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Aportes a la Técnica de Insecto Estéril:
Una cepa de Anastrepha fraterculus
(Diptera: Tephritidae) con maduracion
sexual temprana

PERALTA, PA.; MILLA, FH. Y CLADERA J.L."

RESUMEN

El proceso de maduracion sexual de los machos de Anastrepha fraterculus (Wied.) es relativamente largo
comparado con el de otros tefritidos. Si se quiere aplicar la Técnica del Insecto Estéril (TIE), el costo se in-
crementa debido a que se necesita mantener los insectos en condiciones de cria artificial por un tiempo pro-
longado hasta su liberacion. Nuestro objetivo fue estudiar los tiempos de maduracion sexual en cinco cepas
con mutaciones morfologicas y realizar cruzamientos para el estudio de la transmision de este caracter en A.
fraterculus. Asimismo, se estudi6 el efecto del tratamiento topico con hormona juvenil (HJ) sobre la madura-
cion sexual en estos machos mutantes. El tiempo que tardan los individuos en alcanzar la madurez sexual fue
determinado mediante observaciones del comportamiento sexual, donde machos de distintas edades fueron
confrontados con hembras virgenes sexualmente maduras. Se encontré variabilidad en los tiempos de madu-
racion sexual, y se detectd una cepa de maduracion rapida (#3210), la cual al cruzarla con la cepa control ma-
nifestd un efecto paterno sobre la maduracién sexual y este efecto se repitié en los descendientes de ambos
sexos hasta la generacion 14, independientemente del origen materno. La utilizacion de metopreno (analogo
de la HJ), permitié acortar aun mas los tiempos de maduracion en ambas cepas. Estos resultados permiten
proponer el uso de la cepa #3210 de A. fraterculus como modelo de estudio del caracter madurez sexual pre-
matura y como material para desarrollar mejoras en el marco de la implementacién de TIE para esta especie.

Palabras clave: Moscas de la fruta, TIE, tefritidos, HJ, maduracion sexual, seleccion de tiempos de madu-
racion, metopreno.

ABSTRACT

Sexual maturation is a relatively long process in Anastrepha fraterculus males compared to other tephritids.
This leads to an increase in the costs to apply the Sterile Insect Technique (SIT) because the flies must be kept
in laboratory conditions for several days before being released. Our objective was to study the duration of the
sexual maturation process in five mutant strain of A. fraterculus and to study the heredability of this trait. We
also analyzed the effect of the juvenile hormone (JH) treatment on the sexual maturation of males of some of
the mutant strains. To estimate sexual maturity we observed the sexual behavior of males at different ages,
after offering them sexually mature virgin females. We found that males from strain #3210 had a significantly
shorter pre-copulatory period than the males from the other strain. To study the heredability of this character
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in the mutant strain, we performed crosses between individuals from the #3210 strain and the males and
females of the wild-type stock. We observed that the sons of #3210 males matured significantly faster than
the descendants of wild-type males, irrespective of the origin of the mother. When the descendants of both
sexes were analyzed at 14" generation, we found that these results were repeated. The use of methoprene
(JH analog) reduced the duration of the sexual maturation process in both strains. These results encourage
the use of the #3210 strain of A. fraterculus both as a model to study the inheritance of genes associated to
sexual maturation, and also as a candidate strain for mass rearing and release within the framework of a SIT

program against this fruit fly pest.

Keywords: Fruit flies, SIT, tephritidae, JH, sexual maturity, mating time selection, methoprene.

INTRODUCCION

Anastrepha fraterculus, es una de las plagas de ruta-
ceas, moraceas, mirtaceas y cactaceas (entre otras plan-
tas hospederas, Ovruski et al., 2003; Orofio et al., 2006)
causantes de perjuicios importantes en la economia de
América del Sur (Christenson y Foote, 1960), las cuales
provocan impacto negativo en la comercializacion frutihor-
ticola debido a restricciones cuarentenarias para el ingreso
de fruta por parte de los paises importadores libres de es-
tas plagas (Vreysen et al., 2006). Erradicar o suprimirlas,
permitiria mantener un mercado frutihorticola mas rentable
y competitivo a nivel nacional e internacional.

