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:: Resumen ::

Durante los Gltimos anos, el creciente interés en el uso de la Técnica del
Insecto Estéril en Anastrepha fraterculus ha incentivado una serie de estudios para
incrementar el conocimiento biologico requerido para desarrollar esta tecnica
especifica. Este método de control requiere como componente clave, que los
machos esteriles alcancen la madurez sexual en el campo y compitan con los machos
salvajes por las copulas con hembras salvajes. Los machos de A. fraterculus, poseen un
largo proceso de maduracion sexual de entre 7 y 10 dias y por lo tanto, los
individuos liberados deberian ser capaces de hallar recursos suficientes hasta estar
listos y completar su tarea. Dada la variabilidad dentro de la especie, se debe
desarrollar una cria masiva para atender a las particularidades de las poblaciones
locales y resulta necesario conocer los requerimientos fisiologicos de esta especie.

En la presente tesis se propuso ahondar en aspectos relacionados con la dieta
del adulto y sus efectos sobre la supervivencia, la resistencia al ayuno y la dispersion,
estudiandolos en condiciones de laboratorio, semi-campo y campo. Se realizaron
estudios similares con A. Iudens para poder evaluar las similitudes y diferencias entre
especies del mismo género.

Los resultados obtenidos indican que la concentracion de proteinas en la dieta
de A. fraterculus produce una reduccion en la supervivencia en comparacion con
dietas con mayor proporcion de azlcares, y que esto se puede superar o al menos
reducir si se proporciona aztcar adicional. La proporcion relativa de proteinas a
azlcar en la dieta ofrecida parece ser importante, ya que las moscas alimentadas con
dieta artificial con una menor proporcion de proteina, o con frutas naturales
mostraron valores de supervivencia altos. Los machos que consumen mas proteina
maduran tempranamente y ven reducida su supervivencia, evidenciando un
compromiso entre reproduccion y longevidad.

En condiciones de jaula de campo, mas del 50% de las moscas sobreviven hasta
los 10 dias de edad, y alrededor del 25% hasta los 12 dias de edad,
independientemente de la dieta ingerida previamente. La expectativa de vida al dia
de la liberacion en campo resulto similar tanto en A. fraterculus como en A. ludens sin
importar la dieta consumida en los dias previos, e incluyendo el periodo de
maduracion del macho de aproximadamente 10 dias.

En los ensayos de dispersion y supervivencia en el campo se observo que las
tasas de captura se encontraron en el rango del 2 al 6 % (4. Iudens) y entre el 2 y 5%
(A. fraterculus). En general, para ambas especies la captura de hembras supero y hasta
duplico la de machos. Los tratamientos S (azlcar) (A. Iudens) y SC (azlcar luego

dieta completa) (A. fraterculus) presentaron un mayor numero de capturas que el
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tratamiento F (dieta proteica 3:1) o C (dieta proteica 5:1) (para A. Iudens y A.
fraterculus respectivamente). Asumiendo que los individuos de todos los tratamientos
son igualmente atraidos al cebo de las trampas, el resultado sugiere que las moscas
alimentadas con una dieta rica en proteina poseen una menor supervivencia en
condiciones de campo que aquéllas que se alimentaron de aztcar sola o combinada
con dieta proteica.

El analisis de los patrones de dispersion espacial no mostr6 diferencias en
direccionalidad entre tratamientos dictarios para ninguna de las especies bajo
estudio. No se hallaron diferencias en la distribucion espacial entre sexos. Los
patrones de dispersion de las especies estudiadas en esta tesis no parecen estar
asociados a los vientos.

En ambas especies estudiadas, el 90 % de las capturas ocurrieron a una
distancia igual o menor a 104 metros del punto de liberacion central. Se encontro
que la captura promedio esta autocorrelacionada espacialmente, sin embargo no se
hall6 una asociacion entre la tasa de captura de A. ludens y la distancia. En A.
fraterculus donde las capturas fueron disminuyendo desde el punto central hacia
afuera en todas las direcciones, la asociacion entre tasa de captura y distancia resulto
significativa.

En funcion de estos resultados, se concluye que en los programas de
monitoreo donde el objetivo es estimar la abundancia promedio en el campo, las
trampas deberian estar separadas entre si por al menos el valor del rango del
semivariograma, para asi obtener muestras con menor probabilidad de estar
autocorrelacionadas. En el caso de A. fraterculus, segin lo estimado la separacion
minima deberia ser de 80 metros entre trampas. En cambio para A. Iudens, esta
distancia deberia ser de al menos 100 metros. De esta forma también se podria
reasignar las trampas disponibles y el esfuerzo de muestreo a cubrir los bordes o

zonas mas alejadas en huertos linderos o parches de Vegetacién natural.

Palabras claves: Anastrepha fraterculus, Anastrepha ludens, resistencia al ayuno, dieta,

proteina, autocorrelacion espacial.
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Survival and dispersal of fruit flies of
genus Anastrepha (Diptera: Tephritidae):
effect of post-teneral feeding

:: Abstract ::

In recent years, the growing interest in the use of the Sterile Insect Technique
for Anastrepha fraterculus has prompted a series of studies to increase biological
knowledge required to develop this specific technique. This control method requires
as a key component, that sterile males reach sexual maturity in the field and
compete with wild males for copulas with wild females. Males of A. fraterculus, have
a long sexual maturation of 7 to 10 days and therefore the released individuals
should be able to find enough resources to be ready and complete its task. Given the
variability within the species, a mass rearing system must be developed to address
the particularities of the local population and it is necessary to know the
physiological requirements of the species.

This thesis aims to delve into aspects of the adult diet and its effects on
survival, resistance to starvation and dispersion, studying these in laboratory, semi-
field and field conditions. Similar studies were performed with A. ludens to assess the
similarities and differences between species of the same genus.

Results indicate that the concentration of protein in the diet of A. fraterculus
reduces survival compared with diets with a higher proportion of sugars, and that
this can be overcome or at least reduced if additional sugar supply is provided. The
relative proportion of protein to sugar in the diet seems to be important since flies
fed artificial diet with a lower proportion of protein, or natural fruit showed higher
survival values. Males that consumed more protein reached maturity early and their
survival was reduced, showing a tradeoff between reproduction and longevity.

Under field cage conditions, over 50% of the flies survived till day 10, and
about 25% survived up to 12 days of age, independently on diet the previously
ingested. The life expectancy at the release day was similar in both species (4.
fraterculus and A. Iudens) regardless of the diet consumed in the previous days,
including the period of maturation of males of about 10 days.

In field dispersion and survival experiments trapping rates were in the range of
2 to 6% (A. ludens) and between 2 and 5% (A. fraterculus). In general for both species,
the capture of females was higher, reaching rates up to two fold that of males.

Treatments S (sugar) (A. ludens) and SC (sugar then complete diet) (A. fraterculus) had
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a higher number of catches than F (3:1 protein diet) or C treatment (5:1 protein
diet) (for A. ludens and A. fraterculus respectively). Assuming that individuals of all
treatments are equally attracted to the trap bait, the result suggests that the flies fed
a high-protein diet have a lower survival under field conditions than those fed on
sugar alone or combined with dietary protein.

Dispersal spatial pattern analysis showed no difference in directionality
between dietary treatments for any of the species under study. We found no
differences in the spatial distribution between sexes. Dispersal patterns of the
species studied in this thesis did not seem to be associated with wind.

In both species studied, 90% of the flies were trapped at a distance equal or
lower than 104 meters from the central releasing point. Average trapping is spatially
autocorrelated, however no association was found between the rate of capture of A.
ludens and distance. In A. fraterculus where catches decreased from the center point
outward in all directions, the association between catch rate and distance was
significant.

According to these results, in monitoring programs where the objective is to
estimate the average abundance in the field, traps should be separated by at least the
value of the variogram range, in order to obtain samples less likely to be
autocorrelated. For A. fraterculus, the minimum distance should be 80 meters
between traps. For A. Iudens, this distance should be at least 100 meters. This could
help reallocate available traps and sampling effort to cover more remote edges or

boundaries in orchards or patches of natural vegetation.

Keywords: Anastrepha fraterculus, Anastrepha ludens, starvation resistance, diet,

protein, spatial autocorrelation.
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. Pr(')logo :

Tantos anos estudiando a estas moscas, protagonistas hoy de esta tesis y con las que uno
protag y J q
termina encarindndose, que cuesta creer que sean p]aga. Mis fami]iares y amigos siempre me
preguntaban: “;Como andan las mosquitas?”, y yo les decia que muy bien, y a la vez pensaba
que les habia sacado el alimento y las estaba matando de hambre. ..Pero me gustaba contarles
la posible aplicacién de mis estudios y convencerlos de que la ciencia es util y no es un gasto
P P J q J g

sino una inversion. Interesados en mostrarse observadores de la naturaleza decian:*Si, ya se,
¢son las que revolotean sobre ]afrutera en casa, no?”.Y yo los desilusionaba diciendo que no,
que esas eran “drosdfilas”, que en realidad esas se conocen como “moscas del vinagre”, que las
(43 / » /4
mias” eran mds grandes.

- ¢Cudles? ;Las negras feas?, repreguntaban.

- No, no, esas son las “domésticas”, estas son mds lindas y claritas! No sabés que lindas
alitas tienen! Aparte comenfruta asi es que son limpitas.

S6lo unos pocos se animaban a ahondar un poco mds, y preguntaban qué les hacia o que
les estudiaba.Y ahi hacia una condensacion de informacion en 5 sequndos sin usar palabras

) P
“raras”, antes de que se aburran y la conversacion virara al estado del tiempo o al ultimo
estreno de cine. Para los que se hubiesen animado a mds o les gustan las palabras “raras” aqui
! . /7 . .

va un resumen un poco mds largo de lo que estuve haciendo este ultimo tiempo con estos

bichitos.

Lo que hace mas importante a tu rosa,

es el tiempo que th has perdido con ella.

“El Principito”, Antoine de Saint-Exupéry
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:: Introduccion General ::

Entre los insectos, las moscas de la fruta (Tephritidae) han sido objeto de
numerosos estudios nutricionales (Diaz-Fleischer y Aluja, 1999; Drew y Yuval,
1999; Yuval et al., 2007; Carey et al., 2008; Fanson et al., 2009), asi como de
estudios que evaltan el efecto de la dieta en la reproduccion y supervivencia de los
individuos (Hagen, 1953; Hendrichs et al., 1993; Meats y Leighton, 2004, entre
otros). Hay dos razones principales que motivan estos estudios. Primero, muchas
especies de esta familia son importantes plagas de frutas y hortalizas, con
distribucion global y diversa afinidad de hospedadores, lo que enfatiza la necesidad
de entender su biologia y su historia natural (Aluja, 1994). Segundo, el éxito inicial
de la Tecnica del Insecto Esteril (TIE) (Knipling, 1955) para controlar algunas de
estas especies como la mosca del Mediterraneo Ceratitis capitata (Wiedemann)
(Diptera: Tephritidae), ha promovido estudios basicos en otros miembros de este
grupo como posibles candidatos para ser controlados con esta tecnica. Para que la
TIE pueda suprimir las poblaciones plaga, es necesario criar en forma masiva a los
insectos, esterilizarlos y liberarlos en la zona a controlar. Una vez liberados, los
machos deben sobrevivir en el campo hasta completar la madurez sexual y ser
sexualmente competitivos de manera de transferir esperma estéril a las hembras de
la naturaleza. La necesidad de producir grandes cantidades de machos esteriles pero
sexualmente competitivos resulto en un esfuerzo de investigacion significativo
apuntado a desentranar el rol de algunos nutrientes, en particular de las proteinas,
en los sistemas reproductivos de ambos sexos (Carey et al., 2002; Nestel et al.,
2005; Yuval et al., 2007). Los resultados obtenidos acerca del impacto de la dieta
sobre la fertilidad, la fecundidad y la longevidad extendieron el conocimiento hacia
temas como la demografia y el envejecimiento (Carey and Liedo, 1999; Carey et al.,
2002, 2005, 2008; Prabhu et al., 2008). Recientemente, el uso de sistemas de

alimentacion para medir la ingesta individual permitio discriminar el impacto de
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nutrientes especificos (i. e. proteina) de la restriccion calorica en aspectos como el
tiempo de vida y la produccion de huevos en la mosca de la fruta de Queensland,
Bactrocera tryoni (Froggatt) (Fanson et al., 2009; Fanson y Taylor, 2012). Los
resultados obtenidos hasta el momento, han revelado la importancia no solo de la
proteina sino tambien de la cantidad que es ingerida en relacion con otros nutrientes
(en particular carbohidratos) sobre la aptitud de los individuos (definida como la
capacidad de sobrevivir y reproducirse), llevando a posicionar a miembros de esta
familia de dipteros como uno de los modelos de estudio mas interesante dentro de

los insectos.

1. Biologl'a de las moscas de los frutos

Actualmente la familia Tephritidae (Insecta: Diptera: Brachycera) contiene
alrededor de 4352 especies, agrupadas en 6 subfamilias y 481 géneros (Norrbom et
al., 1999), distribuidas en el mundo a lo largo de regiones templadas, subtropicales

y tropicales (Tabla I.1).

Tabla I.1. Distribucion mundial por regiones biogeograficas de generos y especies de la familia
Tephritidae por subfamilia, segin Norrbom et al. 1999. Afrotropical (AF), Australasia (AU),
Neartica (NA), Neotropical (NT), Indomalaya u Oriental (OR), Paleartica (PA), Desconocida
(NN).

Subfamilia Numero Numero Distribucion de especies por regiones
de de
géneros especies AF AU NA NT OR PA NN

Blepharoneurinae 5 34 7 3 24 2 1
Dacinae 41 1066 350 335 2 392 44
Phytalmiinae 95 331 27 183 125 11
Tachiniscinae 8 18 2 4 7 10
Tephritinae 211 1859 466 156 262 422 170 537 1
Trypetinae 118 1012 76 107 96 290 278 258

Sin clasificar 3 32 1 4 5 1 21

Total especies - 4352 929 785 361 747 975 882 1
Total géneros 481 - 155 144 62 72 158 137 1

La familia agrupa insectos que varian en tamano desde uno a veinte
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milimetros. Poseen patrones de coloracion alar que pueden incluir bandas, o puntos
amarillos, marrones o negros, o combinaciones de ellos, y en posiciones
caracteristicas; o presentar puntos hialinos en un fondo oscuro (Christenson y Foote,
1960) (fig. I.1). Las hembras de la mayoria de las especies insertan sus huevos en
tejidos vegetales vivos y sanos, determinando que las larvas vivan y se alimenten de
tallos, hojas, frutos, flores o semillas (fig. 1.2). Incluso algunas especies forman
agallas o son minadoras de hoja. Los adultos se alimentan usualmente de liquidos
(savia, nectar, granos de polen, excreciones de homopteros, excrementos) o
microorganismos (bacterias, levaduras), sin embargo los adultos del genero
Blepharoneura y otros géneros relacionados tienen espinas en sus labelas y son capaces

de raspar y alimentarse de tejidos vegetales (Norrbom, 2004).

X -
g ™
Campiglossa farinata Campiglossa genalis Campiglossa sabroskyi

Procacidocharcides penelops Rhagoletis basiola Tomopizgia obiqua

Neaspiota slba Neaspicta slbidpennis Rhagolatis fausta Rhagoletis juniperina Uraphars cardui

Figura I.1. Ejemplos de patrones de coloracion alar en la familia Tephritidae. Edicién de fotos

extraidas de Jackson et al. 2011.
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Figura 1.2. Hembra de mosca de los frutos (Anastrepha sp.) oviponiendo en un fruto. Foto

extraida de http://www.insectimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=1322089.

La mayor parte de la literatura se concentra en los grupos y especies que
atacan frutos y son de importancia economica (subfamilias Dacinae y Trypetinae).
Sin embargo las especies no frugivoras (subfamilia Tephritinae) tambieén han sido

objeto de estudios (Headrick y Goeden, 1998).

1.1. Moscas de los frutos del género Anastrepha

Ubicado dentro de la subfamilia Trypetinae, el género Anastrepha es el grupo
nativo con mayor diversidad en la region Neotropical con 209 especies validas en la
actualidad y clasificadas en 18 grupos (Hernandez-Ortiz, 2007). A pesar de esta
riqueza, la mayoria de las especies poseen una distribucion limitada a ciertas
regiones, y solo algunas de ellas ocupan rangos de distribucion amplios como
Anastrepha obliqua (Macquart), Anastrepha serpentina (Wiedemann), Anastrepha striata
(Schiner) y Anastrepha fraterculus (Wiedemann), con registros desde el sur de los
Estados Unidos de América (Texas) hasta el norte de la Argentina. Otras como
Anastrepha ludens (Loew) presentan una distribucion regional desde el Valle del Rio
Grande en Texas hasta Costa Rica; Anastrepha suspensa (Loew) que se presenta en las

islas del Caribe; y Anastrepha grandis (Macquart) localizada en gran parte de
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Sudamérica (Norrbom et al., 1999). Entre los grupos mas diversos se encuentra

fraterculus, al cual pertenecen tanto A. ludens como A. fraterculus (fig. 1.3).

Figura 1.3. Ejemplares de la mosca mexicana de la fruta A. ludens (derecha,
macho/izquierda, hembra). Foto por Jorge Valdéz, Colegio de Postgraduados, Meéxico.
(http://commons.wikimedia.org/wiki/File: Anastrepha_ludens_female_and_male.jpg)

El analisis de las relaciones entre especies polifagas y sus plantas hospederas,
revelan que aquéllas han ampliado sus areas de distribucion y en consecuencia su
potencial reproductivo, debido a la infestacion de varias plantas introducidas al
continente americano, especialmente en el caso de Mangifera indica L.
(Anacardiaceae) y diversas especies de Citrus (Rutaceae) (Hernandez-Ortiz, 2007).
A pesar de que las especies polifagas registran un amplio rango de hospederos,
conservan marcadas preferencias por algunas plantas nativas de ciertas familias,
entre las cuales es muy probable se encuentren sus hospederos originales: A.
fraterculus muestra preferencia por especies nativas de la familia Myrtaceae mientras

que A. ludens infesta principalmente especies nativas de la familia Rutaceae

(Hernandez-Ortiz, 2007).
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1.2. Biologl'a de las especies estudiadas: Anastrepha fraterculus y
Anastrepha ludens.

1.2.1. Distribucion

En Argentina, Anastrepha fraterculus se encuentra restringida principalmente a
las provincias del noroeste: Tucuman, Salta, Jujuy y Catamarca; y a las provincias del
noreste: Misiones, Corrientes, y Entre Rios. Pero también se la encuentra en oasis
de cultivo en las provincias de San Juan, Catamarca y La Rioja.

A nivel continental A. fraterculus tiene una amplia distribucion y es considerada
un complejo de especies que involucra varias especies cripticas (revisado en Steck
1990; Steck 1999; Hernandez-Ortiz et al. 201Mediante un estudio de
compatibilidad en el apareamiento, se compararon poblaciones de Argentina, Pera,
Brasil y Colombia arrojando como resultado una baja compatibilidad entre estas
regiones (Vera et al., 2006a), pero una alta compatibilidad entre las poblaciones
argentinas pertenecientes a las zonas del NOA y NEA (Petit-Marty et al. 2004; Vera
et al., 2006a). Estudios moleculares (Alberti et al., 2002, 2008) indican que las
poblaciones de Argentina y del sur de Brasil pertenecerian a una misma especie
biologica y estudios recientes de comportamiento (Rull et al. 2012) muestran a su
vez que las mismas son compatibles reproductivamente.

Anastrepha ludens es una mosca nativa de México (excepto en los estados de
Baja California, Chihuahua, Coahuila, Durango, Sinaloa, Sonora y Tamaulipas),
Belice, El Salvador, Guatemala, Honduras y Nicaragua. En Costa Rica se la
consideraba una especie rara hasta mediados de la década de 1990 cuando comenzo
a ser plaga en cultivos de naranja y pomelo. Luego se la hallo infestando huertos de
citrus al oeste de Panama, sugiriendo una ampliacion del rango de distribucion de la

especie (EPPO, 2009).

1.2.2. Ciclo de vida y comportamiento

Tanto A. fraterculus como A. Iudens son especies holometabolas, es decir que
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presentan metamorfosis completa. Su ciclo de vida incluye los estados de huevo,
larva (3 estadios), pupa y adulto. Luego de la copula, la hembra inseminada inserta
su oviscapto en un fruto y deposita un huevo (4. fraterculus, si bien hay registros de
hasta 8 huevos) o un conjunto de ellos (A. ludens, 1 a 18 huevos) en el epi- o
mesocarpo del fruto. Los tiempos de desarrollo varian segin las condiciones
ambientales pero a 25 °C se observa que 3 o 4 dias después de la oviposicion
emergen las larvas y comienzan a alimentarse de la pulpa de los frutos. Los tres
estadios larvales se completan dentro del fruto en un periodo de entre 12 a 15 dias
para A. fraterculus (Salles, 1993), y alrededor de 11 dias para A. ludens (Celedonio-
Hurtado et al., 1988). Luego, las larvas salen del fruto y se entierran en el suelo a
una profundidad de entre 2 y 6 cm en busca de un lugar fresco y seco, donde se
transforman en pupas. Doce a 19 dias despues, emergen los adultos rompiendo el
pupario con un organo llamado ptilinum localizado en su cabeza, y permanecen
inactivos por un periodo de tiempo corto, hasta esclerotizar la cuticula. Los adultos
alcanzan su madurez sexual luego de 10 a 15 dias en A. fraterculus (Salles, 1995) u 8 a
34 dias en el caso de A. Iudens (Aluja, 1993). En condiciones optimas A. ludens
presenta 4 a 6 generaciones por ano, mientras que A. fraterculus entre 8 y 10 (Aluja,
1993).

Los tefritidos, tanto los estadios larvales como los adultos, se alimentan para
sobrevivir diariamente y adquirir los recursos criticos para la reproduccion. La
mayor parte de los tefritidos adultos debe encontrar y consumir el combustible para
sus actividades normales, y forrajear en busqueda de los recursos reproductivos no
adquiridos en su etapa larval, forjando asi un vinculo entre la alimentacion adulta y
el comportamiento reproductivo (Drew yYuval, 1999).

Las estrategias de alimentacion juegan un papel central en la biologia de los
adultos dado que influyen sobre otros procesos comportamentales y fisiologicos
como la maduracion sexual, el cortejo y el apareamiento, la oviposicion y la

respuesta general a las plantas hospederas (Drew yYuval, 1999).
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Los adultos requieren una variedad de nutrientes para sobrevivir, impulsar sus
actividades diarias y permitirles alcanzar su potencial reproductivo. Estos incluyen
carbohidratos, aminoacidos libres, minerales, vitaminas del complejo B y agua
(Hagen, 1953). Los carbohidratos son utilizados como combustible para el vuelo, el
forrajeo y el cortejo. Las reservas de lipidos pueden ser metabolizadas para cubrir
estas necesidades en ausencia de carbohidratos o incrementarse si existen
carbohidratos en exceso (Jacome et al., 1995; Warburg yYuval, 1997).

Las moscas de la fruta presentan comportamientos sexuales y caracteristicas
morfologicas propias del grupo. Las hembras de A. fraterculus precisan al menos 15
dias luego de la emergencia para que maduren sus 6rganos reproductores, mientras
que los machos completan la madurez en aproximadamente 10 dias en condiciones
de laboratorio (Salles, 1998a). En el caso de los machos de A. ludens criados
masivamente se ha logrado que maduren a los 8 dias de edad (Zavala Lopez et al.,
1998). Una vez maduras, las moscas de la fruta se aparean luego de un cortejo
sexual que incluye un comportamiento de “llamado” del macho para atraer a la
hembra. Para ello, los machos realizan un despliegue comportamental agrupados en
conjuntos denominados Ieks. Dichos conjuntos no se relacionan con la defensa de
recursos, sino que tienen como Unica funcion atraer a las hembras. En general estan
ubicados en el envés de las hojas del arbol hospedero donde se exhiben a las hembras
(Prokopy y Hendrichs, 1979; Iwahashi y Majima, 1986; Aluja et al., 1983). Durante
estas agregaciones los machos defienden su territorio con contacto fisico, y atraen a
la hembra mediante la emision de sefales actsticas y quimicas. En esta etapa del
apareamiento, el despliegue corporal consiste en aleteos intensos, inflamacion de las
glandulas pleurales y eversion del proctiger (region anal) por donde la feromona
sexual se difunde al medio (Aluja et al., 1983; Meza-Hernandez, 2002; Segura et
al., 2007; Gomez Cendra et al., 2011). La hembra se aproxima y selecciona el
macho con el cual aparearse. En general, A. fraterculus regula su actividad diaria de

manera que utiliza las primeras horas de la manana para aparearse (Salles 1999). Un
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estudio realizado por Petit-Marty et al. (2004) en cuatro poblaciones naturales de
Argentina confirmoé que la mayoria de los apareamientos ocurren durante las dos
primeras horas luego del amanecer. En el caso de A. ludens, la mayor parte de los
llamados por parte de los machos y de los apareamientos ocurren en la franja
horaria de las 16 a 18 hs. Una vez finalizada la copula, la hembra busca un sustrato
de oviposicion adecuado, que generalmente son frutos que estan proximos a

madurar.

1.2.3. Hospederos

Tanto A. fraterculus como A. ludens son especies polifagas que atacan diferentes
especies frutales que poseen interés economico sumando alrededor de 100
hospederos citados (Norrbom, 2004).

Los principales hospederos comerciales de la mosca sudamericana de la fruta,
A. fraterculus, que han sido nombrados historicamente son el pomelo (Citrus paradisi
Macfadyn), la naranja agria (Citrus aurantium L.), la naranja dulce (Citrus sinensis L.
Osbeck), y la mandarina (Citrus reticulata Blanco), sin embargo estas dos Gltimas
especies carecen de registros completos y no es recomendable incluirlas en los
listados de hospederos (Ovruski et al., 2003). Los hospederos nativos registrados en
la provincia de Tucuman pertenecen a las especies Eugenia uniflora L. (arrayan,
Myrtaceae), Myrcianthes pungens (Berg) Legrand (mato, Myrtaceae), y Juglans.
australis Grisebach (nogal criollo, Juglandaceae); y los hospederos exoticos que
registraron altos niveles de infestacion corresponden a las especies Psidium guajava L.
(guayaba, Myrtaceae), Prunus persica (L.) Batsch (durazno, Rosaceae), P. domestica L.
(ciruela, Rosaceae), P. armeniaca Blanco (damasco, Rosaceae), y Eryobotria japonica
(Thunb.) Lindley (nispero, Rosaceae) (Ovruski et al., 2003).

