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Resumen

La ‘mosca de alas manchadas’, Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae), es una plaga de la
fruta fina (frutillas, frambuesas y ardndanos) de relevancia mundial. Esta presente en Uruguay
desde 2015 y representa una amenaza sanitaria para la fruticultura. Su incidencia proxima a la
cosecha de la fruta restringe la aplicacion de insecticidas, requiriendo la busqueda de practicas
alternativas y ambientalmente sostenibles para su mitigacion; entre ellas, el control biolégico con
parasitoides y la técnica del insecto estéril. Estas dos estrategias complementarias se abordan
en esta tesis desde un enfoque de Ecologia Quimica. Especificamente, se exploran las
capacidades olfativas de un potencial bio-controlador, la avispa Trichopria anastrephae
(Hymenoptera: Diapriidae), y de los machos de D. suzukii esterilizados por radiacion ionizante.
Los estimulos olfativos estudiados fueron compuestos volatiles de fruta, potenciales claves
guimicas de relevancia ecolégica en un contexto agro-ecosistémico. Primeramente, evaluamos
cdmo incide la infestacién de D. suzukii en los perfiles quimicos de los compuestos volatiles de
frutillas (Fragaria x ananassa) a los 5 y 10 dias posteriores a la oviposicién. Como resultado,
obtuvimos que los perfiles presentan tres ésteres principales de cadena corta ubicuos de frutas;
butanoato de etilo, hexanoato de metilo y hexanoato de etilo. La diferenciacion entre los perfiles
(fruta control vs. infestada) se observa al décimo dia, y es parcialmente explicada por la dinAmica
de emision de los ésteres mayoritarios. La frutilla infestada presenta una emision incrementada
de hexanoato de etilo y una emision sostenida de hexanoato de metilo, el cual muestra una
disminucion en la frutilla libre de infestacién. Mediante estudios de electrofisiologia (GC-EAD),
encontramos que los principales compuestos volatiles que conforman el perfil quimico de la
frutilla infestada son detectados por la antena del bio-controlador, pudiendo por lo tanto ser
utilizados como claves quimicas asociadas a la presencia del hospedero. Uno de estos ésteres
frutales, el hexanoato de etilo, presenta una tipica relacion dosis-respuesta con saturacion en
ensayos de electroantenografia (EAG). Mediante bioensayos de olfatometria de doble opcion,
encontramos que los volatiles de frutilla infestada por D. suzukii resultan atractivos para hembras
de T. anastrephae, en comparacién con volatiles de frutilla sin infestacién. Finalmente, en
experimentos disefiados para estudiar el efecto de la experiencia olfativa previa en un potencial
condicionamiento para la avispa, encontramos que la respuesta comportamental a hexanoato de
etilo es modificada segun la experiencia de oviposicion en asociacion a la clave olfativa, mas no

la exposicion al estimulo olfativo durante el desarrollo pre-imaginal.



En segundo término, evaluamos la afectacion sensorial de la olfaccién a nivel de la deteccion
periférica (EAG dosis-respuesta) de machos de D. suzukii expuestos a distintas dosis de
radiacion esterilizante (0, 120 y 220 Gy), asi como a nivel de nimero de sensilias olfativas en las
antenas y del comportamiento en respuesta a claves olfativas (0 y 220 Gy). Las curvas dosis-
respuesta a tres ésteres frutales (butanoato de etilo, acetato de isoamilo y hexanoato de etilo)
asociados a probables sitios de encuentro entre sexos en ambientes naturales, mostraron una
tendencia a la baja en la sensibilidad de la detecciébn conforme aumenta la radiacién
administrada, y una disminucion en la deteccion de los machos estériles con 220 Gy a dosis alta
de estimulo. Sin embargo, no se observaron malformaciones ni reducciones en el nimero de
sensilias olfativas, y serian igualmente competitivos en cuanto a la habilidad para orientarse en
base a semioquimicos volatiles. Este abordaje sienta un precedente a nivel nacional en el uso
de técnicas nucleares para la esterilizacién de insectos. Este hito, junto a la continuidad del
estudio con parasitoides, contribuye al desarrollo de practicas alternativas de mitigacién de

plagas de relevancia mundial presentes en Uruguay.

Palabras clave:

Drosophila suzukii, Control Biologico, Parasitoides, Trichopria anastrephae, Técnica del Insecto

Estéril, Olfatometria, Electrofisiologia (EAG/GC-EAD), Dosis-respuesta.



Estructuracion de la tesis

La tesis comprende dos bloques teméticos correspondientes a dos estrategias alternativas,
complementarias y sostenibles para la mitigacion de Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae).
Los bloques comparten una introduccion general, la cual versa sobre generalidades de la
Ecologia Quimica en insectos y el sentido de la olfaccion, enfatizando su relevancia para las
interacciones ecologicas. Seguidamente, se presenta a la especie plaga problema, destacando
sus particularidades y la necesidad de desarrollar practicas de manejo alternativas, dos de estas
desglosadas en los siguientes capitulos. La introduccién contindia con antecedentes especificos
de cada blogue temaético, referidos como Capitulo | y Il. A continuacién, se presentan objetivos e
hipétesis, seguidos de una Unica seccidn de metodologias para ambos capitulos, aclarando en

cada caso la correspondencia con cada capitulo.

El capitulo I, ‘Claves quimicas asociadas a la blsqueda de hospederos del parasitoide de
Drosophila suzukii, Trichopria anastrephae (Hymenoptera: Diapriidae)’, aborda la capacidad de
T. anastrephae para encontrar al hospedero a través de semioquimicos volatiles resultantes del
desarrollo de larvas de D. suzukii en una de las frutas susceptibles, las frutillas (Fragaria x
ananassa). Este abordaje abarca la caracterizacion quimica de los compuestos volatiles de
frutillas durante el transcurso de la infestacién de D. suzukii, la respuesta comportamental de
hembras de T. anastrephae a estas claves quimicas, y la identificacion de los compuestos activos
a nivel periférico en las antenas de la avispa. Asimismo, se determind la plasticidad
comportamental condicionada por la experiencia olfativa, tanto durante el desarrollo pre-imaginal

como en la etapa adulta, a través del aprendizaje asociativo.

En el capitulo Il, ‘Caracterizacion de la capacidad olfativa en la técnica del insecto estéril de
Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae)’, se aborda la calidad sensorial de la olfaccion de los
machos expuestos a distintas dosis de radiacion, como posible indicador de la competitividad
ante machos silvestres en relacién al uso de claves olfativas. Este capitulo incluye abordajes de
electrofisiologia de la deteccién periférica a través de curvas dosis-respuesta a ésteres frutales,
asi como el andlisis de micrografias de barrido de las sensilias olfativas en las antenas y la

evaluacion de la capacidad de orientacion en base a claves quimicas atrayentes.

Los resultados y discusion de cada capitulo se desarrollan en forma separada, finalizando con

un epilogo, perspectivas y anexos, y una seccién unica de referencias bibliograficas.



Problema de investigacion

En los ultimos 15 afios, Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae) se consolidé6 mundialmente
como una amenaza para la produccion de fruta de piel fina ante la ausencia de estrategias
efectivas para su mitigacion. Entre las multiples estrategias consideradas a nivel internacional se
destacan el control biol6gico por parte de parasitoides micro-himenopteros y la técnica del insecto
estéril, dos estrategias complementarias e inocuas con el medio ambiente, y alternativas
sostenibles a la dependencia de insecticidas de amplio espectro. En Uruguay, D. suzukii esta
mostrando una incidencia creciente desde su reporte inicial en 2015. Nuestra propuesta aborda
ambas estrategias desde la perspectiva de la Ecologia Quimica. Por un lado, apelando al proceso
de olfaccion de semioquimicos volatiles de fruta por parte de los bio-controladores, se evaluara
la posibilidad de incrementar la eficiencia de blsqueda de hospederos mediante
condicionamiento a compuestos volatiles frutales en distintos momentos de desarrollo del
parasitoide. Por otro lado, se estudiaran posibles afectaciones subletales en la capacidad olfativa
de machos estériles de D. suzukii, como una aproximacion a una evaluacion de competitividad
en relacion al uso de semioquimicos volatiles sefializadores de hébitats con presencia probable
de hembras. Estas lineas de investigacién contribuirdn al desarrollo de practicas de mitigacion

alternativas de una especie plaga de relevancia mundial, presente en Uruguay.



Introduccioén

Ecologia quimica en insectos: aportes a la sostenibilidad productiva

Los animales captan informacién del ambiente a través de los sentidos. El procesamiento e
integracion de la informacion percibida por las distintas modalidades sensitivas permite adecuar
aspectos comportamentales respecto a las necesidades del organismo y para con su entorno. El
sentido de la olfaccion, resultado de la sofisticacion evolutiva de la respuesta de los organismos
a las sustancias quimicas del medio, captura informacion quimica, intangible y etérea del
ambiente, entendida como ‘olores’. Esta informacion es transducida fisiologicamente en
aferencias eléctricas, potencialmente influyentes en la toma de decisiones de los organismos
segun la relevancia del sentido para cada taxén, cuyas consecuencias pueden trascender el nivel
organismico. En los insectos, por ejemplo, este sentido es de vital importancia y es ampliamente
utilizado durante la busqueda de sitios de alimentacion, apareamiento y sustratos de oviposicién,

asi como para evitar sitios de riesgo (Conchou et al., 2019; Hansson & Stensmyr, 2011).

La Ecologia Quimica estudia las interacciones entre organismos, y de estos con el ambiente,
mediadas por estimulos de naturaleza quimica. En esta disciplina converge la quimica de
productos naturales, la eco-fisiologia, la neurobiologia y la etologia, subyacentes a las
interacciones quimicas, para comprender aspectos evolutivos y las implicancias ecoldgicas de
las especies involucradas. Los compuestos quimicos involucrados en estas interacciones son
denominados semioquimicos (Law & Regnier, 1971). Los semioquimicos se clasifican en
feromonas cuando median interacciones entre organismos de una misma especie
(intraespecifica), y aleloquimicos en el contexto de interacciones entre especies (interespecifica).
Las feromonas fueron pioneras y representan un paradigma del éxito en la intercesion de la
comunicacion quimica en insectos. Estas poseen una gran capacidad de manipulacion
comportamental, actuando a baja cuantia y extrema especificidad. Los aleloquimicos, por su
parte, son subclasificados en kairomonas, alomonas y sinomonas segun el beneficiario de la
interaccion; receptor, emisor 0 ambos, respectivamente (Nordlund & Lewis, 1976). Dentro de
estos, las plantas y los microorganismos contribuyen con una infinidad de compuestos utilizados
por los insectos, sean parte de un proceso comunicativo donde existe una correspondencia en
la transferencia de la informacion (‘sefales’), o simplemente la explotacion de informacion no
correspondida e informativa producto de la experiencia (‘claves’). La interaccién entre plantas e
insectos conforman una relacion dominante en la naturaleza, y acapara gran parte de la atencion

de la Ecologia Quimica.



Dentro de la gran diversidad de los insectos, existen grupos de marcado interés para la
humanidad, léase vectores de enfermedades, polinizadores, plagas agricolas y enemigos
naturales, entre otros. Por su parte, la conspicuidad de las plantas y su arreglo espacial es
traducida como ‘paisajes quimicos’ de los ambientes agro-productivos, ampliamente habitados y
explotados por insectos herbivoros, asi como los niveles troficos superiores (depredadores y
parasitoides) (Loreto etal., 2014). En gran medida, los semioquimicos biogénicos son de
naturaleza volatil y actian a distancia, y son comiunmente denominados Compuestos Organicos
Voléatiles (VOCs; Volatile Organic Compounds, por sus siglas en inglés). Los VOCs son
compuestos carbonados de bajo peso molecular, lipofilicos, caracterizados por una elevada
presion de vapor a temperatura ambiente y altos puntos de fusiébn (Mostafa et al., 2022). Estos
contribuyen a los rasgos etéreos de las plantas, cuya composicién permite una aproximacion
taxondmica (Vivaldo et al., 2017), ademas de fenoldgica (Satake et al., 2024) y de su adecuaciéon
como sustrato, tanto para insectos herbivoros como para sus enemigos naturales (Meiners,
2015). De un tiempo a esta parte, esta caracterizacion de los semioquimicos volatiles ha captado
considerable atencién dirigida al desarrollo de estrategias alternativas y ambientalmente

sostenibles para la mitigacién de plagas agricolas (Pefiaflor, 2019; Anton & Jacquin-Joly, 2022).

Olfaccion periférica en insectos

En los insectos, la deteccidn periférica de los semioquimicos se produce mayoritariamente a nivel
de las antenas y, en menor medida, en los palpos maxilares. Este proceso implica la
internalizacion de una ‘sefial’ quimica del ambiente y su transduccién en una sefal eléctrica
aferente al sistema nervioso central del organismo. Las sensilias olfativas son proyecciones
cuticulares porosas o surcadas que revisten la superficie de las antenas, a través de los cuales
ingresan los compuestos quimicos. Estas se clasifican morfol6gicamente en basiconicas,
tricoideas, coeloconicas, placodeas y caéticas, principalmente, y presentan una determinada
distribucion longitudinal en las antenas. En el interior de estas estructuras sensoriales, se
disponen las dendritas de las neuronas bipolares olfativas (OSN/ORN; Olfactory
Sensory/Receptor Neuron, por sus siglas en inglés), presentes en un niumero variable segun el
tipo de sensilia. En la membrana plasmatica de estas dendritas se ubican los receptores olfativos
(ORs; Olfactory Receptors, por sus siglas en inglés) donde se transduce la sefial. Los ORs de
los insectos son canales ionicos hetero-tetraméricos con una subunidad co-receptora ‘ORco’
compartida entre taxones e indispensable para su funcionalidad (Sato et al., 2008). El transporte

entre la cuticula y la membrana, dos puntos de naturaleza hidrofobica, es realizado por proteinas



extracelulares con sitios de union a los VOCs (OBPs; Odorant Binding Proteins, por sus siglas
en inglés) secretadas por células auxiliares a las OSNs.

Las especies expresan una determinada serie de ORs para la deteccion de compuestos
frecuentemente asociados a su especializacion ecoldgica (Bohbot & Pitts, 2015; De Bruyne &
Baker, 2008). Cada sensilia puede alojar OSNs con expresion diferencial de ORs activados por
distintos grupos de compuestos quimicos. De esta manera, una neurona puede responder a
multiples compuestos (Siddigi, 1987). La distribucion no estocéastica de las sensilias en las
antenas define regiones con distinta sensibilidad a ciertas moléculas odorantes (Ayer & Carlson,
1992; Stocker, 2001). En multiples especies del género Drosophila, por ejemplo, las OSNs de las
sensilias basicAnicas y coelocdnicas, mas no las tricoideas, son estimuladas por distintos ésteres

asociados a fuentes de alimento (De Bruyne et al., 2001).

La accesibilidad del sistema olfativo periférico de los insectos, la externalidad de las estructuras
olfativas y la direccionalidad de las aferencias, permiten registrar facilmente a nivel fisiolégico la
respuesta eléctrica consecuente a la estimulacion olfativa a través de técnicas de registro de
electroantenografia. De esta manera, es posible realizar un screening de compuestos potencial-
y ecolégicamente relevantes. Dado que un compuesto fisiolégicamente activo a nivel de las
antenas no necesariamente tiene una implicancia comportamental directa, los experimentos de
electrofisiologia de la olfaccion son acompasados con bioensayos de olfatometria para interpretar
su significancia ecoldgica. En contraposicion, el sentido inverso de la sentencia anterior ha de
cumplirse, la deteccion periférica es indispensable para la atribucion de un comportamiento en

respuesta a claves olfativas.

Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae)

La ‘mosca de alas machadas’, Drosophila suzukii (Matsumura) (Diptera: Drosophilidae), es una
especie asiatica plaga de la fruta de piel fina (cerezas, frutillas, arandanos, frambuesas, entre
otras). Ademas de su importancia en el sector fruticola, representa una amenaza creciente para
el sector viticola, y latente para el de frutos nativos en Uruguay. A diferencia de otras especies
de Drosophila, la fruta en proceso de maduracion con calidad de comercializacion es el sustrato
de oviposicion preferido por las hembras de D. suzukii (Lee et al., 2011), estableciendo una
segregacion de nicho competitivamente benéfica por la colonizacién anticipada de un recurso
compartido con sus congéneres. Esta ventaja competitiva es posibilitada por la presencia de un
ovipositor aserrado y esclerotizado caracteristico de las hembras de la especie, utilizado para la

perforacion de la epidermis de la fruta y la deposicidn interna de los huevos (Atallah et al., 2014)



(Fig. 1). El desarrollo de los estadios inmaduros se produce a expensas del consumo del
contenido de la fruta, con la consecuente aceleracion de su deterioro (Cini et al., 2012). La
especie es sumamente prolifica a un amplio rango de condiciones ambientales (Tochen et al.,

2014, 2016), y tiempos generacionales acotados (Lee et al., 2011).

3 estadios consumen
LCI’VCI el interior de la fruta
Espirdculos Diala8
sobresalen de la fruta HueVO A
{

< 24 hs. X

Mayor susceptibilidad
a parasitoides

B E

Drosophila suzukii
(15 dias aprox.)

Dia 14
Momento 6ptimo
para irradiar

Figura 1. Representacion del ciclo de vida de Drosophila suzukii.