Entre los métodos no contaminantes utilizados para con-
trolar esta plaga se encuentra la Técnica del Insecto Esté-
ril, (TIE) (Knipling 1959, 1979; Gilmore et al., 1989; revision
por Dyck et al., 2005). La fase final de la TIE es la libera-
cion de moscas estériles en el campo, las cuales requieren
ser alimentadas desde su emergencia y hasta alcanzar su
madurez sexual. Como en los machos de Anastrepha la
maduracion sexual es un proceso largo en comparacion
con otros tefritidos (Boletin de Sanidad Vegetal 45 ICA), se
genera un incremento de los costos para la aplicacion de
la técnica. En este sentido, toda investigacion acerca de
algun aspecto relacionado con la madurez sexual puede
resultar de importancia practica.

En los insectos, la reproduccion, el comportamiento y los
procesos metabdlicos, son estimulados y controlados por
el sistema endécrino. En la larva de holometabolos, la pre-
sencia de hormona juvenil (HJ) durante la muda asegura
que el desarrollo continte en un estadio larval y no avance
al de pupa o adulto. La metamorfosis ocurre cuando la HJ
desaparece de la circulacién pero su concentracion vuelve
a aumentar en el adulto reproductivamente activo (Truman
y Riddiford, 1999). En el desarrollo reproductivo de los ma-
chos de algunas especies de insectos, la HJ promueve el
desarrollo de los 6rganos sexuales accesorios.

En Anastrepha el desarrollo reproductivo y el llamado a
través de feromonas juegan un rol importante en el proceso
de maduracién sexual del macho, estando involucrados en
el apareamiento y competencia sexual (Teal ef al., 2000 a;
Lux et al., 2002; Hendrichs et al., 2002). En algunas espe-
cies de Anastrepha se han realizado ensayos de laboratorio

y a campo sobre el estudio de metopreno, sobre pupas o
con aplicaciones tdpicas sobre adultos recién emergidos y
su influencia en el desarrollo sexual y desempefio del macho
(Segura et al., 2009; Aluja et al., 2009; Pereira et al., 2010).
Existen también otros factores producidos en el cerebro que
regulan el desarrollo sexual y son posteriormente transporta-
dos a través de la hemolinfa para promover su accion en los
érganos blancos, aun sin explorar (Noriega et al., 2006). Sin
embargo, el conocimiento de algunos aspectos fisiologicos y
genéticos de esta especie es aun muy escaso, por ejemplo,
el de los genes que regulan el tiempo de maduracion sexual.

Nuestro objetivo fue comparar el tiempo que tardan en
madurar sexualmente los machos de distintas cepas de
A. fraterculus mantenidas en nuestro laboratorio, a fin de
seleccionar aquella que presente un menor tiempo para al-
canzar la maduracion sexual. Ademas, realizar cruzamien-
tos para comparar la herencia del caracter “maduracion
sexual masculina rapida” entre los hijos de los machos F1,
y los hijos de las hembras F1 en la cepa seleccionada, y
también examinar el efecto acelerador del metopreno sobre
la maduracion sexual en los machos de la cepa escogida.

MATERIALES Y METODOS
Insectos

Se utilizaron las siguientes poblaciones de laboratorio de
A. fraterculus mantenidas sobre dieta artificial, en el Labo-
ratorio de Genética de Insectos de Importancia Econdmica,
Instituto de Genética “E. A. Favret”, INTA Castelar, Argentina:

HM: Poblacién formada con larvas silvestres provenien-
tes de guayabas (Psidium guajava L), colectadas en la lo-
calidad de Horco Molle, provincia de Tucuman, Argentina,
e ingresada al laboratorio hace 4 afios.

L-TUC: Cepa wild type en cruzamientos de laboratorio.
Colonia originaria de la Estacién Experimental Agro Indus-
trial Obispo Colombres, Tucuman, Argentina (Vera et al.,
2007), mantenida en cria por cinco afios.