Por su parte, para A. udens se cuenta con datos historicos que reportan hasta
23 plantas hospederas. Sus hospederos preferenciales en México se restringen a

frutos de mango (M. indica), ademas de diversos frutos de Citrus spp. (Rutaceae), y
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particularmente a dos especies de rutaceas nativas en Mexico, Sargentia greggii
Watson (zapote amarillo) y Casimiroa edulis Llave y Lex (zapote blanco). En forma
ocasional también se le encuentra infestando frutos de durazno (P. persica) y algunas

especies de la familia Mpyrtaceae.

1.2.4. Importancia econémica

El dano que producen los tefritidos se debe principalmente a que los adultos
utilizan los frutos como fuente de alimentacion y tambien como sitio de cria.
Aunque la alimentacion de las larvas es la principal causante del perjuicio para el
rendimiento de los cultivos, también es importante el dafio debido a la perforacion
del fruto solamente ya que los orificios provocados permiten el ingreso de
organismos oportunistas nocivos (bacterias y virus).

En la Argentina tan solo A. fraterculus y Ceratitis capitata (Dacinae)
(Wiedemann) son economicamente importantes, siendo la primera nativa y la
segunda introducida a principios del siglo pasado (Ovruski et al., 2003). A
diferencia de A. fraterculus, C. capitata esta distribuida por gran parte del pais. Ambas
especies son plagas serias de una amplia variedad de cultivos comerciales fruticolas y
por lo tanto limitan las exportaciones hacia paises libres de estas especies que
poseen estrictas restricciones cuarentenarias como Estados Unidos y Japon
(SENASA, 1998). El dano ocasionado por ambas especies se estima en un 15 a 20%
de la produccion fruticola sin contar la perdida de mercados (Alvarado y Ritacco,
1991; Guillen y Sanchez, 2007).

En México, la fruticultura es una de las actividades economicas mas
importantes y las moscas de la fruta representan un factor limitante para el
desarrollo de esta industria. Los dafios economicos que ocasionan, se estiman en

2350 millones de dolares. (http://www.senasica.gob.mx).
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2. Control de moscas de los frutos

En general, se acepta que el manejo de una plaga consiste en mantener la
densidad de su poblacion debajo del nivel en el cual comienza a causar perjuicio
economico. La implementacion de las estrategias del control de plagas, sobre todo la
reduccion de las densidades de las poblaciones de insectos, requiere de la utilizacion

de diversos métodos o técnicas (Tabla 1.2).

Tabla I.2. Métodos de control y ejemplos.* Tambien llamado Manejo Integrado de Plagas.

Tipo de Control Ejemplo

Mecanico Uso de barreras (zanjas, cercos)

Fisico Calentador solar (plagas de granos almacenados)
Cultural Uso de practicas agronomicas y plantas resistentes
Biologico Uso de predadores, parasitoides y patogenos
Quimico Uso de insecticidas

Etologico Uso de trampas con feromonas

Genético Hibridaciones estériles

Legal Reglamentacion de cultivos

Integrado* Uso de diversos métodos compatibles entre s

En 1994, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca (SAGyP, Argentina)
creo el Programa Nacional de Control y Erradicacion de Moscas de los Frutos
(PROCEM —SENASA) en el cual intervienen organismos oficiales nacionales,
provinciales, universidades y asociaciones de productores, contando con el apoyo del
Organismo Internacional de Energia Atomica (OIEA) y la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO). Las estrategias
utilizadas en el contexto del manejo integrado de estas plagas se basan
principalmente en el uso de productos quimicos, practicas culturales y control legal
(barreras cuarentenarias internas o externas). En el caso de Ceratitis capitata también

se incluye la Técnica del Insecto Esteril (TIE) en el conjunto de medidas y desde su
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implementacion se ha logrado reconocer areas libres de moscas en el sur y oeste del
pais (Valles Andino-Patagonicos en 2005 y los oasis del sur de Mendoza en 2011). A
medida que se avanza en el control de C. capitata en diferentes zonas del pais, crece
el interes de establecer estrategias para el manejo de A. fraterculus (Ortiz 1999).

En Mexico en el ano 1985, se declar6 de interes puablico la prevencion y
combate de las moscas de la fruta de los géneros Anastrepha, Rhagholetis, y
Toxotrypana. Posteriormente en 1992, el Gobierno Federal implement6 la Campana
Nacional Contra Moscas de la Fruta (CNMF), con el objetivo de controlar, suprimir
y erradicar, a cuatro especies de moscas de la fruta nativas consideradas de
importancia economica: Anastrepha ludens, A. obliqua, A. striata y A. serpentina. La
campafia también incluia entre sus objetivos evitar el establecimiento de moscas de
la fruta exoticas, tales como C. capitata, Bactrocera dorsalis (Hendel), Bactrocera

cucurbitae (Coquillett) y A. suspensa.

3. Control genético
3.1.Técnica del Insecto Estéril (TIE)

La TIE es un método de control autocida (se utilizan individuos de la misma
especie) propuesto por Knipling (1955) conocido tambi¢n como SIT por sus siglas
en ingles (Sterile Insect Technique). Este método esta basado en la liberacion a
campo de insectos esterilizados pero sexualmente competitivos que, al aparearse
con las hembras salvajes, evitan que ¢stas produzcan descendencia viable. En
general, la esterilidad es alcanzada mediante irradiacion del material biologico con
radiaciones ionizantes de rayos X o con rayos gamma. Este tratamiento produce
mutaciones letales dominantes en las gametas maduras (Muller, 1927), lo que
determina la muerte temprana de la descendencia.

La TIE esta entre los métodos de control de plagas menos contaminantes. A
diferencia de otros métodos, es especifico para la especie, no libera agentes exoticos

en nuevos ambientes y no introduce material genético nuevo a las poblaciones
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existentes dado que los organismos liberados no pueden reproducirse. Edward
Knipling (1955) propuso el uso de la radiacion para esterilizar los insectos que se
van a usar en el combate autocida de insectos plagas, obteni¢ndose el primer logro
de importancia al erradicar el gusano barrenador del ganado (Cochliomya hominivorax)
de la Isla de Curagao en 1963.

En la Argentina, la TIE es utilizada para el control de Ceratitis capitata en zonas
fruticolas (Patagonia, Mendoza, San Juan) desde principios de 1990 en combinacion
con un manejo cultural y quimico, y un estricto sistema cuarentenario (Guillen y
Sanchez, 2007). Para A. fraterculus, el unico metodo de control disponible en el
presente, es el uso de compuestos quimicos. Esto presenta un problema en areas de
coexistencia con la mosca del mediterraneo (C. capitata), donde la TIE seria una
estrategia alternativa para el control de 4. fraterculus (Vera et al., 2007).

En Mexico, la CNMF desde 1992 a la fecha ha logrado el reconocimiento de
85.000 hectareas de frutales como Zonas Libres de moscas de la fruta y 186.000 ha
de Baja Prevalencia mediante el uso de la TIE combinado con liberaciones de
parasitoides (Salcedo-Baca et al., 2010). El resto del territorio mexicano se
considera Zona Bajo Control Fitosanitario.

Un estudio de FAO/IAEA (2005) sefala que un programa de manejo
integrado de plagas donde se aplica la TIE genera, ademas de la disminucion de
perdidas por el ataque de estas plagas, a) aumento en la disponibilidad de fruta en
cultivos de traspatio y mejora en la nutricion de la poblacion marginada, b) ahorro
en la aplicacion de productos quimicos, c) reduccion de costos ambientales, y d)

posibilidad de exportar frutas.

3.2. Irradiacion

El cobalto 60 ' (*°Co) es el emisor de radiacion gamma mas comtnmente

1 60 . . . ’ 7
El ”Co emite dos rayos gamma principales; las energias de estos fotones gamma mas frecuentes,
en orden decreciente de su probabilidad relativa de emision, son de 1332 y 1173 Kev (1 Kev =
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utilizado para esterilizar insectos. Los rayos gamma atraviesan facilmente la materia
(dependiendo de su energia) ya que la radiacion electromagneética, es mucho mas
penetrante que las radiaciones de particulas (alfa y beta) por carecer practicamente
de masa (Allinghi, 2000).

En general los insectos holometabolos son irradiados en forma de pupas
aprovechando que en este estado los insectos son facilmente manipulables y
tolerantes a las radiaciones (Cisneros, 1995). La tolerancia se incrementa con la
edad de la pupa lo que permite provocar la esterilizacion del insecto sin que se
afecten apreciablemente otras condiciones del adulto. En pupas maduras, uno o dos
dias antes de su emergencia como adultos, la espermatogenesis se encuentra muy
avanzada diferenciandose ya las espermatidas y los espermatozoos (Allinghi, 2000).
El efecto de la irradiacion sobre estadios tempranos de desarrollo de la pupa tendria
un efecto mayor sobre la competitividad sexual y el tiempo de vida de los machos en
condiciones de campo (Hopper, 1989).

Los rayos gamma producen alteraciones que lesionan las cadenas de ADN al
colisionar con ellas, fracturandolas o desnaturalizando sus funciones. En general en
los insectos causan dafios letales a las cé¢lulas germinales dado que son muy
radiosensitivas. La maxima radiosensibilidad de una celula se presenta durante la
mitosis y la maxima radioresistencia se presenta durante la sintesis de ADN
(Allinghi, 2000).

La esterilidad de los machos puede ser debida a: aspermia (falta de esperma),
mutaciones letales dominantes en el esperma e inactividad del esperma. La radiacion

de pupas de mosca mediterranea con 70 a 90 Gy produce machos estériles cuyos

1,6 x 10° erg). La unidad de radioactividad expresa el numero de desintegraciones (o de emision
de radiacion) por unidad de tiempo. Actualmente la unidad utilizada es el Becquerel (Bq). Un Bq
es definido como la actividad de aquella cantidad de una sustancia radiactiva que emite una
desintegracion por segundo (dps). Antes se utilizaba el Curie (Ci) donde 1 Ci = 3,7 x 10" Bq =
3,7x 10" dps = 37 Gbq.

La dosis absorbida, es la energia promedio depositada por la radiacion ionizante por unidad de
masa del material irradiado y su unidad es el Gray (Gy) donde 1 Gy = 1 J*Kg" (Lépez Valdivia y
Reyes Lujan, 1997).
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espermatozoides son predominantemente moviles (Steiner et al., 1962; Simo6n et
al., 1972).

La esterilizacion de las moscas como parte de la TIE ha sido lograda mediante
la irradiacion de las pupas, y por lo tanto durante varias decadas se han realizado
estudios sobre la biologia de la radiacion. Por ejemplo, Hooper (1975) al trabajar
sobre Bactrocera cucumis (French) no encontro efectos significativos de la irradiacion
sobre la supervivencia de las moscas. Al ser irradiados con una dosis de 70 Gy, los
machos fueron aproximadamente 70% tan competitivos como los no tratados, y a
60 Gy la capacidad de aparearse no fue significativamente afectada. Barry et al.
(2003) detectaron una reduccion en la supervivencia como consecuencia de la
irradiacion en C. capitata, sin embargo, la competitividad en la copula no fue
afectada. Allinghi et al. (2007b) encontro que un tratamiento de 70 Gy produce
esterilidad total en A. fraterculus, y Gomez Cendra et al. (2007) no hallaron efecto de
la irradiacion sobre la supervivencia en jaulas de campo con estas dosis. En A. Judens
la dosis de irradiacion esta siendo reevaluada para mejorar el desempefio del macho
esteril en condiciones de campo (Rull et al., 2007) dado que en las liberaciones de
rutina se utilizan dosis mayores. Uno de sus resultados fue que una dosis de 40 Gy
produce una esterilidad del 95% en machos y es suficiente también para suprimir

totalmente la produccion de huevos en hembras (Rull et al., 2007).

3.3. Competitividad y desempefio a campo

Para un control y manejo eficiente de la especie plaga mediante la TIE, es
necesario criar en forma masiva a los insectos, esterilizarlos y liberarlos en la zona
donde se ha detectado el problema. Una vez liberados en el campo, los machos
deberian sobrevivir en condiciones naturales hasta completar la madurez sexual y ser
sexualmente competitivos de manera de transferir esperma estéril a las hembras
silvestres.

Para la familia Tephritidae, existen trabajos que tratan sobre los efectos de los
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nutrientes sobre la supervivencia en condiciones de estres y resistencia al ayuno (p.
ej.: Carey et al., 2005; Davies et al., 2005; Fanson et al., 2009; Gavriel et al.,
2010), otros que evaltan el efecto de la dieta sobre la reproduccion (p. ej.: Landolt
y Sivinski 1992, Blay y Yuval 1997, Jacome et al. 1999; Aluja et al. 2001; Carey et
al., 2002; Shelly y Kennelly, 2003; Meats y Leighton, 2004; Oviedo, 2011), y
algunos que analizan cuestiones asociadas a la dispersion en campo (p. ¢j: Baker et
al., 1986; Thomas y Loera-Gallardo, 1998; Papadopoulos et al. 2003; Hernandez et
al. 2007; Weldon y Meats, 2007; Froerer et al., 2010).

3.3.1. Supervivencia y resistencia al ayuno

La supervivencia puede ser afectada tanto por factores internos y externos
variados, como la constitucion genctica, el estado fisiologico, la predacion, la
competencia, la disponibilidad de recursos y la calidad de los nutrientes entre otros.

Los perfiles de mortalidad de una variedad de organismos comparten
caracteristicas debido a presiones de seleccion evolutivas similares. Como ejemplo,
Carey (2001) nombra la alta mortalidad de los machos en comparacion con las
hembras durante las primeras edades reproductivas como algo tipico de animales de
reproduccion sexual de un variado numero de especies de invertebrados y
vertebrados. Otras caracteristicas generales observadas por Carey (2001) incluyen:
la tasa de cambio en la mortalidad con la edad, que disminuye luego de las edades
tempranas y se incrementa con la edad; vy, la lentificacion de la mortalidad a edades
avanzadas.

Los efectos prolongadores de la restriccion dietaria sobre la longevidad se
conocen desde 1935 con el trabajo de McCay et al. (1935) en ratas de laboratorio.
Posteriormente, se han hecho trabajos sobre restriccion dietaria en organismos
modelo convencionales como la levadura Saccharomyces cerevisiae (Meyen ex
E.C.Hansen) (Fungi: Ascomycota) (Lin et al., 2002), el nematodo Caenorhabditis
elegans (Maupas) (Nematoda: Rhabditidae) (Lee et al. 2006), la mosca Drosophila
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melanogaster (Meigen) (Diptera: Drosophilidae) (Chippindale et al., 1997; Min y
Tatar, 2006; Piper et al., 2011; entre otros), el pez cebra Danio rerio (Hamilton-
Buchanan) (Actinopterygii: Cyprinidae) (Keller et al., 2006), el raton Mus musculus
(L.) (Mammalia: Muridae) (Weindruch y Walford, 1982; Harper et al., 2006; entre
otros), y el mono rhesus Macaca mulatta (Zimmermann) (Mammalia:
Cercopithecidae) (Lane et al., 2004), y otras especies no tradicionales incluyendo a
la araha Frontinella pyramitela (Hentz) (Aranae: Linyphiidae) (Austad, 1989) y la
mosca del mediterraneo C. capitata (Carey et al., 2005).

La suposicion subyacente respecto de por que la respuesta de extension de la
longevidad se ha conservado a traves de una gran variedad de especies es que sirve
como mecanismo para superar los periodos de escasez, entre otros cambios,
mediante una reduccion en la demanda metabolica de la reproduccion, posponiendo
asi la senescencia reproductiva (Harrison y Archer, 1989; Holliday, 1989; Shanley y
Kirkwood, 2000).

Dado que los insectos rara vez se alimentan de fuentes alimenticias que
provean la correcta cantidad de todos los nutrientes requeridos (i. e. dietas
balanceadas nutricionalmente), algunos de ellos han desarrollado la capacidad de
elegir que comer (Waldbauer y Friedman, 1991) y en que proporcion para alcanzar
los niveles optimos de varios nutrientes a partir de fuentes alimenticias no
balanceadas pero complementarias (Barton Browne, 1995; Raubenheimer y
Simpson, 1999; Thompson y Redak, 2000; Jones y Raubenheimer, 2001). Sin
embargo, en ocasiones para alcanzar los niveles optimos de los nutrientes menos
abundantes, los insectos pueden estar forzados a ingerir otros nutrientes en exceso,
que luego son eliminados o metabolizados, en un proceso denominado alimentacion
compensatoria (Raubenheimer y Simpson, 1999). Resumiendo lo expresado, si la
cantidad apropiada de cada nutriente (objetivo de ingesta o “intake target”) no puede
ser alcanzada, el insecto comera la cantidad y relacion de nutrientes que, dentro de

la oferta de nutrientes, provea el maximo ajuste (“fitness”) (Simpson y
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Raubenheimer, 1995) comprometiendo tanto crecimiento como reproduccion
(Geister et al., 2008; Lee et al., 2008; Maklakov et al., 2008). Bajo circunstancias
extremas, donde no fuera posible alcanzar un equilibrio en la ingesta, la estrategia
de alimentacion podria cambiar de un modo reproductivo a un modo de
supervivencia (Carey et al., 1998). Incluso, las reservas generadas bajo situaciones
suboptimas podrian condicionar la capacidad para sobrevivir en ausencia de

alimento.

3.3.2. Reproduccion y el “trade-off” con la supervivencia

La composicion de las fuentes de alimento no solo tiene un efecto sobre la
supervivencia sino también sobre los parametros que afectan la aptitud como el
tiempo hasta la maduracion sexual, el éxito copulatorio y la fecundidad (p. ej.:
Landolt y Sivinski, 1992, Blay y Yuval, 1997, Jacome et al., 1999; Aluja et al., 2001;
Carey et al., 2002; Shelly y Kennelly, 2003; Meats y Leighton, 2004; Oviedo,
2010).

Muchas veces las asociaciones entre los parametros de la historia de vida de los
individuos son negativas, y se denominan “trade-offs” o compromisos. Pero solo se
pueden clasificar como evolutivamente significativas si se estudia la correlacion
genctica entre las variables (Reznick, 1985). Es plausible que mediante una
manipulacion de la oferta de alimento se reduzca la supervivencia y aumente el
esfuerzo reproductivo independientemente, generando una correlacion entre esas
dos variables donde no existe una relacion causal (Reznick, 1985). Sin embargo,
experimentos sencillos donde se midan ambas variables podrian dar indicios de una

relacion y servir de puntapic inicial para investigaciones mas profundas.

3.3.3. Movimiento, vuelo y dispersion
Los movimientos complejos realizados por los insectos pueden ser desglosados

en dos grupos: quinesis y taxias simples. Las quinesis son movimientos aleatorios
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gobernados por programas motores internos pero que son evocados por estimulos
variables sin direccion inherente. La cantidad o grado de actividad es una funcion de
la intensidad del estimulo (por ejemplo: temperatura, humedad). Esto puede
provocar el agregamiento o la dispersion de grupos de insectos en areas particulares
de temperatura favorable o desfavorable. Las taxias son movimientos dirigidos hacia
o en contra de un estimulo que posee una direccion (por ejemplo: sonido, fuente de
olor, objetivo visual) (Hardie et al., 2001).

Una vez que el insecto ya no detecta claves del estimulo o recurso, la
activacion motora es normalmente seguida de un comportamiento de “ranging”,
donde el movimiento esta orientado a claves ambientales como la direccion del
viento, de forma tal de maximizar la probabilidad de detectar estimulos asociados a
los recursos (Hardie et al., 2001).

Johnson (1969) define el vuelo de un insecto como apetitivo cuando es
inhibido tan pronto como un estimulo provoca que el insecto realice otro acto como
ser alimentarse o poner huevos; diferenciandolo de un vuelo migratorio, orientado,
persistente y en busca de otro habitat. Sin embargo en una revision mas moderna,
Hardie et al. (2001) utilizan el término “ranging” mas que vuelo trivial, apetitivo o
de forrajeo, dado que este nuevo término no implica un comportamiento
irrelevante para el encuentro de recursos, ni un comportamiento teleologico de
“blisqueda de objetivos” que solo puede ser evaluado de forma subjetiva. Los
insectos no salen en busqueda de recursos, sino que mas bien los encuentran
mientras responden a estimulos externos e internos.

Los insectos son capaces de utilizar un rango amplio de combustibles para
suministrar energia a los musculos del vuelo. Los mas comunes son los
carbohidratos y/o lipidos, pero tambien la prolina es utilizada por muchos dipteros
y coleopteros (Goldsworthy y Joyce, 2001). Muchas veces la reserva de
carbohidratos en la hemolinfa es mas importante que la reserva energética del

cuerpo graso. En vuelos no migratorios, los musculos de vuelo usan sus propias
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reservas de glucogeno, luego oxidan los combustibles disponibles en la hemolinfa, y
cuando la actividad se prolonga las hormonas coordinan la provision desde el cuerpo
graso. El uso de prolina como combustible de vuelo fue establecido en varias
especies de insectos aunque la medida en que se utiliza varia entre especies. En un
extremo se encuentra Phormia regina (Meigen) (Diptera: Calliphoridae) que utiliza
relativamente pocas cantidades de este aminoacido durante el inicio del vuelo. En el
otro extremo se encuentra la mosca tsetse Glossina morsitans (Westwood) (Diptera:
Glossinidae) que utiliza prolina casi exclusivamente como substrato de vuelo
(Goldsworthy y Joyce, 2001).

Dado que los tefritidos podrian tambien usar prolina como combustible de
vuelo, podria ser de interés elaborar una base de informacion fisiologica a partir de
la cual investigar si la ingesta de alimentos proteicos genera una mayor

disponibilidad de este substrato.

4. Justificacion del estudio

Durante los Gltimos anos, el creciente interés en el uso de la TIE en A.
fraterculus ha incentivado una serie de estudios para incrementar el conocimiento
biologico requerido para desarrollar esta tecnica especifica (Vera et al. 2006b, 2007;
Allinghi et al. 2007ab; Gomez Cendra et al. 2007; Sciurano et al. 2007; Segura et al.
2007, 2009). Este método de control requiere como componente clave, que los
machos esteriles alcancen la madurez sexual en el campo y compitan con los machos
salvajes por las copulas con hembras salvajes. Los machos de A. fraterculus, poseen un
largo proceso de maduracion sexual de entre 7 y 10 dias (Segura et al., 2011), y por
lo tanto, los individuos liberados deberian ser capaces de hallar recursos suficientes
hasta estar listos y completar su tarea. Dada la variabilidad dentro de la especie, se
debe desarrollar una cria masiva para atender a las particularidades de las
poblaciones locales (Vera et al., 2007) y resulta necesario conocer los

requerimientos fisiolégicos de esta especie.
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En la actualidad se cuenta con los avances logrados en otras especies de
Anastrepha que han posibilitado la implementacion de la TIE con buenos resultados
en la reduccion de las poblaciones de A. Iudens y A. obliqua en territorio mexicano
(Salcedo-Baca et al., 2010). Actualmente alli se producen millones de insectos
esteriles por semana y se continta controlando la calidad de los individuos y
mejorando los procedimientos de cria y liberacion (Orozco-Davila et al., 2006;
Orozco-Davila et al., 2007; Hernandez et al., 2010). Es por ello que se seleccion6 a

A. ludens como especie modelo para la comparacion en algunas secciones del estudio.

Dada la falta de informacion sobre diversos aspectos de las moscas de la fruta
del genero Anastrepha y la importancia de obtener estos conocimientos para
conformar una base de informacion que posibilite la aplicacion de técnicas de
control de plagas en forma eficiente y responsable, se propone ahondar en aspectos
relacionados con la dieta del adulto y sus efectos sobre la supervivencia, la
resistencia al ayuno y la dispersion, estudiandolos en condiciones de laboratorio,
semi-campo y campo. A modo comparativo se realizaron estudios similares con A.
Iudens para poder evaluar las similitudes y diferencias entre especies del mismo

género.

5. Objetivos generales

El proposito de las investigaciones es evaluar el efecto de diferentes
condiciones de cria sobre componentes de aptitud y capacidad de dispersion de
Anastrepha fraterculus y A. ludens, y contribuir a la optimizacion de la aplicacion de

métodos de control genético.
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Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la dieta de adulto sobre la capacidad de supervivencia frente al
ayuno de moscas de laboratorio de las especies A. fraterculus y A. ludens en condiciones
controladas (Capitulo 1).

2. Evaluar en forma conjunta el efecto de la dieta sobre la resistencia al ayuno y la
madurez sexual en machos de A. fraterculus (Capitulo 1).

3. Evaluar el efecto de la dieta de adulto sobre la capacidad de supervivencia en
condiciones de campo simuladas de moscas de laboratorio de la especie A. fraterculus
(Capitulo 2).

4. Evaluar el efecto de la dieta de adulto sobre la capacidad de supervivencia y dispersion
de moscas de laboratorio de las especies A. fraterculus y A. Iudens en condiciones de campo

(Capitulos 2 y 3).

6. Hipotesis de trabajo

1. La dieta post-emergencia tiene efecto sobre la resistencia al ayuno de los individuos de
la especie A. fraterculus en condiciones de laboratorio.

2. La dieta post-emergencia tiene efecto sobre la resistencia al ayuno de los individuos de
la especie A. ludens en condiciones de laboratorio.

3. Existe un compromiso entre maduracion sexual y supervivencia en los machos de 4.
fraterculus.

4. La dieta post-emergencia tiene efecto sobre la supervivencia de los individuos de la
especie A. fraterculus en condiciones de jaula de campo.

5. La dieta post-emergencia tiene efecto sobre la supervivencia de los individuos de la
especie A. fraterculus en condiciones de campo.

6. La dieta post-emergencia tiene efecto sobre la supervivencia de los individuos de la
especie A. ludens en condiciones de campo.

7. La dieta post-emergencia tiene efecto sobre la capacidad de dispersion de los individuos
de la especie A. fraterculus en condiciones de campo.

8. La dieta post-emergencia tiene efecto sobre la capacidad de dispersion de los individuos

de la especie A. ludens en condiciones de campo.
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: Metodologl’a General ::

1. Material biol(')gico

1.1. Anastrepha fraterculus

La cria de laboratorio de Anastrepha fraterculus de la Estacion Experimental
Agroindustrial Obispo Colombres, Tucuman, Argentina (EEAOC), Seccion Zoologia
Agricola, se establecio en 1997 a partir de individuos silvestres obtenidos de
guayabas (Psidium guajava Matta y Rodriguez, Myrtaceae) recolectadas en los
alrededores de Tafi Viejo, Tucuman. Desde entonces se la mantiene en una escala
semi-masiva (Jaldo et al. 2001, Vera et al. 2007). En algunos ensayos se utilizaron
individuos provenientes de dicha cria recibidos en estado de huevo en el Laboratorio
de Insectos de Importancia Economica (IGEAF, INTA Castelar). Una vez alli, se los
sembro como se indica en la siguiente seccion y se colocaron en una sala con
condiciones apropiadas para el desarrollo larvario. En otros ensayos, el material fue
recibido en estado de pupa. Por Gltimo tambien se utilizaron moscas de laboratorio
provenientes de la cria experimental del INTA, la cual fue fundada con individuos

provenientes de la cria de la EEAOC.