A la actualidad, la especie se encuentra presente en Asia, Europa, Africa y América (Andreazza
et al., 2017; Kwadha et al., 2021; Walsh et al., 2011). En Uruguay, fue detectada en 2015 en
cultivos de arandanos en el departamento de Canelones (Gonzalez et al., 2015). Dos afios mas
tarde, fue reportada en el centro-sur del pais; Montevideo, Maldonado, San José y Canelones,



inclusive en predios de frutos nativos como araza rojo y araza amarillo (Lauyé€, 2017). El presente
afio (2024), la especie fue detectada en cultivos de frutilla y vid (Ings. Agrs. Valentina Mujica y
Andrés Coniberti, comunicacién personal), y en araza (Dra. Victoria Calvo, comunicacién
personal). No obstante, la especie no esta ingresada como especie exotica invasora en la base
de datos del Observatorio Ambiental Nacional (OAN), asi como tampoco en el compendio
‘Especies exoéticas invasoras de Uruguay: distribucion, impactos socioambientales y estrategias
de gestion’ (2021) realizado por el ‘Comité de Especies Exéticas Invasoras’, Ministerio de

Ambiente y la Universidad de la Republica (Brazeiro et al., 2021).

El caracter polifago de D. suzukii no se limita a variedades de frutas cultivables, sino que mdltiples
‘hospederos alternativos’ actian como reservorios para la especie (Diepenbrock et al., 2016; Lee
et al., 2015). La susceptibilidad de la vegetacion adyacente le permite eludir las practicas de
manejo aplicadas sobre los predios cultivados, mayormente basadas en el uso de insecticidas
de sintesis de amplio espectro (Van Timmeren & Isaacs, 2013), cuya residualidad representa
una limitante adicional debido a la incidencia de D. suzukii préxima a la cosecha de la fruta,
sumada a la remanencia en el ambiente asociada a su periodicidad de aplicacion. Existen
ademas reportes de resistencia desarrollada a insecticidas para esta especie (Gress & Zalom,
2019). El manejo convencional suele ser acompafiado con trampas cebadas con compuestos de

fermentacion de baja selectividad (Cha et al., 2012).

Las caracteristicas biologicas y ecologicas de D. suzukii desafian a los métodos convencionales
de manejo de plagas, y urgen la busqueda de practicas alternativas mas especificas y sostenibles
para la mitigacion de la especie. En esta busqueda, las interacciones quimicas de la especie
recibieron especial atenciéon y a la actualidad se ha reunido vasta informacion. Durante las
primeras aproximaciones desde la Ecologia Quimica, se estudid la existencia de una feromona
en D. suzukii, debido a la disrupcion comportamental especifica intrinseca de estos compuestos.
Sin embargo, rapidamente esta linea evanesci6 ante la ausencia aparente de una via de
comunicacion basada en feromonas en esta especie. El compuesto acetato Z-11-octadecenilo
(cVA; cis-Vaccenyl Acetate, por sus siglas en inglés) es una feromona sexual ubicua del clado
melanogaster (al cual también pertenece D. suzukii) producida por los machos de las especies
(Symonds & Wertheim, 2005). Drosophila suzukii posee una atrofia anatdmica del sitio de
produccion de esta feromona, reducciones en la expresion de la respectiva OSN y de las
dimensiones del glomérulo del I6bulo antenal, mas no en la funcionalidad del respectivo receptor
periférico (Dekker et al., 2015). Recientemente, Lima y colaboradores (2023) han propuesto al

compuesto Z-9-tricoseno como una ‘feromona’ para D. suzukii pese a su ubicuidad en el género



Drosophila, ademas de estar presente en otras especies de Diptera. A priori, estos resultados
descartarian el desarrollo de estrategias especie-especifica basadas en feromonas. Ante este
escenario, la atencion recay6 en los aleloquimicos relevantes potencialmente para la ecologia
de la especie, y con especial énfasis para las hembras dada su responsabilidad en el origen del

dafo en los cultivos.

Como especie frugivora, el desarrollo de los estadios larvales sucede a expensas del consumo
de la fruta y, una vez alcanzado el estadio alado de la adultez, buscaran parejas sexuales para
viabilizar la descendencia potencial y, seguidamente, una nueva fruta donde depositar sus
huevos para dar continuidad al ciclo de la especie. Estos procesos ocurren en paisajes quimicos
dominados, en términos de biomasa e importancia ecologica, por olores de fruta, principalmente
ésteres. El grado de maduracion de la fruta utilizada preferentemente como sustrato de
oviposicién es una dimensién de nicho diferenciable de D. suzukii dentro del clado melanogaster.
Esta diferenciacién ecoldgica conlleva implicitamente una serie de adaptaciones evolutivas
confluyentes a mudltiples niveles sensoriales, principalmente mecano-sensoriales, olfativos y
gustativos (Karageorgi et al., 2017), ademas de la estructura anatémica para la oviposicion
(Atallah et al., 2014).

A nivel sensorial de la olfaccion, otras especies del grupo melanogaster presentan un elevado
grado de conservacion de los ORs (Stensmyr et al., 2003). Keesey y colaboradores (2015), a
través de un abordaje analogo demuestran una mayor sensibilidad electrofisiol6gica por VOCs
asociados a fruta en maduracion por parte de D. suzukii en relacién a Drosophila melanogaster
(Diptera: Drosophilidae). En algunos casos, D. suzukii presenta repetidas copias de los ORs de
VOC:s tipicos de fruta en maduracion, tal como los ésteres de cadena corta, en detrimento de
aquellos asociados a productos de fermentacién (Ramasamy et al., 2016; Revadi et al., 2015).
Sin embargo, los estados de maduracion avanzados de la fruta son igualmente preferidos por
ambas especies de Drosophila, inclusive estados mas fermentativos (Keesey et al., 2015). Por
lo tanto, los VOCs como claves sensoriales asociadas al sustrato de oviposicién brindan una
explicacion parcial sobre la utilizacion preferencial de sustratos no sobre-maduros. Los mismos
autores, reportaron la influencia comportamental del compuesto de hojas de plantas de fruitilla,
B-ciclocitral, sobre D. suzukii y no detectado por las otras Drosophila evaluadas, D. melanogaster
y Drosophila biarmipes (Diptera: Drosophilidae). El B-ciclocitral es un producto de la oxidacién
del carotenoide B-caroteno, e importante compuesto con funciones sefializadoras, tanto intra-
organismo como intra- e inter-especifico (Havaux, 2020). En D. suzukii, est4d probada la

atractividad a este compuesto, asi como sus efectos sinérgicos con acetatos y ésteres frutales



con grados de atraccion diferenciales entre los sexos (Pifiero et al., 2019). Algunos de estos
ésteres, como ser hexanoato de etilo y hexanoato de metilo, han sido reportados como
componentes de feromonas de otras especies del género Drosophila (Symonds & Wertheim,
2005).

Manejo Integrado de Drosophila suzukii

El Manejo Integrado de Plagas (IPM; Integrated Pest Management, por sus siglas en inglés)
(re)surge como paradigma para la seguridad alimentaria ante la dependencia exacerbada de
insecticidas para la mitigacion de plagas agricolas (Kogan, 1998). Este abordaje no prescinde
completamente de las practicas quimicas, sino que minimiza su utilizacion en pro de practicas
alternativas, culturales y biolégicas, dirigidas a mantener los niveles poblaciones de la plaga
debajo de un umbral de dafio admisible. Las practicas culturales estan dirigidas principalmente
al manejo del habitat para desfavorecer las condiciones 6ptimas para el desarrollo de la especie.
Entretanto, las practicas biol6gicas fomentan las interacciones ecolégicas benéficas del sistema
(control bioldgico) y la manipulacién del comportamiento de los organismos a través de
semioquimicos (control comportamental). De manera implicita, el IPM implicé abandonar la
nocién de soluciones genéricas para la vasta cantidad de casos e ir hacia estudio de caso
especie- y sistema de produccién-especifico. Asi, es necesario un profundo conocimiento sobre
aspectos bioldgicos y ecoldgicos de la especie, considerando el contexto de aplicabilidad de las

distintas practicas (Tait et al., 2021).

En el caso de D. suzukii, el uso de insecticidas esta por demas restringido por el momento de la
incidencia de la especie, y tanto mas necesario es un manejo integrado para su mitigacion. En
este sentido, se ha desarrollado una extensa base de conocimiento sobre la biologia de la
especie, y por su estatus de plaga, con particular énfasis en estrategias de mitigacion. La
Ecologia Quimica, por su parte, propone abordajes desde las habilidades olfativas tanto de D.
suzukii, a través de la identificacion de semioquimicos para la manipulacién comportamental de
la especie, como la utilizaciéon de claves quimicas por parte de enemigos naturales, para el

desarrollo u optimizacién de practicas con una impronta sostenible.



Capitulo I

Claves guimicas asociadas a la busqueda de hospederos del parasitoide de
Drosophila suzukii, Trichopria anastrephae (Hymenoptera: Diapriidae)

Control Bioldgico

El Control Biologico (CB) consiste en la regulacion de la poblacién natural de una especie plaga
por accion de otro organismo (Stenberg et al., 2021). Se basa en interacciones ecoldgicas
preexistentes en la naturaleza y es un componente fundamental dentro de un IPM. Segun
Stenberg y colaboradores (2021), se considera CB cuando (1) es mediado por organismos vivos,
(2) el objetivo, directa o indirectamente, es una especie plaga y (3) se apela a agentes residentes,
con y sin intervencién antrépica (‘CB de conservacion’ y ‘CB natural’, respectivamente), o los
agentes se introducen de forma permanente o temporal (‘CB clasico’ o ‘CB aumentativo’,
respectivamente). El organismo con capacidad de regular a la especie objetivo es denominado

‘agente de control biolégico’, ‘bio-controlador’ o ‘enemigo natural’.

Entre los agentes de CB de D. suzukii se destacan microorganismos entomopatégenos (hongos
y bacterias), virus, nematodos, insectos depredadores y parasitoides (Lee et al., 2019; Wang
et al., 2020). Dentro de estos Ultimos, se encuentran los agentes mas promisorios, extensamente

relevados en distintas regiones del mundo y estudiada su adecuacion a la plaga.

Los parasitoides son insectos tréficamente dependientes de otro artropodo, denominado
hospedero, al cual terminan truncandole el desarrollo. Cuando el hospedero es una especie
plaga, esta cualidad es ampliamente aprovechada para reducir la presién sobre los agro-
ecosistemas, y explica la atencion desde el ambito cientifico para comprender esta interaccion
ecoldgica. Los parasitoides, ademas de interrumpir eficientemente el ciclo de su hospedero,
primeramente, deben ser capaces de localizarlo en los agro-ecosistemas. Aunque son ambientes
naturales simplificados en cuanto a la complejidad ecoldgica, dado su elevado grado de
antropizacion, los agro-ecosistemas no dejan de ser escenarios desafiantes para la subsistencia
de estos organismos. Los enemigos naturales de especies fit6fagas habitan ambientes cuyos
paisajes quimicos estdn dominados por vegetacion y explotan considerablemente esta

informacion en la busqueda de hospederos (Vet & Dicke, 1992).

Las especies hospederas frugivoras suelen ser poco conspicuas por su desarrollo completo, o
gran parte de él, internamente en la fruta. No obstante, estan estrechamente asociadas a los

olores de fruta y/o tienen una incidencia sobre patrones de emision de VOCs de esta, advirtiendo



indirectamente su presencia. La busqueda de hospederos en tiempo y forma es un proceso
determinante en el éxito reproductivo de los parasitoides (Vinson, 1976). Este proceso es
optimizado a larga distancia por semioquimicos volatiles de plantas, especialmente a partir de
aquellas dafiadas por herbivoria (Price et al., 1980). La herbivoria suele modificar cualitativa y/o
cuantitativamente la emision de VOCs del sustrato, informando acerca de la condicién del
sustrato y contribuyendo al establecimiento de interacciones tri-tréficas en la naturaleza (Heil,
2008; Felton & Tumlinson, 2008). Dada la importancia del proceso de busqueda de hospederos
para la eficacia de estrategias de liberacion masiva de parasitoides en ambientes naturales,
entender cédmo los parasitoides utilizan las claves quimicas del ambiente puede tener

implicancias en la implementacién de esta clase de estrategias.

Drosophila suzukii es susceptible a mdltiples especies de parasitoides, comprendidas
principalmente en las familias Braconidae, Figitidae, Pteromalidae y Diapriidae (Carton et al.,
1986). Entre las mas destacadas y consideradas como agentes de control biolégico se
encuentran Ganaspis brasiliensis (Hymenoptera: Figitidae), una avispa parasitoide de larvas,
Trichopria drosophilae y Trichopria anastrephae (Hymenoptera: Diapriidae), ambas especies
generalistas de pupas de dipteros. Dentro de estas especies, se han encontrado distintas

poblaciones de T. anastrephae establecidas naturalmente en Uruguay.

Trichopria anastrephae (Hymenoptera: Diapriidae)

La avispa microhimendptera, Trichopria anastrephae (Hymenoptera: Diapriidae), es un
endoparasitoide idiobionte, generalista de pupas de especies de Diptera (Drosophilidae y
Tephritidae). Esto es, el desarrollo inmaduro sucede en el interior del hospedero y detiene el
desarrollo de este Ultimo al momento de ser parasitado, respectivamente. La especie fue descrita
por Costa Lima (1940) en asociacion con especies del género Anastrepha (Diptera: Tephritidae)
en Brasil. Los sucesivos reportes de la especie restringen su distribucion a la regién Neotropical
(Boscan & Godoy, 1996; Cruz et al., 2011; Ovruski et al., 2000). Pese a la aparente ausencia de
una historia co-evolutiva entre T. anastrephae y D. suzukii, la avispa se desarrolla eficientemente
sobre este novel hospedero con tasas de parasitismo alentadoras para su implementacién como
bio-controlador, tanto en condiciones controladas de laboratorio (Funes et al., 2024; Vieira et al.,
2019, 2020), semi-naturales en cultivos de invernadero (Kriger et al., 2023), asi como en
ambientes naturales cultivados (Wollmann et al., 2016), y sobre vegetacion adyacente no

cultivada (Buonocore-Biancheri et al., 2024) (Fig. 2).
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Esta especie esta intimamente emparentada con otro bio-controlador de D. suzukii, Trichopria
drosophilae (Hymenoptera: Diapriidae), producido a escala comercial para liberaciones masivas
en Europa. En cuanto a sus capacidades olfativas, ambas especies parasitoides del género
Trichopria detectan y son atraidas a olores de fruta infestadas por D. suzukii (de la Vega et al.,
2021; Wolf et al., 2020). La presencia de poblaciones adaptadas a las condiciones ambientales
regionales, mas la habilidad innata para desarrollarse en D. suzukii, sugieren la consideracion de
T. anastrephae como agente bio-controlador en América. No obstante, estos parasitoides son
especies generalistas, cuyos hospederos alternativos explotan nichos disimiles en relacién al tipo
de fruta y al grado de madurez de la misma. Una fruta puede ser identificada como tal a partir de
la composicion global de VOCs, donde la mixtura y proporciones de los compuestos pueden dar
indicios para una clasificacion mas precisa (Mostafa et al., 2022), asi como del grado de
progresion de la maduracion de la fruta (Keesey et al., 2015). Entonces, el ‘paisaje quimico’ frutal
proporciona potenciales claves informativas sobre la presencia y, eventualmente, la identidad del
hospedero. Los semioquimicos volatiles tienen un importante rol modulador en distintas
interacciones bioldgicas, siendo participes fundamentales en la estructuracion trofica entre las
plantas, los insectos herbivoros y los respectivos enemigos naturales (Price et al., 1980). En este
sentido, la manipulacion de parasitoides a través de semioquimicos puede resultar en programas
de control de plagas mas efectivos (Colazza & Wajnberg, 2013), y el aprendizaje de olores

asociados a su hospedero es una de ellas (Dukas, 2000; Giunti et al., 2015).

Aprendizaje olfativo en parasitoides

La capacidad de aprendizaje es un aspecto ampliamente reportado en parasitoides himendpteros
(Giunti et al., 2015; Lewis & Tumlinson, 1988). La plasticidad asociada al proceso de aprendizaje
le permite a estos organismos adaptarse a condiciones ambientales cambiantes (Dukas, 2000).
La vision (colores y formas, entre otros patrones) y la olfaccién, son los principales sentidos
involucrados asociados a procesos de aprendizaje en parasitoides (Giunti etal., 2015). En
relacion a este ultimo, el comportamiento exhibido por parasitoides es labil a la experiencia
olfativa en distintas etapas del desarrollo, tanto en estados inmaduros del desarrollo
holometabolo (pre-imaginales) como de adultos, siendo mas propensos estos ultimos, y con una
mayor predisposicion inmediatamente después de la emergencia (Turlings et al., 1993). Este
fendbmeno es una oportunidad para manipular el comportamiento de los bio-controladores,
permitiendo eventualmente incrementar la eficacia de busqueda de hospederos y, por tanto, la

efectividad del control biolégico (Papaj & Vet, 1990).



El aprendizaje durante etapas tempranas del desarrollo es denominado ‘condicionamiento pre-
imaginal’ (Thorpe & Jones, 1937) y esta relacionado al (cuestionado) ‘Principio de Seleccion de
Hospedero’ propuesto por Walsh (1864). Este Ultimo atribuye la ocurrencia de un proceso de
especializacion del insecto adulto en base a su experiencia alimenticia durante estadios
inmaduros del desarrollo. Por otro lado, existen reportes sobre la influencia de los VOCs del
sustrato infestado por el hospedero a los que estdn expuestos los parasitoides durante su
desarrollo (Gandolfi et al., 2003; Gutiérrez-lbafiez et al., 2007). En ambos casos, implicitamente
sucederian procesos cognitivos perdurables a los drasticos cambios asociados a los eventos de
metamorfosis y determinantes en la toma de decisiones del adulto.