Las cepas puras fueron encontradas en frutos de falsa
guayaba (Feijjoa sellowiana), colectados en ltuzaingd, Pro-
vincia de Buenos Aires, y mantenidas en el laboratorio du-
rante 14 afios.
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2975: Fundada a partir de una pareja individual de in-
sectos descendientes de la cepa 294 (Delprat et al. 2001).
Estas moscas no son portadoras de mutaciones.

3312: Originada en el cruzamiento entre machos de la
cepas de laboratorio 1955 (variante fenotipica de color de
ojo denominada orange) y hembras 3160 (variante feno-
tipica de color de cuerpo color castario rojizo). Fue cons-
tituida solamente con descendientes de color de cuerpo
salvaje y ojo orange.

#3210: Cepa construida a partir del cruzamiento entre
macho 3160 y hembra 2975 y constituida solamente con
los descendientes de color de ojo orange.

Comportamiento de llamado y cortejo de macho de Anastrepha
fraterculus (cepa L-TUC)

Procedimiento general para la observacion de cépulas

Los insectos fueron mantenidos en camara de cria bajo
condiciones controladas (T: 24-26 °C, RH: 60-70%, foto-
periodo: 14-10 L-O), provistos de agua y dieta artificial de
adultos (ver Vera et al., 2007 para detalles de cria). Para
establecer la edad en que los machos llegan a la madurez
sexual, se los evalué mediante su capacidad de copular
con hembras maduras y virgenes.

En el dia de su emergencia, los machos fueron sepa-
rados y pintados en el térax con un pincel fino, utilizando
un color diferente para cada macho (pintura al agua ALBA,
Induart S.A, Buenos Aires, Argentina). Luego fueron colo-
cados en contenedores transparentes de vidrio de 3 |, en
cuyo interior se introdujo una rama artificial, agua y alimen-
to para adultos estandar ad libitum (Jaldo et al., 2001). Por
cada contenedor se colocaron 5 machos de 2 dias de edad,
y 10 hembras virgenes de la cepa L-TUC sexualmente ma-
duras (7 dias después de haber emergido).
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En cada contenedor (repeticion) se registré, cada 15
minutos, la ocurrencia de copulas durante el periodo de
actividad sexual de A. fraterculus (aproximadamente las 3
primeras horas de luz, segun Petit-Marty et al., 2004). Se
observaron los comportamientos normales de llamado y
cortejo. Una vez detectadas las parejas en copula, fueron
retiradas del contenedor sin perturbar a los demas indivi-
duos y se continudé con las observaciones. Este procedi-
miento continud hasta que todos los machos dentro de los
20 contenedores por cepa copularon.

Procedimiento para la comparacioén del tiempo de madu-
racion sexual entre la cepa #3210 y L-Tuc.

Para la generacion de las lineas M3210 y H3210 se rea-
lizaron cruzamientos con descendientes provenientes de
hijos de machos #3210 (M3210) y los hijos provenientes de
hembras #3210 (H3210). Las observaciones de copulas se
realizaron segun el procedimiento general.

Procedimiento para el tratamiento con metopreno

El tratamiento con metopreno apropiado para A. fratercu-
lus consistio en la aplicacion de 1 pl de metopreno diluido en
acetona (5 pg/ml) sobre el térax de los machos recién emer-
gidos, usando una micropipeta (Teal et al., 2000 b; Segura
et al., 2008). Se observaron 10 repeticiones para cada cepa.

Analisis de datos

Para determinar la existencia de diferencias entre cepas
en el tiempo de maduracién sexual, se realizé un ANOVA uti-
lizando la edad de apareamiento como variable dependiente
y la cepa como factor. EI mismo andlisis fue realizado para
detectar diferencias en los machos provenientes de distin-
tos cruzamientos y para determinar el efecto del metopreno
sobre el proceso de maduracion sexual. En caso de encon-
trarse diferencias significativas se procedio a un analisis de
contrastes. Cuando se detectd interaccion, se realizé un
analisis de efectos simples. Para los casos en que los da-
tos crudos no tuvieron homogeneidad de varianza se realiz
una transformacién aplicando raiz cuadrada (Statistica 6).