1.2. Anastrepha ludens

La colonia original es una mezcla de una vieja colonia de Mission (Texas,
E.E.U.U.) y material salvaje colectado en diferentes regiones de Chiapas (México).
El material fue provisto en el estado de pupa por la biofabrica de cria masiva
Moscafrut (Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura, Planta de
Cria y Esterilizacion de Moscas de la Fruta y Parasitoides, Metapa de Dominguez,

Chiapas, México).
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2. Cria de los insectos
2.1. Anastrepha fraterculus

Los adultos se crian en camaras con temperatura y humedad controladas (25 &
1 °C; 60-70 %HR vy fotoperiodo de 12:12 L:O). Las pupas (aproximadamente
10.000) proximas a la emergencia se colocan en jaulas de 1 m x 0,50 m x 0,30 m.
Los marcos de las jaulas son de aluminio y las paredes de tela de voile, que permite
el intercambio gaseoso y el paso de luz. En el interior de las jaulas se colocan tiras
de papel para aumentar las superficies de apoyo. Uno de los paneles esta recubierto
de una capa fina de silicona para estimular la oviposicion de las hembras. Este panel
esta a su vez cubierto por una goma espuma de 2 cm de grosor que se humedece
para evitar que los huevos se sequen. Cada 24 horas se retiran las esponjas y se
colectan los huevos suavemente con la ayuda de un pafio absorbente. Se mide el
volumen de huevos por jaula y el total de huevos se coloca en un recipiente con agua
donde se burbujean por 48 horas antes de ser sembrados en un medio artificial.

Los adultos de la cria reciben una dieta que contiene levadura hidrolizada
enzimaticamente, proteina de maiz, azlicar, aminoacidos, vitamina E y un complejo
de vitaminas y minerales (Dieta C, Tabla M.1). Las larvas se crian en la dieta
desarrollada por Salles (1995) cuyo pH es de 4,5. Esta dieta contiene en partes
iguales azlicar, germen de trigo y levadura de cerveza (CALSA®) que son su base
nutricional; ademas, se utilizan conservantes como acido citrico, benzoato de sodio
y metilparabeno. La mezcla se completa con agua corriente y agar para brindar
consistencia a la dieta y evitar que las larvas se ahoguen. Una vez elaborada, la dieta
se coloca en bandejas de poliestireno expandido (20 x 15 cm) donde se siembran los
huevos (1 ml). Estas bandejas son tapadas y envueltas en papel de manila para
preservar la humedad y luego se las lleva a la camara de cria donde se las mantiene
en las condiciones antes mencionadas por cinco dias. Al quinto dia, se destapan las
bandejas y se las coloca en bandejas de plastico (polipropileno) de 40 x 20 x 10 cm,

con 1 cm de vermiculita en el fondo. Se tapan las bandejas plasticas con tela de voile
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y se las mantiene en la camara hasta que se registra el inicio de la pupacion. Se
tamiza la vermiculita del contenedor cada 48 horas, de forma tal de escalonar la
colecta total de pupas en 2 6 3 colectas parciales. Después de tres colectas se
descartan las bandejas con la dieta larval y las larvas que todavia no empuparon.

Para la obtencion de los adultos para los ensayos, se disponen
aproximadamente 40 ml de pupas en recipientes plasticos con vermiculita dentro de
frascos de vidrio de 3 litros tapados con voile. Los frascos se colocan en una sala con

condiciones ambientales controladas.

2.2. Anastrepha ludens

La Planta Moscafrut cuenta con una sala de reproductores con condiciones
controladas de temperatura (26-27 °C), humedad relativa (60-70%) y luminosidad
(gradual entre 200 y 2000 lux; 13:11 L:O) (Stevens, 1991). Los adultos son
confinados en jaulas tipo Mission modificadas, de metal y malla (1,5 x 1,4 x 0,3 m)
en una densidad de 140.000 individuos por jaula. Uno de los paneles es un lienzo de
tela “tergal” color negro recubierto de una capa fina de silicona para estimular la
oviposicion de las hembras. El alimento de la mosca adulta consiste en pastillas de
azlicar y proteina hidrolizada en proporcion 3:1 y agua contenida en bebederos de
PVC. La colecta de los huevos se realiza 2 veces por dia pero solo se conservan los
huevos colectados por la tarde. Para mantener hidratado el huevo se asperja gel de
furcellaran (10 litros de agua mas 900 g de furcellaran, posteriormente mezclado
con 35 litros de agua caliente) sobre el panel y se colectan los huevos aplicando agua
a presion. Esta mezcla de huevos y agua se recibe en contenedores donde se lavan y
desinfectan con cloro a 9 ppm. Luego se traspasan a contenedores de 20 litros en
una relacion de 1 ml de solucion por 26 ml de agua a 27 °C. En estas condiciones
permanecen 4 dias, en los cuales se oxigenan y movilizan para evitar la
sedimentacion. Antes de sembrar los huevos en la dieta larvaria, se lavan con agua y

una solucion de 2 g de benzoato de sodio en 1000 ml de agua durante 5 minutos.
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Luego se suspenden en una solucion de 5,5 ¢ de goma guar en 1000 ml, en una

relacion de 1 ml de huevos por 31,5 ml de solucion de goma.

La dieta larvaria utilizada posee una composicion porcentual de: harina de
mazorca de maiz sin grano (marlo u olote), 20; azucar, 9; levadura, 7; harina de
maiz, 5,30; acido citrico, 0,44; benzoato de sodio, 0,40; p-hidroxibenzoato de
metilo (Nipagin), 0,20; goma guar, 0,10; agua, 57,56. El pH de la dieta se encuentra
dentro del rango 4,25-4,53; la acidez entre 0,022 y 0,050%; y la humedad entre 58
y 64%. Los huevos se siembran con una densidad de 4,84 huevos por gramo de
dieta. Las bandejas de siembra se mantienen a 28%1 °C y 80£5% HR durante 3
dias, luego otros 6 dias a 25-26 °C y 75% HR. A los 9 dias las larvas estan listas para
empupar, se separan de la dieta y se colocan en vermiculita para el desarrollo de la

pupa (2 dias a 20 °C, 80% HR y oscuridad; 12 dfas a 26 °C y 90% HR).

3. Irradiacion

El material de A. fraterculus del experimento 1.3 (Capitulo 1) y de las
liberaciones a campo (Capitulo 3) se irradi6 con radiacion Gamma con una dosis
efectiva de 72,4 Gy (434 Gy*min') a temperatura ambiente y atmosfera normal
(fuente de “’Co con 574.824 Cu de actividad) (Planta de Irradiacion Semi-
Industrial, Centro Atomico Ezeiza, CNEA) 48 horas antes de la emergencia de los
adultos, considerada como la edad 6ptima de acuerdo con Allinghi et al. (2007b). El
momento adecuado para efectuar la irradiacion se determin6 mediante la coloracion
de los ojos de las pupas como criterio del grado de desarrollo alcanzado. Para las
liberaciones a campo las dosis efectivas estuvieron entre 71,7 Gy (191 Gy*min™') y
80,5 Gy.

Tanto para el experimento 1.9 (Capitulo 1) como para las liberaciones en
campo (Capitulo 3), el material de A. ludens, se irradic 48 horas antes de la
emergencia del adulto, utilizando radiacion Gamma con una dosis de 80 Gy (2
Gy*min™) en un irradiador JS 7400 (Nordion International Inc.) con una fuente de
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®Co, a 25 °C bajo condiciones de hipoxia, como se realiza regularmente en la

biofabrica Moscafrut (México) para los programas de control de la plaga.

4. Dietas ensayadas en estado adulto
4.1. Anastrepha fraterculus

Durante el dia de la emergencia de los adultos, se armaron frascos de vidrio de
3 litros tapados con voile y banda elastica, provistos de papel como soporte en el
piso del frasco, y agua en un tarro de acrilico con mecha de tela de algodon. Los
adultos de cada sexo fueron aspirados manualmente y depositados en cada frasco (10
individuos por frasco).

La dieta correspondiente a cada tratamiento se coloco en una tapa plastica (2
cm de diametro) cubierta con una lamina plastica agujerecada para evitar la
mortalidad por “pegoteo”. En el caso de las dietas frutales (guayaba, naranja) se
dispuso la fruta en la tapa de una caja de Petri pequena (5 cm de diametro), sobre un
lecho de algodon para absorber posibles jugos y evitar que los individuos se
ahoguen. En el caso del dulce de guayaba, ¢ste se coloco sobre las mismas tapas
plasticas donde se brindo la dieta. Para el caso del jugo de naranja, se embebio un
algodon eliminando el exceso de liquido y se coloco dentro de una caja de Petri
plastica pequena. Las dietas fueron asignadas al azar y colocadas una vez que todos
los individuos se encontraban confinados.

Manso (1998) demostré que con la dieta L los adultos se desarrollaban hasta
alcanzar la madurez sexual. Es por ello que se utilizo azlcar negro para evaluar a los
adultos en ausencia de proteina. El azlicar negro (S) se diluyo en agua hasta lograr la
consistencia de la dieta C.

En la Tabla M.1 se describen las dietas utilizadas y se detalla su composicion.
Los analisis nutricionales fueron realizados por el Centro de Investigacion y
Desarrollo en Tecnologia de Industrializacion de Cereales y Oleaginosas, INTI (San

Martin, Buenos Aires). Los analisis de azlcares totales se realizaron segin la
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metodologia descripta en Federation Internationale des Producteurs de Jus de

Fruits, Analyses EI.P.].F., nro. 4 (1985). El contenido de nitrogeno fue determinado

mediante el método de Kjeldahl en equipo Buchi.

Tabla M.1. Componentes de las dietas utilizadas para A. fraterculus. Dietas D y J: a partir de datos

del fabricante. A:P, relacion azicar:proteina.

Dieta Composicion Marca A:P  Concentracion de
proteina (% p/p)
C Levadura MP Biomedical
hidrolizada romedica
Proteina de maiz Arcor
Azu?ar d.e caha Chango,Tlpo A”, Tabacal 5 12,15
Vitaminas Dayamineral, Abbot
Aminoacidos Aminocefa 5%, Roux Ocefa
Vitamina E Parafarm, Saporiti
Agua Agua corriente
S Azlcar negro Condiment S.A., Bs. As.
. 65:1 1,45
Agua Agua corriente
L Hldrollz:ado de INTA
maiz 10:1 6,47
Azlcar negro Condiment S.A., Bs. As.
P Hldrollz:ado de INTA
maiz 0,33:1 16,50
Agar Indias S.R.L., Mendoza
o Naranja, gajo Citrus sinensis (L.) Os.b. cv. 7.1 1125
Valencia, comercial
ta Premi . A
J Jugo de naranja Cepita Premium, Clce.m SA, 141 0.5
concentrado pausterizado
Silvestre, Horco Molle, Tucuman.
G G b daj ’ ’ 1,70:1 1,58
Hayaba, rodaja Material freezado (2 meses) ’ ’
D Dulce de guayaba Citral, Citral Corrientes SRL 105:1 0,8
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4.2. A. ludens

Durante el dia de la emergencia, se coloco a los individuos en recipientes
plasticos de 3 litros. La tapa a rosca agujereada permite ajustar un trozo de media
elastica de nylon que posibilita el intercambio de aire (fig. M.1). El agua fue provista
en tubos de ensayo pequenos llenos de agua y tapados con una mecha de algodon. El
alimento se proveyo en una forma similar a la descripta en la seccion 4.1.

En laTabla M.2 se describen las dietas utilizadas y se detalla su composicion. El
analisis nutricional del mango fue realizado por el Laboratorio de Bromatologia de
El Colegio de la Frontera Sur (Tapachula, Chiapas, México). Para la determinacion
del contenido proteico se utilizo el método de proteina ¢ modificado de la NMX-F-
608-NORMEX-2002 para determinacion de proteinas en alimentos (norma del
Estado mexicano), utilizando un factor de 6,25 para el calculo. La determinacion de

carbohidratos se realizo segan el protocolo de Tejada de Hernandez (1983).

Figura M. 1. Confinamiento de los individuos de A. ludens segan

tratamiento.
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Tabla M.2. Componentes de las dietas utilizadas para A. ludens. Sd: sin datos. A:P, relacion

azlcar:proteina.

Dieta Composicion Marca A:P  Concentracion de
proteina (% p/p)

Levadura torul Lake States Div. Rhinelander

evadura torula

F v nacti Paper Co., Rhinelander,
seca thactiva Wisconsin, EEUU

, - Ingenio Huixtla, Huixtla, 3:1 sd
Azlcar de cafia . o
Chiapas, México
Agua Agua corriente
S Azticar de cafia Ingenio. Huixtla,, Huixtla, sd
Chiapas, México 1:0
Agua Agua corriente
Mangifera indi . Ataulf
M Mango, rodaja angifera indica, _CV awlo 9oy 0,94
comercial
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:: Capitulo 1 ::

Efecto de la alimentacion del adulto y la radiacion sobre la
resistencia al ayuno y la maduracion sexual en condiciones de
laboratorio

1. Introduccion

El estudio de los distintos factores que afectan la resistencia al ayuno permitio
identificar a la calidad y la disponibilidad de los recursos antes del inicio del periodo
de ayuno, a la capacidad de regular la ingesta de los nutrientes, y la forma en que se
construyen y utilizan las reservas como los factores mas relevantes (Simmons y
Bradley, 1997; Hoffmann y Harshman, 1999; Marron et al., 2003; Arrivillaga y
Barrera, 2004; Rion y Kawecki, 2007; Ballard et al., 2008; Jensen et al., 2010);
hecho que habla de un proceso dinamico y de etapas sucesivas que condicionan el
destino de los individuos.

Los insectos son capaces de disipar una proporcion de los excesos de energia
ingeridos incrementando la termogenesis (Zanotto et al., 1997) mientras que el
resto es acumulado como reserva. Si la ingesta es demasiado grande, el incremento
en la acumulacion de lipidos puede resultar en una reduccion de la aptitud del
individuo (Warbrick-Smith, 2006). Bajo las condiciones artificiales de las crias en
laboratorio, el nutriente en exceso puede no siempre ser de tipo calérico, llevando
al individuo a enfrentar situaciones poco usuales en la naturaleza. El fuerte efecto
positivo de la proteina sobre el desarrollo y el potencial reproductivo, en la forma
en que se provee en el estado adulto en algunas especies de insectos (ver abajo),
llevo a una sobredosis de este nutriente en las dietas suministradas en la cria
artificial. Bajo estas circunstancias, los insectos podrian estar forzados a ingerir
dietas con altos contenidos de proteina, lo cual les ocasiona un desorden fisiologico.

La mayoria de los tefritidos son anautogenos y por lo tanto necesitan ingerir
aminoacidos, vitaminas, minerales y esteroles para la produccion normal de huevos
(Christenson y Foote, 1960; Bateman, 1972). Es asi como la ingesta de proteinas,
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péptidos o aminoacidos en el estado adulto, mejora los parametros reproductivos en
varias especies de tefritidos. En Ceraritis capitata, se observd que los adultos
necesitan proteinas para madurar sexualmente (Kaspi y Yuval, 2000; Yuval et al.,
2007) y que los machos alimentados con proteina liberan la feromona sexual a
edades mas tempranas (Papadopoulos et al., 1998), muestran una mayor frecuencia
de liberacion de feromona (Manrakhan y Lux, 2006) y copulan mas frecuentemente
que los machos privados de proteina (Blay y Yuval, 1997). En el género Anastrepha,
Aluja et al. (2001) encontraron que los machos de A. obligua (Macquart), A.
serpentina (Wiedemann) y A. striata (Schiner) alimentados con una dieta
suplementada con proteina, mostraron mayor competitividad sexual que los machos
alimentados sobre dietas alternativas. En A. ludens, Aluja et al. (2008) analizaron los
efectos del tamafio del macho y la dieta consumida sobre la competitividad sexual
del macho y el ¢xito reproductivo de las hembras y hallaron que los machos
alimentados con una dieta proteica copularon mas frecuentemente. En Bactrocera
tryoni, también se observo un incremento en el desempeno sexual (medido como la
proporcion de apareamientos) en individuos alimentados con proteina (Pérez-
Staples et al., 2008, 2009; Prabhu et al., 2008).

Por otra parte, otros trabajos reflejan que la ingesta de proteina afecta
negativamente a la longevidad. La ingesta de proteina podria afectar el camino de
sefializacion de la rapamicina (TOR) lo cual afecta el tiempo de vida en Drosophila
(Kapahi et al., 2004). En C. capitata, se encontro que los machos de laboratorio
alimentados con proteina y con un ayuno de 24 hs luego de un periodo de
alimentacion de 4 dias, murieron mas rapido que los alimentados con aztcar (Kaspi
y Yuval 2000). Algo similar fue hallado en varias especies de Anastrepha, donde una
dieta de solo carbohidratos permitio a las moscas sobrevivir por periodos mas largos
que una dieta basada en proteina (Aluja et al., 2001). Prabhu et al. (2008) y Fanson
et al. (2009) encontraron en B. tyroni una leve tendencia a una menor competitividad

sexual y una reduccion significativa en la supervivencia, cuando a las moscas se las
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proveia de una dieta con una relacion elevada de proteina a carbohidratos. Tambien
hallaron que bajo condiciones de eleccion (i. e. capacidad de ingerir los nutrientes de
dos fuentes de alimento donde en una hay exceso de carbohidratos y en la otra
exceso de proteina, fenomeno conocido como balance nutricional), estas moscas
superan el efecto nocivo de la proteina. Esto permite postular que en tefritidos, al
igual que en Drosophila (Lee et al., 2008), la restriccion de nutrientes, y no la
restriccion  calorica, extienden el tiempo de vida. Oviedo et al. (2011)
proporcionaron evidencias de que en la mosca sudamericana de la fruta A. fraterculus
la reduccion del tiempo de vida debida a dietas con exceso de proteina
(desbalanceadas), puede ser revertida mediante el balance nutricional.

El creciente interes en el desarrollo de la TIE contra especies de Anastrepha, ha
incentivado una cantidad de estudios para recoger datos biologicos basicos (Vera et
al. 2006, 2007; Allinghi et al., 2007a, 2007b; Gomez Cendra et al., 2007; Sciurano
et al., 2007; Segura et al., 2007, 2009). A pesar de ello, la biologia nutricional del
adulto de A. fraterculus ha sido relativamente poco estudiada. D’Angelcola (1999)
observo que los machos y hembras de esta especie comienzan a ingerir azucar
inmediatamente después de la emergencia, y contintian con la ingesta de azlcar
hasta morir. Oviedo et al. (2011) hall6 que la supervivencia del adulto aumenta
cuando a las moscas se les permite realizar un balance nutricional. Ademas,
mostraron que las moscas detienen el consumo cuando alcanzan una cierta cantidad
de proteina sin importar la cantidad de azlcar consumida al ingerir dietas sesgadas
hacia la proteina. Dado que para esta especie la maduracion sexual es un proceso
largo que puede demorar hasta 10 dias (Segura et al., 2011), los individuos liberados
en el contexto de la TIE deberian ser capaces de forrajear por recursos hasta estar
listos para “cumplir con su tarea” y aparearse con hembras silvestres.

A pesar de que en C. capitata se probo que los machos estériles son capaces de
forrajear exitosamente en la naturaleza (Maor et al., 2004), la creciente evidencia

del efecto mejorador de la proteina en el desempeno o “performance” sexual (Yuval
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et al., 2007) esta siendo traducida a la incorporacion de proteina en la dieta pre-
liberacion. El impacto de la cantidad y calidad de la proteina de estas dietas sobre las
reservas de los adultos que podrian contribuir a asegurar un buen desempefio del
macho a campo, tanto en términos de supervivencia como de competitividad sexual,
permanece en estado desconocido.

Como una aproximacion para entender la influencia de la falta o baja calidad (o
calidad suboptima) del alimento en las moscas liberadas a campo en los programas
de TIE, en este trabajo se estudiaron los efectos de la composicion de la dieta sobre
la resistencia a la inanicion de machos y hembras de dos especies del geénero
Anastrepha: A. fraterculus y A. ludens. En este capitulo se evaluaron los efectos de las
dietas ricas en proteina sobre la resistencia a la inanicion de machos y hembras de 4.
fraterculus. En particular se evaluaron los efectos de la privacion total y parcial de
proteina, el orden de ingesta, el tipo de proteina y la incorporacion de una fuente
adicional de azicar. Dado que en los ensayos en condiciones de semi-campo y campo
se debia usar material estéril, se estudiaron los efectos de la irradiacion en
condiciones de laboratorio. También se evaluo el efecto de la dieta sobre la
maduracion sexual de los machos. En el caso de A. Iudens se estudio solamente sobre
machos el efecto de la privacion total de proteina, el orden de ingesta y el tipo de

proteina.

Objetivos:
En este primer capitulo se abordaran las siguientes preguntas:
1) ;La ingesta de una dieta de solo azicar otorga mas resistencia al ayuno que
una dieta de alta concentracion proteica (dieta completa)?
2) Si se ofrece a las moscas una dieta rica en proteina y una fuente extra de
’ . . . . .. ) /
azlicar, jigualan la resistencia de las que ingirieron solo azticar?
3) ;Existen diferencias en la resistencia al ayuno entre sexos?

4) ;Existe un efecto del orden de ingesta sobre la resistencia al ayuno otorgada
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por una dieta completa combinada con s6lo aztcar?

5) ;Existe un efecto de la irradiacion sobre la resistencia al ayuno?

6) ;Existe un efecto de la interaccion con hembras sobre la resistencia al ayuno?

7) ;Existe una relacion lineal entre cantidad de proteina en la dieta y la
supervivencia?

8) ;Existen diferencias entre distintas dietas de laboratorio?

9) ¢Cual es el efecto de una dieta natural como la naranja o el mango?

10) ;Existen diferencias entre dietas naturales y procesadas?

11) ;Existe un efecto de la cantidad de proteina en la dieta sobre la madurez

sexual y la supervivencia?

2. Materiales y métodos
2.1. Material biol6gico

Los insectos se obtuvieron segin se describe en el punto 1 de la Metodologia
General. Luego de la emergencia de los adultos, se asignaron al azar 10 individuos
por frasco (segin Punto 2 Metodologia General), salvo que se exprese lo contrario
(exp. 1.4, 1.8). Los ensayos 1.1 a 1.8 fueron realizados con A. fraterculus. El ensayo

1.9 fue realizado con A. ludens.

2.2. Tratamientos

Los individuos tuvieron acceso al alimento segtin lo descripto en la tabla 1.1.
Luego del periodo de alimentacion post-teneral se evaluo diariamente la
supervivencia (dias) en privacion de alimento con agua ad libitum. Los ensayos

finalizaron con la muerte de todos los individuos.
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Tabla 1.1. Régimen de alimentacion de las moscas y duracion total del tratamiento segin el
experimento y la especie.

Duracion
Exp. Especie Titulo Régimen de alimentacion
total
1.1 A f Efecto de la alimentacion. 6 dias Dietas: Sy C.
Ensayo piloto
1.2.1 A f Efecto del orden de 6 dias Dietas: S, C,S4d + C 2d, C 2d +
ingesta. Ensayo piloto S4d
1.2.2 A.f. Efecto del orden de 4 dias Dietas: S, C,S2d + C2d,C2d +
ingesta S2d

1.3 A.f. Efecto de la irradiacion y 4 dias Dietas: Sy C+S
de una fuente extra de
azlcar
1.4 A1 Interaccion con hembras. 4 dias Dietas: Sy C
Ensayo piloto
1.5 A.f. Relacion cantidad de 4 dias Dietas: 6 dietas en gradiente de
protel'na— resistencia contenido proteico

1.6 A f Madurez y supervivencia 4 dias Dietas: AB, AN, C 48:1, C 24:1, C

12:1,C
1.7 A.f. Fuente de proteina y 4 dias Dietas: S, C, L, P, O, S+C, S+L,
suministro extra de aziicar S+P, S+O
1.8 A f Naturales y procesadas 4 dias Dietas: S, C, O, ], D, G

1.9 AL Efecto de la alimentacion 6 dias Dietas: S, F,S3d + F3d,F3d + S

3d, M, M 3d + S 3d, S 3d +M 3d

Af.: A fraterculus; A. 1.: A. ludens; d: dias; S y AN: azicar negro; C: dieta completa; AB: azacar
blanco; L: dieta de cria de A. f.; P: proteina; O: naranja; J: jugo de naranja; D: dulce de guayaba;
G: guayaba; F: dieta de cria de A. 1.; M: mango.

3. Analisis de datos
3.1. Resistencia al ayuno
3.1.1. Supervivencia promedio
Los datos analizados consistieron en el numero de dias que sobrevivio cada
individuo luego de privarlos del alimento (= supervivencia).
Los datos fueron analizados mediante ANOVA teniendo a la supervivencia
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como variable dependiente. Las comparaciones de a pares se realizaron mediante la

prueba honesta de Tukey (Tukey HSD) con una significacion de 5% (=0,05).

Analisis especificos
Exp. 1.1.

Los datos se analizaron mediante un ANOVA de 3 factores: dieta (A, con 2
niveles), sexo (B, 2 niveles) y frascos (C en A * B, anidado en dieta * sexo) (10
niveles).

Para este analisis se aplico el siguiente modelo lineal:
Modelo:
Yikm = p+ 0 + By + 0By + Vi) + Eigm ;
donde, Yijkm es el tiempo de vida de cada individuo;
u es la media general;
0, es el efecto fijo del factor i (dieta);
B es el efecto fijo del factor j (sexo);
afj es el efecto de la interaccion (dieta * sexo);
Yiij) es el efecto aleatorio del nivel k anidado en ij (réplica en dieta * sexo);
Eijkm es el error aleatorio entre individuos.
Se calcularon los componentes de varianza y la varianza de §, segin:

02 ) = 02 + GZC en AxB
02 (}_’) = 02/ (C * I’) + GZC enaxa/ C

donde, ces el nimero de frascos y r es el nimero de moscas por frasco.

