:0003964;
F:G0:0004523;
F:G0O:0046872;
C:G0:0016020;
C:G0:0016020;
C:G0:0042575

Anexo

GO Names

F:chitin binding;
C:extracellular
region

P:RNA-
templated DNA
biosynthetic
process; F:RNA-
directed DNA
polymerase
activity

F:nucleic acid
binding

P:RNA-
templated DNA
biosynthetic
process; P:DNA
biosynthetic
process; P:RNA
phosphodiester
bond hydrolysis,
endonucleolytic;
F:nucleic acid
binding;
F:catalytic
activity; F:DNA-
directed DNA
polymerase
activity; F:RNA-
directed DNA
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_053953808
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28588
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_054087908
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=621737
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/KAG5327670
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_053960413
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=38358
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_037045755

TRINITY_DN7879_c3_g1_il.p1

TRINITY_DN1883_c0_g1_il.p1

TRINITY_DN9051_c0_g1_i2.p1

TRINITY_DN4389_c0_g1_i2.p1

TRINITY_DN1301_c1_g1_i19.p1

TRINITY_DN48645_c0_g1_i2.p1

probable RNA-directed
DNA polymerase

uncharacterized protein

protein unc-80
homolog
chitin deacetylase 7

mucine 2-like

mucine 2-like

Zeugodacus cucurbitae

Anastrepha ludens

Anastrepha ludens

Anastrepha ludens

Anastrepha ludens

Anastrepha ludens

2.86121E-17

1.55627E-46

7.1161E-170

0

4.08207E-65

1.14924E-41

67.9

94.4

99.6

97.2

99

94.8

XP_054088079

XP_053953231

XP_053962947

XP_053962193

XP_053965248

XP_053964190

P:G0O:0071897;
F:GO:0003824

F:GO:0008061;
C:G0O:0005576

P:G0:0005975;
F:G0O:0016810

F:GO:0008061;
C:G0:0005576

F:GO:0008061;
C:G0O:0005576

Anexo

polymerase
activity; F:RNA-
DNA hybrid
ribonuclease
activity; F:metal
ion binding;
C:membrane;
C:membrane;
C:DNA
polymerase
complex

P:DNA
biosynthetic
process;
F:catalytic
activity

F:chitin binding;
C:extracellular
region

P:carbohydrate
metabolic
process;
F:hydrolase
activity, acting
on carbon-
nitrogen (but
not peptide)
bonds

F:chitin binding;
C:extracellular
region

F:chitin binding;
C:extracellular
region
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28588
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_054088079
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_053953231
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_053962947
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_053962193
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_053965248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_053964190

TRINITY_DN5449_c0_g1_il.p1

TRINITY_DN576_c0_g1_i53.p1

TRINITY_DN7706_c0_g1_i12.p1

TRINITY_DN64021_c1_g1_i2.p1

TRINITY_DN16324_c0_g2_i1.p2

TRINITY_DN51319_c0_g3_i2.p1

TRINITY_DN4423_c0_g1_i2.p1

TRINITY_DN36478_c0_g3_i2.p1

enhancer of split M1
protein

cell surface
glycoprotein 1-like

apolipoprotein D-like

RNA-directed DNA
polymerase

RNA-directed DNA
polymerase

SETMR

methyltransferase

trypsin I-P1-like

N-methyltransferase
SETMAR-like

Anastrepha ludens

Anastrepha ludens

Anastrepha ludens

Lasius niger

Anastrepha ludens

Cryptotermes secundus

Anastrepha ludens

Camponotus floridanus

6.2177E-124

2.04987E-82

1.1573E-128

2.64242E-16

6.25892E-14

6.33997E-09

8.06441E-22

100

95

94.9

80

91.7

79.1

97.6

76.5

XP_053949145

XP_053956322

P_053962578

KMQ85605

XP_053960810

XP_023703819

XP_053947898

XP_011267570

F:GO:0003676

F:GO:0008061;
C:G0O:0005576

F:GO:0031409

P:G0:0006278;
F:GO:0003964

P:G0:0071897;
F:G0O:0005488;
F:GO:0016787;
F:GO:0034061

P:G0:0006259;
P:G0:0050790;
F:G0O:0016740

P:G0:0006508;
F:GO:0004252

P:G0:0008152;
F:GO:0016740

Anexo

F:nucleic acid
binding
F:chitin binding;
C:extracellular
region
F:pigment
binding
P:RNA-
templated DNA
biosynthetic
process; F:RNA-
directed DNA
polymerase
activity

P:DNA
biosynthetic
process;
F:binding;
F:hydrolase
activity; F:DNA
polymerase
activity

P:DNA
metabolic
process;
P:regulation of
catalytic
activity;
F:transferase
activity
P:proteolysis;
F:serine-type
endopeptidase
activity
P:metabolic
process;
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_053949145
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_053956322
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_053962578
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=67767
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/KMQ85605
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_053960810
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=105785
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_023703819
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_053947898
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=104421
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_011267570