RESULTADOS

Experimento 1: Comparacion de tiempos de madura-
cién entre distintas cepas

Cepa Edad r_nedia de N.° d(_-:
apareamientos (EE) observaciones
#3210 56+0,2a 51
#3312 6,3+0,1b 117
#2975 6,3+0,2b 86
L-TUC 6,6 +0,3 bc 57
H-M 70+02c 115

Tabla 1. Promedio (+tEE) de la edad a la que los machos alcanzaron
la madurez sexual para cada cruzamiento. Valores mostrados con
la misma letra no difieren significativamente entre si (HSD, a=0,05)
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Figura 1. Porcentaje acumulado de machos apareados provenientes de 5 cepas diferentes, desde su emergencia hasta los 10 dias de edad.

Con la finalidad de determinar los tiempos de maduracién
en las cepas disponibles, se analizaron 57 machos L-TUC,
51 machos de la cepa #3210, 115 machos para la HM, 117
machos para 3312 y 86 machos para 2975. Se encontra-
ron diferencias significativas entre las cepas (F(4‘81)=6,1847
P=0,0002). Al realizar los contrastes, se detectd que los ma-
chos de la cepa #3210 requieren menor tiempo para alcan-
zar la madurez sexual con respecto al resto de los machos
de las cepas, entre las cuales existen tiempos intermedios
de madurez (3312, 2975) y tiempos mas largos (L-TUC y
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H-M) (tabla 1, figura 1). Por lo tanto, el tiempo que tardan
en madurar sexualmente los machos de la cepa #3210 es
significativamente menor que el que tardan en hacerlo los
machos de las otras cepas disponibles en el laboratorio.

Experimento 2: Estudio de la herencia del caracter
tiempo de maduracion

Una vez determinada la existencia de una cepa de madu-
racion mas rapida (cepa #3210), se realizaron cruzamientos

L-TucxL-Tuc =@ L-Tucx3210

Edad de maduraciéon sexual

Figura 2. Porcentaje acumulado de parejas (por cada cruzamiento) que fueron observadas en comportamiento de copula durante un
periodo de 8 dias consecutivos. Los datos representan los porcentajes acumulados sobre el total de observaciones realizadas.
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Cepa Edad media de N.° de
(3x9) apareamientos (EE) observaciones
3210 x 3210 47+0,15a 64
M3210 (3210 x L-Tuc) 47+0,15a 53
H3210 (L-Tuc x 3210) 57+0,18b 32
L-Tuc x L-Tuc 58+0,09b 49

Tabla 2. Promedio (+EE) de la edad a la que los machos alcanzaron
la madurez sexual para cada cruzamiento. Valores mostrados con
la misma letra no difieren significativamente entre si (HSD, a=0,05).

para estudiar de qué manera se hereda el caracter de madu-
rez sexual de los machos. Para dichas observaciones se utili-
zaron 64 machos provenientes de la cruza #3210 x #3210, 49
machos de la cruza L-TUC x L-TUC, 53 machos de la cruza
entre machos #3210 x hembras L-TUC (M3210) y 32 machos
de la cruza entre machos L-TUC x hembras #3210 (H3210).
Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
los tiempos de maduracién entre los machos provenientes de
los cuatro cruzamientos (F(3140)= 15,76 P=0,00001). Las com-
paraciones multiples muestran que los machos provenientes
de cruzamientos que involucran machos de la cepa #3210
maduran significativamente mas rapido que los machos pro-
venientes de cruzamientos que involucran machos L-Tuc, in-
dependientemente del tipo de hembra (tabla 2, figura 2). Es
decir, que la cepa #3210 transmite a su progenie este caracter
de maduracion sexual temprana a través de los machos ya
que la herencia de este caracter se verifica exclusivamente
entre la descendencia de los hijos de la cepa de maduracion
mas rapida (M3210), y la descendencia masculina de las hijas
carece de dicha condicion (H3210).
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Experimento 3: Comparacion del tiempo de madura-
ciéonentrelaF1, F6y F14 de las cepas M 3210 y H3210.