Exp. 1.2.1.
Los datos se analizaron mediante un ANOVA de 2 factores: lera. dieta (con 2

niveles), 2da. dieta (con 2 niveles).

Modelo:

Yik = p+ 0 + [ + B + €k ;
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donde, Yik es el tiempo de vida promedio de cada replica;
u es la media general;

aj es el efecto fijo del factor i (dieta 1);

Bj es el efecto fijo del factor j (dieta 2);

aBj es el efecto de la interaccion;

Eik es el error aleatorio entre réplicas.

Exp. 1.2.2.

Los datos se analizaron mediante un ANOVA de 3 factores: lera. Dieta (con 2
niveles), 2da. Dieta (con 2 niveles), sexo (con 2 niveles).
Modelo:

Yikm = 1+ 0 + B + Vi + 0B + ayic + BYik + ABYik + Eijkm ;

donde, Yijkm es el tiempo promedio de vida de cada réplica;

u es la media general;

a; es el efecto fijo del factor i (1er. dieta);

Bj es el efecto fijo del factor j (2da. dieta);

Y es el efecto fijo del factor k (sexo);

aBj es el efecto de la interaccion ler. dieta * 2da. dieta;

ay, es el efecto de la interaccion ler. dieta * sexo;

Byik es el efecto de la interaccion 2er. dieta * sexo;

aByik es el efecto de la interaccion ler. dieta * 2da. dieta x sexo;

Eijkm es el error aleatorio entre réeplicas.

Exp. 1.3.
Los datos se analizaron mediante un ANOVA de 3 factores: dieta (con 2

niveles), irradiacion (con 2 niveles), sexo (con 2 niveles).

Modelo:

Yikm = 1+ 0 + B + i + aBj + ayi + By + ABYik * Eijkm ;
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donde, Yijjkm es el tiempo promedio de vida de cada replica;

u es la media general;

aj es el efecto fijo del factor i (dieta);

B es el efecto fijo del factor j (irradiacion);

Yk es el efecto fijo del factor k (sexo);

afj es el efecto de la interaccion dieta * irradiacion;

ayi es el efecto de la interaccion dieta * sexo;

Byik es el efecto de la interaccion irradiacion * sexo;

aByix es el efecto de la interaccion dieta * irradiacion * sexo;

Eikm es el error aleatorio entre replicas.

Exp. 1.4.

Los datos se analizaron mediante un ANOVA de 3 factores: dieta (con 2
niveles), irradiacion (con 2 niveles), presencia de hembras (con 2 niveles).
Modelo:

Yikm = 1+ 0 + Bj + Vi + 0B + ayic + BYik + ABYik + Eijkm ;

donde, Yijm es el tiempo promedio de vida de cada réplica;

u es la media general;

aj es el efecto fijo del factor i (dieta);

B es el efecto fijo del factor j (irradiacion);

Yk es el efecto fijo del factor k (presencia de hembras);

aBj es el efecto de la interaccion dieta * irradiacion;

ayik es el efecto de la interaccion dieta * presencia de hembras;

Byik es el efecto de la interaccion irradiacion * presencia de hembras;

apyik es el efecto de la interaccion dieta * irradiacion * presencia de hembras;

Eikm es el error aleatorio entre réplicas.
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Exp. 1.7.
Los datos se analizaron mediante un ANOVA de 1 factor: dieta (con 9 niveles).
Modelo:
Yikm = K+ O + Ejjkm ;
donde, Yijkm es el tiempo promedio de vida de cada replica;
u es la media general;
a, es el efecto fijo del factor i (dieta);

Eikm es el error aleatorio entre réplicas.

Exp. 1.6.
Los datos se analizaron mediante un ANOVA de 2 factores con bloques: dieta
(con 6 niveles), sexo (con 2 niveles), bloque (con 2 niveles).
Modelo:
Yik =1+ 0 + By +afi + &t Eijkm ;
donde, yii es el tiempo de vida promedio de cada replica;
u es la media general;
aj es el efecto fijo del factor i (dieta);
B es el efecto fijo del factor j (sexo);
aBj es el efecto de la interaccion dieta * sexo;
O es el efecto del bloque;

Eijkm es el error aleatorio entre réplicas.

Estos analisis fueron realizados utilizando el programa Infostat (Di Rienzo et

al. 2011).

3.1.2. Curvas de supervivencia
En los experimentos mencionados en la seccion 3.1.1, también se analizo la

variable “tiempo hasta la muerte” (T) mediante curvas de supervivencia.
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Se define la funcion de supervivencia S, como la probabilidad de que un
individuo sobreviva mas alla de un cierto tiempo t:
Sy=P(T>1);

cuyo grafico es una curva decreciente que en general vale 1 para t=0. El estimador

de S es lo que se llama “curva de supervivencia”. El metodo de Kaplan-Meier es el

mas usado para realizar la estimacion no parametrica de la funcion §. Si se obtiene

una muestra t,, ..., t,, el estimador de S, es:

S([) = (n° tiempos observados >t) / n;
donde n es el total de datos, y cuyo grafico es escalonado y da saltos en los nameros
t;, ..., t,. Este mé¢todo también permite calcular el estimador con datos censurados.
Los datos censurados son aquellos casos donde el evento no ocurrio durante el
periodo de observacion, o casos donde el individuo abandono el estudio (se escapo).
Esta aproximacion permite utilizar la informacion que brinda dicho individuo sin
tener que eliminarlo del analisis.

La mediana se corresponde con S, = 0,50. Se considera mediana al valor

()
donde la curva da un salto desde un valor >0,50 a un valor <0,50.

Uno de los métodos no paramétricos utilizados para comparar dos o mas
muestras independientes es el test conocido como “Log Rank Test”'. Para explicarlo
se mostraran las expresiones para 2 muestras pero es generalizable a 3 o mas.
Consideremos que se tienen 2 muestras independientes de tiempos de
supervivencia, pertenecientes a dos tratamientos, y s€ quieren comparar los valores
de supervivencia para dichos tratamientos. Se llama S, y §,, a las funciones de
supervivencia de ambas poblaciones, y se quiere estudiar la hipotesis:

H,: S, = S,,; para todo ¢

Sean n;; y n) el nimero de individuos expuestos a riesgo justo antes del tiempo ¢,

En realidad es el test de Cox-Mantel, pero en la bibliografia y en los programas estadisticos se lo
nombra como Log-rank. El test se llama “de Cox-Mantel” porque fue propuesto por Mantel en 1966
(Mantel 1966) para comparar 2 muestras de tiempos de supervivencia, por analogia al test de Mantel-
Haenszel de 1959 para combinar tablas de 2x2. Posteriormente, en 1972, Cox observé que este test es
un caso particular del modelo de regresion de Cox.
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. / . . .
para las muestras 1 y 2 respectivamente y sean d, y d,; el nimero de individuos que
mueren en ¢, para cada muestra. El valor esperado de d;; se estima como:

E(d,) = E, =n; (d /n) ;

donde,
m =yt
d=d,+d,

El test se basa en comparar el total de eventos observados en cada grupo

0,=3d,,0,=3d,;

Ij >
con el total de eventos esperados
E,=ZE, L, =ZE,
Se calcula el estimador de la varianza de d;; como:
Var(d,) = n,(d,/ n) [1—(d, / n)] [(n,—ny) / (n,— )] ;
y el estimador de la varianza de O, = Zd,, , esta dado por la suma
o=z \Nfar(d 1)
Para compararlos se calcula el estadistico U,
U=(0,-E) /0O
que tiene una distribucion aproximadamente X? con un grado de libertad. En los
casos en que se realizan varias comparaciones se aplica la correccion de Bonferroni.
Las curvas estimadas de supervivencia fueron computadas utilizando el
metodo de Kaplan-Meier y luego se realizo la comparacion entre tratamientos
mediante el Test de Log Rank.
Se ajusto un modelo de regresion parametrico de supervivencia asumiendo dos
distribuciones posibles para la variable y (supervivencia): exponencial y Weibull.
La distribucion exponencial asume que la probabilidad de morir es
independiente de la edad. La distribucion de Weibull es una distribucion de
probabilidad continua. La funcién de densidad de una variable aleatoria x con esta

distribucion es:
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k-1
E(ij X0
f(x;A,k) =44\
0 x<0

donde k > 0 es el parametro de forma y A > 0 es el pardmetro de escala de la
distribucion. La distribucion modela la distribucion de eventos cuando la tasa de los
mismos es proporcional a una potencia del tiempo:

- un valor k<1 indica que la tasa de eventos decrece con el tiempo. Hay menor

mortalidad a edades mayores.

- cuando k=1, la tasa de eventos es constante en el tiempo.

- un valor k>1 indica que la tasa de eventos crece con el tiempo. Hay mayor

mortalidad a edades mayores.
Luego de un ANOVA, se selecciono el mejor modelo y se utilizo de ahi en mas para
evaluar la interaccion entre factores. Para realizar estos analisis se utilizo el paquete
survival para R (v. 2.9.0) (Therneau y Lumley, 2009; R Development Core Team,
2009).

3.2. Regresion lineal
En el Experimento 1.5, se consider6o al tiempo de vida promedio como
variable dependiente y al contenido de proteina en la dieta como variable
independiente (gr/100 gr dicta). Los datos se analizaron mediante una regresion
lineal simple.
Modelo:
Yi=PBo +PuX +& ;
donde, y; es el tiempo promedio de vida de cada réplica;
X = i-esimo valor de la variable independiente X
Boesla ordenada al origen; el valor esperado de Y cuando X=0;
B, es la tasa de cambio en Y frente al cambio unitario de X;

& es el error aleatorio entre réplicas.
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3.3. Analisis multivariado: MANOVA /Discriminante

En el Experimento 1.6 se utilizo un analisis multivariado de la varianza
(MANOVA) que es una forma generalizada del analisis univariado (ANOVA). Es
utilizado cuando hay 2 o mas variables dependientes, y permite responder si los
cambios en la variable independiente tienen efectos significativos sobre las variables
dependientes; y cuales son las interacciones entre las variables dependientes y entre
las independientes (si hay mas de una).

Se usa una combinacion lineal (z) de las p variables respuesta. Se busca la
combinacion que maximice el cociente de la varianza entre grupos y la varianza
dentro de los grupos. Esta combinacion lineal se llama tambien funcion
discriminante para la diferencia entre grupos:

zy = constante T ¢, y, Ty, + ...t ¢ 5,
donde z,, es el valor para el objeto i para la combinacion lineal k, la combinacion que
maximiza el cociente de la varianza entre y dentro de los grupos de los z,; ¢, son los
coeficientes o pesos que miden la contribucion de cada variable original a la
combinacion lineal (autovector).

Las comparaciones entre grupos son equivalentes a las comparaciones en un
ANOVA univariado, pero entre centroides. Pueden ser planeados o no planeados y
si dos grupos difieren, significa que difieren en al menos una de las p variables
medidas. En este caso se realizaron comparaciones a posteriori mediante el método
de Hotelling con la correccion de Bonferroni.

También se realizo un Analisis Discriminante para obtener una segunda
combinacion lineal, construir un “biplot” y ver las contribuciones relativas de cada

variable sobre cada eje.

3.4. Supuestos
Previo a la realizacion de cada analisis se realizaron las pruebas

correspondientes para evaluar el cumplimiento de los supuestos de cada uno de
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ellos. En el caso de los ANOVA, se utilizaron “Q-Q plots” y pruebas de Levene.

Anastrepha fraterculus
Experimento 1.1. Efecto de la alimentacion. Ensayo piloto.
1.1.a. Materiales y Métodos

Se armaron 20 frascos por sexo con individuos de A. fraterculus, y fueron
asignados al azar a cada tipo de dieta. La dieta tuvo dos variantes: azlcar negro (S), y
completa (C) (dieta usada regularmente para la cria de A. fraterculus en EEAOC,
Tucuman) (Tabla M. 1 en Metodologia General). La dieta se retiro al sexto dia.
1.1.b. Analisis de datos

Se comprobaron los supuestos del ANOVA luego de una transformacion log10
de los datos. Debido a que se elimino una réplica de uno de los tratamientos
(quedaron restos de comida en el frasco) y el diseho desbalanceado presentaba
dificultades para el analisis, se balance6 el diseno utilizando 9 replicas por
tratamiento (eliminando una muestra al azar en cada uno de los restantes
tratamientos). El nimero de individuos por frasco (n;) vario entre 7 y 10
dependiendo de la replica, debido a que los individuos que murieron antes de que se
retirara la dieta fueron eliminados del analisis; quedando el N total de esta forma en
346 individuos.
1.1.c. Resultados

La comparacion de la supervivencia de moscas alimentadas con las dietas S y C
(Tabla 1.2) indico que la dieta C determina una menor supervivencia que la dieta S
(F1 3,=131,92; p<0,0001; Tabla 1.2). No se hallaron diferencias para la resistencia
al ayuno entre sexos (F 3,=2,12; p=0,16) y la interaccion entre Dieta y Sexo
resulto no significativa (F, ;,=0,65; p=0,43). La magnitud de efecto de la dieta
sobre la supervivencia resulto de 3,4 dias, luego de promediar machos y hembras.

Solo un 2,2% de la variabilidad se debio a la variacion entre réplicas.

Duplicando el nimero de individuos por réplica se lograrl'a una disminucion del
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59% en la varianza de y (0,000086). En cambio, si se duplicara el niimero de
replicas, la disminucion lograda seria del 50%. Sin embargo, en los siguientes
ensayos se decidio no aumentar la cantidad de individuos por frasco dado que ello
podria ser contraproducente dada la mayor interaccion entre individuos por el
espacio reducido. Por otro lado, aumentar la cantidad de réplicas utilizadas no fue
posible debido al espacio disponible en las salas con condiciones ambientales
controladas.

El grafico de de supervivencia a lo largo del tiempo (fig. 1.1) sugirio que las
dietas ensayadas (S y C) afectarian la capacidad de tolerar el ayuno. El analisis de
regresion de la supervivencia sobre el tiempo, teniendo en cuenta el tratamiento y
el sexo, mostro como resultado un efecto significativo (z= -2,72; p= 0,009) de la
interaccion entre tratamiento y sexo sobre la supervivencia. Con los datos de este
ensayo se probo un ajuste a la distribucion exponencial y a la distribucion de
Weibull. Se compararon ambos modelos mediante un ANOVA mostrando que el
modelo de Weibull es el que mejor ajusta a los datos (Deviancia= 982,13; g1.= 1;
p< 0,0001). Por lo tanto en los sucesivos analisis se utilizo esta distribucion para
analizar las interacciones entre las curvas de supervivencia.

Las comparaciones mediante la prueba de Log Rank se realizaron teniendo en
cuenta la interaccion significativa (0 corregido por Bonferroni= 0,0125). Las
comparaciones entre sexos por dieta resultaron en diferencias entre machos y
hembras del tratamiento S ()(2: 7,4; g¢l.= 1; p= 0,006), pero sin evidencia de
diferencias entre sexos en el tratamiento C ()(2: 0,2; gl.= 1; p= 0,683). Las
comparaciones entre dietas por sexo resultaron en diferencias entre las dos dietas
para ambos sexos (machos: X°>=79,5; gl.= 1; p< 0,0001; hembras: X>= 109; gl.=
1; p<0,0001).

En resumen, se hallaron diferencias en la supervivencia promedio entre dietas
pero no entre sexos. El analisis de supervivencia revelo una interaccion significativa

entre tratamientos y sexo que indico que las curvas de supervivencia de machos y
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hembras de la dieta S difieren entre si.

Tabla 1.2. Supervivencia de A. fraterculus por tratamiento y
por sexo. Error estandar: EE. S: azacar negro. C: dieta
completa. m: machos. h: hembras.

Tratamiento Sexo Dias de vida EE
S m 14,34 0,42
S h 15,02 0,18
C m 11,23 0,19
C h 11,40 0,23
1.0 = — =
0.8 1
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Figura 1.1. Proporcion acumulada de A. fraterculus
sobrevivientes (Kaplan-Meier) en funcién del tiempo por dieta.
C: dieta completa; S: azlicar negro; m: machos; h: hembras.

Experimento 1.2.1. Efecto del orden de ingesta. Ensayo piloto
1.2.1.a. Materiales y Métodos

El ensayo se realizo con machos A. fraterculus sujetos a cuatro tratamientos
dietarios: Azlicar negro durante 6 dias (S); dieta completa durante 6 dias (C); Azlicar
negro durante cuatro dias y luego dieta completa hasta el sexto dia (SC); Dieta
completa durante cuatro dias y luego S hasta el sexto dia (CS). En los tratamientos

SC y CS la primera dieta se retir6 al colocar la segunda.
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1.2.1.b. Analisis de datos

El ntimero de individuos por réplica vari6 entre 8 y 12 individuos, debido a
que las moscas que murieron antes de la culminacion del tratamiento dietario
fueron eliminadas del analisis. Se comprobaron los supuestos del analisis luego de
aplicar una transformacion log,,.
1.2.1.c. Resultados

Se hallaron diferencias significativas en la supervivencia promedio entre los
niveles de la lera Dieta (F ;= 125,125 p<0,0001) y entre los de la 2da. Dieta
(Fi1 36~ 25,94; p<<0,0001). La interaccion resulto no significativa (F, 3= 0,59; p=
0,45). La supervivencia de machos alimentados con S durante todo el periodo fue
significativamente mayor que la de machos alimentados con las otras combinaciones
de dieta; mientras que los alimentados solamente con C resultaron ser los que
menos sobrevivieron (contrastes p<0,05) (Tabla 1.3). Los machos alimentados
primero con S y luego con C (SC) vivieron mas que los que fueron alimentados en
el orden inverso (CS) (p<0,05), representando una magnitud del efecto de 2,1 dias
en promedio. Los contrastes se realizaron reanalizando los datos como un ANOVA
de un factor, construyendo un tnico factor tratamiento con 4 niveles (S, C, SC, CS)

(Fi.36= 50,55; p<0,0001).

Tabla 1.3. Supervivencia de machos A. fraterculus por
tratamiento (promedio y error estandar). Promedios seguidos
de letras distintas difieren entre si. C: dieta completa; S:

azlicar negro.

ler. dieta 2da. dieta Dias de vida EE
S S 17,12 a 0,57
S C 15,35b 0,22
C S 13,27 ¢ 0,31
C C 11,51d 0,24

Los contrastes entre tratamientos indicaron diferencias significativas en todos
los casos. Las diferencias entre tratamientos combinados en orden reciproco (CS vs
SC) podrian deberse al orden o a la diferente cantidad de dias que recibieron cada
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tipo de alimento, ya que la primera fase duro 4 y la segunda 2 dias. Para resolver

este interrogante se realizo el Exp. 1.2.2.

Experimento 1.2.2. Efecto del orden de ingesta
1.2.2.a. Materiales y Métodos

Se comparo la supervivencia promedio de machos y hembras de A. fraterculus
sujetos a cuatro tratamientos dietarios por 4 dias (Azlcar negro, S; Dieta completa,
C; S durante dos dias, luego C hasta el cuarto dia, SC; C durante dos dias, luego S
hasta el cuarto dia, CS).
1.2.2.b. Analisis de datos

El nimero de individuos vario entre 6 y 11 dependiendo de la replica, debido
a que los individuos que murieron antes de la culminacion del tratamiento fueron
eliminados del analisis. Se comprobaron los supuestos del analisis. Se realizo el
analisis de supervivencia (Kaplan-Meier) para comparar las curvas de supervivencia
de cada grupo.
1.2.2.c. Resultados

El ANOVA considerando 3 factores (ler. Dieta, 2da. Dieta, Sexo) no mostro
efectos significativos de las interacciones dobles y la triple. Los resultados mostraron
diferencias significativas entre dietas en cada fase (lera. dieta: F, ., = 147,4; p
<0,0001; 2da. dieta: F, ;,, = 32,9; p <0,0001) y no significativas entre sexos (F, 5,
= 2,1; p = 0,156). Reanalizando los datos como un ANOVA de dos factores
(Tratamiento, 4 niveles: SS, CC, SC y CS; Sexo, 2 niveles) se obtuvieron los
contrastes de Tukey entre los tratamientos dietarios tomados como un todo
(Tratamiento, F 3 ,,,= 70,71; p= 0,0001; Sexo, F, ;,= 2,06; p= 0,16) (Tabla 1.4).
El resultado del analisis de supervivencia de Kaplan-Meier se muestra en la figura
1.2. La regresion de la supervivencia sobre el tiempo teniendo en cuenta el
tratamiento y el sexo, no mostro interaccion significativa entre dichos factores y

tampoco se hallaron diferencias significativas entre sexos (z = -1,04; p = 0,29).
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Las comparaciones entre tratamientos realizadas mediante la prueba de Log

Rank (a corregido por Bonferroni= 0,008) resultaron significativas (p<<0,0001) en

todas las comparaciones entre dietas, reflejando la misma tendencia que el ANOVA.

Tanto machos como hembras presentan una supervivencia rnayor cuando consumen

S solamente o S como primera dieta.

1

Supervivencia
o o o

o

o

Tabla 1.4. Supervivencia de machos y hembras de A. fraterculus

(promedio (error estandar)).

Las

letras distintas

indican

diferencias significativas entre tratamientos dietarios y entre
sexos de acuerdo al analisis estadistico y las comparaciones
multiples. C, dieta completa (azacar negra, levadura hidrolizada

y vitaminas); S, azcar negro.

ler.dieta 2da.dieta Machos (dias

) Hembras (dias)

S S 13,34 (0,43) a 13,52 (0,31)a
S C 11,62 (0,32) b 12,16 (0,26) b
C S 10,42 (0,22) c 10,58 (0,29) ¢
C C 9,36 (0,33)d 9,73 (0,21) d
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Figura 1.2. Proporcion acumulada de A. fraterculus sobrevivientes (Kaplan-Meier) en funcion del
tiempo por tratamiento. a) machos, b) hembras. C: dieta completa; S: azlcar negro.

Resumiendo, se encontro un efecto del orden de ingesta de la dieta. Los

individuos alimentados con azlcar en primer lugar sobrevivieron mas que los
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alimentados con la opcion inversa (2 dias C- 2 dias S), representando una magnitud

del efecto de 1,4 dias en promedio.

Experimento 1.3. Efecto de la irradiacion y de una fuente extra de
azucar
1.3.a. Materiales y Métodos

En este ensayo se evaluo el efecto de los tratamientos resultantes de la
combinacion de irradiacion (Irradiado (I) y No Irradiado (NI)) y dieta (SS: doble
racion de azacar negro; StC: una racion de azlcar negro y una de dieta completa,
en recipientes separados) sobre la supervivencia de A. fraterculus en condiciones de
laboratorio.

El material se irradio segtin lo descripto en Metodologia General (pag. 30). Las
pupas no irradiadas fueron sujetas a las mismas condiciones ambientales tanto en el
laboratorio de la CNEA como en el laboratorio del INTA.

La dieta se retiro completamente al cuarto dia de iniciado el ensayo. A partir
de los resultados del ensayo 1.2.2 y dado que en las liberaciones de moscas
irradiadas dentro de los programas de control de otras especies de Anastrepha se
liberan adultos con 5 dias de vida (DGSV, 2012).

1.3.b. Analisis de datos

Se aplico el modelo indicado en la seccion 3 de este capitulo. El nimero de
moscas por replica vario entre 9 y 11 dependiendo de la réplica por las mismas
razones que ya se mencionaron. Se comprobaron los supuestos del analisis. También
se realizo el analisis de supervivencia (Kaplan-Meier) comparando cada grupo.
1.3.c. Resultados

El analisis de varianza indico que ninguna interaccion fue significativa (tabla
1.5). El efecto de la irradiacion sobre la supervivencia resulto no significativo y no
se hallaron diferencias significativas entre sexos. El efecto de la dieta resulto

significativo indicando que una fuente adicional de azlicar no permitiria equiparar la

59



Utges, M. E. 2012. Supervivencia y dispersion en moscas de los frutos del género Anastrepha (Diptera: Tephritidae):

efecto de la alimentacion post-teneral.

resistencia al ayuno otorgada por la ingesta de azlcar exclusivamente (tabla 1.6). La

magnitud del efecto promedio de la dieta fue de 2,96 dias.

Tabla 1.5. Resultados del ANOVA del experimento 1.3. F.V.: fuente de variacion;
SC: suma de cuadrados; gl: grados de libertad; CM: cuadrados medios.

EYV. SC gl CM F p-valor
Sexo 0,58 1 0,58 0,54 0,4631
Irradiacion 0,84 1 0,84 0,79 0,3768
Dieta 174,87 1 174,87 165,12 <0.0001
Sexo*Irrad 2,96 1 2,96 2,79 0,0989
Sexo*Dieta 0,13 1 0,13 0,13 0,7226
Irrad*Dieta 0,86 1 0,86 0,81 0,3716
Sexo*Irrad*Dieta 0,01 1 0,01 0,01 0,9379
Error 76,25 72 1,06

Total 256,48 79

El analisis de supervivencia no revelo diferencias significativas entre sexos (z=
-1,41; p=0,15) (fig. 1.3). Al realizar el analisis de regresion se hallo un efecto
significativo de la interaccion entre dieta e irradiacion (z= -2,73; p= 0,006). Es por
ello que los test Log Rank se realizaron teniendo en cuenta esta interaccion. Dentro
de cada dieta, no se hallaron diferencias significativas entre tratamientos de
irradiacion (SS: X’= 0,023; gl.= 1;p=0,88; S+C: X*= 3,50; gl.= 1; p= 0,06). Sin
embargo, dentro de cada tratamiento de irradiacion se hallaron diferencias entre las

dietas (NI: X*= 134; g1.= 1; p< 0,0001; I: X*= 97,40; g.1.= 1; p< 0,0001).

Tabla 1.6. Supervivencia de machos y hembras de A. fraterculus
(promedio (error estandar)). Las letras distintas indican diferencias
significativas entre tratamientos y entre sexos de acuerdo al analisis
estadistico. C, dieta completa (azlcar negra, levadura hidrolizada y
vitaminas); S, azlicar negra; I, irradiado; NI, no irradiado.

Tratamiento Machos (dias) Hembras (dias)
[+SS 12,98 (0,33) a 13,43 (0,27)a
[+ S+C 10,13 (0,22) b 10,78 (0,41) b
NI + SS 13,35 (0,49) a 13,07 (0,32) a
NI + S+C 10,12 (0,28) b 9,97 (0,18) b

Resumiendo, se encontro un efecto significativo de la dieta sobre la resistencia
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al ayuno. Los individuos alimentados con aziicar y proteina mas una fuente extra de
/ . . . . . . . /

azucar no lograron 1gualar la supervivencia de los individuos alimentados con aztcar

solamente. No se hallaron evidencias de un efecto de la irradiacion sobre la

resistencia al ayuno en machos y hembras de A. fraterculus.
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Figura 1.3. Proporcion acumulada de A. fraterculus sobrevivientes (Kaplan-Meier) en
funcion del tiempo por tratamiento. a) machos, b) hembras. C: dieta completa; S:
azlcar negro; I: irradiado; NI: no irradiado.