Por su parte, el aprendizaje asociativo (apetitivo/aversivo) entre una respuesta comportamental
innata (por ejemplo, alimentacién u oviposicion) y un estimulo condicionado, cualquiera sea su
naturaleza (por ejemplo, quimica), ha sido evaluado y demostrado en mdultiples especies de
avispas parasitoides, particularmente relacionado al proceso de busqueda de hospederos (Giunti
et al.,, 2015). En consecuencia, se observan modificaciones comportamentales en proximas
exposiciones al (ahora) estimulo condicionado (Lewis & Tumlinson, 1988; Lewis & Takasu, 1990;
Little et al., 2019). En asociaciones relacionadas al hospedero, la oportunidad de oviposicion se
considera que actiia como refuerzo del aprendizaje a la clave olfativa (Kerguelen & Cardé, 1996).
El aprendizaje olfativo ha sido extensamente abordado en parasitoides de estadios larvales de
drosofilidos, tanto en especies generalistas como especialistas, del género Leptopilina. En este
sistema, entre otros aspectos, se conocen las dinamicas de aprendizaje, la memoria, la
plasticidad del aprendizaje adquirido (De Jong & Kaiser, 1991; Kaiser et al., 2003; Papaj & Vet,
1990).

A su vez, la memoria de la asociacion es un rasgo variable entre especies, y puede tener relacién
con el numero de eventos de refuerzo de la asociacion (Giunti et al., 2015; Hoedjes et al., 2011).
Asimismo, existe variabilidad en la capacidad de aprendizaje seguin el compuesto quimico o la
mixtura de compuestos evaluada (Meiners, 2003). Sin embargo, existen también casos de
asociacioén de compuestos ecolégicamente irrelevantes como fragancias artificiales (De Jong &
Kaiser, 1991) u orgénicas; vainilla (Kerguelen & Cardé, 1996) o metilsulfonilmetano (Frederickx
et al., 2014). Otro factor influyente sobre la capacidad de aprendizaje de una especie es su grado
de especializacion tréfica, bajo el supuesto de que las especies generalistas habitan ambientes
heterogéneos y donde este atributo podria adquirir una mayor relevancia ecolégica (Little et al.,
2019). No obstante, la capacidad de aprendizaje es un rasgo sujeto inclusive a variaciones

poblacionales (Hoedjes et al., 2011).



Por el contrario, y exceptuando al supuesto sobre la especializacion tréfica y las capacidades de
aprendizaje, existen casos donde no se observan modificaciones comportamentales tras la
aplicacion de procedimientos de aprendizaje. Por ejemplo, tal es el caso del parasitoide
generalista, Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae), cuyas preferencias olfativas de la
avispa adulta es independiente de las experiencias olfativas (Potting et al., 1997).

El capitulo | del presente trabajo, aborda las habilidades olfativas del parasitoide nativo, T.
anastrephae, en relacion con la basqueda de D. suzukii a través de VOCs frutales, tanto desde
aspectos comportamentales y electrofisiologicos de la olfaccién, como la plasticidad del
comportamiento en respuesta a claves olfativas a través de distintos procesos de aprendizaje.

Capitulo I

Caracterizacion de la capacidad olfativa en la técnica del insecto estéril de
Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae)

Técnica del Insecto Estéril

La Técnica del Insecto Estéril (SIT; Sterile Insect Technique, por sus siglas en inglés),
considerada como ‘CB autocida’, es una estrategia de mitigacién e incluso erradicacién de
especies plaga y vectores de larga data. A la actualidad, multiples especies han sido controladas
a través de la SIT en distintas partes del mundo (diferentes especies de la familia Tephritidae
plagas de frutales, ‘moscas Tsé-Tsé' vectores de la ‘enfermedad del sueio’ y el ‘gusano

barrenador del ganado’, Cochliomyia hominivorax (Diptera: Calliphoridae), causante de miasis.

La técnica se basa en la esterilizacidon de insectos tras exposiciones a radiacion ionizante
(gamma o X) en alguna etapa de su desarrollo. La sensibilidad a la radiacion y la tasa de division
celular estan asociadas positivamente (Bakri et al., 2005). En este sentido, el momento mas
apropiado del desarrollo para la esterilizacion es el estado de pupacion tardia, cuando las células
somaticas se encuentran en tasas basales de division a diferencia de las células germinales,
ademas de la practicidad de manipulacion asociada a su quiescencia. Las células germinales
son mas sensibles a la radiacion en términos de mutagénesis, produciendo aberraciones
cromosomicas, mal-formando los tejidos reproductivos, y dando lugar a adultos estériles
(Robinson, 2005). Estas células presentan distinto grado sensibilidad a la radiacion entre las
distintas especies de insectos, y definen la dosis necesaria para su esterilizacion (Bakri et al.,
2005). Ademas de cada especie, cada sexo posee una dosis de esterilizacion completa

especifica (Dyck et al., 2005). La esterilidad deriva del dafio cromosémico de las células



germinales, ocasionando la inhibicion de la mitosis de huevos fecundados debido al desbalance
genético de los gametos. La inviabilidad de la progenie producto de la cépula entre hembras
silvestres fértiles y machos estériles, disminuye el potencial reproductivo de la especie (Knipling,
1955). Tras liberaciones masivas y periodicas de machos estériles, se logra disminuir el potencial
reproductivo de las poblaciones naturales y los niveles poblacionales tienden a descender en el
tiempo, inclusive logrando escenarios de erradicacion de la especie. No obstante, las células
somaticas no estan exentas de posibles afectaciones secundarias capaces de comprometer el
desempefio de los adultos estériles debido a una capacidad competitiva disminuida. De esta
manera, la efectividad de la técnica depende ampliamente de cudn competitivos sean los machos
estériles en relacion a los silvestres por acceso a cépulas en la naturaleza (Calkins & Parker,
2005).

El género Drosophila es un modelo clasico en biologia con un vasto cumulo de estudios desde
multiples disciplinas, entre ellas la radiobiologia. Sin embargo, abordajes desde la ecologia
guimica de los insectos estériles es un area escasamente explorada. Nuestra propuesta evalla
posibles afectaciones sensoriales de la olfaccidbn en machos estériles de D. suzukii relevantes
durante el proceso de busqueda de parejas sexuales, y capaces de comprometer la eficacia de

la SIT en esta especie.

Técnica del insecto estéril aplicada a Drosophila suzukii

La SIT es una de las practicas de més reciente consideracion para la mitigacion de D. suzukii.
La dosis de radiacion para lograr la esterilizacion completa en la especie esta establecida, 50-75
Gy para las hembras (Lanouette et al., 2017), en tanto para los machos asciende a 200 Gy
(Kruger et al., 2018). Por otra parte, han sido evaluados parametros de competitividad como la
capacidad de vuelo y la supervivencia bajo condiciones nutricionales de estrés, y ninguno resulté
ser afectado por la radiacion (Krlger et al., 2018). Del mismo modo, el porcentaje de emergencia
y la proporcién de sexos serian insensibles a la radiacion (Kruger et al., 2018). En relacion al
comportamiento reproductivo, la propension de las hembras de copular en multiples ocasiones
seria baja y la cépula con machos estériles no modificaria este patron (Kriger et al., 2019). Sin
embargo, se ha observado reducciones en la duracion de la copula de los machos estériles, y
las hembras irradiadas muestran una mayor latencia para iniciar la copula (Kruger et al., 2019).
En 2022, se realizé el primer ensayo en condiciones naturales de liberacion masiva de machos
estériles de D. suzukii, donde Homem y colaboradores (2022) aducen una reduccién de la

poblacién natural de hembras superiores al 90 %. EI mismo afio, la asociacion FAO-IAEA (Food



& Agriculture Organization-International Atomic Energy Agency, por sus siglas en inglés) publico
un compendio basado en las publicaciones sobre radiobiologia de D. suzukii para su cria masiva
y el procedimiento para su esterilizacion (FAO-IAEA, 2022).

La principal dificultad de la SIT para D. suzukii radica en la imposibilidad de sexar antes de la
irradiacion, dada la ausencia de caracteres sexualmente dimorficos evidentes en ese momento
del desarrollo. Esto ha impulsado otra serie de investigaciones sobre de técnicas moleculares
(gene drive-CRISPR/CAS9) (Yadav et al.,, 2023) y la automatizacion del sexado en base al
dimorfismo sexual de los adultos (Dr. Gerardo de la Vega, comunicacién personal) para la
obtencidn, irradiacion y liberacion Unicamente de machos estériles. De momento, esta dificultad
implicaria la liberacién tanto de machos como de hembras vy, si bien la dosis para esterilizar
completamente a los machos excede y asegura la esterilidad de las hembras, la capacidad de
dafio de las hembras estériles con la oviposicién de huevos infecundos continda siendo una
incégnita. De todas formas, el impacto de la técnica a nivel de las poblaciones naturales deberia
permanecer inalterada, y con esta los escenarios plausibles de erradicacién de la especie.

A la actualidad, las afectaciones posibles a la sensibilidad del sistema olfativo de D. suzukii
subyacentes a la radiacion esterilizante es un aspecto inexplorado, pese a su potencial relevancia
en relacion a la competitividad de los machos estériles en contextos naturales, y siendo un
aspecto fundamental de la SIT. En el capitulo Il del presente trabajo, nuestro interés se centra
en el estudio de la competitividad de los machos estériles de D. suzukii en relaciéon al uso de
claves quimicas volatiles orientadoras de posibles sitios de cépula de la especie en los agro-

ecosistemas, a nivel fisioldgico, morfolégico y comportamental.



Objetivos

Objetivo general

La tesis aborda dos estrategias alternativas y complementarias basadas en controladores
biologicos para el manejo sostenible de Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae).
Primeramente, se evalué la capacidad de deteccion periférica y la respuesta comportamental de
Trichopria anastrephae (Hymenoptera: Diapriidae) a semioquimicos volatiles resultantes del
desarrollo de larvas de D. suzukii en plantas de frutilla (Fragaria x ananassa). Dentro de la
evaluacién de esta estrategia, se estudié también la plasticidad de la respuesta del parasitoide
segun la experiencia olfativa previa, en distintas etapas de su desarrollo. En segundo término,
enmarcado en la técnica del insecto estéril, evaluamos la capacidad olfativa a nivel
electrofisiol6gico, morfolégico y comportamental de los machos estériles de D. suzukii, como

posible factor de competitividad frente a machos silvestres.

Objetivos especificos

Capitulo I: Claves quimicas asociadas a la busqueda de hospederos del parasitoide
de Drosophila suzukii, Trichopria anastrephae (Hymenoptera: Diapriidae)

1) Caracterizar el perfil de volatiles de frutillas infestadas por Drosophila suzukii a los 5

y 10 dias posteriores a la infestacion, en comparacion con frutillas no infestadas.

2) Identificar los compuestos quimicos electrofisiolégicamente activos a nivel periférico
en las antenas de hembras de Trichopria anastrephae, y caracterizar la relacion dosis-

respuesta de la sefial olfativa.

3) Evaluar la respuesta comportamental de hembras de Trichopria anastrephae a

frutillas infestadas por Drosophila suzukii.

4) Determinar la plasticidad comportamental de hembras de Trichopria anastrephae en
base a la experiencia olfativa durante etapas pre-imaginales del desarrollo y la

capacidad de aprendizaje asociativo durante la adultez.



Capitulo II: Caracterizacion de la capacidad olfativa en la técnica del insecto estéril
de Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae)

1) Determinar la capacidad olfativa de machos estériles de Drosophila suzukii (120 'y 220
Gy) a nivel electrofisiolégico de las antenas mediante curvas dosis-respuesta a

ésteres frutales.

2) Evaluar la habilidad de orientacion de machos estériles de Drosophila suzukii (220

Gy) mediada por semioquimicos volatiles.

3) Cuantificar las sensilias olfativas a nivel de las antenas de machos estériles de
Drosophila suzukii (220 Gy).



Hipotesis

Capitulo I: Claves quimicas asociadas a la busqueda de hospederos del parasitoide
de Drosophila suzukii, Trichopria anastrephae (Hymenoptera: Diapriidae)

« El desarrollo de Drosophila suzukii modifica la emisién de compuestos volétiles de la
fruta, las hembras de Trichopria anastrephae detectan dicho cambio a nivel de las
antenas y pueden utilizar estas claves durante la blsqueda de hospederos. La
experiencia olfativa en distintas etapas del desarrollo del parasitoide condiciona las

preferencias olfativas durante la adultez.

Capitulo II: Caracterizacion de la capacidad olfativa en la técnica del insecto estéril
de Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae)

« El proceso de esterilizaciébn de Drosophila suzukii a través de radiacion ocasiona
afectaciones en las capacidades olfativas (a nivel fisiolégico, morfo-anatémico y/o

comportamental) de los machos adultos.



Materiales y Métodos

Plantas de frutilla (Fragaria x ananassa)

Para la realizacion de esta tesis, se utilizaron plantas de frutilla, Fragaria x ananassa Duchesne
(Rosales: Rosacea), de la variedad Yrupé. Dicha variedad es un producto registrado por el
programa de mejoramiento genético de hortalizas del INIA (Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria, Uruguay, 2019), caracterizada por su desempefio sanitario ante plagas y
enfermedades (Vicente et al., 2019). Las plantas se mantuvieron individualmente en macetas
(1,5 litros) con sustrato para frutos rojos (Kekkila®), en condiciones de invernadero en INIA, Las
Brujas (Canelones, Uruguay) hasta la fructificacién (Fig. 3A). Cuando las frutillas completaban
su coloracién rojiza caracteristica, las plantas fueron acondicionadas en una incubadora a
temperatura, humedad y fotoperiodo controlados (25 °C durante la fase diurnay 15 °C en la fase
nocturna, 60% de humedad relativa constante, y fotoperiodo 16:8 horas de luz y oscuridad,
respectivamente) en el Laboratorio de Ecologia Quimica (Facultad de Quimica, Universidad de

la Republica, Montevideo, Uruguay). Al dia siguiente se inici6 la sesién de colecta de volatiles.

Infestacion de la fruta

Cada frutilla, mantenida en planta, fue expuesta a tres parejas de D. suzukii durante 24 horas
(Fig. 3B). Para esto, las frutillas fueron envueltas con una jaula de tul (20 x 10 cm), conteniendo
un marco rectangular de acetato plegado en su interior para prevenir el colapso de la jaula y
permitir la libre circulacion de las moscas sobre la superficie de la frutilla. La jaula se sujeté desde
el pedunculo floral envuelto con algodén, mediante un precinto plastico. En el extremo opuesto,
un eppendorf con su base removida sujetado con un precinto plastico fue la via de ingreso de las
moscas. En el lado interior del tubo se colocé algoddn humedecido. Para cuantificar el grado de
infestacién de las frutillas, se removieron de la planta una vez culminada la colecta de volatiles,
y se sumergieron en una solucion saturada de sacarosa (> 20% m/v) para exponer a flote los

distintos estadios inmaduros de la mosca y asi realizar su conteo.

Colecta y andlisis de volatiles

Se realizé la colecta de volatiles de frutillas individuales de plantas infestadas en forma controlada
por D. suzukii, y de frutillas de plantas libres de infestacion (Fig. 3C). Se colectaron los volatiles
durante 24 horas en tres momentos del proceso de infestacion. En primer lugar, se hizo una

colecta inicial para conocer el perfil de volatiles de partida antes de ser asignada a un tratamiento.



Luego, se continué con una colecta intermedia al dia 5 y una colecta final al dia 10, posteriores
a la infestacion de la frutilla. Las frutillas fueron envueltas en una bolsa de poliéster (20 x 15 cm)
con una lamina de acetato rectangular enrollada en su interior, evitando el colapso de la bolsa
debido a la succién del aire y permitiendo la circulacién del aire circundante a la frutilla. La bolsa
de colecta fue sujetada al pedunculo floral junto con un filtro de carb6n activado para permitir el
ingreso de aire filtrado mediante un precinto plastico. El filtro consistié en un tubo de teflén (5 cm
de largo y 6 mm de diametro) con carbén activado granulado en su interior contenido entre lana
de vidrio. Por el extremo opuesto, se introdujo una pipeta Pasteur de vidrio con 60 mg de material
adsorbente (HayeSep Q) contenido entre lana de vidrio en su interior, a través del cual circuld
una corriente de aire para arrastrar los compuestos volatiles. La pipeta fue sujetada a la bolsa de
colecta a través de un precinto plastico, y su extremo exterior fue conectado a una bomba de

succion (Casella®, Apex2) utilizada con un flujo de 0.3 L/min.

Los VOCs retenidos en el adsorbente fueron eluidos con 1 mL de hexano (Carlo Erba®,
destilado) adicionados lentamente a través de la pipeta, arazén de 5 gotas por minuto. Al extracto
de volatiles asi obtenido se le adicioné un estandar interno (100 pL de solucién 60 pg/mL de
tridecano) para la cuantificacion de los compuestos presentes en la muestra. Las muestras se
almacenaron a -20 °C hasta ser analizadas por cromatografia gaseosa y espectrometria de
masas (GC-MS, Gas Chromatography-Mass Spectrometry, por sus siglas en inglés). Antes de la

inyeccion en el GC-MS, las muestras se concentraron a 100 uL bajo corriente de No.

Las muestras fueron analizadas mediante GC-MS, Shimadzu QP5050 (Shimadzu Corp., Japén),
equipado con columnas DB-5 y Carbowax (30 m, 0,25 mm de didmetro interno y 0.25 pm espesor
de fase estacionaria). Las muestras (1 L) fueron inyectadas en modo splitless (toda la muestra
ingresa a la columna cromatografica) con He como gas portador. El programa de temperaturas
inici6 a 40 °C durante 1 minuto, incrementando hasta 150 °C a razén de 5 °C/minuto y
subsecuentemente a 250 °C a 10 °C/minuto, manteniendo la columna a 250 °C durante 1 minuto.
La identificacion de los compuestos se baso los patrones de fragmentacién de la base de datos
NIST 17, observados en el software GCMS Solution (Version 4.45 SP1), asi como en los indices

de retencion.