TRINITY_DN23916_c4_gl_il.pl
TRINITY_DN27953_c0_g1_i1.pl

TRINITY_DN5880_c2_g2_il.p1

TRINITY_DN16062_c0_g3_i1.pl

TRINITY_DN558_c0_g1_i10.p1

TRINITY_DN117179_c0_g1_i1.p1

TRINITY_DN33216_c1_gl_i4.p1

uncharacterized protein

glucose dehydrogenase
[FAD, quinone]-like
putative DD41D
transposase

unnamed protein
product

mucine-2

Hypothetical predicted
protein
Hypothetical predicted
protein

Anastrepha ludens

Anastrepha ludens
Acanthoscelides obtectus

Hermetia illucens

Anastrepha ludens

Anastrepha ludens

Anastrepha ludens

8.66386E-06
1.82575E-49

2.80226E-28

2.25031E-14

4.2704E-167

1.55369E-66

75.8
94.6

80

56.8

88.1

99

99.1

XP_053969687
XP_053968713

CAH1988625

CAD7085101

XP_053954467

XP_053966036

XP_053954542

F:GO:0003676

P:G0:0071897;
P:G0:0090502;
F:G0O:0003676;
F:G0O:0003824;
F:G0O:0003887;
F:G0O:0004523;
F:G0:0046872;
C:G0:0016020;
C:G0:0016020;
C:G0:0042575

F:GO:0008061;
C:G0:0005576

F:GO:0008061

Anexo

F:transferase
activity

F:nucleic acid
binding

P:DNA
biosynthetic
process; P:RNA
phosphodiester
bond hydrolysis,
endonucleolytic;
F:nucleic acid
binding;
F:catalytic
activity; F:DNA-
directed DNA
polymerase
activity; F:RNA-
DNA hybrid
ribonuclease
activity; F:metal
ion binding;
C:membrane;
C:membrane;
C:DNA
polymerase
complex
F:chitin binding;
C:extracellular
region

F:chitin binding
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_053969687
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_053968713
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=200917
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CAH1988625
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=343691
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_053954467
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_053966036
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_053954542

TRINITY_DN6624_c0_gl1_i12.p1 chitinase-3-like protein Anastrepha ludens

1

TRINITY_DN28242_c1_gl1_il.p2 Transposable element Araneus ventricosus
Tcb1 transposase
putative reverse

transcriptase

TRINITY_DN35310_c0_g1_i3.p1 Bactrocera oleae

2.57874E-11

3.44085E-15

98.6

83.7

64.5

XP_053957941

GBO26137

XP_036218809

P:G0:0005975;
P:G0:0006032;
F:GO:0004568;
F:GO:0008061;
C:G0O:0005576

F:GO:0003676

P:G0:0006278;
P:G0:0071897;
P:G0:0090502;
F:GO:0003676;
F:GO:0003887;
F:GO:0003964;
F:GO:0004523;
F:GO:0046872;
C:G0O:0042575

Anexo

P:carbohydrate
metabolic
process; P:chitin
catabolic
process;
F:chitinase
activity; F:chitin
binding;
C:extracellular
region

F:nucleic acid
binding

P:RNA-
templated DNA
biosynthetic
process; P:DNA
biosynthetic
process; P:RNA
phosphodiester
bond hydrolysis,
endonucleolytic;
F:nucleic acid
binding; F:DNA-
directed DNA
polymerase
activity; F:RNA-
directed DNA
polymerase
activity; F:RNA-
DNA hybrid
ribonuclease
activity; F:metal
ion binding;
C:DNA
polymerase
complex
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_053957941
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=182803
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_036218809

TRINITY_DN108160_c0_g1_il1.p2
TRINITY_DN30582_c2_g1_i1.p2

TRINITY_DN44253_c0_gl_i2.p2
TRINITY_DN8030_c5_g1_il.p1

TRINITY_DN46995_c0_g1_i2.p1

TRINITY_DN3360_c11_gl_il.pl

TRINITY_DN6698_c0_g2_i1.p1

uncharacterized protein

probable RNA-directed
DNA polymerase

fibroin heavy chain

N-methyltransferase
SETMAR-like
microfibril-associated
glycoprotein 4-like
probable RNA-directed
DNA polymerase

putative transposable
element

Bactrocera dorsalis

Rhagoletis pomonella

Zeugodacus cucurbitae

Danaus chrysippus
Anastrepha ludens

Anastrepha ludens

Trichonephila clavipes

6.42421E-05
2.40321E-09

2.8961E-35
7.63942E-15

3.38759E-24

2.80672E-49

4.25608E-05

63.1
60.9

86.7
78.4

88.1

96.5

63

XP_049314688
XP_036342120

XP_054084901
CAG9566679

XP_053969328

XP_053960945

GFY29139

P:G0:0071897;
F:GO:0003824

F:GO:0003676

P:G0:0071897;
F:G0O:0003824

Anexo

P:DNA
biosynthetic
process;
F:catalytic
activity

F:nucleic acid
binding

P:DNA
biosynthetic
process;
F:catalytic
activity
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_049314688
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28610
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_036342120
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=151541
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CAG9566679
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_053969328
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_053960945
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2585209
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/GFY29139
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