Con los individuos obtenidos en el experimento 2 se rea-
lizaron comparaciones sobre el tiempo de maduracion en
tres generaciones entre las cepas M3210 y H3210 (F1, F6
y F14). Se detectd una interaccion estadisticamente signi-
ficativa entre la cepa y la generacion (Cepa F , .., = 154,12
P=0,0000; Generacion; F @37~ 14,12 P =0,000001; Inte-
raccion Cepa x Generacion F, .= 11,01 P =0,000023).
(tabla 3, figura 3). Al analizar los efectos de cada factor por
separado (andlisis de efectos simples) se encontrd que los
machos provenientes de cruzamientos con machos de la
cepa #3210 (M3210) maduran significativamente mas rapi-
do que los machos descendientes de cruzamientos que in-
volucran hembras #3210 (H3210) para las 3 generaciones.
(Generacion F1; F , .., = 38,30 P<0,00005, Generacion F6;
F1am= 128,59 P<0,00005, Generacion F14; F, ... = 27,84
P<0,00005). Asimismo, existen diferencias entre genera-
ciones solo para H3210 destacandose la F6 que registra
valores mas altos (Cepa M3210; F =6,34 P=0,136224;

(2,377)"

Generacion Cepa M3210 Cepa H3210
F1 4,64 +0,15 (53) 5,78 + 0,10 (32)
F6 5,02 + 0,09 (69) 6,60 £ 0,10 (75)
F14 5,20 + 0,09 (49) 5,84 + 0,07 (105)

Tabla 3. Promedio (+EE) de la edad a la que los machos alcanza-
ron la madurez sexual para cada cruzamiento y entre paréntesis
se muestra el nimero de observaciones realizadas. Los resulta-
dos muestran que no existen diferencias entre generaciones, pero
si entre cepas.

M3210 F6 M3210 F14

-@- H3210 F14

Edad de maduracion sexual

Figura 3. Porcentaje de parejas descendientes de M3210 y H3210 (por cruzamiento, por generacién) que fueron observadas en com-
portamiento de copula, durante un periodo de 8 dias consecutivos. Los datos representan los porcentajes acumulados sobre el total de

observaciones realizadas.
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Cepa H3210; F(21377)= 21,09 P =0,045263). (Tabla 3, Figura
3). Se concluye que el caracter es heredado de manera
estable al menos por el término de 14 generaciones.

Experimento 4: Efecto del metopreno sobre la cepa
seleccionada.

En base a los resultados del experimento 1 se tomaron
54 machos de la cepa #3210 y se los traté con metopreno,
y 62 machos de la misma quedaron sin tratar. Se procedi6
de la misma manera para la cepa L-TUC (50 machos trata-
dos y 50 machos control). Ambos grupos fueron observados
siguiendo el protocolo anteriormente detallado. El tiempo en
que alcanzaron la madurez sexual los machos tratados y no
tratados se muestra en la tabla 4. Se encontraron diferen-
cias entre los cuatro tipos de machos. Las comparaciones
multiples permitieron determinar que los machos tratados
maduran mas rapido que los no tratados, que las diferencias
en tiempos de maduracion detectadas en el experimento 1
se mantienen por encima del tratamiento con la hormona
y que los machos #3210 tratados con metopreno maduran
sexualmente mas rapido que su contraparte sin tratar (tabla
4, figura 4). Esto indica que la interaccion entre este caracter
genético y el efecto acelerador de la madurez ejercido por
anélogos de la hormona juvenil presenta un modo aditivo,
lo cual permite concluir que la aceleracion de la madurez
en la cepa #3210 obedeceria a un efecto diferente de aquel
causado por el nivel de hormona juvenil.