Figura 3. (A) Planta de frutilla (Fragaria x ananassa) en periodo de fructificacion. (B) Jaulas para la
infestacion controlada de frutillas por Drosophila suzukii. (C) Colecta de volatiles de frutillas individuales.
(D) Frutilla sana (izquierda) y fruta con 10 dias de desarrollo de Drosophila suzukii (derecha).

Insectos

Los bioensayos fueron realizados en el Laboratorio de Ecologia Quimica con insectos
procedentes de capturas a campo realizadas en 2019, en Montevideo, Uruguay. Las moscas, D.
melanogaster y D. suzukii, son mantenidas en tubos de cria estandar con dieta artificial a base
de maiz (0,8 % agar, 4 % levadura de panificacién, 8 % harina de maiz, 10 % glucosa (m/v), 0,3
% &cido propidénico y 0,9 % (v/v) de solucién 10 % (m/v) de nipagin). Los recipientes de la dieta
fueron escalados conforme era necesaria una mayor cantidad de pupas de D. suzukii. Por otra
parte, las lineas de T. anastrephae son replicadas en D. melanogaster por su mejor performance
en la dieta utilizada, ademas de evitar posibles condicionamientos en los bioensayos
comportamentales. Los parasitoides son alimentados periédicamente con agua-miel (50 % v/v).
Los insectos permanecen en ambientes controlados de temperatura, humedad y fotoperiodo (22

+1°C, 65 £ 5 % de humedad relativay 12 horas de luz y oscuridad).

Esterilizacion de Drosophila suzukii

Las moscas fueron esterilizadas en el Centro de Investigaciones Nucleares (CIN, Facultad de
Ciencias, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay) con un irradiador GammacCell
4000A de fuente de Cobalto (°°Co). Fueron expuestas a distintas dosis de radiacion gamma (120
y 220 Gy) durante etapas de pupacion tardia (< 24 horas previas a la emergencia de los adultos),
previamente lavadas con agua destilada y secadas, contenidas en bolsas de poliéster. Las dosis
se obtuvieron con tiempos de exposicion aproximados de 3 h. 45 min. y 7 h. 30 min,,

respectivamente, a una tasa aproximada de 0,49 Gy/min. Cada tanda de irradiacion tenia su



respectivo grupo control de la irradiacion (0 Gy), los cuales permanecian sobre el irradiador
durante toda la sesién. A su término, las pupas fueron individualizadas e incubadas a las
condiciones habituales de cria hasta la emergencia de los adultos para su sexado bajo lupa en
base a la genitalia externa o la coloracion de las alas. En cada ocasion, se registré el porcentaje
de emergencia y la proporcion de sexos, ademas de las evaluaciones pertinentes sobre la
esterilidad-fertilidad lograda y la sobrevivencia, a modo de validacién de la técnica (ver ‘Apéndice

Ir).
Olfatometria: Respuesta comportamental a semioquimicos volatiles

Parasitoide, Trichopria anastrephae (Capitulo I)

Se evalud la respuesta comportamental de T. anastrephae a través de ensayos de olfatometria
de doble opcion (tubo en Y; 6 cm de cada seccidn) a olores de fruta asociados a su hospedero
en distintas presentaciones; (1) canalizando los olores directamente desde la frutilla, envuelta de
forma analoga al método de colecta de volatiles, dirigiendo la salida de aire hacia los brazos de
la arena experimental (23 réplicas), (2) los VOCs de frutilla en solucion dispensados en septos
de goma (10 uL) obtenidos de los extractos de colectas de volatiles (61 réplicas), y (3) a dos
dosis de hexanoato de etilo sintético (100 y 1000 ng) en oportunidad de evaluar los distintos
procesos de aprendizaje (descritos a continuacién). En ocasion de evaluar VOCs en solucion,
los septos cargados reposaban una hora antes de su utilizacién para permitir la absorcion de los
compuestos y la evaporacion del solvente. Los septos fueron depositados en recipientes
cilindricos horizontalmente dispuestos y conectados a los brazos de la arena experimental, a
través de los cuales fluyen longitudinalmente las corrientes de aire. Los estimulos en solucion
fueron evaluados en comparacion a un mismo volumen de solvente. Las avispas evaluadas
tenian entre 5 y 10 dias de edad, gravidas y alimentadas con agua-miel (50 % v/v). El aire
circulante del sistema fue previamente filtrado por carbén activado, humidificado y su flujo
regulado (0,25 L/min). ElI comportamiento individual fue registrado durante 3 minutos, y la
preferencia se analizé en base a la primera eleccion, el tiempo de permanencia en cada seccion
del dispositivo y la posicion final de la avispa. Las réplicas donde la avispa no exhibia preferencia
(inmdviles) fueron descartadas para el analisis estadistico y son reportadas en el porcentaje de

movilidad.



Mosca, Drosophila suzukii (Capitulo II)

Se evaluo la orientacion de machos de D. suzukii en base a estimulos quimicos volatiles a través
de ensayos de captura de doble opcion, de acuerdo a la metodologia utilizada por Tatarko et al.
(2023), con ligeras modificaciones. Las trampas ‘pit-fall elevadas’ consistian en viales de vidrio
(1,5 cm de didmetro y 4,5 cm de altura) con un tip de pipeta automatica de 1000 pL modificado
introducido, actuando de embudo e impidiendo la salida de las moscas una vez capturadas. El
conteo de las capturas en los viales se registro visualmente. El atrayente utilizado fue el producto
comercial Suzukii Trap® (50 uL), dispensado en septos de goma para evitar la estimulacion visual
dada su coloracién (anaranjada) caracteristica. El control de la estimulaciéon fue un mismo
volumen agua destilada. Las trampas fueron dispuestas en esquinas opuestas de la arena
experimental, distanciadas a 10 cm. La arena experimental consistia de un recipiente plastico
(13 cm de lado y 20 cm de altura) cerrado con una tapa perforada en su centro (7 cm de didmetro)
y cubierta por tela de tul a modo de ventilacion. Las moscas fueron liberadas desde la parte
central de la arena, desde donde también se proporcionaba agua destilada ad libitum a través de
un algodén embebido. En cada unidad de experimentacion se evaluaron 10 machos adultos de
3 a 7 dias de edad expuestos a distinta dosis de radiacion (0 y 220 Gy). Se registrd la proporcion
de capturas transcurridas 2, 4, 8 y 24 horas. Se completaron 12 y 15 réplicas para las moscas

control (0 Gy) y moscas estériles (220 Gy), respectivamente.

Electrofisiologia (EAG/GC-EAD): Deteccion periférica de compuestos volatiles

Las sefiales eléctricas aferentes al sistema nervioso central, resultantes de la deteccion periférica
de compuestos volatiles, pueden ser registradas por electroantenografia (EAG;
Electroantennography, por sus siglas en inglés), estableciendo un circuito eléctrico paralelo al
neurofisiol6gico de los insectos. La técnica presenta variantes segun la via de ofrecimiento de
los compuestos quimicos; deteccion electroantenografica acoplada a cromatografia gaseosa
(GC-EAD; gas chromatography-electroantennographic detection, por sus siglas en inglés),
cuando los compuestos son separados previamente a través de una columna cromatogréfica,
identificando qué compuesto/s de una mezcla produce/n respuesta/s electrofisiologicals, o EAG
en su version clasica, al dispensar las soluciones desde un soporte (por ejemplo, papel de filtro)
y elllos compuesto/s es/son arrastrado/s por corrientes de aire de flujo, momento y duracién
controladas. Esta Ultima, permite relacionar la dosis ofrecida y la amplitud de la sefial eléctrica

obtenida, aproximando asi los limites inferior y superior de la deteccion.



En ambos insectos estudiados, tanto la avispa parasitoide como la mosca, el circuito eléctrico
fue establecido a través de micro-electrodos de plata (Ag/AgCl), dispuestos dentro de capilares
de vidrio e inmersos en las respectivas soluciones salinas conductoras (Ephrussi & Beadle,
1936); Solucion Ringer Beadle-Ephrussi (NaCl 128 mM, KCI 4,7 mM y CacCl,.2H>0 1,9 mM), para
T. anastrephae, y solucion Ringer Drosophila (NaCl 46 mM, KCI 182 mM, CaCl, 3 mMy Tris base
10 mM, pH = 7), en el caso de las moscas. El electrodo de registro establecia contacto con el
extremo apical de las antenas, en tanto el electrodo de referencia contactaba la parte basal de
la antena en el caso de T. anastrephae (Fig. 4A), o en la seccién posterior de la cabeza en D.
suzukii (Fig. 4B). Las sefiales eléctricas fueron pre-amplificadas mediante una combi-probe
Syntech (Paises Bajos) y re-amplificadas por un amplificador de alta impedancia (IDAC-2,

Syntech; Paises Bajos), visualizadas y analizadas en el software de Syntech (version 2014).

Figura 4. Establecimiento de los circuitos de electroantenografia. (A) Antena de Trichopria anastrephae
suspendida entre los capilares de los electrodos de registro (izquierda) y de referencia (derecha). (B) Mosca
encepada de Drosophila suzukii contactada con el capilar del electrodo de registro sobre a la region IV del
funiculo (derecha) y el capilar con el electrodo de referencia contacta la parte posterior de la cabeza
(izquierda).

GC-EAD y EAD dosis-respuesta de Trichopria anastrephae (Capitulo 1)

Se utilizaron antenas aisladas de hembras adultas de T. anastrephae menores a 10 dias de edad.
A la antena extirpada, se le removié el escapo y el ultimo flagelémero del flagelo, y fue montada
a la salida de la columna de un cromatégrafo de gases. El sistema cromatografico consistié en
un GC (Hewlett-Packard, 5890 series Il) equipado con una columna DB-5 (30 m x 0.25 mm x
0.25 um; Alltech, USA) y un detector de ionizacién de llama (FID, Flame lonization Detector, por



sus siglas en inglés). La temperatura del inyector y el detector se mantuvo a 250 °C, y la interfase
de EAD (Syntech TC-02) a 220 °C. Las muestras (1 pL) se inyectaron en modo splitless utilizando
H> como gas portador (2 mL/min). El efluente de la columna es dividido en partes iguales entre
el FID y el EAD, utilizando N2 (20 mL/min) como gas adicional de compensacion antes de la
divisién. Por otra parte, un controlador de delivery de estimulos Syntech (CS-55, Paises Bajos)
dirigia los compuestos eluidos de la columna hacia la antena a través de un flujo continuo de aire
(1 L/min).

Deteccion de compuestos volatiles de frutilla

Los estimulos evaluados resultan de una mezcla de muestras representativas de volatiles de
frutillas a los dias 5 y 10 posteriores la infestacion por D. suzukii. El programa de temperaturas
fue semejante al utilizado para la identificacion y cuantificacion de compuestos por GC-MS. Se
realizaron 20 réplicas independientes para cada uno de los tiempos post-infestacion de la fruta,
utilizando igualmente antenas izquierda y derecha ante una posible asimetria en la distribucion
de los ORs entre las antenas. Ademas, para este punto se evalué la respuesta de otra especie
de parasitoide, Leptopilina boulardi (Hymenoptera: Figitidae), de una forma analoga a las

muestras mencionadas y la misma cantidad de réplicas (ver ‘Apéndice I').
Dosis-respuesta a hexanoato de etilo

La relacién dosis-respuesta fue evaluada a través de una variante ad hoc a la clasica modalidad
de ofrecimiento de estimulos. Las distintas dosis fueron ofrecidas via GC isotérmico (100 °C),
inyectadas en el cromatografo cada 105 segundos para una misma dosis (tres inyecciones de
cada dosis) y 120 segundos entre las distintas dosis. De esta forma, se evitaba la co-elucién del
hexanoato de etilo con el solvente de la corrida siguiente, y brindaba un tiempo prudente para la
recuperacion eléctrica de la antena. Esta metodologia permite una evaluacion de dosis-respuesta
€en una misma antena, con dosis precisas y sin respuesta mecanica al aire, ambas limitaciones
del EAG clasico. La preparaciéon de las muestras contemplaba la division en partes iguales entre
el FID y el EAD, ofreciéndole una serie de masa efectiva ascendente a la antena (0,10; 0,25;
0,40; 0,55; 0,70; 0,85; 1,00 ng). Se evalué la relacion dosis-respuesta en 8 réplicas

independientes.

EAG dosis-respuesta de Drosophila suzukii (Capitulo I1)

La relacion dosis-respuesta de EAG fue evaluada en machos adultos virgenes de D. suzukii de

3 a 14 dias de edad, expuestos a distintas dosis de radiacion; 0, 120 y 220 Gy. Las moscas



fueron encepadas en un tip de pipeta automéatica (200 uL), cuyo extremo era mas estrecho
respecto al térax, impidiendo su retorno con algodon desde el extremo posterior e inmovilizando
la cabeza con cinta parafilm. A cada individuo se le ofrecio cuatro pulsos de aire sucesivos (cada
45 segundos), arrastrando el compuesto aplicado en papel de filtro (1 cm?; 10 pL de una solucién
en hexano). Se ofreci6 una serie de concentracion ascendente del compuesto de interés,
obteniendo dosis en el papel de filtro 0,01; 0,1; 1; 10; 100; 1000 ng. Las estimulaciones de la
antena se espaciaron 60 segundos para permitir la recuperacion eléctrica de la antena. Los
estimulos evaluados fueron tres ésteres tipicos de fruta, butanoato de etilo, acetato de isoamilo
y hexanoato de etilo. Antes del compuesto de interés, se le ofrecian cuatro pulsos del solvente
(10 uL de hexano), a modo de conocer la respuesta mecanica a los pulsos de aire y/o al solvente,
y desconsiderar dicha amplitud en las posteriores respuestas. De cada cuarteta de pulsos, el
primero era descartado del andlisis por tender a dar respuestas mayores respecto a los tres
pulsos restantes. Esta mayor respuesta se debe a que el compuesto se volatiliza durante un
tiempo mas prolongado antes del primer pulso, concentrandose dentro del cartucho sellado y
liberando asi una dosis mayor en el primer pulso. Los dltimos tres pulsos corresponden a una
dosis efectiva homogénea, por lo que se promedian entre si las respuestas de la antena. A los

promedios de cada dosis se le resta la respuesta promedio al solvente/aire.

Se completaron 14, 9y 12 réplicas a butanoato de etilo, 11, 7 y 13 réplicas a acetato de isoamilo
y 5, 3y 11 a hexanoato de etilo para los distintos grupos de moscas (0, 120 y 220 Gy,
respectivamente). Se contrastaron las curvas dosis-respuesta para cada compuesto entre los

distintos tratamientos de radiacion.

Aprendizaje olfativo de Trichopria anastrephae (Capitulo I)

Se evaluaron dos procesos de aprendizaje olfativo de T. anastrephae a través de la exposiciéon
a hexanoato de etilo sintético a distintos momentos del desarrollo del parasitoide. En ambos
casos, el condicionamiento comportamental de hembras menores a 2 dias de edad fue evaluado
a través de ensayos de olfatometria de doble opcion. En un brazo del olfatdmetro se colocé el
septo de goma cargado con hexanoato de etilo en solucion de hexano (50 pL) utilizado durante
el condicionamiento; 100 ng de estimulo para evaluar las avispas pre-expuestas durante el
desarrollo pre-imaginal, y 1000 ng de estimulo para evaluar el protocolo de aprendizaje
asociativo. Entretanto, en el brazo control del olfatdbmetro se colocé un septo control cargado con

un mismo volumen de solvente.



Condicionamiento pre-imaginal

El procedimiento consistio en la exposicion de avispas a hexanoato de etilo en fase vapor, desde
etapas tempranas del desarrollo hasta su emergencia (25 dias, aproximadamente). Para
minimizar la exposicion a otros olores durante las etapas pre-imaginales, las pupas de D. suzukii
fueron lavadas con agua destilada y aireadas brevemente sobre papel absorbente con
anterioridad a ser parasitadas durante 24 horas, a razén aproximada de 1:15 (parasitoide y
hospedero, respectivamente) seglin lo propuesto por Vieira etal. (2019). Los hospederos
parasitados permanecieron incubados en la parte superior de un recipiente de acrilico con dos
camaras interconectadas, permitiendo la difusion y exposicion al compuesto volatil, dispensado
desde la cdmara baja. EI compuesto fue dispensado desde cebos (acido estearico y caolin,
70:30) cargados con 50 mg de hexanoato de etilo, recambiados cada 5 dias (2,2 mg/dia). De
forma preliminar, fue evaluada la vida Gtil del cebo por pérdida de peso y la dinAmica de emisién
a través de colectas de volatiles y andlisis cuantitativos de GC-MS (Dra. Maria Eugenia Amoras,

comunicacion personal), para establecer la frecuencia de reposicién del cebo.

Aprendizaje asociativo

En este caso, evaluamos la capacidad de aprendizaje asociativo clasico a claves olfativas
durante la etapa adulta de T. anastrephae. En este procedimiento, se ofrecieron hospederos
(estimulo incondicionado) a hembras adultas de T. anastrephae de temprana edad (1 a 2 dias),
gravidas y alimentadas, para desencadenar la respuesta innata de oviposicion mientras eran
expuestas al compuesto volatilizado, hexanoato de etilo (a priori, estimulo neutro o aversivo a las
dosis evaluadas en ensayos preliminares). El procedimiento de exposicion fue semejante al
realizado por Vet & Groenewold (1990) con leves maodificaciones. Cada tratamiento fue llevado
a cabo en matraces de 125 cm?® donde permanecian las avispas (10-15) en presencia de septos
de goma embebidos con hexanoato de etilo, precargados con 1 hora de antelacion. Se agregaron
pupas del hospedador para permitir la oviposicién durante 2 horas. Culminada la exposicion
asociativa, y transcurridos 30 minutos de descanso, se evalud la preferencia comportamental en

bioensayos de olfatometria de doble opcion.