Experimento 1.4. Efecto de la interaccion con hembras. Ensayo piloto.

El proposito del ensayo era responder a la pregunta de si existen diferencias en
la resistencia entre individuos expuestos o no a la interaccion con hembras, y si esto
es afectado por la irradiacion.

La razon para este estudio surge de la posibilidad de que la interaccion con las
hembras pudiera implicar un mayor consumo energeético, afectando el tiempo de
supervivencia de los machos.

1.4.a. Materiales y Métodos

El material se irradio seglin lo descripto en Metodologia General. Las pupas no
irradiadas fueron sujetas a las mismas condiciones ambientales tanto en el
laboratorio de la CNEA como en el laboratorio del INTA. Luego de la emergencia

de los adultos, se asignaron 10 machos por frasco de vidrio de 3 litros. Se realizo un
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ensayo piloto con 5 replicas. El tratamiento “Irradiacion” consto de dos niveles:
Irradiado (I) y No Irradiado (NI). La dieta tuvo dos variantes: S y C. Para el
tratamiento “Presencia de hembras” se dispusieron 10 hembras no irradiadas por
frasco. La dieta se retiro completamente al cuarto dia de iniciado el ensayo.
1.4.b. Analisis de datos

El nimero de moscas por replica vario entre 6 y 11 dependiendo de la replica.
Se comprobaron los supuestos del analisis luego de transformar los datos mediante
la funcion log10, y se excluyo un dato anomalo.
1.4.c. Resultados

La interaccion entre Dieta e Irradiacion resulto significativa (F, 3= 5,09; p=
0,03). Al realizar los efectos simples surgio un efecto significativo de la irradiacion
sobre la supervivencia de los individuos que consumieron la dieta S (F, ;5= 6,26;
p= 0,024). El efecto de la Dieta resulto significativo tanto en los irradiados como en
los no irradiados (F, ;5,= 228; p< 0,0001; F, ;,,= 332; p< 0,0001). No se hallo un
efecto de la presencia de hembras sexualmente inmaduras.

Dada la presencia de una interaccion significativa y la existencia de un dato
anomalo que redujo el nimero de replicas, se propone repetirlo utilizando 10
replicas por tratamiento. Por otro lado se sugiere utilizar hembras de 15 dias de

edad no irradiadas con el fin de que estén maduras sexualmente.

Experimento 1.5. Relacion cantidad de proteina- resistencia al ayuno

En este experimento se deseaba evaluar la relacion entre la cantidad de
proteina en la dieta y la supervivencia de machos irradiados de A. fraterculus en
condiciones de laboratorio.
1.5.a. Materiales y Métodos

Se prepararon 6 dietas diferentes mediante la adicion de proporciones
crecientes de azlcar negro “S” a la dieta completa “C”. El gradiente resultante se

puede observar en la tabla 1.7. La cantidad de proteina en cada dieta fue calculada

62



Utges, M. E. 2012. Supervivencia y dispersion en moscas de los frutos del género Anastrepha (Diptera: Tephritidae):

efecto de la alimentacion post-teneral.

en base a la cantidad de cada componente (ver Tabla M.1, Metodologia General).

Tabla 1.7. Composicion de las dietas utilizadas y relacién de carbohidratos y proteinas.

Dieta
Componente 1 2 3 4 5 6
C (%) 0 20 40 60 80 100
S (%) 100 80 60 40 20 0
Proteina
1,45 3,59 5,73 7,87 10,01 12,15
(gr./100 gr dieta) ’ ’ ’ ’ ’ ’
Relacion
carbohidratos: 65,2:1 24.5:1 14,2:1 9,5:1 6,8:1 5,1:1
proteinas

1.5.b. Analisis de datos

Los datos se analizaron mediante Analisis de Regresion lineal simple. A la
variable independiente (Proteina) se le realizo la transformacion reciproca para
linealizar la relacion (fig 1.4 y 1.5). Se eliminaron 4 datos atipicos o “outliers” cuyos
residuos eran <-2 o >2 y se pusieron a prueba los supuestos correspondientes.
Entonces el modelo lineal se expres6 como:
Yi =Bo + Bzt & ;
donde, y, es el tiempo promedio de vida de cada réplica;
z, = (Ux)

x, = i-ésimo valor de la concentracion de proteina

1

Bo es la ordenada al origen; el valor esperado de supervivencia promedio cuando
7=0;
1 es la tasa de cambio en Y frente al cambio unitario de Z;

& es el error aleatorio entre réplicas.
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Figura 1.4. Supervivencia promedio de machos de A. fraterculus en funcion de
la cantidad de proteina cada 100 gramos de dieta.

1.5.c. Resultados

Se obtuvo una relacion lineal significativa entre la inversa de la cantidad de
protefna (1/(gr protetna/100 gr dieta)) y la supervivencia (dfas) (R*= 0,624; R’
ajustado= 0,617; F= 89,77; g. 1.= 1, 54; P<0,0001), sin evidencias de falta de
ajuste (F= 0,94; g.1.= 4, 50; P= 0,44).

Resumiendo, se hallaron evidencias de una relacion inversa entre la resistencia
al ayuno y la cantidad de proteina en la dieta, donde cantidades menores del

nutriente se traducen en una mayor supervivencia.

64



Utges, M. E. 2012. Supervivencia y dispersion en moscas de los frutos del género Anastrepha (Diptera: Tephritidae):

efecto de la alimentacion post-teneral.

14,001
%
12,004 g
@°g ¢
]
&
10,00 § .
o
o
¢ 8
= 800
=
£
[aH]
=
c
3 8001
@
4,00
2,004
U.UU T T T 1
0,00 018 0,38 0,54 072
INV_proteina (1/{gr proteina100 gr dieta))

Figura 1.5. Relacion lineal entre la inversa del contenido de proteina y la resistencia
al ayuno (supervivencia promedio). Ecuacion de la recta: Y= 9,95 + 4,21X.

Experimento 1.6. Madurez y Supervivencia

Se evalu6 como varia la madurez sexual y la supervivencia de los machos segtin
la cantidad de proteina en la dieta.
1.6.a. Materiales y métodos

En este ensayo se utilizaron frascos con 5 machos cada uno, con agua y
alimento segln tratamiento. Las moscas se pintaron con témpera (Alba Linea
Escolar, Induart S.A.) en el toérax para su identificacion individual. A partir del
cuarto dia se observo de 8 a 12 a.m. la aparicion del comportamiento de llamado y
emision de feromonas (“calling 17 y “2”7, “fanning” y “spin”) de cada individuo,
momento en el cual se lo considera maduro sexualmente. Los comportamientos
durante el cortejo fueron descritos por Gomez Cendra (2007) y Gomez Cendra et

al. (2011) como:
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a) Fases de Llamado/No Llamado

calling 0: No es posible percibir la liberacion de feromona, se
considera que el macho no esta llamando.

calling 1: Se observa una gota de feromona en el extremo anal del
macho.

calling 2: Ademas de la gota de feromona, puede darse una expansion
de la region pleuro-abdominal donde se encuentran las glandulas
pleuro-abdominales laterales.

b) Actitud de las alas

fanning: Aleteo muy rapido, intermitente o continuo.

spin: Giro sobre si mismo acompaado por aleteo vigoroso.

Terminado el primer dia de observacion, se retiro el alimento y registraron
dos variables hasta la muerte de cada individuo:

Variable 1, tiempo (dias) hasta el primer llamado;

Variable 2, tiempo (dias) hasta la muerte.

Los frascos se mantuvieron dentro de una camara de cria (Sanyo) a 25 °Cy 70
%HR. Se realizaron dos tandas de 5 réplicas por tratamiento cada una debido a la
falta de suficiente espacio en la camara de cria.

Los tratamientos dietarios utilizados consistieron en:
* Dieta AB. Azlcar blanco;
* Dieta AN. Azlicar negro (65:1);
* Dieta48:1. Dieta C con 48:1 (az: prot);
* Dieta 24:1. Dieta C con 24:1 (az: prot);
* Dieta 12:1. Dieta C con 12:1 (az: prot);
* Dieta C (5:1).
Las dietas 48:1, 24:1y 12:1 fueron preparadas mediante el agregado de
cantidades especificas de azicar blanco a la dieta C.

1.6.b. Analisis de datos

Los datos se evaluaron por medio del analisis multivariado de la varianza
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(MANOVA/Discriminante). Solo se utilizaron las réplicas con 3 o mas machos

maduros. Los datos se transformaron con loglO para cumplir con el supuesto de

normalidad de los residuos.

1.6.c. Resultados

Se encontraron diferencias significativas entre dietas para ambas variables

(Pillai=0,73; F45=5,60; p<<0,0001). La combinacion lineal que maximizo las

diferencias entre dietas explico el 93,70% de la variabilidad total. Los contrastes

permitieron agrupar a las dictas de baja proteina (AB, AN, 48:1), y a las de alta

proteina (12:1, C), dejando como intermedia a la dieta 24:1 (Tabla 1.8). Los

ANOVAs univariados resultaron significativos (p<<0,0001).

Tabla 1.8. Llamado y Supervivencia para machos de A. fraterculus

(promedio y error estandar). Letras distintas indican diferencias

significativas para los contrastes multivariados (p<= 0,05). Prueba de

Hotelling con nivel corregido por Bonferroni (alfa=0,05). Error: Matriz

de covarianzas comtn, g 1.: 49.

Dieta Llamado (dias)  Supervivencia (dias) n
AB 7,06 (0,40) 11,46 (0,43) 8 a
AN 7,29 (0,27) 11,73 (0,33) 8 a
48:1 7,22 (0,24) 10,94 (0,25) 9 a
24:1 6,40 (0,13) 10,65 (0,29) 10 ab
12:1 5,62 (0,13) 9,76 (0,24) 10 bc
C 5,44 (0,18) 9,40 (0,20) 10 c

Tabla 1.9. Centroides en el

espacio discriminante.

Dieta  Ejel Eje 2
AB 1,049 0,285
AN 1,444 0,294
48:1 1,067 -0,649
24:1 0,062 0,116
12:1 -1,293 0,107

C -1,723  -0,102
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El eje canonico 1 separa las réplicas de cada dieta mayormente en funcion del
dia de llamado, dejando en los valores negativos a los que llamaron antes. El
centroide de la dieta AN resulto ser el mayor (1,44) y el de la dieta C el menor (-
1.72) (Tabla 1.9).

El eje 2 separa mayormente en funcion de la supervivencia. Hacia la derecha
del grafico se encuentran los que llamaron mas tarde pero vivieron mas (fig. 1.6).
Sin embargo, los individuos mas longevos no son necesariamente los que demoran

mas en madurar.
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Figura 1.6. Espacio discriminante conformado por los ejes canonicos 1y 2, y vectores de
las variables transformadas (Il = llamado). Grupos (Dietas): 5,00 (C); 4,00 (12:1); 3,00
(24:1); 2,00 (48:1); 1,00 (AN); 0,00 (AB).

Resumiendo, a menor cantidad relativa de proteina en la dieta el
comportamiento de llamado se atrasa y la supervivencia aumenta.

Experimento 1.7. Efecto de la fuente de proteina y de un suministro

extra de azlicar sobre la resistencia al ayuno.

Se evalu6 si existen diferencias entre la resistencia al ayuno de individuos

alimentados con diferentes fuentes y cantidades de proteina. También se evaluo si los
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individuos que complementan la alimentacion al disponer de una fuente extra de
azticar son capaces de compensar el efecto de la alta concentracion proteica en la
dieta.
1.7.a. Materiales y Métodos

Entre los tratamientos se evalu6 una dicta natural (naranja). Los tratamientos
dietarios consistieron en: azlcar negro (S), dieta completa (C), 2:1
azlcar:hidrolizado de maiz (L), hidrolizado de maiz (P), naranja (O), vy
combinaciones con azlicar negro en recipientes separados (S+C, S+L, S+P, S+0).
La dieta L es la usada para cria experimental en el IGEAF.
1.7.b. Analisis de datos

El ntmero de individuos analizados vario entre 9 y 11 dependiendo de la
replica. Se comprobaron los supuestos del ANOVA. También se realizo6 el analisis de
supervivencia (Kaplan-Meier) y Test de Log-rank para las comparaciones de a pares
realizando la correccion de Bonferroni.
1.7.c. Resultados

El analisis indico que dos dietas (C y P) estan asociadas con una reduccion de la
supervivencia en comparacion con los tratamientos restantes (ANOVA general Fg
si— 13,28; p<0,0001) (Tabla 1.10) con una magnitud del efecto de 1,94 dias en
promedio. Las dietas con hidrolizado de maiz como fuente de proteina (L y S+P)
difirieron significativamente en supervivencia de la dieta conteniendo levadura
hidrolizada (C) (p<<0,05) en 2,13 dias en promedio. Al comparar el efecto de incluir
una fuente adicional de azicar, solo se detectaron diferencias entre moscas
alimentadas con la dieta completa (C) o hidrolizado de maiz (P) y las que recibieron
la misma dieta mas un complemento de azicar (S+C o S+P) con magnitudes
promedio de 1,4 y 2,2 dias respectivamente (p<<0,05).

Se realizo el analisis de supervivencia, obteniendo el grafico de la figura 1.7. Se
realizaron comparaciones entre tratamientos mediante el Test de Log Rank (a

corregido por Bonferroni= 0,0056). Los resultados fueron similares a los arrojados
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por el ANOVA con excepcion de la comparacion entre las curvas de los tratamientos
S y S+C que resultaron diferentes (p=0,0002). También se observaron diferencias
significativas entre las curvas de supervivencia de los tratamientos S y O (p=0,001)

(fig. 1.7).

Tabla 1.10. Supervivencia de machos de A. fraterculus (promedio y
error estandar). Letras distintas indican diferencias significativas entre

tratamientos.
Tratamiento Supervivencia (dias)
C 8,35 (0,14) a
L 10,24 (0,17) b
O 10,28 (0,17) b
P 8,50 (0,28) a
S 10,83 (0,36) b
S+C 9,75 (0,20) b
S+L 10,40 (0,19) b
S+0O 10,36 (0,28) b
S+P 10,71 (0,34) b

C, dieta completa (azticar negra, levadura hidrolizada y vitaminas); L,
2:1 azucar: hidrolizado de maiz; P, hidrolizado de maiz; S, azlcar
negra; S+C, azticar negra y dieta completa; StL, azacar negra y 2:1
azlcar: hidrolizado de maiz; S+P, azlicar negra y hidrolizado de maiz;
S+0, azacar negra y gajo de naranja; O, gajo de naranja.

Resumiendo, solamente las dietas C y P demostraron una diferencia
significativa con el resto, pero no entre ellas. Los individuos alimentados con la dieta
natural (naranja, O) alcanzaron una supervivencia similar a los alimentados con
azicar (S). La dieta L posee una calidad/cantidad de proteina que no afecta la
supervivencia de la forma en que lo hace la dieta C (Tabla M.1, Metodologia
general). Se hallaron evidencias de alimentacion compensatoria cuando el alimento

ofrecido fue Co P.
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Figura 1.7. Proporciéon acumulada de A. fraterculus sobrevivientes (Kaplan-
Meier) en funciéon del tiempo por tratamiento. Las referencias de los nombres
de las dietas se pueden encontrar al pie de laTabla 1.10.

Experimento 1.8. Dietas naturales y procesadas
Se evaluo la existencia de diferencias entre la resistencia al ayuno de individuos

alimentados con dietas naturales en comparacion con dietas artificiales/procesadas.

1.8.a. Materiales y Métodos

Entre los tratamientos se evaluaron dos dietas como fruta natural y procesada
(guayaba y naranja). La totalidad de tratamientos dietarios fueron: azlicar negro (S),
dieta completa (C), naranja sin cascara (O), jugo de naranja envasado (J), guayaba
(G) y dulce de guayaba solido (D) (ver Tabla M. 1).

Este ensayo se realizo en 2 bloques de 3 y 2 réplicas respectivamente. La fruta
y el jugo se reemplazaron a los 2 dias para evitar la formacion de hongos o el

desecamiento. Se utilizo guayaba silvestre congelada dado que el ensayo no se pudo
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realizar en la época de fructificacion.
1.8.b. Analisis de datos

El nimero de individuos por replica vario entre 8 y 11 dependiendo de la
replica. Se comprobaron los supuestos del ANOVA. También se realizaron el analisis
de supervivencia (Kaplan-Meier) y el Test de Log-rank comparando cada grupo, con
la correccion de Bonferroni.

Se decidi6 eliminar del analisis a la dieta ], dado que durante el ensayo se
observo que luego de retirado el alimento y durante todo el ensayo las moscas se
alimentaban de los restos de alimento en sus deposiciones y regurgitaciones. Esta
situacion provoco que los valores fueran muy extremos y variables.

1.8.c. Resultados

Luego de realizar el ANOVA, no se encontro una interaccion significativa entre
los factores Dieta y Sexo. Se observaron diferencias significativas entre dietas
(F, 3=102,9; p<<0,0001) pero no entre sexos. Las dietas que posibilitaron una
mayor resistencia al ayuno fueron D y S (Tabla 1.11, fig. 1.8) con una magnitud del
efecto promedio de 2,34 dias respecto de C y O. Los bloques no aportaron
variabilidad a la supervivencia promedio (F, ;,=0,12; p=0,73).

Al realizar el analisis de la regresion de la proporcion de supervivientes sobre
el tiempo se hallo un efecto significativo de la interaccion entre la dieta G y sexo
(z= -2,73; p= 0,006) (fig. 1.9). Se realizaron los test Log Rank teniendo en cuenta
esta interaccion. Dentro de cada dieta, solo se hallaron diferencias significativas
entre machos y hembras para las dietas G y O X’= 4,7; gl.= 1; p= 0,03; = 7;
gl.= 1; p= 0,008). Dentro de cada sexo, se realizo la comparacion de a pares
teniendo en cuenta la correccion de Bonferroni (0=0,005). Todas las
comparaciones resultaron significativas excepto D vs S en ambos sexos, y Cvs O en
hembras (Tabla 1.12).

Los valores del tratamiento G deberian leerse con precaucion debido a que al

descongelar los frutos, no se observo la consistencia y humedad comun de los frutos
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frescos.

Tabla 1.11. Supervivencia de machos y hembras de A. fraterculus
(promedio y error estandar). Letras distintas indican diferencias
significativas entre tratamientos y entre sexos de acuerdo a los
contrastes de Tukey. C, dieta completa (azlcar negra, levadura
hidrolizada y vitaminas); S, azlcar negra; G, guayaba; D, dulce de
guayaba; O, naranja. Datos analizados, n,=5.
Tratamiento Machos (dias) Hembras (dias)

5,04 (0.04) a 5,28 (0,20) a

8,50 (0.24)b 8,88 (0,20) b

8,98 (0,29)b 8,98 (0,13) b
10,78 (0,35)c 11,00 (0,36)
11,98 (0,46)c 10,95 (0,68)

HoNeNON»)

Resumiendo, los individuos alimentados con las dietas D (dulce de guayaba) y
S (azcar negro) mostraron una mayor resistencia al ayuno. Ambas dietas poseen una
relacion azacar:proteina alta (105:1 y 65:1 segiun el fabricante y el INTI,
respectivamente, ver Metodologia general).

No se hallaron diferencias en la resistencia al ayuno de individuos que
consumieron la dieta C u O. Esta situacion podria deberse a la similar proporcion de

azlicar y proteina presentes en las mismas (C, 5:1; O, 7:1).

Tabla 1.12. Comparaciones mediante test de Log Rank de las curvas de supervivencia de
machos y hembras de Anastrepha fraterculus. En cada celda el primer resultado corresponde a
machos y el siguiente a hembras o’ p) (gl.=1). C, dieta completa; S, azlicar negra; G,
guayaba; D, dulce de guayaba; O, naranja.

D G o S
C 19,8; <0,005 98,0 7,9; <0,005 51; <0,005
28,8; <0,005 105;0 1;0,33 31; <0,005
D 99.6; 0 45,2, <0,005 4,4,0,036
109; 0 35; <0,005 0;0,9
G 110;0 10150
110;0 108;0
o) 79,70
38,3; <0,005

73



Utges, M. E. 2012. Supervivencia y dispersion en moscas de los frutos del género Anastrepha (Diptera: Tephritidae):

efecto de la alimentacion post-teneral.

14.04

Bl Hembras |
[ Maches
12,04 m]
| |
"'B‘ 4
[u]
s
S 10,01
el
L]
£
e
2 J
o
(&}
c
= 8.0
Z 8
€@«
(=8
3
0]
65,04
4.0 T T T T T T
C D G 0] S

Dieta

Figura 1.8.Supervivencia promedio de A. fraterculus por sexo y dieta. Promedio e intervalos de
confianza del 95%.

0 mmmemmmennennea ]

H
-
0

—————
P

0.8 +

0.6

monoo

0.0 - -

-
| J_I

wonoo

0 5 10 15 0 5 10 15

Dias

Figura 1.9. Proporcion acamulada de A. fraterculus sobrevivientes (Kaplan-Meier) en funcién del
tiempo por dieta. Machos, izquierda; hembras, derecha. C, dieta completa; S, azticar negra; G,
guayaba; D, dulce de guayaba; O, naranja.
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A. ludens
Experimento 1.9. Efecto de la alimentaci6n sobre la resistencia al ayuno
bajo condiciones de laboratorio
1.9.a. Materiales y métodos
Los tratamientos dietarios consistieron en:
(2) 6 dias de azucar (S);
(b) 6 dias de dieta proteica completa (3:1, azlcar:levadura hidrolizada utilizada en la
biofabrica Moscafrut) (F);
(c) 3 dias de aztcar, y 3 dias de dieta proteica completa (SF);
(d) 3 dias de dieta proteica completa, y 3 dias de azicar (FS);
(¢) 6 dias de mango (Mangifera indica cv. Ataulfo) (M);
(f) 3 dias de az(car, y 3 dias de mango (SM);
(g) 3 dias de mango, y 3 dias de aztcar (MS).

En los tratamientos e, [y g, el mango fue ofrecido maduro y en tajadas que
fueron reemplazadas cada 2 dias.

Se montaron 10 replicas para cada tratamiento con agua ad libitum hasta el fin
del experimento. Luego de la remocion del alimento, las moscas no fueron
cambiadas de contenedor. Los frascos se distribuyeron al azar en una sala con
condiciones controladas (26 = 1 °C, 70 + 5 % HR).

1.9.b. Analisis de datos

Se realizaron un analisis de supervivencia y un ANOVA de una via seguido de
contrastes de Tukey HDS.
1.9.c. Resultados

La comparacion mediante el ANOVA de la supervivencia promedio arrojo
resultados significativos (F= 42,76; g.1.= 6, 63; p<0,0001). Los contrastes de Tukey
indicaron que los machos alimentados con azucar (S) o mango-azacar (MS) vivieron
mas que los de cualquier otro tratamiento (Tabla 1.13). Se encontr6 un efecto del

orden de ingesta entre los tratamientos MS y SM: las moscas alimentadas en primer
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lugar con mango vivieron 1,15 dias mas que aquellas alimentadas primero con
azlcar. Sin embargo, este efecto no fue observado entre los tratamientos SF y FS. La
dieta de mango (M) no difirio en supervivencia de la dieta F. Las moscas alimentadas
con FS o SF vivieron significativamente mas tiempo (0,74 dias en promedio) que las
que se alimentaron todo el periodo con F, resultando en valores intermedios entre S
y E

La comparacion de la proporcion sobreviviente mediante la funcion de
supervivencia de Kaplan-Meier y el test de Log-rank tambien indicaron diferencias
significativas entre grupos (*= 300; d.f.= 6; p=0) (fig. 1.10). Las comparaciones de
a pares indicaron diferencias significativas en todos los casos excepto FS vs. SF y FS
vs. SM (tabla 1.13). En consistencia con los resultados del ANOVA, el regimen
alimenticio (orden de la oferta de nutrientes) tuvo un efecto significativo en el caso
de MS y SM, pero no en la combinacion SF y FS.

En base a estos resultados se seleccionaron tres dietas para evaluacion a campo:
S, MS y F, dado que fueron las que difirieron mas, F es la dieta utilizada en la
biofabrica y la que se esta comenzando a utilizar para las liberaciones del programa
de control, y MS es una dieta que incorpora una fruta natural con menor proporcion

de proteina (ver Capitulo 3).

Tabla 1.13. Supervivencia de machos de A. ludens alimentados sobre
diferentes dietas en laboratorio (promedio y error estandar). Letras
minusculas distintas indican diferencias significativas (p<0.05) de
acuerdo a los contrastes de Tukey. Letras mayusculas diferentes indican
diferencias significativas de las curvas de supervivencia de acuerdo al
test de Log Rank.

Dieta Promedio (dias) EE
S 12,30 aA 0,14
M 10,00 <dB 0,12
F 9,67 dC 0,10
SM 10,61 bD 0,18
MS 11,76 aE 0,14
SF 10,30 bcDF 0,11
FS 10,52 bF 0,20
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Resumiendo, las dietas S y MS posibilitaron una mayor resistencia al ayuno que
el resto de las dietas. El efecto del orden de ingesta no fue general, se observo
solamente en uno de los pares de dietas (SM — MS). El mango sin combinacion con

azucar produce un desempeno similar al alcanzado con la dieta estandar (F).
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Figura 1.10. Proporcion acumulada de machos A. Iudens
sobrevivientes (Kaplan-Meier) en funcion del tiempo por dieta.

Discusion General

En este capitulo se analizo la supervivencia al ayuno luego de haber recibido
una determinada dieta durante los primeros dias de la fase adulta. Las moscas
alimentadas solo con azlcar fueron capaces de sobrevivir hasta 3 dias mas en

. . . . /

promedio que las moscas alimentadas con una dieta rica en proteinas cuando se
enfrentaron a la inanicion. El orden en que se brindaron las dietas también afect6 la
supervivencia al ayuno mientras que la irradiacion no mostr6 un efecto significativo

y tampoco se hallaron diferencias entre sexos. En su conjunto estos resultados
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hablan de la capacidad de estos individuos de construir reservas y/o de los requisitos
metabolicos que se establecen durante la fase adulta; demandas que posiblemente se

ven afectadas por la dieta ingerida.