DISCUSION

Sabiendo que la utilizacién de un analogo de HJ acelera
el proceso de maduracion sexual en A. fraterculus (Segura
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Edad media de N° de

Cepa apareamientos .
observaciones
(EE)
L-TUC (T) 48+0,1a 50
L-TUC (No T) 6,7+0,1b 50
3210 (T) 42+01c 54
3210 (No T) 57+0,1d 62

Tabla 4. Promedio (+EE) de la edad a la que los machos alcanza-
ron la madurez sexual para cada cruzamiento, luego del tratamien-
to, acompafiado de los machos control. Los valores mostrados con
la misma letra no difieren entre si en el test LSD. T: Tratados con
metopreno; No T: No tratados con metopreno.

et al., 2010), mostramos aqui que existe una cepa (#3210)
capaz de exhibir tiempos mas cortos de madurez sexual en
comparacion con las otras, sin aplicar dicho tratamiento.
En ella, la totalidad de los machos observados se encuen-
tran sexualmente maduros al dia 5 luego de la emergencia.
En comparacion, la cepa L-TUC, madura a los 6 dias en
promedio. Al realizar el cruzamiento entre machos #3210
y hembras normales para el caracter (cepa L-TUC) y su
reciproco, se observé que los hijos de los machos presen-
taron una maduraciéon mas rapida que los descendientes
de hembras #3210, hecho que indica que la herencia del
caracter se realiza por via paterna. Este efecto se mostrd
heredable hasta la finalizacion del presente estudio, es de-
cir hasta la generacion 14.

Nuestros resultados muestran que el tratamiento con un
analogo de hormona juvenil (HJ) en esta cepa, produce
una reduccion adicional en los tiempos de madurez sexual.
Los machos tratados y los no tratados presentaron diferen-

L-TUC(T) -e L-TUC (NoT)

Edad de maduracion sexual

Figura 4. Porcentajes acumulados sobre el total de observaciones realizadas durante 10 dias consecutivos. T: Tratados con metopreno;

No T: No tratados con metopreno.




B | ARTICULOS

cias significativas, indicando que esta reduccién adicional
en los tiempos de madurez debida al tratamiento con meto-
preno, se superpone al efecto de la maduracién temprana
de los machos de la cepa 3210.

Es conocido el hecho que muestra que las cepas adap-
tadas a cria masiva o laboratorio tienen a menudo tiempos
de desarrollo mas cortos que sus contrapartes silvestres,
debido a la seleccion involuntaria de aquellos huevos que
son depositados primero y a las éptimas condiciones de ali-
mentacion y cuidados. En este caso es posible que nuestro
“wild type” (L-TUC), con cinco afios de cria en laboratorio,
ya tenga un desarrollo mas rapido que las poblaciones sil-
vestres de campo. Por tal motivo, se considera importante
la seleccion inadvertida por desarrollo rapido que normal-
mente se presenta en cepas adaptadas a laboratorio.

Si bien los machos tratados con metopreno son capaces
de copular y también de transferir esperma en forma equi-
valente a los no tratados (Segura et al., 2010), recientes
observaciones (Abraham et al., 2012 a, 2012 b) indican
que los individuos tratados no serian tan eficientes como
los no tratados en impedir que sus parejas vuelvan a copu-
lar con otros machos. Aun concediendo que el agregado de
HJ no es una condicién natural, este problema deberia ser
investigado mejor en trabajos futuros, debido a su impor-
tancia para la aplicacion de la TIE. En este sentido, seria
muy interesante la comparacioén de los individuos que ma-
duran tempranamente por causa genética (cepa #3210),
con aquellos que lo hacen inducidos por una sobredosis
de HJ, en cuanto a inhibicion del re-apareo. También seria
muy importante evaluar la competitividad sexual de la cepa
#3210 (y su progenie) con moscas silvestres de campo,
antes de decidir su incorporacién a la cria masiva.

La identificacion y seleccion de individuos de maduracion
sexual temprana, que muestren comportamiento normal en
el cortejo, permitira obtener ventajas como la reduccién del
tiempo de maduracion en los centros de empaque vy libera-
cion. De ésta manera, disminuiran los costos de operacion,
permitiendo ademas la liberacion de moscas estériles sexual-
mente maduras, lo que contribuira a incrementar la eficiencia
de la TIE para controlar A. fraterculus, investigaciones de gran
necesidad en nuestro pais. Asimismo, la investigacion sobre
la base genética de la maduracion sexual en A. fraterculus
permitira un abordaje integral del tema, sentando las bases
para futuros proyectos sobre la caracterizacion de genes in-
volucrados en el proceso de maduracion sexual y su posterior
utilizaciéon en tecnologias asociadas al control de plagas.
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