Para comprobar el suceso de aprendizaje de tipo asociativo, es decir, la capacidad de asociar la
clave olfativa con una recompensa, en este caso, la presencia de hospederos, este
procedimiento debié ser acompafado de los siguientes controles: (1) avispas sin hospederos
expuestas al aire control (septo cargado con hexano), sin exposiciéon a la clave olfativa, (2)

avispas con experiencia de oviposicidn sin estimulacién olfativa, (3) avispas expuestas



Unicamente a la clave olfativa, y (4) avispas expuestas al olor y con experiencia en oviposicion
desfasados en el tiempo. La experiencia de oviposicion fue sobre D. suzukii con menos de 24
horas de pupacion, respetando la relacion parasitoide-hospedero propuesta por Vieira y
colaboradores (2019) mencionada anteriormente. De esta manera, el acceso a hospederos
(considerados de buena calidad) asociado a una clave olfativa podria condicionar las

preferencias olfativas en préximas exposiciones a la clave quimica.

Micrografias electronicas de barrido de antenas de Drosophila suzukii (capitulo II)

La superficie de las antenas de machos de D. suzukii de 3 dias de edad, estériles (220 Gy) y de
los respectivos controles (0 Gy), fueron escaneadas para evaluar posibles afectaciones en el
namero de sensilias (basicénicas y tricoideas), asi como observar posibles malformaciones
asociadas al proceso de irradiacion. Las sensilias basiconicas son las principales portadoras de

OSNs con expresion de los ORs para los ésteres frutales evaluados a través de EAG.

Las muestras fueron procesadas y observadas en el Laboratorio de Microscopia Electrénica de
Barrido de la Facultad de Ciencias (Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay).
Primeramente, las moscas (n = 3 para cada dosis de radiacién) fueron fijjadas durante 12 horas
en glutaraldehido 2,5 %, doblemente lavadas con buffer fosfato (PBS, Phosphate Buffered
Saline, por sus siglas en inglés) por 10 minutos cada una y, posteriormente, deshidratadas en
una serie ascendente de alcohol (50°, 70°, 90° y 100° durante 10 minutos cada una. Las
muestras fueron mantenidas en alcohol absoluto (> 99,5%) y conservadas en frio (4 °C) hasta su
secado y metalizado el dia anterior a su observacion. Previamente al secado, las moscas fueron
decapitadas bajo alcohol absoluto. A continuacion, el solvente fue eliminado a través de un
secador de punto critico de CO, (Denton Vacuum) para evitar el dafio estructural de la superficie
de las muestras, y estas fueron metalizadas con oro (plasma) mediante la técnica de sputtering
(Denton Vacuum Desk Il). La observacién se realizé a través de un microscopio electrénico de
barrido (JEOL JSM 5900-LV) a magnificaciones de x90 (cabeza), x350 (ambas antenas), x2000
y x4000 para observar en detalle regiones especificas de las antenas y cuantificar las sensilias
olfativas, y entre x20000-45000 para la observacion en detalle de los poros de las sensilias

olfativas. El andlisis de las micrografias se realiz6 a través del software ImageJ.



Analisis estadistico

El perfil de volatiles global fue analizado a través de un escalamiento multidimensional no-métrico
(NMDS; Non-Metric Multidimensional Scaling, por sus siglas en inglés) y el contraste estadistico
entre tratamientos mediante un ANOVA multivariante permutacional (PerMANOVA) en base a
9999 permutaciones (‘vegan’ package). Este test se utiliza dada su flexibilidad al no asumir una
distribucién de los datos previa y su falta de sensibilidad a la multi-colinearidad (Anderson, 2001).
Los datos fueron transformados a la cuarta raiz (Xj **) dada la presencia de ceros en la matriz
por la ausencia de ciertos compuestos (Wold et al., 2001). La matriz disimilitud utilizada fue la de
‘Canberra’. Este indice suele ser utilizado en datos proximos a un origen por su sensibilidad a
valores cercanos a cero. La transformacion hace mas simétricos los datos y evita que los
compuestos mayoritarios definan el célculo de la disimilitud. Entretanto, las diferencias
cuantitativas de los compuestos mayaoritarios entre los tratamientos fueron analizadas mediante

regresiones lineales mixtas, simples y mdltiples (‘nlme’ package).

Las variables categodricas (primera eleccion y posicion final) de los ensayos de olfatometria de
doble opcion fueron analizadas mediante test binomiales, con probabilidad de éxito de 2 y V5,
respectivamente (‘stats’ package). El tiempo de residencia fue analizado mediante el test de
Wilcoxon no paramétrico ante el incumplimiento de los supuestos de la estadistica paramétrica

(‘stats’ package).

El andlisis de las curvas dosis-respuesta se centrd en los puntos de maxima separacion entre los
tratamientos (0, 120, y 220 Gy) la cual se producia a la mayor dosis de compuesto evaluada
(1000 ng), excepto para hexanoato de etilo, cuyo contraste entre tratamientos fue realizado a la
dosis de 100 ng. Estas diferencias fueron analizadas mediante regresiones lineales simples
(‘stats’ package), y a través de los paquetes ‘DHARMa’ y ‘emmeans’ se evaluaron los ajustes de
los modelos y la comparacién mdultiple entre tratamientos con correccion de Bonferroni,

respectivamente.

Se utilizé estadistica bayesiana para un modelo binomial (‘brms’ package) en la estimacion de
diferencias entre las proporciones de moscas capturadas segun la dosis de radiacién
administrada (0 Gy vs. 220 Gy). El modelo bayesiano aplicado permite, con cierta flexibilidad,
incorporar sencillamente variables aleatorias (caja de muestreo, fecha y tiempo de observacion).
Se utilizaron las previas por default (no informativas) y la cantidad de cadenas e iteraciones por
cadena también por default (4 y 2000, respectivamente). Las caracteristicas del modelo vy el

diagnostico de residuos se constataron a través del paquete ‘DHARMa’ y la comparacion de



modelos (con y sin interaccion con la variable temporal) se realiz6 con la funcion ‘loo_compare’

para el criterio LOO (‘Leave-One-Out cross-validation’).

La densidad de sensilias olfativas (sensilias/mm?) en las antenas de moscas expuestas a distinta
dosis de radiacién (0 y 220 Gy) fue contrastada a través de un test de Student para las sensilias
basicénicas y el test de Wilcoxon para las sensilias tricoideas.

Todos los andlisis y gréaficos se realizaron en el software R (version 4.3.1).



Capitulo I:

Claves quimicas asociadas a la busqueda de hospederos del
parasitoide de Drosophila suzukii, Trichopria anastrephae
(Hymenoptera: Diapriidae)



NMDS2

Resultados

Compuestos Orgéanicos Volatiles de frutilla (Fragaria x ananassa)

El andlisis cualitativo y cuantitativo a través de GC-MS permitié identificar y cuantificar los VOCs
caracteristicos de las frutillas para determinar como incide la infestacion de la plaga a nivel de la
quimica volatil de la fruta. El grado de infestacion de las frutillas fue variable, en promedio se
constato la presencia de 10,2 + 6,4 larvas en cada frutilla. Los perfiles de volatiles globales de
frutillas a 5 y 10 dias posteriores a la infestacion de D. suzukii, y los respectivos controles de la
infestacion, fueron analizados a través de un escalamiento multidimensional no-métrico (NMDS).
Cada punto representa una planta en el plano bidimensional como resultado de la disimilitud
multivariada en relaciéon a las plantas restantes, y los (minimos) poligonos convexos trazan el

agrupamiento de las plantas segun su tratamiento (Fig. 5).

Control dia 5

° Infestada dia 5

* Control dia 10
Infestada dia 10
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Figura 5. Ordenacion multidimensional no-métrica (NMDS) basada en el indice de disimilitud de Canberra
de los compuestos organicos volatiles de frutillas infestadas por Drosophila suzukii. Las frutillas infestadas
por D. suzukii a los dias 5 (rojo) y 10 post-infestacion (violeta), y los correspondientes controles (verde y
celeste, respectivamente). El valor de Stress fue 0,2. Los contrastes estadisticos fueron analizados a
través de un MANOVA permutacional.

Estos planos nos permiten representar en dos dimensiones del espacio el perfil global de VOCs

asociados a cada uno de los tratamientos y qué tan disimiles son en cuanto a su composicion.



En la figura 5, se observa como los perfiles de volatiles de los tratamientos se van distanciando
conforme progresa la maduracion de la fruta y el desarrollo de los estadios inmaduros de D.
suzukii en el interior de la fruta. Esta configuracion en el espacio también se sustenta con las
diferencias estadisticas entre tratamientos, validada estadisticamente a través de un MANOVA
permutacional (PerMANOVA, p-valor = 0,0001).

Los contrastes entre los tratamientos indican la existencia de diferencias significativas entre la
condicion de la fruta (control vs. infestada) a ambos tiempos evaluados, 5y 10 dias posteriores
a la infestacion (test de PerMANOVA pareado, p-valor = 0,0426 y p-valor = 0,0036,
respectivamente). Asimismo, la comparacién entre los perfiles de VOCs de la fruta bajo distinta
condicién a través de los distintos tiempos de evaluacién presenta diferencias estadisticamente
significativas. Es decir, la emisiébn de VOCs de las frutillas libres de infestacién a los 5 dias
respecto a los emitidos por frutillas infestadas a los 10 dias post-infestacion, y viceversa, los de
las frutillas infestadas a los 5 dias en relacion a los de las frutillas libres de infestacion al décimo
dia, también difieren entre si (test de PerMANOVA pareado, p-valor = 0,0312 y p-valor = 0,00086,
respectivamente). Por otro lado, el valor de Stress (0,2) segln la escala de interpretacion del

Stress de Kruskal es un valor aceptable y la ordenacién carece de arbitrariedad.

Los perfiles se evaluaron en base a los 30 compuestos volatiles identificados,
desproporcionadamente representados por ésteres de cadena corta saturados y, en menor
representacion, ésteres insaturados, monoterpenos, sesquiterpenos, compuestos aromaticos y
alcoholes, entre otros compuestos minoritarios. La emision neta de compuestos por frutilla de un

mismo tratamiento fue variable mas no tanto las proporciones de los compuestos (Tabla 1).

Tabla 1. Compuestos Organicos Volatiles (VOCs) agrupados por grupos quimicos para cada tratamiento
de las frutillas, infestadas por Drosophila suzukii y los respectivos controles, transcurridos 5 y 10 dias
posteriores a la infestacion. La cantidad es expresada en ug equivalentes de estandar interno (tridecano)
emitidos por frutilla durante 24 horas (promedio + desviacién estandar).

Grupos quimicos Dia 5 Dia 10
Control Infestada Control Infestada
Esteres saturados 40,3+ 24,2 51,5 + 55,3 31,8+ 20,3 68,4+ 41,3
Esteres insaturados 0,4+0,2 0,5+0,5 0,5+0,6 24+17
Monoterpenos 0,2+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1 0,09 +£ 0,02
Sesquiterpenos 0,4+0,3 0,5+0,3 0,3+0,2 0,5+0,3
Aromaticos 0,05+ 0,03 0,10 + 0,06 0,02 + 0,02 0,1+0,1

Alcoholes 0,2+0,3 0,5+0,7 0,3+0,6 04+04




Eq. estandar interno (ug)

Dia 5 post-oviposicion

30+

201

101

En los cuatro perfiles analizados se identifica la presencia de tres compuestos dominantes;
butanoato de etilo, hexanoato de metilo y hexanoato de etilo, tres ésteres saturados frutales
tipicos cuyas emisiones varian en los distintos tratamientos. El andlisis multivariado (regresion
lineal mdltiple) entre las cantidades netas emitidas de los ésteres mayoritarios, contemplando el
efecto aleatorio de la identidad de las plantas, muestra significancia estadistica para la
interaccion entre el tiempo y los tratamientos (F = 8,0097, p-valor = 0,0115). De los contrastes
estadisticos entre cada tiempo y tratamiento, la mayor diferencia estadisticamente significativa
resulta al décimo dia entre las plantas control y las plantas infestadas (T-ratio = -3,069, p-valor =
0,0319). Entretanto, se observan diferencias estadisticas marginalmente significativas entre las
plantas control al dia 5 y las plantas infestadas al dia 10 (T-ratio = -2,559, p-valor = 0,0859) y
entre los distintos tiempos para las plantas infestadas (T-ratio = -2,805, p-valor = 0,0538).

Posteriormente, analizamos las diferencias cuantitativas de los tres ésteres evaluados
individualmente. A los 5 dias posteriores a la infestacion por D. suzukii no se observan diferencias
cuantitativas para ningin compuesto entre tratamientos. Sin embargo, con el transcurso del
tiempo se comienzan a observar las diferencias; entre los tratamientos para hexanoato de metilo
y hexanoato de etilo al décimo dia, y entre los tiempos para hexanoato de metilo en las frutillas

control y para hexanoato de etilo en las frutillas infestadas (Fig. 6).

Fruta control ] Fruta infestada

Dia 10 post-oviposicion

*hk

s

Butanoato de etilo Hexanoato de metilo Hexanoato de etilo Butanoato de etilo Hexanoato de metilo Hexanoato de etilo

Figura 6. Cuantificacion de los ésteres mayoritarios conforme progresa la maduracién de la frutilla con la
infestacion de Drosophila suzukii. Los colores diferencian entre tratamientos; plantas infestadas (rojo) y
plantas libres de infestacién (amarillo), y los paneles clasifican segun el tiempo transcurrido desde la
infestacion; 5 dias (izquierdo) y 10 dias (derecha). Las barras representan el promedio relativo a la cantidad
de estandar interno, tridecano + error estandar. Los asteriscos (*) indican la significancia estadistica, p-
valor < 0,05 (*) y p-valor < 0,001 (***), resultante de modelos lineales mixtos.




La interaccion entre el tiempo y los tratamientos del modelo para butanoato de etilo muestra
significancia estadistica (F = 7,9915, p-valor = 0,0116). Sin embargo, el contraste pareado indica
diferencias estadisticas marginales entre el tiempo para las plantas infestadas asociadas a un
incremento en la cantidad emitida (T-ratio = -2,799, p-valor = 0,0544), y entre tratamientos al
décimo dia favorable a las frutillas infestadas (T-ratio = -2,741, p-valor = 0,0609). Entretanto, para
hexanoato de metilo, el modelo muestra significancia estadistica para ambas variables, tiempo y
tratamiento (F = 12,4258, p-valor = 0,0026 y F = 10,3974, p-valor = 0,0050, respectivamente),
mas no para su interacciéon (F = 1,6733, p-valor = 0,2131). La comparacion multiple de a pares
resulta en una reduccién estadisticamente significativa para las plantas libres de infestacion a
través del tiempo (T-ratio = 3,398, p-valor = 0,0163), y una diferencia significativa entre
tratamientos al décimo dia hacia las plantas infestadas (T-ratio = -3,424, p-valor = 0,0155). A su
vez, la cantidad de hexanoato de metilo presente en las plantas infestadas al dia 5 es superior
respecto al de las plantas libres de infestacion al dia 10 (T-ratio = 3,205, p-valor = 0,0243). Por
altimo, el modelado de la cantidad de hexanoato de etilo entre tratamientos y en funcién del
tiempo, muestra significancia estadistica tanto para cada una de las variables explicativas (F =
8,8103, p-valor = 0,0086 y F = 8,7682, p-valor = 0,0087, respectivamente) como para su
interaccion (F = 15,9700, p-valor = 0,0009). El contraste de a pares entre estas variables denota
diferencias estadisticas marginales en las plantas control asociadas a una reduccién (T-ratio =
2,796, p-valor = 0,0548) y un incremento estadisticamente significativo en las plantas infestadas
a través del tiempo (T-ratio = -3,199, p-valor = 0,0245). La comparacion entre tratamientos al
décimo dia muestra la mayor diferencia cuantitativa para hexanoato de etilo (T-ratio = -4,948, p-
valor = 0,0006). Asimismo, esta cantidad del compuesto en las plantas infestadas al décimo dia
es significativamente superior respecto a las plantas control a tiempo medio (T-ratio = -3,224, p-
valor = 0,0233).

Olfatometria de Trichopria anastrephae a VOCs de frutilla

En una primera instancia, evaluamos la preferencia de T. anastrephae ante los compuestos
volétiles de frutillas en planta con 10 dias de infestacion por D. suzukii en relacion a los de frutillas
sanas (n = 23) (Fig. 7). Se observé una movilidad alta en los insectos, el 85% de los mismos
ingreso al dispositivo y opt6 por una de las opciones. Los tres parametros analizados (primera 'y
Ultima eleccién, y el tiempo de permanencia en cada seccion del dispositivo) resultaron
favorables a los olores de fruta asociados a la presencia del hospedero. La primera eleccién y el
tiempo de permanencia presentaron sustento estadistico, p-valor = 0,002 (test binomial exacto)

y p-valor = 0,034 (test de Wilcoxon, V = 121), respectivamente. En promedio, las avispas



(A)
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permanecieron 115 + 14 segundos en la seccion del estimulo y 30 + 14 segundos en la seccion
de control. Entretanto, la tendencia a favor del estimulo en relacién a la posicion final del insecto
carece de significancia estadistica (test binomial exacto, p-valor = 0,1196).
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Figura 7. Respuesta de Trichopria anastrephae en olfatdémetro de doble opcidn hacia volatiles de frutilla
con 10 dias de infestacién por Drosophila suzukii (rojo) y madurada naturalmente (blanco). En orden
descendente, (A) primera eleccién, (B) posicién final a los tres minutos de evaluacion y (C) el tiempo de
permanencia promedio en cada seccion del dispositivo con sus respectivos errores estandar. Los
asteriscos (*) indican la significancia estadistica, p-valor < 0.05 (*) y p-valor < 0.01 (**), resultante del test
binomial exacto y del test de Wilcoxon.