Los resultados obtenidos estan de acuerdo con los encontrados en Drosophila
melanogaster (Meigen) (Diptera: Drosophilidae) (Lee et al., 2008) y en dos especies
de la familia Tephritidae, Bactrocera tryoni (Fanson et al., 2009) y A. fraterculus
(Oviedo et al., 2011). En este Gltimo trabajo, se demostro que la longevidad resulto
mayor cuando las moscas tenian la opcion de realizar balance nutricional. Jacome et
al. (1995) demostraron que las moscas A. serpentina alimentadas con diferentes
regimenes de dietas poseen cantidades similares de reservas de lipidos al cuarto dia
despues de la emergencia. Si asumimos que esto tambien ocurre en A. fraterculus y en
A. ludens, las diferencias que se observaron en la supervivencia despues de retirado el
alimento deberian ser atribuidas al uso diferencial de las reservas. Estudios sobre
distintas especies de Drosophila indican que uno de los mecanismos fisiologicos para
aumentar la resistencia a la inanicion es la reduccion de la velocidad a la que se
utilizan las reservas (Rion y Kawecki, 2007). La reduccion en la tasa metabolica
incrementaria la cantidad de tiempo que las moscas pueden soportar la falta de
alimento. Sin embargo, tambi¢n puede ser el caso que la ingesta de proteinas inicie
el proceso de la maduracion sexual (Pereira et al., 2010), dando lugar a una mayor
tasa metabolica que ya no se podria reducir durante la inanicion. Las moscas
alimentadas con aztcar podrian extender su vida dado que son capaces de reducir su
tasa metabolica, ya que debido a la falta de proteinas se encuentran bajo un “modo
de supervivencia” en lugar de un “modo reproductivo” (Carey et al., 1998), que se
espera demande mas recursos. Evidencias de ello se pueden encontrar en los
resultados del experimento donde se midi6 maduracion y supervivencia en
simultaneo (Exp. 1.6). Los resultados indican que los individuos que maduran antes

utilizarian recursos que luego no estarfan disponibles para resistir al ayuno y
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sobrevivir. Los machos que consumen mas proteina maduran tempranamente y ven
. . . . . . ./
reducida su supervivencia, evidenciando un compromiso entre reproduccion y

longevidad.

Las diferencias encontradas en las tasas de supervivencia sugieren que el
regimen de alimentacion previo al ayuno condiciona la constitucion de reservas. La
supervivencia de las moscas no solo dependi6 de las propiedades de la dieta, sino
también del momento en que se hizo disponible cada nutriente. El efecto de la
proteina se redujo cuando las moscas se alimentaron de azicar durante dos dias
antes de tener acceso a una dieta rica en proteinas. Esto puede indicar que en este
periodo inicial las moscas han comido suficientes carbohidratos para hacer frente al
ayuno mas adelante, y que esta acumulacion es de alguna manera evitada cuando el
orden en que las dietas ofrecidas es el contrario. También puede ser el caso de que
las moscas SC iniciaron el proceso de maduracion sexual, dos dias despues que las
moscas CS y por lo tanto consumieron menos reservas en esta actividad, que resulto
en una mayor reserva en el momento de hacer frente a la privacion de alimentos.
Nuestra observacion es consistente con Cangussu y Zucoloto (1992), quienes
demostraron que la eficacia de las dietas en cuanto a la produccion de huevos es
significativamente mayor, y la ingestion de proteina menor, cuando los nutrientes se
ofrecen por separado a adultos de C. capitata. De hecho, las hembras de C. capitata
son auto-selectivas cuando se les ofrece de azlcar (73,5%) y levadura de cerveza
(26,5%) en comederos separados (Cangussu y Zucoloto, 1995). Aunque algunos
autores sugieren que esto puede tambien explicarse por un efecto fagoestimulante
del azacar (Sharp y Chambers, 1984), los resultados de Oviedo et al. (2011)
demostraron que lo mismo ocurre en A. fraterculus: cuando a las moscas se les ofreci6
la posibilidad de auto-regular la relacion proteina:azacar, se encontro que
consumian la misma cantidad de azticar que si se les daba el azlcar solamente. En

este trabajo de tesis, también se hallaron evidencias de esto. Los individuos
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alimentados con C mas una fuente extra de azlcar alcanzaron una supervivencia
similar a los alimentados con azucar solamente, y mayor a los alimentados con C,

ofreciendo una evidencia de balance nutricional.

El efecto del orden de ingesta no se observo en A. ludens para dietas similares a
Sy C (S y F del ensayo 1.9), pero si para las dietas SM y MS donde la dieta con
mayor supervivencia fue MS, tratamiento en el cual las moscas consumieron mango
como primer alimento. Estas diferencias respecto de los resultados hallados en A.
fraterculus podrian deberse a factores tales como las diferencias entre las dietas C y F,
o a particularidades de cada especie. Curiosamente estos resultados fueron iguales
para ambos sexos en ambas especies, a pesar de que podria esperarse que las

hembras consumieran mucha mas energl'a para producir huevos.

Un resultado interesante es que el efecto de la proteina sobre la supervivencia
puede depender de la calidad y/o cantidad de proteina ofrecida. Por un lado, se
observo en A. fraterculus un efecto perjudicial de las dietas ricas en proteinas, C y P,
pero no de la dieta L (a base de azacar e hidrolizado de maiz). En el primer caso, la
fuente de proteina es una mezcla purificada de levadura hidrolizada y maiz
hidrolizado, mientras que en las dietas P y L la proteina proviene de maiz
hidrolizado solamente. Por otro lado, las tres dietas difieren en su relacion de
azlicar/proteina: la dieta L exhibe la mayor proporcion (10:1), la dieta C un valor
intermedio (5:1) y la dieta P la mas baja (0,33:1) (Tabla M.1, Metodologia
General). Ademas, se hall6 una relacion lineal entre la inversa del contenido
proteico y la supervivencia, indicando que a mayor contenido proteico, menor es la

supervivencia.

Al analizar el efecto de los alimentos naturales se hall6 que las moscas vivieron

mas con la dieta de naranja (O) que con la dieta completa (C) o la dieta de maiz
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hidrolizado puro (P), probablemente debido a que las dietas con mayor relacion
azlicar:proteina permiten hacer frente al hambre con mayores reservas de hidratos
de carbono. Sin embargo, en otro ensayo no se hallaron diferencias significativas
entre O (7:1) y C, pero se estudio una dieta a base de dulce de guayaba (D, 105:1)
que resultdo en una supervivencia comparable a S y superior a C. En A. Iudens se
estudio una dieta a base de mango (M, 22:1) que resulto tener una supervivencia
comparable a los valores obtenidos bajo la dieta F (3:1) utilizada en la cria masiva.
Los estudios sobre forrajeo y la explotacion de alimentos en la naturaleza
demostraron que el jugo y la pulpa de fruta juegan un papel importante en la
ecologia nutricional de los tefritidos, en parte debido a la presencia de
microorganismos (Hendrichs et al. 1991, 1993; Aluja y Birke, 1993) y componentes
de alta calidad que permiten a las moscas sobrevivir y reproducirse con exito
(Jacome et al. 1999). Dado que en este estudio es probable que los
microorganismos no hayan podido desarrollarse debido a que las porciones de
mango eran cambiadas regularmente, se esperaba que la dieta M se comportara en

forma similar a la dieta S por su gran concentracion de azlcares.

No se encontraron pruebas de los efectos de la radiacion gamma sobre la
longevidad, independientemente de la fuente de alimento analizado. Este resultado
es consistente con observaciones anteriores en condiciones de jaula de campo
(Gomez Cendra et al., 2007). En ese caso, machos irradiados y no irradiados fueron
alimentados con una dieta de azticar y maiz hidrolizado (L en nuestro estudio) antes
de ser liberados en las jaulas de campo con durazno seco como fuente de alimento.
Despues de 8 dias no se observaron diferencias en la supervivencia entre moscas
irradiadas y no irradiadas. Estudiando los efectos de la irradiacion sobre la actividad
proteolitica digestiva, San Andres et al. (2007) tampoco hallaron efecto de dosis de
70 y 140 Gy en C. capitata. Sin embargo, Galun et al. (1985) encontraron una

disminucion en el consumo de alimentos en moscas C. capitata y A. suspensa irradiadas
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a 10 krad (100 Gy) y alimentadas con caseina hidrolizada y levadura,
respectivamente. A pesar de que en nuestro caso no se midio el consumo de

alimentos, si esta disminucion ocurrio, no afecto la supervivencia.

La respuesta a la inanicion fue similar entre los sexos y no se encontr6 ningtn
efecto diferencial entre las dietas. Oviedo et al. (2011) tampoco hallaron diferencias
entre sexos cuando evaluaron el impacto de las diferentes dietas sobre la
supervivencia de A. fraterculus durante las primeras dos semanas de la emergencia del
adulto. Estos resultados sugieren que en esta especie, al menos durante el proceso
de maduracion sexual, no hay diferencias entre los sexos en la forma en que
aprovechan los nutrientes y las reservas. Este resultado se podria extender al
consumo de nutrientes. Sobre la base de similitudes en el metabolismo de los lipidos
entre los sexos en A. serpentina, Jacome et al. (1995) sugiere que los requerimientos
energeticos de los dos sexos deberian ser practicamente los mismos. Ademas, Carey
y Liedo (1999) concluyeron que la respuesta de la mortalidad especifica de un sexo
en C. capitata no se puede predecir a priori y que la ventaja de las hembras en la
longevidad no es universal. Asimismo, Carey et al. (2002) reportaron una relacion
inversa entre la mortalidad y la frecuencia de disponibilidad de proteina en C.
capitata. Al estudiar la restriccion dietaria estocastica en la mosca del Mediterraneo,
tambien se encontro que la longevidad se extendio en la mayoria de las cohortes
(Carey et al. 2005). Sin embargo, en comparacion con las hembras, la mortalidad
masculina aumento considerablemente cuando se sometieron a multiples cambios

entre las dietas de alta y baja calidad durante su vida.

Muchos organismos son capaces de un cambio plastico de su fisiologia pasando
de un "modo de reproduccion” a un "modo de supervivencia" (Carey et al., 1998),
en funcion de la disponibilidad de recursos. Estudios en otros insectos, tales como

Locusta migratoria (L.) (Orthoptera: Acrididae), demostraron que los adultos bajo
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inanicion morian antes si habian consumido proteina de alta calidad durante el
quinto estadio larval, en comparacion con los que habian consumido niveles mas
altos de carbohidratos (Raubenheimer y Simpson, 1999). Es posible que estas
langostas priorizaran la supervivencia a traves del quinto estadio, junto con un
balance ( “trade-off”) entre la tasa de desarrollo y la resistencia de los adultos a la
inanicion (Raubenheimer y Simpson, 1999). En nuestro estudio, parece que las
moscas que consumieron una dieta rica en proteinas durante los primeros cuatro
dias y luego fueron privadas de alimento, despertaron el proceso de maduracion
sexual y destinaron sus reservas para ello, en lugar de hacerlo para sobrevivir. Las
moscas alimentadas con azlcar posiblemente no iniciaron dicho proceso de
maduracion, y de esa forma, tuvieron mas reservas disponibles para la

supervivencia.

Nuestros resultados indican que la concentracion de proteinas en la dieta del
adulto produce una reduccion en la supervivencia después de la privacion de
alimentos en comparacion con las dietas compuestas de azucar solamente, y que esto
se puede superar o al menos reducir si se proporciona azucar adicional,
probablemente al permitir que las moscas lleven a cabo un balance nutricional y por
lo tanto ingieran la proporcion apropiada de azlcar:proteina. La proporcion de
proteinas ofrecida parece ser importante, ya que las moscas alimentadas con la dieta
L (mezcla de maiz hidrolizado y azacar) y las frutas naturales (que contienen
azlicares y una baja proporcion de proteina) mostraron valores de supervivencia
similares a los de las moscas alimentadas con azlcar solamente. Si las moscas son
capaces de seleccionar los alimentos de acuerdo a sus necesidades, ofrecer la
proteina y el aztcar en diferentes alimentadores podria permitir alcanzar la relacion

! . ! /
optlma de azucar:protelna.
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:: Capitulo 2::

Efecto de la dieta sobre la supervivencia en jaulas de campo y
en condiciones de campo
1. Introduccion

En el primer capitulo se abordo la problematica del efecto de la dieta sobre la
resistencia al ayuno en dos especies de Anastrepha en condiciones de laboratorio. Sin
embargo, en la naturaleza los resultados pueden ser muy variables al estar los
individuos sujetos a condiciones ambientales heterogéneas. Esto implica un nivel de
complejidad mayor por la existencia de fuentes de variacion no controlables como el
clima, la predacion y la presencia de fuentes de alimento naturales. Sin embargo, en
el marco de laTIE, es en el campo donde se necesita conocer el desempeno de los
machos y como las condiciones a las que se somete a los individuos antes de la
liberacion pueden afectar el mismo. Estudios realizados en condiciones naturales
donde se evaluo el efecto de la dieta del adulto sobre el exito en el apareamiento y
la supervivencia en machos de Ceratitis capitata (Shelly y Mclnnis, 2003) mostraron
que no existen diferencias en la supervivencia entre los individuos alimentados con
una dieta de azticar y proteina y los alimentados solo con azicar.

Gomez Cendra et al. (2007) estudiaron la supervivencia en jaulas de campo de
moscas A. fraterculus silvestres y de laboratorio (irradiadas y no irradiadas). Estos
autores hallaron diferencias entre machos silvestres y de laboratorio sin irradiar a los
6 y 8 dias; y entre silvestres e irradiados solo a los 8 dias. El estudio no realizo
comparaciones entre moscas irradiadas y no irradiadas. Debido a las condiciones
ambientales no controladas, de las moscas de laboratorio irradiadas recuperaron
entre el 14 y 39 % luego de 6 dias dentro de las jaulas; y entre 25 y 27% luego de 8
dias. Vera et al. (2006) no hallaron diferencias en la supervivencia a campo de A.
fraterculus irradiadas y no irradiadas liberadas en ensayos realizados en las provincias
de La Rioja y Tucuman.

Hernandez et al. (2007) estudiaron la supervivencia y dispersion de A. ludens
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en un huerto de mango en Tapachula (Chiapas, Mexico). La longevidad expresada
como la expectativa de vida luego de la liberacion (e,) dentro del area con trampas
indico que la misma era de 3,1 dias para las moscas silvestres y de 2,2 dias para las
moscas de laboratorio contados desde el momento de la liberacion. Asimismo, no se
hallaron diferencias entre sexos ni entre origenes. La tasa de supervivencia diaria (lx)
mostro que menos del 50% de las moscas estaban vivas luego de los 3 primeros dias

aproximadamente.

En este capitulo se presentan los resultados de la estimacion de la
supervivencia de las moscas en condiciones de jaula de campo para evaluar si los
resultados de laboratorio se pueden extrapolar a condiciones ambientales mas
similares a las halladas en una liberacion a campo en el contexto de la TIE. Tambien
se presentan los resultados de la evaluacion de la supervivencia en campo luego de

una liberacion.

2.1. Supervivencia en jaulas de campo

Este tipo de ensayos permiten investigar de que forma se comportan los
individuos frente a las condiciones seminaturales (jaula de campo) y con la
posibilidad de ingerir algln tipo de alimento ya sea experimental (ciruelas pasas) o
natural (p. ej. excreciones de afidos). Para ello se plante6 como objetivo: evaluar la
supervivencia en condiciones seminaturales de machos de Anastrepha fraterculus

alimentados con distintas dietas post-tenerales.

2.1.1. Materiales y Métodos
2.1.1.1. Marcacion de los insectos

Se formaron grupos de 100 machos recien emergidos y se les ofrecio durante
4 dias una de tres dietas ensayadas: S (azticar negro), C (dieta completa) y SC (2 dias
de azacar negro, 2 dias de dieta completa). Las dietas fueron asignadas al azar a cada

grupo. Los individuos se confinaron en tachos plasticos de 1litro conteniendo hasta
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25 machos, comida y agua, tapados con tela de tul, y se alojaron en laboratorio con
condiciones controladas (25°C, 60% HR) hasta el dia de la liberacion. En el
transcurso de los 4 dias previos a la liberacion se pinto el mesonoto de cada
individuo con tempera al agua (Alba, Induart S.A.) con colores diferentes segin el
tratamiento dietario. Para ello se colocaron los individuos en una bolsa de tul y se
los inmovilizo suavemente para pintarlos con pincel a través de la malla. Se espero
unos segundos para permitir el secado de la pintura y se los devolvio al frasco
correspondiente.
2.1.1.2. Jaulas de campo

Se montaron 8 jaulas de campo (3m x 3m x 2.5m) confeccionadas con malla
plastica sujetas a una estructura metalica, en un predio del IGEAF (INTA Castelar)
(fig 2.1). Cada jaula conto en su interior con 1 o 2 arboles de pomelo (Citrus paradisi
Macfadyn) plantados en maceta y un recipiente de agua con tapa con mechas de tela
(fig. 2.2). Las jaulas fueron cubiertas con tela media sombra para evitar la insolacion
directa y simular la cubierta de la copa de los arboles en un huerto. Se obtuvieron
datos meteorologicos de la estacion meteorologica del Instituto de Clima y Agua
(INTA, Castelar) para los periodos analizados (tabla 2.1). Los individuos contaron
con agua y alimento (ciruelas pasas) dentro de la jaula durante todo el periodo. Las
ciruelas pasas fueron colocadas dentro de un tul y colgadas del arbol para evitar que
sean alcanzadas por hormigas.
2.1.1.3.Toma de datos

Al quinto dia desde la emergencia, los individuos fueron liberados en las jaulas
(un grupo por dicta). Los individuos supervivientes fueron retirados de las jaulas a
los 2, 4, 6 u 8 dias (periodos) de su liberacion. Cada jaula fue asignada a un periodo
al azar (1 o 2 jaulas por periodo). Al término de cada periodo las moscas
recuperadas se congelaron a -18 °C para luego contabilizar el nimero de individuos

de cada color (dieta).
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Figura 2.1. Jaulas de campo en el campo experimental del IGEAF-INTA Castelar.

Figura 2.2. Interior de la jaula de campo

provista de 2 arboles frutales y agua.

2.1.2. Analisis de datos

Se realizo un diseno de Parcela Dividida (Split-plot) (fig. 2.3) pero debido a
problemas en la cantidad de individuos emergidos y la capacidad de procesamiento y
pintado, algunas repeticiones quedaron incompletas. En el ano 2007, se realizaron 5
repeticiones en el tiempo de las cuales solo 2 fueron completas (una réplica por
periodo). En los meses de marzo y abril 2009 se realizaron 2 repeticiones mas con 2

réplicas por periodo cada una, pero con un menor niimero de individuos por grupo
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(marzo: 28 individuos; abril: 33 individuos, por tratamiento). En los ensayos de
2007 se utilizaron 100 individuos por grupo. En el analisis solo se utilizaron las

repeticiones completas.

Tabla 2.1. Datos meteorologicos de los periodos de ensayo en el predio del IGEAF-INTA
Castelar (promedio y desvio estandar).

Ano 2007 Ano 2009
6 nov. - 31 dic. 1 -9 marzo 2 -10 abril

Variable Promedio DE Promedio DE Promedio DE
Temperatura maxima (°C) 26,3 4,7 27,7 2,7 23,2 3,6
Temperatura media (°C) 19,7 4,0 23,0 1,7 17,7 2.4
Temperatura minima (°C) 13,0 4,3 18,2 1,9 12,2 2,9
Heliofania efectiva (h) 8,9 4.4 6,3 3,9 7,0 3,8
Heliofania relativa (%) 62,5 30,4 50,1 31,0 61,2 33,5
Viento a 2 m (km/h) 6,5 2,3 5,3 2,5 4,2 2,1
Precipitacion (mm) 1,7 4,1 7,2 10,6 2,5 6,1
Temp. vapor (mb) 16,4 3,9 23,6 1,8 16,3 2.8
Humedad relativa (%) 65,2 12,4 83,4 7,9 76,9 8,4
Radiacion global (m]/m?2) 22,9 7,5 16,1 59 14,0 4,8
ETP (mm) 4,3 2.4 3,3 1,1 2,2 0,6

La variable analizada fue la proporcion de individuos supervivientes al cabo de
cada periodo (Y). Dado que los individuos se liberaron en la jaula a la edad de cuatro
dias, la edad de las moscas para cada periodo analizado es igual al valor del
correspondiente periodo mas 4 (es decir: 6, 8, 10 y 12 dias, respectivamente para
los periodos 2, 4, 6 y 8). El disefio experimental utilizado posibilito unificar el dia
de comienzo de cada periodo en cada repeticion, asegurando que todas las jaulas
atravesaran por las mismas condiciones climaticas. Se utilizo el disefio 6.7(iii)
descripto en Doncaster y Davey (2007) cuyo modelo lineal simplificado es:

Y =DIJ(T'|P)
donde ”|” significa “cruzado con”, y los parentesis significan “anidado en”. D, J, T y P
son los factores y variables Dieta, Jaula, Tiempo (repeticion en el tiempo) y Periodo
respectivamente, siendo ]J” y T los factores aleatorios. Las jaulas estan anidadas en la
interaccion de Tiempo y Periodo (fig. 2.3). La interaccion T * P solo pudo ser
evaluada con las repeticiones del 2009, dado que habia dos replicas (jaulas) por cada
combinacion de Tiempo y Periodo.

89



Utges, M. E. 2012. Supervivencia y dispersién en moscas de los frutos del género Anastrepha (Diptera: Tephritidae):
efecto de la alimentacion post-teneral.

Los datos se analizaron mediante un modelo lineal generalizado (GLM) con
una estructura binomial del error (nexo: logir) utilizando el paquete stats del
programa R ver. 2.13.2 (R Development Core Team, 2011). Si la varianza residual
resultara muy superior a los grados de libertad residuales, los valores de
significacion de los test de Chi” estarfan inflados por la “sobredispersion”. Una forma
de compensarlo, es tratar la deviancia de cada término como una suma de
cuadrados, y calcular los cuadrados medios (CM) y el estadistico F manualmente
(Crawley, 2002). Para cada término, se obtiene su CM_,,, dividiendo la deviancia

residual del Gltimo término ingresado por sus grados de libertad residuales.

Tiempc
1 2 3 4
(b N\ (b N\ (b N\ (b ) ]
O |0 || 00| OB —
D1
D2
2 D3
3
4
. / \l N\l  \L J

Figura. 2.3. Disefio de parcela dividida. P: periodo, J: jaula, D: dieta.

2.1.3. Resultados

En ambos anos y para todos los tratamientos dietarios, se observa una
disminucion de la proporcion de sobrevivientes con el aumento de la duracion del
periodo en situacion de jaula de campo (tablas 2.2, 2.3 y 2.4). A los 2 dias de estar
en las jaulas, mas del 90% de las moscas estan vivas atn; y alrededor del 50% de las
moscas sobreviven al cabo de los 6 dias en situacion de jaula. Es a partir de ese

momento en que la supervivencia cae a un 25% o menos al cabo de 8 dias. No se
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hallaron evidencias de interacciones significativas entre los factores analizados (tabla

2.4).

Tabla 2.2. Proporcion de machos A. fraterculus
supervivientes por periodo y tratamiento para los
ensayos realizados durante el afio 2007.

Dieta
Periodo S SC C
2d 0,91 0,92 0,95
4d 0,70 0,78 0,74
6d 0,58 0,54 0,46
8d 0,25 0,23 0,12

Tabla 2.3. Proporcion de machos A. fraterculus
supervivientes por periodo y tratamiento para los
ensayos realizados durante el afio 2009.

Dieta
Periodo S SC C
2d 0,91 0,94 0,96
4d 0,72 0,77 0,74
6d 0,59 0,58 0,53
8d 0,26 0,27 0,20

Tabla 2.4. Analisis estadistico de la proporcion de supervivientes para los ensayos realizados
durante los afios 2007 y 2009. J: Jaula.

ANOVA entre Jaulas para P * T promediado sobre Dieta con término de error: Jaula en (P *T)

arion gl om i P
Periodo (P) 3 133,3 48,50 < 0,0001
Tiempo (T) 3 8.49 3,09 0,09
P *T 9 5,368 1,95 0,18
Jaula en (P *T) 3 2,75

ANOVA Dentro de Jaulas con término de error: D * | (T * P)

Dieta (D) 2 2,002 2,58 0,107
P*D 6 1,912 2,47 0,070
T*D 6 2,114 2,73 0,051

T*P*D 18 1,507 1,94 0,094

D * ] (T * P) 16 0,775
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2.1.4. Discusion

En condiciones de jaula de campo, mas del 50% de las moscas sobrevivieron
hasta los 10 dias de edad (4 dias en laboratorio + 6 dias en la jaula de campo), y
alrededor del 25% hasta los 12 dias de edad. No se detecto efecto de la proteina en
la dieta de las moscas adultas sobre la supervivencia de los machos en condiciones de
jaula de campo.

Comparado con los resultados obtenidos por Gomez Cendra et al. (2007), en
este estudio sobrevivio un mayor porcentaje de machos a los 6 dias de permanencia
en las jaulas; y se obtuvo una supervivencia similar a los 8 dias. Las diferencias
podrian deberse a que en este estudio los machos no estuvieron en presencia de
hembras y por lo tanto tuvieron un menor gasto energetico en actividades
reproductivas. Sin embargo el diseno utilizado en el presente estudio permite
evaluar interacciones y controlar el error debido a diferentes condiciones climaticas

producto de iniciar jaulas en distintos momentos.
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2.2. Supervivencia en Campo

A la par de los ensayos de dispersion (Capitulo 3), se evaluo la supervivencia a
campo y la supervivencia en pequenas jaulas colocadas en el mismo huerto. El
objetivo fue evaluar la resistencia al ayuno en jaulitas de campo, y la supervivencia a

campo post-liberacion.

2.2.1. Materiales y Métodos

Se utilizo un disefio de liberacion en un punto central y posterior captura de
los individuos marcados. De esta forma el nimero de moscas capturadas y su dia de
captura permite estimar la supervivencia.
2.2.1.1. Anastrepha ludens
2.2.1.1.1. Material biol6gico, tratamientos dietarios y parametros de

calidad

Pupas

Las moscas utilizadas fueron provistas por la biofabrica Moscafrut. Con el fin
de dividir los lotes de pupas en grupos de igual nimero de individuos, se tomaron 5
muestras de 100 pupas por ensayo de liberacion y se pesaron en una balanza Ohaus
(Mod. TP4KD) con una precision de 0,0001 g. Luego en funcion del peso estimado
por pupa, se separaron 20.000 pupas aproximadamente por tratamiento por
repeticion.