A continuacion, evaluamos la atractividad del estimulo quimico preferido anteriormente
dispensado en soluciéon de hexano, utilizando el solvente como control de la estimulacién (n =
61) (Fig. 8). En este caso, la movilidad de los insectos fue del 50 % y, en términos generales, se
observa la misma tendencia favorable al estimulo mas no tan pronunciada en relacién al
resultado anterior. Tanto la primera eleccién como la posicion final presentan una tendencia
estadisticamente significativa hacia el estimulo (test binomiales exactos, p-valor = 0,0328 y p-
valor = 0,0038, respectivamente). Por su parte, el tiempo promedio de permanencia en la seccion
del dispositivo por donde procede el estimulo fue de 93 + 11 segundos y de 52 + 10 segundos
en el respectivo control, siendo marginalmente superior en el primero (test de Wilcoxon, p-valor
=0,0984, V = 809).
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Figura 8. Respuesta de Trichopria anastrephae en olfatdmetro de doble opcién hacia volatiles de frutilla
con 10 dias de infestacidn por Drosophila suzukii en solucién de hexano (azul) y al solvente (blanco). En
orden descendente, (A) primera eleccidn, (B) posicion final y (C) tiempo de permanencia promedio en cada
seccion del dispositivo con su respectivo error estandar. Los asteriscos (*) indican la significancia
estadistica, p-valor < 0,05 (*) y p-valor < 0,001 (***), resultantes de test binomiales exactos.

Electrofisiologia de Trichopria anastrephae a VOCs asociados a Drosophila suzukii

Los resultados comportamentales anteriormente descritos indican la presencia de compuestos
volatiles electrofisiolégicamente activos a nivel periférico, cuya deteccion permite discriminar
entre los distintos estimulos y son los responsables parciales de la atractividad para las avispas.
En este sentido, los extractos de volatiles de las frutillas a ambos tiempos posteriores a la
infestacion por D. suzukii fueron evaluados a través de ensayos de GC-EAD. Ambos perfiles

guimicos contienen ésteres activos a nivel de las antenas del parasitoide (Fig. 9).



—Hexanoato de metilo

N

EAD

—Butanoato de etilo Hexanoato de etilo—

—Hexanoato de metilo

LW N_,L/L

EAD

R Y

Figura 9. Deteccidn electroantenogréfica (GC-EAD) de hembras de Trichopria anastrephae a los VOCs de
frutillas infestadas por Drosophila suzukii. A: VOCs de frutillas 5 dias post-infestacién y B: VOCs de frutillas
10 dias post-infestaciéon. En Ay B, el trazo superior corresponde al detector del GC (FID) y los trazos de
EAD a sefiales de electroantenograma representativas de T. anastrephae. Los compuestos mayoritarios
fueron identificados a través de GC-MS. En A, el hexanoato de metilo fue el compuesto mayoritario (tiempo
de retencion: 6,28 min); mientras en B fueron los compuestos etilicos, butanoato de etilo y hexanoato de
etilo (3,77 y 8,32 min, respectivamente).

Los ésteres etilicos a los 5 dias posteriores a la infestacion de la fruta se encuentran a bajas
cantidades (Fig. 9A), siendo la elevada cantidad de hexanoato de metilo la Unica sefal detectada

a este tiempo (30,5 + 25,5 pV) (promedio + desvio estandar) (n = 19). Al décimo dia posterior a



la infestacion (Fig. 9B), la cantidad incrementada por sobre los umbrales de deteccion de los
ésteres etilicos, butanoato de etilo (65,1 + 21,0 uV) y hexanoato de etilo (60,4 + 16,0 uV), cambian
la dominancia del perfil y adicionan dos sefales de mayor amplitud, ademas de la sefal ahora
disminuida a hexanoato de metilo debido a su reduccién en cantidad (12,3 £+ 15,5 pV) (n = 20).

El hexanoato de etilo es el compuesto de mayor incremento a través del tiempo (regresion lineal
simple, p-valor = 0,0245) y diferenciacion entre tratamientos al décimo dia (regresion lineal
multiple, p-valor = 0,0006) (Fig. 6). Dada su dinamica de emision durante la progresion de la
maduracion y el desarrollo de D. suzukii, parte de su utilizacién como clave puede estar dada por
la capacidad de la avispa para detectar cambios cuantitativos del compuesto. Por esta razon, fue
utilizado para evaluar la relacién dosis-respuesta. Ademas, fue Util como insumo para establecer

la dosis de compuesto en los posteriores bioensayos de condicionamiento olfativo (Fig. 10).
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Figura 10. Deteccion electroantenogréafica (GC-EAD dosis-respuesta) de hembras de
Trichopria anastrephae a hexanoato de etilo. Regresién de la respuesta de EAD
(amplitud de voltaje) a incrementos de 0,15 ng de la estimulacion olfativa. La banda
sombreada indica el intervalo de confianza 95 % (n = 8 antenas).

Al incrementar cinco veces la masa de compuesto (de 0,1 a 0,5 ng), la amplitud de la respuesta

aumenta linealmente tres veces su magnitud, y a partir de los 0,5 ng se alcanza la saturacion de



la deteccion, donde la respuesta permanece invariable al continuar incrementando la dosis (Fig.
10). La relacion dosis-respuesta puede ser modelada a través de una funcién logistica de tres

parametros;

a+1
1+ e¢*(b—dosis)

Respuesta =

Los resultados obtenidos hasta el momento permitieron aproximar el dosaje para los
procedimientos de condicionamiento olfativo de T. anastrephae. En estos experimentos,
evaluamos la posibilidad de modificar el comportamiento de la avispa segun las experiencias
olfativas tanto durante el desarrollo pre-imaginal como en la etapa adulta. En ambos casos,
implicaba una evaluacién comportamental post-condicionamiento y andlisis semejante al descrito
en esta seccion. Los siguientes resultados fueron analizados en base a la primera eleccion por

ser una de las variables determinantes en los ensayos de olfatometria descritos con anterioridad.

Condicionamiento pre-imaginal de Trichopria anastrephae

En la figura 11, se observa cdmo la exposicion de los estadios inmaduros de T. anastrephae a
hexanoato de etilo no condiciona la respuesta hacia este compuesto al ser ofrecido durante la
etapa adulta de la hembra a temprana edad. Las avispas naives no muestran preferencia alguna
por el hexanoato de etilo (n = 18; test binomial exacto, p-valor = 1), y las expuestas al estimulo
durante la totalidad del desarrollo holometdbolo responden de manera semejante a la
estimulacion olfativa, inclusive con una minima preferencia insignificante a preferir el brazo

control (n = 41; test binomial exacto, p-valor = 0,7552) (Fig. 11).

Naives (n=18) 50
Preimaginal (n=41) 54
75 50 25 0 25 50 75
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Figura 11. Primera eleccién de Trichopria anastrephae con distinta experiencia olfativa pre-imaginal en
olfatbmetro de doble opcién hacia hexanoato de etilo. La barra superior representa la respuesta de avispas
naives (sin exposicion a hexanoato de etilo) y la barra inferior a las expuestas durante el desarrollo
inmaduro. El brazo del estimulo se representa con barras coloreadas en naranja (izquierda) y el brazo
control sin relleno (derecha).



Aprendizaje asociativo de Trichopria anastrephae

Las avispas parasitoides sin exposicion previa a hexanoato de etilo (septo vacio, cargado con
hexano, y expuestas a este Ultimo sumado a la experiencia de oviposicion) muestran una
aversion a las dosis de hexanoato de etilo utilizadas (1000 ng), con una preferencia determinante
y estadisticamente significativa por el brazo control del olfatémetro (test binomiales exactos, p-
valores = 4,172e%; 7,451e; 5,648e-%, respectivamente) (Fig. 12).

Aire limpio (n=27) 96 —
Solvente (n=28) 100 *kk
Solvente + Oviposicion (n=27) 93 -
Hexanoato de etilo (HE) (n=32) 81 ——
HE + Oviposicién (n =23) 48 n.s.
HE | Oviposicion (n=23) 61 n.s.
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Figura 12. Primera eleccion de Trichopria anastrephae bajo distintas experiencias olfativas en olfatémetro
de doble via en respuesta a hexanoato de etilo. Cada barra horizontal representa uno de los tratamientos
del parasitoide. El brazo del estimulo se corresponde con las barras coloreadas en naranja (izquierda) y
las barras sin relleno con el brazo control (derecha). Los asteriscos (*) indican la significancia estadistica,
p-valor < 0,001 (***), y la falta de significancia (n.s.), resultante de test binomiales exactos.

Por su parte, las avispas expuestas Unicamente a la estimulaciéon olfativa (septo cargado con
1000 ng de hexanoato de etilo) muestran una respuesta semejante menos pronunciada (test
binomial exacto, p-valor = 5,351e4) respecto a los controles anteriores (Fig. 12). Sin embargo,
la exposicion a hexanoato de etilo ademas del acceso a hospederos, tanto de manera simultdnea

como desfasados en el tiempo, modifica la respuesta aversiva por el estimulo olfativo y



desaparece la preferencia por el brazo control (Fig. 12). El tratamiento que consiste en la
presentacion conjunta de hexanoato de etilo con hospederos se observa la mayor tendencia no
significativa por el estimulo (52 %; test binomial exacto, p-valor = 1), entretanto la segregacion
temporal disminuye la respuesta a la clave olfativa (39 %; test binomial exacto, p-valor = 0,4049).
De esta manera, observamos como las preferencias olfativas de las hembras de T. anastrephae
cambian acorde a la experiencia olfativa con hexanoato de etilo en asociacion a la oportunidad
de oviposicion durante etapas tempranas de la adultez.



Discusion

Este capitulo abordé la capacidad de deteccion y utilizacion de semioquimicos volatiles frutales
resultantes de la actividad de un potencial hospedero por parte de T. anastrephae. Los resultados
muestran como el desarrollo de D. suzukii dentro de las frutillas altera la emision de VOCs de la
fruta, y que esta diferencia es detectada por el sistema olfativo periférico, resultando atractiva
para las hembras de T. anastrephae en ensayos de olfatometria. El perfil aromatico de las frutillas
de la variedad Yrupé (Fragaria x ananassa) esta representado mayormente por ésteres de
cadena corta, con butanoato de etilo, hexanoato de metilo y hexanoato de etilo como compuestos
predominantes. Las frutillas infestadas por parte de D. suzukii presentan una emision
incrementada de hexanoato de etilo y sostenida de hexanoato de metilo, conforme la plaga se
desarrolla en el interior de la fruta. Los resultados de olfatometria demuestran la capacidad de
las hembras de T. anastrephae para discriminar entre los perfiles aroméaticos de frutillas
infestadas por D. suzukii respecto a las frutillas libres de infestacion, y de orientacion en base a
estas claves quimicas. Dada que las claves olfativas son las Unicas que pueden explicar el
resultado en el olfatbmetro, esta preferencia comportamental requiere la deteccion
electroantenogréfica (de al menos uno) de los tres ésteres principales mencionados con
anterioridad, y que comprobamos experimentalmente. A su vez, estudiamos la plasticidad
comportamental de T. anastrephae en base a distintas experiencias olfativas con hexanoato de
etilo sintético (compuesto mayoritario y detectado periféricamente). La exposicién al compuesto
durante la holometabolia no sensibiliza la respuesta comportamental de hembras a temprana
edad (estimulo neutro), entretanto, la experiencia olfativa sumada a la oportunidad de oviposicion
durante la etapa adulta T. anastrephae modifica las preferencias olfativas (neutraliza la aversién)
en las subsecuentes presentaciones del estimulo, demostrando la capacidad de aprender

asociativamente.

El aroma de las frutas es determinado mayormente por la mixtura de ésteres volatiles (Mostafa
et al., 2022). La sintesis enzimatica de estos ésteres frutales se produce a partir de precursores
lipidicos o aminoacidicos (Yan et al, 2018), y son alternativamente producidos por
microorganismos (Park et al., 2009). El perfil aromatico de las frutillas (Fragaria spp.) esta
especialmente constituido por esta clase de compuestos (Dong et al., 2013; Yan et al., 2018).
Los ésteres butanoato de etilo, hexanoato de metilo y hexanoato de etilo, son compuestos
ubicuos dentro de las frutas, encontrados frecuentemente en los sustratos de oviposicion
utilizados por D. suzukii (Revadi et al., 2015). Las variedades cultivables de frutilla suelen tener

mayores concentraciones de estos tres ésteres en relacion a la especie silvestre, Fragaria vesca



(Dong et al., 2013). Esta tendencia posiblemente obedezca a las propiedades organolépticas
asociadas a dichos compuestos, valoradas comercialmente e influyentes en el proceso selectivo
durante el desarrollo de las variedades. En términos cuantitativos, la emision de cada uno de los
ésteres en frutillas es inherente a la variedad del cultivar (Dong et al., 2013). Ademas, los ésteres
son frecuentemente acumulados durante el avance de la maduracion de la fruta (Mostafa et al.,
2022). De acuerdo con Keesey y colaboradores (2015), la emision de hexanoato de metilo
antecede a la de hexanoato de etilo, siendo detectado en cantidades minimas durante el pintado
rojizo de la fruta. Cuando la frutilla completa su coloracion rojiza, el hexanoato de metilo domina
el perfil de volétiles y es secundado por hexanoato de etilo, relacion que se invierte conforme
progresa la maduracion (Keesey et al., 2015). Nuestros resultados muestran una dinamica similar
para hexanoato de etilo en las frutillas infestadas por D. suzukii, ante una emision sostenida de
hexanoato de metilo. Dentro de los compuestos frutales, los ésteres metilicos y etilicos estan
correlacionados positivamente con el contenido de azucares de la fruta (Nevo et al., 2019, 2022).
Por su parte, las frutillas presentan un gran incremento del contenido total de azucares desde el
pintado rojizo de la fruta (Basson et al., 2010). En este sentido, la sucesion de estos ésteres
podria estar correlacionada con el progreso de la maduracién de la fruta. Las adaptaciones
sensoriales de D. suzukii para la utilizacion de frutas en proceso de maduracién como sustrato
de oviposicién involucran la valuacion del contenido de azlcar (Baena et al., 2022; Cavey et al.,
2023). No obstante, la preferencia de D. suzukii por sustratos de oviposicion con alto contenido
de azlcares es menor en relacion a la exhibida por D. melanogaster (Wang et al., 2022). Por lo
tanto, estos tres ésteres y sus proporciones podrian ser indicadores del estado de maduracion o
infestacion de la fruta, y advertir indirectamente la condicion del sustrato relacionado a la
presencia probable de hospederos. Los parasitoides de drosofilidos dependen obligadamente de
estadios inmaduros avanzados de especies frugivoras, cuyo desarrollo esta estrechamente
asociado al progreso de maduracion de la futa, en particular de sus aromas vy, por lo tanto,
podrian actuar como claves quimicas potenciales durante la busqueda de hospederos por parte

de T. anastrephae.

Dicha alteracion de la emision de VOCs es utilizada por las hembras de T. anastrephae como
clave quimica durante la toma de decisiones del organismo, potencialmente durante el
comportamiento de busqueda de hospederos. En el mismo sistema tri-trofico, Kriger y
colaboradores (2023), demostraron como el desarrollo del hospedero en frutillas acentua la
preferencia por el sustrato por parte de T. anastrephae. Anteriormente, reportamos una

capacidad semejante para diferenciar entre arandanos dafiados por D. suzukii y ardndanos libres



de dafio (de la Vega et al., 2021). Por lo tanto, T. anastrephae discrimina y se orienta a través de
claves olfativas de manera innata hacia distintas frutas cultivables utilizadas por D. suzukii (de la
Vega et al., 2021; Kriger et al., 2023). Esta capacidad adquiere relevancia en estrategias de
control biolégico aumentativas donde las liberaciones pueden distar de la posicién del hospedero.
Asimismo, resultados similares han sido demostrados para T. drosophilae hacia mdltiples
especies de frutos silvestres no cultivables (Wolf et al., 2020). De la misma manera, distintas
especies de parasitoides de larvas de Drosophila spp. resultan atraidas por los VOCs de
sustratos infestados (Biondi et al., 2021). A esta preferencia olfativa de los parasitoides hacia
sustratos asociados a su hospedero, extensamente probada, subyace una asimetria a nivel de
la quimica volatil de los sustratos bajo frugivoria, escasamente comprobada (Giorgini et al., 2024;
de la Vega et al., 2021). Nuestros resultados no advierten la presencia de compuestos asociados
al hospedero per se, sino una consecuencia de su actividad durante el desarrollo. La incidencia
de insectos herbivoros en la emision de VOCs de tejidos vegetativos de plantas y sus
implicancias ecoldgicas han sido extensamente probada en una multiplicidad de casos (Das et
al., 2013), y en menor medida en los sustratos de especies frugivoras (de la Vega et al., 2021;
Giorgini et al., 2024).

A su vez, la dinamica de emision de ésteres durante la maduracion de la fruta bajo frugivoria es
percibida por el sistema olfativo periférico de T. anastrephae en términos de cantidad e intensidad
de aferencias, informando potencialmente sobre el grado de madurez y/o la condicion del
sustrato. Pese a que la deteccién es un proceso implicito ante un comportamiento atribuido a
claves quimicas, la evidencia comportamental mencionada anteriormente carecia de la
contraparte fisiol6gica de la deteccion periférica (GC-EAD) de parasitoides de especies de
Drosophila. En particular, esta aproximacion constituye la primera evidencia sobre posibles VOCs
frutales detectados por una especie de parasitoide de D. suzukii. El Gnico abordaje en este
sentido, correspondiente a Vet y colaboradores (1990), explora la sensibilidad sensorial producto
de la pre-exposicién de Leptopilina heterotoma (Hymenoptera: Figitidae) a claves volatiles
asociadas al sustrato de su hospedero. La aproximacion electroantenogréfica (EAG/GC-EAD)
del bio-controlador permiten identificar posibles semioquimicos moduladores del comportamiento
y relevantes para la estructuracion trofica en ambientes naturales. La identificacion de
compuestos fisiologicamente activos brinda una serie de oportunidades para el disefio de
estrategias basadas en semioquimicos. Por ejemplo, la manipulacion comportamental a través
del condicionamiento olfativo de parasitoides para optimizar la busqueda de hospederos, asi

como acotar el grado de generalismo a través de una busqueda mas dirigida, y ‘arrestar’ al bio-



controlador en un agro-ecosistema. Asimismo, la identificacion de semioquimicos indetectables

podria contribuir a la seleccién de volatiles utilizados en sistemas de trampeo de la especie plaga.

En nuestro caso, la emision incrementada de hexanoato de etilo fue un diferencial de las frutillas
con estadios avanzados del desarrollo de D. suzukii. Por ejemplo, en uvas (Vitis rotundifolia), la
emision de hexanoato de etilo sucede en la ultima etapa de maduracion (Lee et al., 2016). Esta
dinamica de emision es percibida por parte de T. anastrephae a través de la capacidad de
detectar cambios cuantitativos del compuesto. Por lo tanto, este compuesto podria ser un
indicador de fruta en estado de maduracién avanzada de la fruta, y probable héabitat de
hospederos alternativos como otras especies de Drosophila. Ambos cambios quimicos,
cualitativos y cuantitativos, pueden resultar informativos e influir en la toma de decisiones de los
insectos (Hoballah et al., 2002).

El hexanoato de etilo presentado individualmente no resulta atractivo per se a las dosis
evaluadas; estimulo neutro (100 ng) y aversivo (1000 ng). La exposicion durante el desarrollo
completo de T. anastrephae a este compuesto no condiciona y/o sensibiliza las preferencias
olfativas de las hembras adultas a temprana edad. La ocurrencia de este proceso de aprendizaje
presenta escasa demostracion, y ha sido particularmente probado para los parasitoides Aphidius
ervi (Hymenoptera: Aphidiidae) e Hyssopus pallidus (Hymenoptera: Eulophidae) (Gandolfi et al.,
2003; Gutiérrez-lbafiez et al., 2007; Takemoto et al.,, 2011). Por otro lado, la experiencia
asociativa entre la clave olfativa y la oportunidad de oviposicién durante la etapa adulta temprana
modifica las preferencias olfativas de T. anastrephae. En suma, pese a ser perfectibles tanto el
protocolo de condicionamiento como la metodologia de evaluacion para esta especie, la
capacidad de aprendizaje puede ser un atributo mas a valorar al momento de seleccionar al
controlador biolégico. Mas alla de la habilidad innata de orientacion en base a claves quimicas
asociadas a sustratos infestados, la capacidad de asociar estimulos olfativos durante la adultez
puede resultar beneficiosa para la adecuacién de la especie. El condicionamiento olfativo del
parasitoide podria ser una forma de especializar preferencialmente la basqueda de hospederos
en un determinado cultivo, e incrementar asi la incidencia sobre una plaga través de una
bdsqueda mas eficiente y dirigida, redundando eventualmente en una mayor presion y control

poblacional de la misma.



Capitulo 1I:

Caracterizacion de la capacidad olfativa en la técnica del insecto
estéril de Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae)



Resultados

Como parte fundacional de lo requerido en este capitulo, se establecié un protocolo para la
obtencion de pupas con el mismo grado de desarrollo y la logistica para su esterilizacion. Luego
del proceso de irradiacion y la posterior disposicion en laboratorio, no se observaron diferencias
en el porcentaje de emergencia para los tres tratamientos (0, 120 y 220 Gy). De estas, la
proporcion de sexos se mantuvo equitativa e invariante entre los tratamientos. En términos
generales, cada tanda producida de pupas era reducida a la cuarta parte de adultos

experimentales producto de la reduccién por la emergencia y el sexado.

EAG dosis-respuesta a ésteres frutales de moscas estériles

Los resultados de EAG muestran una relacion dosis-respuesta positiva para los tres grupos de
machos de D. suzukii en respuesta a los tres ésteres evaluados, butanoato de etilo, acetato de
isoamilo y hexanoato de etilo. A nivel periférico de la olfaccion, se observa una tendencia a la
baja en la sensibilidad olfativa de los machos estériles conforme se incrementa la dosis de
radiacién evaluada y acentuada a la maxima dosis evaluada (1000 ng) para butanoato de etilo y
acetato de isoamilo. La relacion entre la amplitud de voltaje (mV) y la dosis ofrecida de estimulo

(ng) puede ser descripta a través de funciones exponenciales.

Para butanoato de etilo, las respuestas medias a la dosis mas alta fueron de 4,0 + 2,2; 4,3+ 2,6
y 1,8 + 1,3 mV para los distintos grupos evaluados (0, 120 y 220 Gy, respectivamente) (Fig. 13).
La deteccién a 1000 ng de butanoato de etilo presenta diferencias significativas segun la dosis

de radiacion administrada a las moscas (ANOVA, F = 4,998, p-valor = 0,012).



5.
S 4 .
£
(]
T 3
Q2 120 Gy
o 220 Gy
=
S ;
2 "
"( — — %

O.

0.01 0.1 1 10 100 1000

Dosis (ng)

Figura 13. Dosis-respuesta electroantenografica de machos adultos de Drosophila suzukii
expuestos a distintas dosis de radiaciéon a butanoato de etilo. Las dosis de radiacion se
representan en distintos colores; verde (0 Gy), amarillo (120 Gy) y rojo (220 Gy) (niumero
de réplicas de cada tratamiento: 0 Gy =14, 120 Gy = 9, 220 Gy = 12).

La disminucién de la respuesta en las moscas esterilizadas a 220 Gy es estadisticamente
significativa respecto a los restantes tratamientos evaluados (t-ratio = 2,718, p-valor = 0,0315y
t-ratio = 2,722, p-valor = 0,0313, contrastadas con las moscas control (0 Gy) e irradiadas con 120
Gy, respectivamente). Por su parte, la respuesta entre las moscas control (0 Gy) no se diferencia
de las moscas esterilizadas a una dosis intermedia de radiacion (120 Gy) (t-ratio = -0,306, p-valor
=1).

En cuanto al acetato de isoamilo, las respuestas promedio a la mayor dosis evaluada fueron 4,3
+ 2,1 mV para las moscas control (0 Gy), 4,1 + 2,2y 2,9 + 1,4 mV para las moscas irradiadas
(120 y 220 Gy, respectivamente) (Fig. 14). La respuesta en las antenas a dicha dosis de
compuesto difiere entre los tratamientos de las moscas (ANOVA; F = 3,586, p-valor = 0,041). Sin
embargo, esta tendencia a la baja observada en la respuesta de las moscas con mayor
exposicion a radiacion (220 Gy) presenta diferencias marginalmente estadisticas Gnicamente con
las moscas control (0 Gy) (t-ratio = 2,33, p-valor = 0,081), y no se observan diferencias respecto

a la dosis de radiacion intermedia (120 Gy) (t-ratio = 2,14, p-valor = 0,123). Entretanto, la



respuesta entre las moscas control y aquellas irradiadas con 120 Gy no presenta diferencias (t-

ratio = -0,09, p-valor = 1).
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Figura 14. Dosis-respuesta electroantenografica de machos adultos de Drosophila suzukii
expuestos a distintas dosis de radiacién a acetato de isoamilo. Las dosis de radiacion se
representan en distintos colores; verde (0 Gy), amarillo (120 Gy) y rojo (220 Gy) (nimero
de réplicas de cada tratamiento: 0 Gy = 11, 120 Gy = 7, 220 Gy = 13).

La deteccion hasta los 100 ng de hexanoato de etilo muestran una tendencia y relacién entre
tratamientos semejantes, sin diferencias estadisticas (ANOVA, p-valor = 0,451) (Fig. 15). Sin

embargo, la respuesta a los 1000 ng presenta una inversion en la tendencia observada entre los

tratamientos control (0 Gy) y los irradiados a 220 Gy.
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Figura 15. Dosis-respuesta electroantenografica de machos adultos de Drosophila suzukii
expuestos a distintas dosis de radiacién a hexanoato de etilo. Las dosis de radiacion se

representan en distintos colores; verde (0 Gy), amarillo (120 Gy) y rojo (220 Gy) (ndmero
de réplicas de cada tratamiento: 0 Gy = 5, 120 Gy = 3, 220 Gy = 11).

Orientacién de moscas estériles en base a claves olfativas

No obstante, a nivel comportamental no se observan diferencias en las capturas entre los
tratamientos de 220 Gy (n = 15, 150 individuos) en relacién al grupo control (n = 12, 120
individuos) a los distintos tiempos evaluados (Fig. 16). La capacidad de orientaciéon en base a
claves olfativas fue analizada a través del ‘indice de capturas’ calculado como la diferencia de
capturas entre la trampa con atrayente y la trampa control, sobre el numero de individuos
evaluados en cada arena experimental (10). La unidad se corresponde con una totalidad de las
capturas, y el signo indica cual de las trampas tuvo una mayor captura; indice > 0 para el estimulo

e indice < 0 para la trampa control.
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Figura 16. indice de capturas temporal de machos de Drosophila suzukii expuestos a distinta
dosis de radiacion. Las dosis de radiacion se representan en distintos colores; verde (0 Gy) y
rojo (220 Gy) (n =12 y n = 15, respectivamente), a cada tiempo evaluado, 8 y 24 horas.

Las capturas a los primeros tiempos de revision (2, 4 y 8 horas de iniciado el ensayo) no superan
el 10 % de los individuos y fueron excluidas de la representacion grafica (Fig. 16). Tras las
primeras 4 horas, el grupo control ya presentaba un 10 % de captura, mientras los estériles se
aproximaban a este valor (8 %) a las 8 horas. Transcurridas las 24 horas, la mitad de los
individuos control (49 %) y un tercio (35 %) eran capturados en la trampa con atrayente. El efecto
de la radiacion en las capturas de insectos fue analizado a través de una aproximaciéon bayesiana
con un modelo binomial contrastando los tratamientos (0 Gy vs. 220 Gy), con variables aleatorias
como la caja de muestreo, la fecha de realizacion y el tiempo al cual se midieron las proporciones.
Se observa que no existen diferencias entre los tratamientos, esto sugiere que la capacidad de

orientacion mediada por VOCs no resulta afectada por la radiacion ionizante utilizada.



Cuantificacion de las sensilias olfativas en las antenas de las moscas estériles

La cuantificacion de sensilias fue realizada en un area de 2736 y 2322 pm?de la regién | y parte
de la region IV del funiculo (Fig. 17B) de las moscas control (0 Gy) y estériles (220 Gy),
respectivamente, donde D. suzukii concentra mayormente las sensilias olfativas cuyas OSNs

expresan los ORs para la deteccion de ésteres frutales (Jeong et al., 2020).
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Figura 17. Micrografias electronicas de barrido de antenas de machos de Drosophila suzukii. (A) Parte
frontal de la cabeza (x90). (B) Vista frontal de la parte anterior de las antenas, con la region | y IV del
funiculo resaltada y contrastada entre moscas control (0 Gy) y estériles (220 Gy) (x350). (C y D) Region
de mayor densidad de sensilias basiconicas de Drosophila spp. (x2000), (C) moscas controles y (D)
estériles, respectivamente. Las barras blancas referencian la escala de observacién en micras (um).




La densidad de sensilias basicénicas fue de 12,7 y 14,0 por mm?, y la de sensilias tricoideas 38,8
y 36,3 por mm? para las moscas control y estériles, respectivamente (Fig. 18). No se observan
diferencias estadisticas tanto para la densidad de sensilias basiconicas (t-test, p-valor = 0,64)
como para las sensilias tricoideas (test de Wilcoxon, p-valor = 0,7). En la misma linea, no se
evidenciaron malformaciones a nivel de las sensilias olfativas de los machos estériles (220 Gy).
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Figura 18. Densidad de sensilias olfativas (basiconicas y tricoideas) a nivel de las
antenas de machos de Drosophila suzukii expuestos a distinta dosis de radiacion. Las
dosis de radiacion se representan en distintos colores; verde (0 Gy) y rojo (220 Gy) (n
= 3, de cada tratamiento).



Discusion

Las curvas dosis-respuesta de EAG de los machos estériles de D. suzukii advierte una afeccion
a nivel de la fisiologia de la olfaccién periférica expuestos a altas concentraciones de estimulo.
De todas maneras, la dosis de estimulo a la que se observa dicha afeccion implica escenarios
poco plausibles en ambientes naturales. A modo de referencia, Revadi y colaboradores (2015)
cuantificaron la dinAmica de emisiébn de hexanoato de etilo emitido por 200 g de frutillas
completamente madura confinada en un sistema de colecta, situdndose en el orden de 80,9 +
17,7 ng/hora. Esta cantidad es significativamente menor a la dosis maxima evaluada para la cual
se observé una afectacion fisiolégica a causa de la esterilizacion. No obstante, a nivel de la
morfologia de las sensilias olfativas en las antenas, no se observan desviaciones tanto en
namero como en malformaciones, capaces de explicar la afectacion fisiolégica observada en las
respuestas de EAG. De manera semejante, a nivel comportamental, la capacidad de orientacion

de las moscas estériles en base a claves olfativas se mantendria inalterada.

El sistema olfativo de los insectos puede ser susceptible a los efectos secundarios de la radiacion
esterilizante a distintos niveles, fisiolégicos y morfoldégicos-anatomicos. En particular, la
respuesta electroantenogréafica es un proceso inmaduro durante la pupacién tardia y aun a
edades tempranas del insecto adulto. En Manduca sexta (Lepidoptera: Sphingidae), se observo
cdmo progresa la maduracién en este sentido asociada a un incremento de la sensibilidad
(Schweitzer et al., 1976). Oland y colaboradores (1988), demuestran cémo la dosis de radiacion
esterilizante de M. sexta afecta el nimero de células glia, ocasionando malformaciones de los
glomérulos a nivel histolégico de la olfaccién. En la misma especie, se observa una relacion
positiva entre la dosis de radiacion y la magnitud de las malformaciones de las sensilias (Hazaa,
2010). Malformaciones semejantes de las sensilias olfativas también se observan en Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) (Zahran et al., 2023). En dipteros, existen reportes sobre la
incidencia de la radiacién en el sistema olfativo. En las antenas de Culex pipiens (Diptera:
Culicidae), se observan malformaciones anatdémicas y reducciones en el nimero de sensilias
olfativas a las dosis de radiacién adecuada para la especie (Ibrahim et al., 2018), y afecciones
semejantes son observadas en las sensilias olfativas asociadas al aparato bucal (Zahran et al.,
2022). En Bactrocera zonata (Diptera: Tephritidae), la morfologia y el nimero de sensilias
olfativas de las antenas presentan alteraciones similares consecuencia de la radiacién
esterilizante (Degwi & Zahran, 2019). En la misma familia de insectos, se han reportado
afecciones en el comportamiento olfativo de Anastrepha ludens (Diptera: Tephritidae) a causa de

la esterilizacién con radiacion (Robacker & Garcia, 1993; Robacker et al., 1990).



Por su parte, los estudios sobre radiobiologia en Drosophila asociadas a distintas afecciones son
vastas, mas no las relativas a nivel del sentido de la olfaccién. En Drosophila, mutaciones en los
co-receptores ORco ocasionan neurodegeneraciones y modificaciones morfolégicas del
glomérulo post-emergencia (Chiang et al., 2009). Ademas, las OSNs en Drosophila se
desarrollan en las primeras 50 horas de pupacion (Yan et al., 2020), siendo estos procesos

fisiologicos sensiblemente importantes proximos al momento de esterilizacion de las mismas.

Pese a lo expuesto con anterioridad, se desconoce el impacto de la radiacién a nivel de la
deteccion periférica de la olfaccion. La sensibilidad olfativa en términos de respuesta de EAG no
solo es variable entre las especies, sino que estan determinadas por diversos factores a nivel
intraespecifico (sexos, morfo-tipos, estatus sexual, entre otros). Bolton y colaboradores (2019),
evidencian diferencias en la sensibilidad electroantenogréfica entre los sexos de D. suzukii a
distintos VOCs frutales. La atractividad fue diferencial entre los sexos Unicamente para [3-
ciclocitral (Bolton et al., 2019). Por otro lado, Kirkpatrick y colaboradores (2018) muestran
diferencias sensitivas (EAG) de acuerdo a los morfo-tipos estacionales de hembras de la especie
a geosmin, un compuesto volatil emitido por microorganismos, sefialado como un ‘compuesto de
alarma’ por su deterrencia. La respuesta disminuida de EAG a geosmin se correlaciona con una
pérdida de su efecto deterrente (Kirkpatrick et al., 2018). Por su parte, se observd la misma
diferencia en la detecciéon de acetato de isoamilo, mas no resultaba disminuida la respuesta
comportamental (Kirkpatrick et al., 2018). Crava y colaboradores (2019) demuestran la expresién
diferencial de genes de ORs en las antenas de hembras virgenes y gravidas asociada a una
sensibilizaciéon de la respuesta de EAG para acetato de isoamilo. A nivel comportamental, las
preferencias olfativas en respuesta a VOCs de fruta difieren entre las hembras virgenes y
gravidas, las primeras prefieren indistintamente sustratos maduros y sobre-maduros, mientras
las ultimas son mas atraidas por los frutos maduros (Rehermann, 2022). A su vez, las
preferencias olfativas en el comportamiento de D. suzukii pueden estar en funcion de otras

condiciones fisiolégicas (Wong et al., 2018).