Se utilizaron tres colorantes fluorescentes para marcar las moscas en el ptilinum
al momento de la emergencia (4 g por kg de pupa, Rojo Neon: Day-Glo Color
Corp., Cleveland, OH, EEUU; Verde y Naranja: Carnuba Wax Fluorescent Dye,
Univ. de Southampton, Reino Unido). Se esparcio el colorante sobre las pupas,
distribuyéndolo por medio de movimientos del contenedor con el fin de que todas
las pupas entren en contacto con el polvo. Las pupas se colocaron dentro de jaulas
de tul de 100x100x50 cm (fig. 2.4) que fueron cubiertas en su parte superior con
papel (para evitar los rayos de sol directo provenientes de la ventana) y se ofrecieron

lugares adicionales de reposo mediante tiras colgantes de papel colgadas dentro de la
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jaula. Las jaulas se colocaron en una sala con condiciones controladas (26 £ 1 °C, 70
T 5 % RH) y diariamente se controlo que todas las jaulas tuvieran suficiente agua y
alimento. El método de marcacion fue evaluado por Weldon (2005) quien no
encontro6 efectos sobre la supervivencia de los adultos marcados respecto de los no
marcados; y su utilidad fue demostrada en varios trabajos citados en Hagler y

Jackson (2001).

Adultos

Los adultos emergidos estuvieron confinados desde la emergencia hasta los 6
dias de edad. Las jaulas de emergencia contenian agua y alimento segln el
tratamiento asignado. Los tratamientos evaluados fueron tres:

(1) aztcar (S),

(2) dieta seca 3:1, azlcar:proteina (F),

(3) mango durante 3 dias, seguidos de solo azlicar por 3 dias mas (MS).

Los tratamientos fueron seleccionados en base al ensayo de laboratorio
realizado previamente (ver Exp. 1.9, Capitulo 1).

Para estimar la emergencia y proporcion de sexos se armaron 5 cajas de Petri
con 100 pupas cada una. Una vez que todas las moscas habian emergido y muerto se
contabilizaron los nimeros de adultos por sexo y se calcularon los porcentajes de
pupas no emergidas. Estos controles de calidad se realizaron para cada repeticion. El
porcentaje de moscas voladoras fue obtenido de los controles de calidad rutinarios

de la planta de cria de Metapa, realizados de acuerdo al Manual de Control de

Calidad (FAO-IAEA-USDA, 2003).
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Figura 2.4. Jaula de emergencia de A. Judens con agua y alimento.

2.2.1.1.2. Descripcion del sitio y disefio experimental

Los ensayos se realizaron en un huerto de mango (Mangifera indica L. cv.
Ataulfo) localizado en las afueras de la ciudad de Tapachula, Chiapas, Mexico (fig.
2.5). Esta area posee un clima tropical con una precipitacion anual promedio de
2450 mm y cuya temporada de lluvias abarca los meses de Abril a Noviembre. La
temperatura anual promedio es 26,2°C, siendo Abril y Mayo los meses mas calidos
(Garcla, 2004). El huerto utilizado posee 7 ha con su centro localizado en 14° 46’
50” N, 92° 22’ 35” O, y situado a 21 m.s.n.m. Los arboles tienen una altura
aproximada de 8 metros (fig. 2.6). La informacion climatica (temperatura, humedad
relativa, precipitacion, direccion e intensidad de vientos) correspondiente al periodo
del ensayo fue provista por el Aeropuerto Internacional de Tapachula (SCT

SENEAM Meteorologia Aeronautica), localizado a menos de 2 km del huerto.
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Figura 2.5. Mapa de México ubicando al Estado de Chiapas, la ciudad de Tapachula,
y el sitio de liberacion de A. Tudens (4.1.).

El ensayo se repitio 3 veces durante los meses de Junio y Julio 2007. Las
moscas se liberaron con 7 dias de edad por la manana en el punto central del huerto.
Dos dias después de cada liberacion, se colgaron 52 trampas Multilure® siguiendo
un diseno concéntrico a distancias de 15 metros aproximadamente (ver disposicion

de las trampas en fig. 3.5). Las distancias exactas fueron medidas a posteriori con
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cinta metrica. Las trampas fueron colgadas a una altura de 4 m en la copa de los
arboles, protegidas del sol directo. Se utilizo proteina hidrolizada liquida como cebo
(Captor 300, Promotora Agropecuaria Universal, S. A. de C. V., México), preparada
de acuerdo a las recomendaciones de la Campafia Nacional Mexicana para las
Moscas de la Fruta (235 ml de agua, 10 ml de proteina hidrolizada, y 5 g de borax,
por trampa) (Gutierrez et al., 1992). Las trampas fueron revisadas diariamente
durante un periodo de 15 dias. Los individuos capturados se conservaron secos en
freezer (-18 °C) para evitar la pérdida o mezcla de la marca en alcohol al 70% que
se observo en algunos individuos control. Para determinar el tratamiento al que
pertenecia cada individuo, se lo observé mediante un microscopio estereoscopico
con adaptacion de epifluorescencia (60x, Nikon SMZ1500) (fig. 2.7). Cuando el
color no fue visible, la cabeza se aplasto sobre papel filtro de forma tal de ver
posibles trazas del pigmento dentro de la cabeza. Para ello se utilizo un

escarbadientes de madera nuevo para cada individuo.

Figura 2.7. A.ludens observadas bajo lupa con

epifluorescencia donde se observan los tres colores utilizados
para su marcaje y posterior identificacion.

2.2.1.1.3. Supervivencia en jaulas pequeias en el sitio de liberacion

El dia de cada liberacion se colocaron 100 parejas con agua ad libitum en jaulas
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de 30x30x30 cm de madera y tul (fig. 2.8). Se montaron 2 jaulas por tratamiento

para las repeticiones 2 y 3, y una jaula por tratamiento para la repeticion 1.

. Jaula de 3

resistencia al ayuno de A. Judens en el sitio de liberacion.

Figura 2.8 0x30x30 cm para evaluar

Estas jaulas fueron colgadas del arbol en el punto central de liberacion. Para
evitar la predacion por hormigas, se coloco resina vegetal en el soporte de la jaula.
Las moscas muertas fueron retiradas diariamente registrando su sexo y tratamiento,

hasta la muerte del Gltimo individuo.

2.2.1.2. Anastrepha fraterculus

En febrero de 2008 se realizo un ensayo piloto (2 repeticiones) en Tucuman
con el apoyo del Laboratorio de Zoologia Agricola de la Estacion Experimental
Agroindustrial “Obispo Colombres” (Dra. Teresa Vera, EEAOC) y de la Facultad de
Agronomia y Zootecnia de la Universidad Nacional de Tucuman (Ing. Agr. Marcelo
de laVega, FAZ-UNT).

Luego de poner a punto el disefo, se realizaron 4 repeticiones en los meses de
noviembre de 2008 (2), y marzo de 2009 (2). En la medida de lo posible se utilizo la

misma metodologia y disefio utilizado en México para A. Judens.
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2.2.1.2.1. Material biol6gico, tratamientos dietarios y parametros de
calidad

Pupas

Se utilizaron pupas provenientes de la cria semi-masiva de la EEAOC. Las
mismas fueron trasladadas a Ezeiza (Buenos Aires) para ser irradiadas en la CNEA
(ver Metodologia General). Se pesaron 100 pupas en balanza de precision (Ohaus) y
se separaron por peso aproximadamente 10.000 pupas por tratamiento. Se
espolvoreo polvo fluorescente (4 g por kilo de pupa) seglin tratamiento para marcar
las moscas al momento de su emergencia logrando tres colores distinguibles entre si
(verde, naranja, y una mezcla de ambos observado al UV como color amarillo, Day-
Glo Color Corp., Cleveland, OH, EEUU). Luego de ser irradiadas, las pupas
retornaron a Tucuman. Alli, se dispuso cada grupo de pupas en recipientes para
emergencia en jaulas de 100x100x50 cm confeccionadas en hierro y tul, una por

tratamiento.

Adultos

Se proveyo a cada jaula con agua y alimento correspondiente durante los
primeros 4 dias post-emergencia. De acuerdo a las resultados de los ensayos previos
en laboratorio, se seleccionaron las dietas S (azlicar negra), C (dieta completa) y SC
(2 dias de aztcar negra, 2 dias de dieta completa). Las jaulas permanecieron en un
laboratorio de la FAZ-UNT a temperatura ambiente.

Para cada repeticion, se colocaron 5 cajas de petri con 100 pupas cada una en
recipientes de 3 litros. A los 6 dias se contabilizaron las pupas no emergidas, los
adultos por sexo para estimar el porcentaje de emergencia, y los individuos con alas
malformadas o adultos con emergencia incompleta para estimar el porcentaje de

individuos voladores.

2.2.1.2.2. Descripci(')n del sitio de liberacion y disefo experimental

Para evaluar la supervivencia a campo, las moscas se liberaron con 5 dias de
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edad, por la mafiana en un huerto de limon Citrus limon (L.) Burm. de la quinta
experimental de la Facultad de Agronomia (FAZ-UNT) ubicado en El Manantial,
Provincia de Tucuman. El huerto tiene una dimension de 10 ha, sus coordenadas en
el punto central son 26° 49' 59" S, 65° 16' 49" O y su altitud 444 m.s.n.m. (fig.
2.8). Los limoneros tenian una altura aproximada de 3 metros.

El clima de Tucuman es subtropical con estacion seca en invierno. Durante los
meses de octubre y marzo predominan las lluvias que sobrepasan los 1000 mm
anuales. El promedio de temperatura maxima anual es de 25°C, con una minima
promedio de 13°C. Sin embargo en los meses de verano pueden registrarse maximas
de mas de 40°C.

La informacion climatica (temperatura, humedad relativa, precipitacion,
direccion e intensidad de vientos) correspondiente al periodo de los ensayos fue
provista por la Seccion de Meteorologia de la Estacion Agroindustrial “Obispo

Colombres” ubicada en la localidad de Las Talitas a 8 km del huerto de la UNT.

LTI
San Miguel """ ==ea..
de Tucuman

Figura 2.9. Mapa de Argentina con la ubicacion de la provincia de Tucuman y del sitio de

liberacion (marca roja) en EI Manantial, San Miguel de Tucuman.
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Las moscas fueron liberadas en el punto central con 5 dias de edad, y a los dos
dias se colocaron 90 trampas Multilure® utilizando como atrayente proteina
hidrolizada en polvo con bérax resuspendida en 250 ml de agua (Siisbin™, Quemar
S.R.L., Guaymallén, Mendoza, Argentina). Las trampas se colocaron en forma
concentrica alrededor del punto de liberacion a una distancia aproximada de 15
metros y fueron colgadas de las copas de los arboles lo mas reparadas del sol posible,
a una altura de entre 2 y 3 metros (ver distribucion de trampas en fig. 3.6). Las
trampas se revisaron diariamente y los individuos capturados se guardaron en seco y
frio (-18°C) individualizando trampa y dfa. Los individuos capturados se observaron
bajo microscopio estercoscopico con adaptacion de epifluorescencia (60x, Zeiss

MC80 DX) para determinar el tratamiento de pertenencia.

2.2.1.2.3. Supervivencia en jaulas en el sitio de liberacion

Se prepararon tres jaulas por tratamiento por repeticion para evaluar la
supervivencia a campo en forma mas controlada. Las jaulitas fueron confeccionadas
con tachos plasticos de 5 litros con una ventana tapada con tela de voile, y tapados
en su parte superior con la misma tela y una banda elastica. Al quinto dia, se
colocaron por jaulita aproximadamente 50 machos y 50 hembras por tratamiento el
mismo dia de la liberacion y se las proveyo de agua. Las jaulas se colgaron
inicialmente de un arbol en el huerto el dia de la liberacion y se contabilizaron las
moscas muertas diariamente.

Debido a las lluvias durante los ensayos, se debi6 mover las jaulitas bajo una
galeria cercana al huerto para evitar que las moscas mueran por ahogamiento.

En las liberaciones de febrero 2008 se realizo solo 1 replica por tratamiento,
con 100 parejas cada jaula. En las siguientes liberaciones se realizaron 3 réplicas con

50 parejas por jaula.
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2.2.2. Analisis de datos
2.2.2.1. Resistencia a la inanicion en jaulitas de campo

Se ajusto un modelo de regresion parametrico de supervivencia asumiendo la
distribucion de Weibull para la variable y (supervivencia), que se utilizo para evaluar
la interaccion entre los factores dieta y sexo. Para realizar estos analisis se utilizo el
paquete survival para R (v. 2.9.0) (Therneau y Lumley, 2009; R Development Core
Team, 2009). Luego se realizo la comparacion entre tratamientos mediante el Test
de Log Rank (ver seccion 3.1.2 del Capitulo 1).

En los casos en los que se conto con 3 réplicas por tratamiento se realizo un
ANOVA de 2 vias, analizando la interaccion entre tratamiento dietario y sexo.
Modelo:

Yik = u+0i + B +apy + & ;

donde, yik es el tiempo de vida promedio de cada replica;

u es la media general;

aj es el efecto fijo de la dieta i sobre el tiempo de vida promedio;

B es el efecto fijo del sexo j sobre el tiempo de vida promedio;

afi es el efecto de la interaccion sobre el tiempo de vida promedio;
Eik es el error aleatorio entre réplicas.

Cuando los supuestos del analisis no se cumplieron, se recurrio a un analisis
GLM (estructura del error tipo Poisson, nexo Iogit)(R Development Core Team,
2009).
2.2.2.2. Supervivencia en campo

La esperanza de vida en el dia de la liberacion (&) de cada tratamiento fue
calculada mediante las formulas de Tabla de Vida (Carey, 1989; Hernandez et al.,
2007). Este método es la mejor aproximacion a la estimacion de la expectativa de
vida en condiciones de campo, pero tiene algunas limitaciones. En particular, los
datos obtenidos son la edad promedio esperada de las moscas capturadas, y el
método esta basado sobre las siguientes suposiciones: todas las edades son

igualmente capturables, y las moscas no abandonan la grilla de captura. El nimero
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de moscas capturadas el dia x (Y,) fue utilizado para calcular el nimero acumulado
de moscas capturadas desde el dia x mediante las expresiones:
No= 2 Yy
Nx+1= Ny — Y
La tasa de supervivencia hasta el dia x fue hallada mediante:

li= ndng

La esperanza de vida promedio en el dia de la liberacion fue estimada como:
=Y+ (1+la+..+lw)/lo;

donde w es el Gltimo dia de captura y [, es igual a 1.

La esperanza de vida fue calculada para cada repeticion. Las diferencias en los
valores de ¢, entre tratamientos y sexos fueron comparadas mediante un ANOVA de
dos vias.

Modelo:

Yik = u+0i + B +apy + &k ;

donde, Yik es la esperanza de vida en el dia de la liberacion;
u es la media general;

aj es el efecto fijo de la dieta i sobre la esperanza de vida;

Bj es el efecto fijo del sexo j sobre la esperanza de vida;

afi es el efecto de la interaccion sobre la esperanza de vida;

Eik es el error aleatorio entre réplicas.

2.2.3. Resultados
2.2.3.1. Anastrepha ludens

El analisis de la resistencia a la inanicion de A. ludens en jaulas de campo
pequenias, mostro resultados similares a los obtenidos en el laboratorio. Sin
alimento, el 50% de la mortalidad se alcanzo a las edades de 9,33 dias para los
machos y 9,37 dias para las hembras del grupo F, y mas de un dia mas tarde para los
individuos del grupo MS y S (tabla 2.5).

El analisis de Log-rank mostro diferencias significativas entre las dietas MS y F
(machos: ¥ = 342; hembras: y* = 406; gl. = 1;p=0),ySyF (machos: ¥2 = 296;
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hembras: ¥> = 298; df = 1; p = 0), para ambos sexos. Las diferencias entre MS y S
para las hembras (oF = 4,1;df = 1; p = 0,04) fueron significativas a nivel individual,
pero no fueron significativas al aplicar la correccion de Bonferroni para pruebas
multiples (0= 0,008) . No hubo diferencias en la resistencia entre los machos MS y
S(?=0,1;df = 1; p = 0,73). Las diferencias en la supervivencia entre hembras y
machos fue de no mas de medio dia, a pesar de que fueron altamente significativas
(o =15,2;df = 1;p <10°).

En cuanto a la supervivencia a campo, los valores estimados de expectativa de
vida al dia de liberacion se encontraron dentro del rango de 4,7 a 5,7 dias desde la
liberacion (Tabla 2.6) (equivalente a 11,7 y 12,7 dias luego de la emergencia). Las
hembras vivieron aproximadamente 1 dia mas que los machos (luego de sacar del
modelo la interaccion no significativa, F= 5,21; gl.= 1, 14; p= 0,04), pero las

diferencias entre dietas no fueron significativas (F= 0,08; g.1.= 2, 14; p= 0,92).

Tabla 2.5. Resistencia al ayuno en pequedas jaulas de campo para
ambos sexos y especies estudiadas (promedio de dias de vida y
desvio estandar). Se promediaron réplicas y liberaciones.

Machos Hembras
Tratamiento Promedio DE Promedio DE
A. ludens

S 10,59 0,94 10,75 1,06

MS 10,62 0,93 10,94 0,97

F 9,33 0,56 9,37 0,60

A. fraterculus

S 8,59 1,11 11,10 3,24

SC 8,86 1,24 11,52 3,62

C 8,64 1,70 11,08 3,19

2.2.3.2. Anastrepha fraterculus

Para el analisis de la supervivencia en pequefias jaulas de campo se incluyeron
las 2 repeticiones piloto de febrero 2008 (1 réplica por fecha) solamente en los
analisis de Log Rank. Las dos repeticiones de noviembre 2008 fueron descartadas
debido a que por las intensas lluvias las jaulas se inundaron. Los analisis se hicieron

para cada repeticion por separado debido a la variabilidad entre ellas. En la primera
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liberacion de marzo 2009 una jaula del tratamiento SC sufrio el ataque de hormigas
al quinto dia, debiendo considerar los datos de las moscas desaparecidas como

censurados.

Tabla 2.6. Promedio de la expectativa de vida
desde el dia de liberacion (e,) (dias). Desvio

estandar entre paréntesis.

Tratamiento Machos Hembras
A. ludens

S 4,81 (0,50) 5,58 (0,98)

MS 492 (0,57) 5,69 (0,82)

F 4,72 (0,57) 5,32 (0,78)

A. fraterculus

S 473 (0,19) 4,69 (0,25)

SC 4,68 (0,27) 4,76 (0,39)

C 4,65 (0,37) 4,72 (0,44)

Sin alimento, el 50% de la mortalidad se alcanzo a la edad aproximada de 8,7
dias para los machos y mas de 2 dias despuées para las hembras (tabla 2.5). Sin
embargo, estos datos fueron obtenidos al promediar los valores de cada repeticion.
En ninguna de las repeticiones analizadas se hallaron diferencias significativas entre
las curvas de supervivencia entre sexos, ni interaccion entre sexo y dieta.

El analisis de Log-rank mostro diferencias significativas entre las dietas S y SC
en la repeticion 1y 3 (4* = 16,1; gl. = 1; p < 0,0001; 5* = 12,8; gl. = 1;p <
0,001) pero no en la repeticion 2 ni 4 (Xz =51;gl.=1;p=0,02; ¥=0,1; gl. =
I; p = 0,7) dado que el o se corrigio por Bonferroni (a= 0,017). En las
repeticiones 1 y 2, las dietas S y C mostraron diferencias significativas (R1: v =
11,8; R2: ¥ = 16; gl. = 1; p < 0,001). Sin embargo, en la repeticion 3 no se
hallaron diferencias y en la repeticion 4 éstas resultaron no significativas debido a la
correccion del a (XZ =1,3;gl. = 1; p = 0,26; v =5,1; gl. = 1; p = 0,024). El
tratamiento SC presento diferencias con C solo en las repeticiones 2 y 3 (% = 47,6;
gl.=1;p <0,0001; ¥ =8,1; gl.=1;p=10,005).

El analisis de la supervivencia promedio se realizo solamente en las
repeticiones 3 y 4 dado que se cont6 con 3 réplicas en cada liberacion. Debido a la
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falta de homogeneidad de los datos, se utilizo un modelo GLM con aproximacion a
la distribucion Poisson (AIC=280 vs. gaussiano AIC=830). No se hallaron
diferencias significativas en la supervivencia promedio entre dietas ni entre sexos en
ambas repeticiones (R3, dieta: v =2,4; gl.=2;p=0,29; sexo? = 1,5; gl. = 1;
p = 0,22; R4, dieta: y* = 0,9; ¢.1. = 2; p = 0,61; sexo:’ = 0,4; g1. = 1;p = 0,51).

Al analizar la expectativa de vida en campo, se incluyeron solamente los datos
de las repeticiones 2 a 4, debido a la baja captura de la repeticion 1 (noviembre
2008). Los valores estimados de expectativa de vida al dia de liberacion se
encontraron dentro de un rango muy acotado (4,65 a 4,76 dias desde la liberacion)
(Tabla 2.6) (equivalente a 9,65 y 9,76 dias luego de la emergencia). Los valores de
las hembras fueron aproximadamente los mismos que para los machos (dieta, F=
0,02; g1.= 2, 12; p= 0,97; sexo, F= 0,06; g1.= 1, 12; p= 0,82).

Las curvas de supervivencia en campo para ambas especies son de tipo II seglin
la clasificacion de Hutchinson (Rockwood, 2006). Las mismas describen un proceso
en el cual un nlimero o proporcion constante (como en este caso) muere en cada

estadio o edad.

2.2.4. Discusion

En este capitulo se analizo la resistencia al ayuno bajo condiciones de
cautiverio a la intemperie tanto para A. ludens como para A. fraterculus. Los resultados
fueron variables y dependieron de la especie. En el caso de A. ludens los resultados
fueron similares a los hallados en laboratorio: se hallaron diferencias entre las dietas
Sy F, y MS y E En A. fraterculus, las variaciones entre repeticiones no permitieron
realizar un analisis global por lo que no es posible comparar estos resultados con los
resultados obtenidos en el laboratorio.

En cuanto a la supervivencia a campo, la expectativa de vida al dia de la
liberacion (€p) result6 similar en ambas especies sin importar la dieta consumida en
los dias previos ni el hecho de que A. Iudens haya permanecido 2 dias mas en el

laboratorio. En ambas especies la expectativa de vida calculada incluye el periodo de
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maduracion del macho de aproximadamente 10 dias.

Comparando estos resultados con el estudio de Hernandez et al. (2007) se
observa que el valor de ¢, calculado para A. ludens es superior al hallado por ellos (2 a
3 dias) en moscas de la misma linea de cria liberadas en la misma region con 5-6 dias
de edad y alimentadas con azlcar. Otros autores hallaron valores superiores a los de
este trabajo. Thomas y Loera-Gallardo (1998) calcularon un valor de 9,9 dias (13,9
dias desde la emergencia) para moscas A. ludens irradiadas y alimentadas con una
dieta similar a la dieta F liberadas con 4 dias de edad en el Canon de Santa Rosa
(Nuevo Leon, México). Por otro lado, al realizar liberaciones en un huerto de
naranjas en Rio Bravo (Tamaulipas, México), calcularon un valor de 4,8 dias (8,8
dias desde la emergencia). Sin embargo, los resultados de ese trabajo no son
completamente comparables con los expuestos en este capitulo, dado que los

autores revisaban las trampas semanalmente y no diariamente.

107



Utges, M. E. 2012. Supervivencia y dispersién en moscas de los frutos del género Anastrepha (Diptera: Tephritidae):
efecto de la alimentacion post-teneral.

108



Utges, M. E. 2012. Supervivencia y dispersién en moscas de los frutos del género Anastrepha (Diptera: Tephritidae):
efecto de la alimentacion post-teneral.

: Capl'tulo 3::

Efecto de la alimentacion sobre la capacidad dispersiva del
adulto en condiciones de campo
3.1. Introduccion

El estudio de la capacidad de dispersion es importante para el diseno de
programas de trampeo y monitoreo para estudiar la capacidad de la plaga para
establecer nuevos demos. Asimismo, el conocimiento de la capacidad de dispersion
de las moscas esteriles liberadas, es esencial para realizar un control efectivo
mediante la TIE. Si la dispersion es baja, se corre el riesgo de una cobertura
despareja del area blanco o incluso la falta de cobertura de algunos parches. En
cambio si la dispersion es alta, existe el riesgo de un desperdicio de individuos si
¢stos se van rapidamente del area blanco (Meats et al., 2006).

En este trabajo se entiende por dispersion al movimiento de un individuo de
un lugar a otro en el espacio a lo largo de un determinado periodo de tiempo. La
dispersion hasta una distancia dada depende de un conjunto de factores, gencticos,
fisiologicos y ambientales. Dentro de ellos es importante mencionar la capacidad de
sobrevivir lo suficiente como para llegar a ese punto en el espacio, e incluso en
ausencia de causas de muerte ambientales, habra un limite intrinseco impuesto por
la longevidad potencial maxima (Meats y Smallridge, 2007).

Existen numerosos antecedentes de investigaciones sobre la capacidad
dispersiva del tefritido mas estudiado de la familia, Ceratitis capitata. En la mayoria de
los casos se utilizo la metodologia de liberacion de moscas marcadas en el punto
central de una grilla de trampas de captura, lo que permitio estudiar el rango de
dispersion de moscas irradiadas (Wakid y Shoukry, 1976; Baker y Chan, 1991),
comparar el comportamiento de moscas salvajes con diferentes cepas de laboratorio
(Wong et al., 1982, Barry et al., 2002), y evaluar distintos métodos de analisis
(Plant y Cunningham, 1991) y patrones de trampeo (Mangel et al., 1984). En otros

estudios, se liberaron moscas a diferentes distancias y direcciones de una trampa
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central para evaluar la eficiencia de las trampas (Cunningham y Couey, 1986) y la
sensibilidad de los sistemas de trampeo (Lance y Gates, 1994).

Existen antecedentes de que la dieta puede modificar la capacidad de
sobrevivir (longevidad) y de resistir al ayuno que han sido expuestos en el Capitulo
1. Sin embargo no se han hallado antecedentes sobre el efecto de la alimentacion
previa del adulto sobre la capacidad dispersiva de los tefritidos. Los aspectos mas
destacados en los trabajos existentes se refieren a la distribucion de las moscas
esteriles liberadas y la maxima distancia alcanzada (Thomas y Loera-Gallardo, 1998;
Peck et al., 2005; 2010; Weldon y Meats, 2007); la dinamica espacio-temporal en
huertos donde se cultivan varias especies (Papadopoulos et al., 2003); los efectos de
la estructura del habitat y la disponibilidad de recursos (Kovaleski et al., 1999;
Senger et al. 2009); y de la exposicion al aceite de jengibre (Paranhos et al. 2010)

sobre la dispersion.