Los tres ésteres mayoritarios emitidos por las frutillas de la variedad Yrupé (butanoato de etilo,
hexanoato de metilo y hexanoato de etilo), asi como el acetato de isoamilo, son detectados a
nivel del sistema olfativo periférico de D. suzukii (Revadi et al., 2015). Cloonan y colaboradores
(2018), propusieron que el sitio de cépula podria estar asociado a fruta sobre-madura y/o
fermentativa. Como fue mencionado anteriormente, existe una relacion positiva entre los ésteres
del perfil aromatico de la fruta y el contenido de azlcares, siendo un indicador (in)directo de la

calidad del sustrato y el grado de maduracién de la fruta (Nevo et al., 2019, 2022). En este



sentido, los ésteres evaluados son claves quimicas fidedignas sobre la presencia de sustratos
de oviposicion para las hembras, y antecesores de eventuales sitios de copula (Cloonan et al.,
2018).

A su vez, estan identificadas las OSNSs alojadas en las sensilias basiconicas largas responsables
de la deteccion de dichos ésteres (Keesey et al., 2015). Por su parte, el acetato de isoamilo es
un éster ubicuo en las frutas, particularmente en los sustratos de oviposicion de D. suzukii y
activo a nivel de las antenas (Cloonan et al., 2018). La relacion dosis-respuesta de la deteccién
periférica a dichos compuestos es conocida (Bolton et al., 2019). Los mismos autores, observan
una débil atracciobn comportamental en ambos sexos hacia los ésteres, acetato de isoamilo y
hexanoato de etilo, presentados individualmente, y un efecto sinérgico en combinacioén con (-
ciclocitral, un compuesto de las hojas de frutillas, detectado exclusivamente por D. suzukii y
atractivo para la especie (Keesey et al., 2015). Segun Pifiero y colaboradores (2019), el acetato
de isoamilo y B-ciclocitral resulta atractivo para las hembras al ser ofrecidos individualmente mas
no para los machos de D. suzukii. Sin embargo, el efecto sinérgico de la combinacién de ambos
compuestos se observa Unicamente para los machos de la especie. Los ésteres individuales,
butanoato de etilo y acetato de isoamilo, serian atractivos para las hembras gravidas (Urbaneja-
Bernat et al., 2021).

Existe una relacién entre la intensidad de la respuesta de EAG, sea debido a la cantidad de
estimulo o alteraciones en la arquitectura fisioldgica de la olfaccion del insecto, y las respuestas
comportamentales exhibidas por los insectos a estas claves quimicas. En esta Ultima, la
esterilizacion de los insectos con radiacion produce efectos secundarios a nivel sensorial de la
deteccidn, con posibles implicancias en la ecologia quimica de estos organismos en condiciones
naturales. La SIT basa su efectividad, en gran medida, en la competitividad de los machos
estériles. La liberacion de estos puede distar de los sitios naturales de copula, por lo que deberan
ser competentes, a su vez, en la busqueda de estos sitios, potencialmente optimizada a través
de semioquimicos volatiles. En este sentido, la evaluacion de los efectos subletales de la
olfaccion producto del proceso de esterilizacion buscaba evaluar cuan comprometido resulta este
sentido con el dosaje de radiacidn recomendado para la esterilizacién de la especie y, por
transitiva, la eficacia de la SIT aplicada en D. suzukii. Sin embargo, el efecto negativo de la
radiacion a nivel sensorial podria carecer de relevancia ecoldgica y, por consiguiente, no
afectaria la efectividad de la SIT. Por su parte, el abordaje de esta linea de investigacion sent6
un precedente en Uruguay en el uso de técnicas nucleares con el objetivo de esterilizar insectos,

visibilizando una herramienta a disposicion para la generacion de bio-insumos en el pais.



Perspectivas

Capitulo I: Claves quimicas asociadas a la busqueda de hospederos del parasitoide de
Drosophila suzukii, Trichopria anastrephae (Hymenoptera: Diapriidae)

. La disposicién la técnica de deteccion electroantenogréafica para avispas micro-
himendpteras de especies de Drosophila permite relevar la respuesta hacia VOCs
de otros sustratos frutales. A su vez, se podrian estudiar posibles modificaciones en

la sensibilidad producto de los procesos de condicionamiento olfativo.

« Los resultados obtenidos sobre el aprendizaje asociativo de T. anastrephae invitan
a explorar la optimizaciéon del protocolo de condicionamiento olfativo (estimulo,
cantidad, tiempos de exposicion y de latencia, entre otros aspectos). Una vez
establecido el protocolo de aprendizaje, se puede evaluar la eficiencia de busqueda
de los parasitoides ‘entrenados’ tanto en laboratorio como en condiciones naturales.

. Explorar una posible sensibilizacién a nivel de la deteccion periférica a causa del
aprendizaje olfativo como la propuesta por Vet y colaboradores (1990) para

Leptopilina heterotoma (Hymenoptera: Figitidae).

Capitulo II: Caracterizacion de la capacidad olfativa en la técnica del insecto estéril de
Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae)

« Ampliar el nimero de réplicas de los experimentos de esterilidad-fertilidad para
resolver incongruencia de nuestros resultados. Segun estos, las moscas
esterilizadas con dosis de 120 y 220 Gy tendrian niveles de esterilidad similares,
mientras los de 220 Gy perderian capacidades olfativas en comparacion a las
moscas controles (0 Gy). Lo primero no es del todo correcto, por literatura sabemos
gue las moscas irradiadas con 120 Gy presentan un remanente de fertilidad

contraproducente para la SIT.

. Analizar en mayor detalle las micrografias electrénicas de barrido de la superficie de
las antenas de moscas estériles, subclasificar meticulosamente los distintos tipos de

sensilias olfativas, cuantificar cada una de estas y describir posibles malformaciones.

« Evaluar la respuesta comportamental en condiciones de mayor naturalidad, en

respuesta a claves del sustrato y con presencia de hembras.



Epilogo

La tesis abordd dos estrategias alternativas, complementarias y ambientalmente sostenibles,
basadas en el uso de bio-controladores para el manejo de D. suzukii, una especie frugivora plaga
de relevancia mundial. Ambas estrategias, el control biolégico tanto con parasitoides como con
insectos estériles, dependen ampliamente de cuén eficientes y competitivos sean estos
organismos en condiciones naturales. Los insectos en ambientes naturales estdn expuestos a
un sinfin de estimulos de distinta naturaleza, los cuales contribuyen a la percepcion del entorno
donde deben subsistir. Los estimulos de naturaleza quimica y volatil pueden tener una importante
influencia en la adecuacion biolégica de estos organismos. De la misma manera, los bio-
controladores en los agro-ecosistemas apelaran al sentido de la olfaccion para la busqueda de
alimento y sitios de reproduccién, principalmente. Desde la Ecologia Quimica, abordamos las
habilidades competitivas de ambos bio-controladores tanto de las capacidades fisiol6gicas de la
olfaccibn como de la respuesta a nivel comportamental, para la comprension de estas

interacciones ecoldgicas donde sientan las bases ambas estrategias de mitigacion de plagas.



Apéndice

I. GC-EAD de la avispa parasitoide, Leptopilina boulardi

De manera semejante a la descripcion metodoldgica ‘Electrofisiologia (EAG/GC-EAD): Deteccion

periférica de compuestos volatiles’ evaluamos la respuesta electroantenografica (GC-EAD) de la

avispa parasitoide, Leptopilina boulardi (Hymenoptera: Figitidae) a los extractos de VOCs de
frutilla a los 5 y 10 dias posteriores a la infestacion de D. suzukii, asociados a la presencia de
estadios larvales y pupales, respectivamente. Leptopilina boulardi es una especialista de larvas
de D. melanogaster, un hospedero naturalmente asociado a sustratos de maduracion avanzada
y en estado de descomposicion. En cambio, la progresion del desarrollo de D. suzukii, y en
particular los estadios larvales, transcurre ain en fruta madura, bajo perfiles quimicos disimiles.
En este paso, evaluamos la sensibilidad de L. boulardi para detectar VOCs de fruta asociados a
la presencia de un hospedero inusual y contrastamos la respuesta olfativa de dos especies de

parasitoides cuyos hospederos estan asociados a diferentes VOCs en la naturaleza.

Ambas especies de parasitoides, L. boulardi y T. anastrephae, detectan los compuestos
mayoritarios de ambos perfiles de VOCs evaluados (Fig. 19), y con una sensibilidad semejante
(Fig. 20). En el caso de L. boulardi, la respuesta antenal a la cantidad de hexanoato de metilo
presente en las muestras a los 5 dias posteriores a la infestacion promedié 54,5 + 22,3 pVv
(promedio + desvio estandar) (Fig. 19Ay 20) (n = 21). En tanto, para los tres ésteres mayoritarios
de las muestras al décimo dia, las respuestas fueron de 71,9 + 38,5 uV para butanoato de etilo,
26,1 + 28,1 pV para hexanoato de metilo y 72,3 + 33,9 uV para hexanoato de etilo (Fig. 19B y
20) (n = 20).
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Figura 19. Deteccion electroantenogréafica (GC-EAD) de hembras de Trichopria anastrephae y Leptopilina
boulardi a VOCs de frutillas infestadas por Drosophila suzukii. A: VOCs de frutillas 5 dias post-infestacién
y B: VOCs de frutillas 10 dias post-infestacién. En A y B, el trazo superior corresponde al detector del GC
(FID) y los trazos de EAD a sefiales de electroantenograma representativas de T. anastrephae y L. boulardi,
respectivamente. Los compuestos mayoritarios fueron identificados a través de GC-MS. En A, el hexanoato
de metilo fue el compuesto mayoritario (tiempo de retencién: 6,28 min); mientras en B fueron los
compuestos etilicos, butanoato de etilo y hexanoato de etilo (3,77 y 8,32 min, respectivamente).
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Figura 20. Respuesta electroantenografica (GC-EAD) de Leptopilina boulardi y Trichopria anastrephae a
frutillas con distinto grado de desarrollo de Drosophila suzukii. Deteccién periférica al dia 5 post-infestacién
(izquierda) y al dia 10 post-infestacion (derecha) de los parasitoides, L. boulardi (verde) y T. anastrephae
(rojo) (n = 19-21 a cada tiempo para cada especie). Los puntos muestran la distribucién de los datos, los
boxplots el rango intercuartilico (RIC) dividido por la mediana y los bigotes los datos dentro del 1,5x RIC.



II. Calidad del proceso de esterilizacion de Drosophila suzukii

A modo de validacién del proceso de irradiacion, se registré el porcentaje de emergencia, la
proporcion de sexos, el grado de esterilidad logrado y la sobrevida de los mismos. De forma
semejante a lo reportado por Kriiger y colaboradores (2018), no se observaron desviaciones en

el porcentaje de emergencia (50-80 %) y en la proporcién de sexos (1:1) respecto a los controles.

Esterilidad-Fertilidad

Para evaluar el potencial reproductivo de las moscas estériles, se realizaron los siguientes
cruzamientos: (1) hembras estériles x machos fértiles, (2) hembras fértiles x machos estériles,
(3) hembras estériles x machos estériles, y el cruce control (4) hembras fértiles x machos fértiles.
Cada cruce consto de parejas sexuales, con individuos de 3 a 4 dias de edad para asegurar su
madurez sexual. Estos eran incubados con porciones de medio de cultivo minimo (1 % agar, 2,5
% sacarosa m/v, y 1 % de solucion de nipagin 10 % m/v) como sustrato de oviposicion, una
mezcla de levadura y agua destilada (50 % m/v) dispensada en algoddn, y mantenidas bajo las
condiciones habituales de cria. El sustrato de oviposicion era revisado a diario hasta alcanzar los

5 dias, registrando el numero de huevos y la eclosién de larvas a trasluz bajo lupa.

La fertilidad es medida del numero de huevos eclosionados respecto al nimero total de huevos
ovipuestos. Entretanto, la fecundidad es el nUmero de huevos ovipuestos en relacion al total de

huevos ovipuestos por hembras no irradiadas (FAO-IAEA, 2022).

En nuestro caso, las moscas fértiles presentaron ovipuestas de 4,3 = 2,9 (promedio de huevos +
desvio estandar) (n = 16), de los cuales eclosionaban 3,2 + 2,1 (75 % de eclosion). Las hembras
fértiles cruzadas con machos estériles (120 o 220 Gy), presentaron oviposiciones de 7,5 + 6,5 (n
=6)y 3,0£1,2(n=10), respectivamente. Ninguno de estos huevos completaron su desarrollo,
siendo completamente infértiles en ambos casos. Entretanto, las hembras irradiadas (120 o 220
Gy) copuladas con machos fértiles fueron completamente infecundas (no se observaban huevos)
(Fig. 21).
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Figura 21. Descendencia de Drosophila suzukii irradiadas con 120 y 220 Gy. Los colores diferencian
la dosis de radiacion, 0 Gy (verde), 120 Gy (amarillo) y 220 Gy (rojo), y las tonalidades corresponden
con el estadio observado, huevos (oscuro) y larvas (claro). Los nameros reportados representan el
acumulado de huevos ovipuestos y de eclosiones promedio, resultante del seguimiento de parejas
sexuales durante 5 dias (n = 6 de cada cruce para el grupo de 120 Gy y n = 10 para los del grupo de
220 Gy). Cada barra presenta su correspondiente error estandar.



En otra oportunidad y aproximacion metodolégica, en ocasion de evaluar cuan disminuida estaba
la capacidad reproductiva en términos de descendencia en estado de pupa, las parejas (5) eran
incubadas en medios de cria estdndar y eran revisadas 10 dias después. Este método fue
evaluado con moscas irradiadas con 120 Gy Unicamente y no se realizé el cruzamiento de
parejas estériles. En los sustratos de las moscas fértiles se encontraban 27,75 + 14,33 (promedio
+ desvio estandar) pupas acumuladas, 0,71 + 0,95 en hembras fértiles copuladas machos
irradiados y 0,50 £ 0,83 en las hembras irradiadas con machos fértiles (Fig. 22). Cada cruce fue
replicado en 4, 7 y 6 ocasiones, respectivamente. La capacidad reproductiva de una hembra fértil

cruzada con un macho irradiado a 120 Gy se reduce al 2,5 %.
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Figura 22. Descendencia de Drosophila suzukii cuantificada en nimero de pupas de moscas irradiadas
con 120 Gy. Los colores diferencian la dosis de radiacion, 0 Gy (verde) y 120 Gy (amarillo). Los numeros
reportados representan el acumulado de pupas promedio correspondiente a la progenie de 5 parejas
sexuales a los 10 dias de seguimiento (n = 4-7). Cada barra presenta su correspondiente error estandar.



Supervivencia

Una fraccion de las moscas trasladadas al CIN de cada tratamiento eran mantenidas en grupos
sexados (10-30 individuos) en tubos de cria convencionales con dieta artificial a base de maiz
(descrita con anterioridad), y se les realizé un seguimiento periodico registrando los dias de vida
de cada individuo hasta su término (Fig. 23). Los medios de cria eran recambiados cada 2-3 dias.

1.00- __H_L
i
QO
S 0.75]
>
c
[4b]
o
7
©  0.50 —0Gy
© 120 Gy
- 220 Gy
ge.
E
3
o p < 0.0001

0.001

0 25 50 75 100

Dias

Figura 23. Curvas de supervivencia de machos de Drosophila suzukii expuestos a distintas dosis de
radiacion; 0, 120 y 220 Gy (verde, amarillo y rojo, respectivamente). Las lineas punteadas verticales
indican el tiempo cuando la probabilidad de supervivencia se reduce a la mitad. El p-valor
correspondiente a la prueba Log-rank indica diferencias entre las curvas de los distintos tratamientos
(p-valor = 0,0001).

Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier fueron comparadas mediante el test de Mantel-
Cox (Log-rank test) (‘survival’ package para el andlisis estadistico y representacion gréafica

bésica, y ‘survminer’ package para las gréficas definitivas a través de ‘ggplot2’ package).



Los resultados de la sobrevida son contrastantes en relacion a los reportados en la literatura.
Lanouette y colaboradores (2017), reportan una sobrevida de 1 a 36 dias para los machos,
mantenidos con acceso a alimento y agua ad libitum, sin evidenciar diferencias entre las dosis
hasta los 120 Gy (maxima dosis evaluada por estos autores). Estas diferencias probablemente

respondan al modo de manutencion de las moscas durante el seguimiento.

En nuestro caso, se observan diferencias en la longevidad alcanzada del grupo expuesto a 220
Gy (75 dias), respecto a las moscas expuestas a 120 Gy (108 dias) y los controles (101 dias),
Ademads, se registraron reducciones en el tiempo de vida media de los grupos irradiados (120 y
220 Gy) en comparacion a los controles (0 Gy); 40, 44 y 59,5 dias, respectivamente. Sin embargo,
la SIT implica liberaciones masivas y periddicas, posiblemente a una mayor frecuencia en
relacion a los tiempos de vida media observados, siendo aln posibles escenarios de inundacion
de insectos estériles. En este sentido, al establecer dias arbitrarios de corte podemos aproximar
cuando se comienzan a diferenciar los tratamientos. Por ejemplo, al dia 30 no se observan
diferencias entre las curvas de supervivencia (p-valor = 0,96), y si se comienzan a observar a

partir de los 40 dias (p-valor = 0,056).

Las diferencias observadas entre los tratamientos de esterilizacion pueden deberse a las distintas
afecciones de las células somaticas a causa de las elevadas dosis de radiacion administradas.
En estos casos, la reduccién de la esperanza de vida se ha asociado a un debilitamiento del
tejido epitelial del sistema digestivo (Sakurai et al., 2000). Por el contrario, dosis de radiacién
bajas pueden tener efectos positivos en la esperanza de vida de los insectos (Calabrese, 2013).
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