Los objetivos del presente estudio fueron evaluar la capacidad dispersiva y la
distribucion espacial de moscas de la fruta estériles de dos especies: A. Iudens y A.
fraterculus, sujetas a diferentes dietas pre-liberacion. Los primeros analisis se
realizaron sobre A. ludens para la cual se dispone de métodos de cria que permiten
una produccion masiva de adultos que facilitan los estudios basados en la liberacion
en el campo. La experiencia adquirida con esta especie en México permitio
estandarizar la metodologia para realizar el mismo tipo de analisis en A. fraterculus

en la Argentina.

3.2. Materiales y Métodos

La descripcion de la metodologia utilizada previa a las liberaciones, las
descripciones de los sitios de liberacion, el procedimiento de marcado de los
individuos y el diseho experimental fue descripto en el Capitulo 2.

Se asumi6 que la distancia de las trampas al punto central es una estimacion de

la distancia recorrida por la mosca desde el punto central.
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3.3. Analisis de datos
3.3.1. Pardmetros de calidad

Los parametros promedio fueron estimados para cada replica y sexo
(porcentaje de emergencia, proporcion de sexos, proporcion de voladores) para
cada ensayo de liberacion (repeticion en el tiempo). La proporcion de sexos fue
calculada teniendo en cuenta solamente a aquellos individuos capaces de volar. El
nimero estimado de moscas liberadas por tratamiento y sexo fueron calculadas
multiplicando el numero estimado de pupas asignadas a cada tratamiento (ver
seccion 2.2 del Capitulo 2), por la proporcion de emergidos, la proporcion de
sexos, y la proporcion de voladores. Los porcentajes estimados de moscas
capturadas para cada tratamiento y réplica fueron calculados en relacion al nimero
estimado de moscas liberadas. En el caso de A. Iudens, el dato de porcentaje de
moscas voladoras fue obtenido de los controles de calidad rutinarios de la biofabrica
Moscafrut. En el caso de A. fraterculus, dicho dato fue obtenido a partir de la

proporcion de moscas con alas deformes (seccion 2.2.1.2.1, Capitulo 2).

3.3.2. Proporcion de sexos y proporcion de moscas alimentadas sobre diferentes
dietas

La proporcion de sexos tanto de las moscas emergidas como de las capturadas
(totales) fue comparada con la proporcion esperada por azar (1:1) mediante el Test
de Bondad de Ajuste. En la muestra capturada total también se compar6 la
frecuencia de moscas alimentadas con las distintas dietas con la proporcion esperada
por azar dado que los nimeros liberados por tratamiento sean iguales (1:1:1)
asumiendo que la supervivencia y la atraccion a las trampas es uniforme para todos
los tratamientos. En todos los casos la consistencia entre las réplicas fue evaluada

mediante un Test de Heterogeneidad.

3.3.3. Distancia de dispersion

Los efectos de la dieta sobre la distancia de dispersion de A. fraterculus fueron
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evaluados mediante un ANOVA de dos factores fijos.
Modelo:
Yik = p+ i + By + oy + € ;
donde, yijk es la distancia desde el punto central a la trampa;
u es la media general;
aj es el efecto fijo de la dieta i;
Bj es el efecto fijo del sexo j;
aBj es el efecto de la interaccion dieta x sexo;
Eijk es el error aleatorio entre repeticiones.

Dada la baja captura de la repeticion 1 (n,<30), el analisis solo incluyo a los
datos de las repeticiones 2, 3 y 4.

Debido a la falta de cumplimiento de los supuestos de ANOVA, en el caso de
A. ludens los efectos de la dieta sobre la distancia de dispersion fueron evaluados
mediante un modelo lineal generalizado expresado por:
Yikn = 1+ O +Bj+ e + Ejn
donde y,,, representa la dispersion del individuo n, de sexo j, replica k, y alimentado
con la dieta i; ¢ es la media global, a, y Bj son los efectos fijos de la dieta y el sexo
sobre la distancia respectivamente, r, es el efecto aleatorio de la replica, y &ijkn es el
error aleatorio residual. Los efectos fijos y componentes de varianza fueron
estimados mediante maxima verosimilitud restringida con el paquete nime del

software R v. 2.9 (Pinheiro et al. 2008; R Development Core Team, 2009).

3.3.4. Andlisis de los patrones de dispersion

En una revision, Nestel et al. (2004) clasifican las herramientas estadisticas
usadas para describir y cuantificar los patrones espaciales entre las que no consideran
la localizacion de las trampas (indices de dispersion y agregamiento, ley de potencia
de Taylor, métodos de varianza "quadrat", modelos de distribucion de la
probabilidad), y los que si la consideran (semivariografia, analisis de autocorrelacion

espacial, estadistica espacial local).
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Un parametro que permite evaluar la capacidad de dispersion es la
autocorrelacion espacial. El analisis de la autocorrelacion espacial es una
herramienta util para el reconocimiento de la variacion espacial tanto a escalas
pequefias como grandes (Cressie, 1993). La base teorica es que la autocorrelacion
entre pares de valores de la muestra puede ser descrita como una funcion de la
distancia y la direccion en un vector espacial. Si dos datos cercanos espacialmente
son mas similares en valor que dos datos mas alejados, entonces se considera que la
variable esta correlacionada espacialmente (Matheron, 1963; Isaaks y Srivastava,
1989; Rossi et al., 1992; Liebhold et al., 1993; citados en Smith et al., 2004). Las
estimas de autocorrelacion espacial pueden ser utilizadas para determinar la escala
de muestreo necesaria para obtener muestras espacialmente independientes.
Ademas, los valores muestreados pueden ser usados en los algoritmos de
interpolacion para predecir los valores de la variable en sitios no muestreados del
espacio mediante el metodo denominado kriging (Isaaks y Srivastava, 1989; Fleischer

etal., 1999; citados en Smith et al., 2004).

Los patrones de dispersion de las moscas alimentadas con distintas dietas
(nimero de individuos capturados en cada sitios) fueron analizados mediante un
modelo espacial lineal mixto generalizado con efectos aleatorios correlacionados
espacialmente. Dado que los datos consisten de nimeros de individuos capturados,
se utilizo el paquete geoRglm del software R v. 2.9 (Christensen y Ribeiro Jr., 2002;
R Development Core Team, 2009), asumiendo la distribucion de Poisson de los
datos y un nexo logaritmico. Los parametros del semivariograma fueron estimados
mediante el método Montecarlo de Cadenas de Markov. Se corroboro la
convergencia de las cadenas mediante graficos de autocorrelacion. Se utilizaron dos
modelos para la funcion de correlacion: exponencial y esferico; y se compar6 el
valor de verosimilitud para decidir cual utilizar en cada grupo de datos. Los graficos
de la dispersion estimada en toda la superficie fueron realizados con el metodo de
kriging trans-gaussiano (Ribeiro Jr y Diggle, 2001). Las coordenadas espaciales

fueron reescaladas entre 0 y 10 mediante la expresion
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(coord. x; — min x)/(max x — min x)*10
(coord.y, — min y)/(max y — min y)*10
En el caso de A. ludens cada unidad de dispersion sobre los ejes x e y represent6
respectivamente 17,58 and 23,76 m en la escala real, y en 4. fraterculus correspondio
respectivamente a 30 y 32 m. En estos analisis los valores de las replicas fueron
promediados para simplificar el analisis.
El reescalado del rango estimado se realizo mediante las siguientes formulas:
Area real del ensayo en el campo (A,)= x,.; * y,.,
Area del grdfico con las dimensiones escaladas (A,) = X o ™V econvertido
Se calculo a que area en el grafico corresponde un circulo de diametro igual al rango
estimado (Re)
A, = Pi %R’
luego calculamos cuanto valdria el area equivalente a ésta en el campo que deberia
mantener la misma proporcion que hay entre A, y A,
A, = A, %A /A
finalmente calculamos el radio de A, que corresponde al rango en valores reales

R,.,)
R, = RAIZ(A, /Pi)

Adicionalmente se analizo la relacion de la tasa de captura promedio y la
distancia de la trampa al punto central. Se evaluaron los posibles efectos de la dieta y
el sexo sobre dicha relacion mediante un analisis de covarianza, con la proporcion de
moscas capturadas promedio como la variable respuesta y la distancia de la trampa al
punto central como la variable explicatoria continua, y la dieta y el sexo como los
factores covariantes fijos. La tasa de captura se transformo sumando 1 unidad y
aplicando logaritmo natural. Donde fue posible, el modelo se simplifico descartando
las interacciones no significativas mediante el procedimiento por pasos del paquete

stat de R. El modelo simplificado se comparo por analisis de varianza con el modelo

completo aplicando el criterio Akaike.
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3.4. Resultados
3.4.1. Parametros de calidad
3.4.1.1. Anastrepha ludens

El nimero estimado de moscas liberadas por tratamiento por réplica,
considerando tanto la emergencia como la proporcion de voladores, vario
aproximadamente entre 7500 y 10300 individuos (Tabla 3.1). En la primera réplica,
el tratamiento MS sufrio una alta mortalidad inusual durante los 6 dias previos a la

liberacion, dejando aproximadamente so6lo 7500 moscas vivas de cada sexo.

Tabla 3.1. Estimacion de los parametros de calidad (promedios) y nimeros estimados de machos
y hembras de A. Judens liberados por tratamiento para cada repeticion. m: machos, h: hembras.

Réplica Emergencia Voladores Voladores Pr(;i);)ll;;on Machos Hembras
(%) m (%) h (%) liberados liberadas
(m/total)
1 95,20 90 90 0,60 10299 7500
2 94,60 90 90 0,54 9128 7900
3 93,20 90 90 0,49 8276 8500

Los datos climaticos para el sitio de liberacion se encontraron en un rango de
22 a 34 °C, 55 a 100% de humedad relativa, y 660 (Junio) a 740 mm (Julio) de
precipitacion. Los datos que describen la intensidad y direccion de los vientos se
muestran en las tablas 3.2 y 3.3. El dia 2 de junio por la mafana, un dia después de
la primera liberacion, el centro de la tormenta tropical “Barbara” toco tierra en las
inmediaciones de Puerto Madero (Chiapas), con vientos maximos sostenidos de 85
km/h y rachas de 100 km/h. Poco después del mediodia se debilito y se degrado a
depresion tropical con vientos maximos sostenidos de 55 km/h (Hernandez Unzon

y Bravo Lujano, 2007).
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Tabla 3.2. Frecuencia de vientos por intensidad. 3,7-16,7 km/h (brisa suave), 18,5-22,2
km/h (brisa moderada), 24,1-35,2 km/h (brisa moderada fresca), >37,1 km/h (brisa fuerte).

*Los datos reflejan la Tormenta Tropical “Barbara” ocurrida el 2 de Junio de 2007.

Junio
Intensidad
(km/h)

2007
Julio

3,7-16,7 18,5-22,2 24,1-35,2 >37,13,7-16,7 18,5-22,2 24,1-35,2 >37,1

204 77
Calmo 204

6% 213 97 7 0
201

Tabla 3.3. Direccion predominante de los vientos en grados azimuth

(360°=0°=N) y direcciones cardinales desde donde el viento de superficie

estaba soplando. La frecuencia se indica entre paréntesis.

Junio

2007

Julio

270° (65) = O
240° (47) = OSO
300° (26) * ONO
200° (18) ~ SSO

270° (66) = O

240° (43) = 0SO
260° (29) = 0SO
300° (23) * ONO

3.4.1.2. Anastrepha fraterculus

El nimero estimado de moscas liberadas por tratamiento por replica,

considerando tanto la emergencia como la proporcion de voladores, vario

aproximadamente entre 1100 y 4400 individuos (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Estimacion de los parametros de calidad (promedios) y nameros estimados de machos

y hembras de A. fraterculus liberados por tratamiento para cada repeticion. m: machos, h: hembras.

Sd: sin datos

Réplica Emergencia Voladores Voladores Pr(s)g)(::;on Machos Hembras
(%) m (%) h (%) liberados liberadas
(m/total)
1 4382 64,85 68,07 0,41 2281 3396
2 40,51 90,72 84,05 0,45 3929 4443
3 sd sd sd sd sd sd
4 32,02 44 97 51,62 0,63 1610 1067

Los datos climaticos para el sitio de liberacion se encontraron en un rango de

17 a 34 °C, 34 a 97 % de humedad relativa, y 0 a 50 mm de precipitacion (Tabla

3.5). La direccion predominante de los vientos fue del Norte para todos los
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periodos analizados. Los vientos maximos registrados corresponden a la categoria de
brisa moderada fresca, y por su velocidad promedio se corresponden con brisa suave
segun la clasificacion utilizada en el experimento de A. ludens (Tabla 3.2).

Tabla 3.5. Datos meteorologicos promedio de los dias pertenecientes a cada liberacion (Lib.)
obtenidos de la estacion meteorologica del EEAOC, Tucuman.

Lib 1 Lib 2 Lib 3 Lib 4
(5—8nov08) (30 nov-5dic08) (11-16 mar 09)  (20-25 mar 09)
Temp. Max. (°C) 344 27,4 29,6 27,8
Temp. Min. (°C) 19,7 17,4 19,0 18,7
Temp. Media (°C) 27,0 22,4 24,3 23,3
HR max. % 79,8 96,2 94,8 96,8
HR min. % 34,8 48,3 50,8 54,8
HR media % 57,3 72,3 72,8 75,8
Pp (mm) 19,2 23,5 0 50,5
Viento
Velocidad media
(km /h) 5,6 4,1 4,9 4,3
Dll‘eC.CIOI’I N.NE N N N
predominante
Rafagas (km/h) 31,4 25,2 24,1 27,6

3.4.2. Proporcion de sexos y proporcion de moscas alimentadas sobre diferentes
dietas al momento de la emergencia y en la muestra capturada
3.4.2.1. Anastrepha ludens

Las capturas maximas de machos se registraron al tercer dia post liberacion en
las repeticiones 1 y 3, y al cuarto dia en la repeticion 2 para todos los tratamientos
evaluados (fig. 3.1). En las hembras el pico de captura se registro al tercer dia en la
repeticion 3 para todos los tratamientos, y para los tratamientos S y MS de la
repeticion 1 (fig. 3.2). El dia 4 post liberacion se registro el pico de captura del
tratamiento F en la repeticion 1, y las capturas maximas registradas en la repeticion
2 para las hembras F se observaron al quinto dia.

La proporcion de sexos de los individuos voladores al momento de la
emergencia se ajusto a la proporcion 1:1 sin mostrar heterogencidad entre replicas
(tabla 3.1). En contraste, la proporcion de sexos de la muestra capturada (tabla 3.6)

mostro una desviacion significativa de lo esperado. El nimero de hembras
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capturadas fue mayor que el de machos (global va°=177,3; p=2x10"°). Se observo
una heterogeneidad significativa en la proporcion sexual entre réplicas ((2°= 48,3; p
= 3 x10""), sin embargo, en todos los casos el nimero de hembras fue mucho
mayor que el de machos.

La proporcion de machos capturados difirio entre replicas (x2°= 1075; p
<0,0001) de la misma manera que para las hembras (y2°= 567; p <0,0001) dado
que la captura total en la réplica 1 fue menor debido a los efectos de la tormenta
tropical Barbara (Tabla 3.2, 3.3). Los nimeros estimados de moscas liberadas por

sexo, dieta, y replica se muestran en la tabla 3.1.

i 350 -

i

|

I [ |

| 300 - Py
)50 A

200

150

100

Nro. de machos capturados

50

Dias post liberacion

=====51 ==A=-MS]==G=-F]1] —@—S52 —&—MS2

—e—f2 —B—53 —k—M53—e—F3

Figura 3.1. Namero de machos A. Judens capturados de cada tratamiento (S, MS y F) y
repeticion (1, 2 y 3) en funcién de los dias post liberacion. Primer dia de trampeo: dia 3.

La proporcion de moscas capturadas para cada tratamiento difirio del esperado

1:1:1 en ambos sexos (machos: XZZZ 243; p <0,0001; hembras: X22: 61,52; p
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<0,0001) mostrando una tendencia global de un nimero mayor al esperado de Sy
menores niumeros a lo esperado para F. Sin embargo, hubo una heterogeneidad
significativa entre réplicas (machos: V4= 41,66; p <0,0001; hembras: Ya2= 57,68; p
<0,0001) (probablemente debido a la alta mortalidad pre-liberacion de MS en la

replica 1 mencionada previamente) y no hubo una diferencia significativa entre lo

observado y lo esperado para la réplica 3 en las hembras (XZZZ 2,56; p = 0,28). Un

analisis de Chi-cuadrado parcial para comparar MS y S también mostro un desvio
significativo del esperado 1:1 tanto en machos (global ¥1°= 18,55; p = 2x107)
como en hembras (global v1°= 8,29; p = 0,004). En estas comparaciones los
resultados fueron homogeneos entre replicas (heterogeneidad )(22: 4,33; p = 0,12;

Y2°= 2,58; p = 0,28; machos y hembras respectivamente). Se realizo un analisis
similar para comparar MS y F que indico un exceso significativo de individuos de MS
(machos X12: 130,5; p = 2 x10"%; hembras Xlzz 2458, p = 7 x107). La
heterogeneidad entre replicas fue significativa tanto en machos ((2°= 44,9; p=2
x10'% como en hembras (2°= 52,2; p = 5 x10"), debido al hecho de que en la
primer replica las diferencias entre tratamientos fueron no significativas en ambos

SeX0S y lo mismo ocurri6 en la réplica 3 para las hembras.
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Figura 3.2. Ntmero de hembras A. ludens capturadas de cada tratamiento (S, MS y F) y repeticion
(1,2 y 3) en funcion de los dias post liberacion. Primer dia de trampeo: dia 3.

Tabla 3.6. Numero de moscas capturadas y porcentaje de captura por sexo y tratamiento
(promedio y error estandar). El porcentaje de captura fue estimado de acuerdo a los nimeros
estimados liberados por dieta para cada repeticiéon (ver Tabla 3.1). m: machos, h: hembras. 4.
ludens: 3 repeticiones; A. fraterculus: 4 repeticiones, excepto para calculo de % de recaptura (n=3)
por falta de datos sobre parametros de calidad.

Tratamiento m h % m % h
A. ludens S Promedio 416 503 4,36 5,78
EE 150 160
MS Promedio 347 451 3,76 5,17
EE 138 157
F Promedio 194 369 2,04 4,22
EE 84 111
A. fraterculus S Promedio 113 130 2,92 3,63
EE 52 65
SC Promedio 140 160 4,16 5,18
EE 63 80
C Promedio 75 90 2,78 2,05
EE 28 47
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3.4.2.2. Anastrepha fraterculus

Las capturas maximas de machos y de hembras se registraron al cuarto dia post
liberacion en todas las repeticiones salvo la repeticion 1, y para todos los
tratamientos evaluados (fig. 3.3 y 3.4).

La proporcion de sexos de los individuos al momento de la emergencia no
ajusto a la proporcion 1:1 mostrando heterogencidad entre réplicas (tabla 3.4)
(global y12= 7,09; p = 0,008; heterogeneidad Yo'= 35,4, p =2 x10™®). En las
liberaciones 1y 2, se observo un exceso de hembras al emerger, mientras que en la
liberacion 4 hubo un exceso de machos al emerger. La proporcion de sexos de la
muestra capturada (tabla 3.6) mostro una desviacion significativa de lo esperado. El
numero de hembras capturadas fue mayor que el de machos (global ¥1°= 14,9; p=
1 x10™). Se observo una heterogeneidad significativa en la proporcién sexual entre
replicas (xf= 40,9; p = 6 x107), sin embargo salvo en la liberacion 1 donde no
hubo diferencias, en todos los otros casos el nimero de hembras fue mayor que el

de machos.
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Figura 3.3. Nimero de machos A. fraterculus capturados de cada tratamiento (S, SC, C) y
repeticiéon (1 a 4) en funcién de los dias post-liberacion. Primer dia de trampeo: dia 3.
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La proporcion de moscas capturadas para cada tratamiento difirio del esperado
1:1:1 en ambos sexos (machos: X12: 76,4; p <0,0001; hembras: X12: 717,6; p
<0,0001) mostrando una tendencia global de un nimero mayor al esperado de SC'y
menores numeros a lo esperado para C. Sin embargo, hubo una heterogeneidad
significativa entre replicas (machos: XGZZ 26,4; p <0,001; hembras: XGZZ 19,7; p
<0,005). En ambos sexos no hubo diferencias significativas entre lo observado y lo
esperado para la replica 1, y para las hembras tampoco se hallaron diferencias en la

repeticion 2 (X2°= 5,4; p =0,068).
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Figura 3.4. Nimero de hembras A. fraterculus capturadas de cada tratamiento (S, SC y C) y
repeticiéon (1 a 4) en funcién de los dias post-liberacion. Primer dia de trampeo: dia 3.

3.4.3. Distancia promedio de dispersion
3.4.3.1. Anastrepha ludens

La distancia maxima promedio alcanzada por las moscas en general fue de 129
metros. El 90% de los machos MS y S fue capturado hasta una distancia de 102,8

metros, mientras que para el tratamiento F ese porcentaje se acumul6 a una menor
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distancia (97,6 m). Las hembras de todos los tratamientos alcanzaron el percentil 90
a los 104 metros.

El analisis estadistico indico efectos significativos del sexo y la dieta sobre la
distancia promedio de dispersion, y una interaccion no significativa (Tablas 3.7,
3.8). Dado que la comparacion entre el modelo completo (incluyendo la
interaccion) con el simplificado no mostro diferencias significativas ("= 3,64; p=
0,16), se simplifico el modelo eliminando el término de la interaccion (Crawley,
2007). La distancia de dispersion promedio desde el punto de liberacion clasificada
por sexo y dieta sugiere que las hembras de A. ludens tienden a dispersarse mas lejos
que los machos (tabla 3.7). Los contrastes “pair-wise” entre dietas mostraron
diferencias no significativas entre MS y S (t= -0,88; g1.= 6720; p = 0,38), pero
significativas entre S y F (¢= 3,78; gl.= 6720; p = 0,0002), y entre MS y F (t= -
4,11; gl.= 6720; p < 0,0001), indicando que la habilidad relativa de dispersion
asociada a los tratamientos dietarios fue MS=S>F.

Tabla 3.7. Estadistica descriptiva de la distancia de dispersion
de cada especie (m) desde el punto de liberacion.

Machos Hembras

Tratamiento Promedio ES Promedio ES
A. ludens

S 66,10 0,78 70,71 0,76
MS 68,40 0,83 70,04 0,88
F 63,21 1,15 67,28 0,88
A. fraterculus

S 31,65 1,32 34,35 1,33
SC 34,18 1,26 36,62 1,28
C 33,97 1,73 33,98 1,61

Tabla 3.8. Analisis de varianza de la distancia de dispersion de cada especie
desde el punto de liberacion.

Fuente de Gl

Variacion Gl denominador SC CM F P
A. ludens
Sexo 1 6720 19109 19109 24,47 <0,0001
Dieta 2 6720 11296 5648 7,23 0,0007
A. fraterculus
Sexo 1 2734 1866 1866 2,09 0,15
Dieta 2 2734 3068 1533 1,72 0,18
Sexo * Dieta 2 2734 785 392 0,44 0,64
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3.4.3.2. Anastrepha fraterculus

La distancia maxima promedio alcanzada por las moscas en general fue de 150-
160 metros. El1 90% de los machos C y S fue capturado hasta una distancia de 64
metros del punto central. Las hembras C y los machos SC alcanzaron el percentil 90
a los 78,5 metros; mientras que las hembras S lo hicieron a los 80 metros y las
hembras SC a los 90 metros del punto central.

No se hallaron diferencias significativas en la distancia de dispersion entre
tratamientos dietarios como asi tampoco entre machos y hembras (Tabla 3.8). La
interaccion entre los factores Dieta y Sexo resulto no significativa. Por lo tanto no
hay evidencias de una habilidad de dispersion mayor asociada a alguna de las dietas

estudiadas.

3.4.4. Andlisis de los patrones de dispersion
3.4.4.1. Anastrepha ludens

El analisis de covarianza para evaluar la asociacion de la distancia sobre la tasa
de captura promedio, arrojo resultados no significativos (F= 2,3; gl= 1, 340; p
=0,13). No se hallaron diferencias significativas entre las pendientes de machos y
hembras, o entre dietas. Para analizar la asociacion espacial de las capturas se
estimaron los parametros del semivariograma para cada sexo y dieta. Salvo para el
caso de las hembras de la dieta MS, el modelo de correlacion seleccionado fue el
esféerico. De acuerdo al modelo, la captura promedio de las moscas liberadas
muestra autocorrelacion espacial entre sitios. El rango estimado de esta correlacion
se encuentra entre los 104 y 156 metros aproximadamente, dependiendo del sexo y
del tratamiento (Tabla 3.9). El patron de dispersion estimado mediante la
interpolacion de kriging es similar entre tratamientos. El analisis espacial revelo que
tanto machos como hembras de todos los tratamientos se movieron hacia el borde
SE-SSE del huerto (fig. 3.5). Los vientos predominantes fueron mayoritariamente

del Oeste, SO y OSO (Tabla 3.3).
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Tabla 3.9. A. ludens. Parametros del semivariograma estimados mediante maxima

verosimilitud.
Sexo Dieta Partial sill nugget Rango practico (m)

Machos S 0,87 0,07 140,8
MS 1,02 0,04 147,
0,96 0,08 141,6
Hembras S 0,97 0,07 131,2
MS 0,75 0 155,5
F 0,54 0,07 103,8

“partial sill” = “ill” — “nugget”; “sill”: maxima varianza entre puntos; “nugget”:

variacion aleatoria o ruido del proceso; rango practico: distancia a la cual la
variacion es independiente de la separacion entre puntos.

3.4.4.2. Anastrepha fraterculus

El analisis de covarianza entre la distancia y la tasa de captura promedio
mostro una asociacion significativa (F= 819, g1= 1, 532; p <0,0001). Sin embargo,
esta relacion no varia entre dietas o entre sexos. Al analizar la asociacion espacial se
estimaron los parametros del semivariograma para cada sexo y dieta. Salvo para el
caso de los machos de la dieta SC, el modelo de correlacion seleccionado fue el
esferico. De acuerdo al modelo, la captura promedio de las moscas liberadas
muestra autocorrelacion espacial entre sitios. El rango estimado de esta correlacion
se encuentra entre los 80 y 200 metros aproximadamente, dependiendo del sexo y

tratamiento (Tabla 3.10).

Tabla 3.10. A. fraterculus. Parametros del semivariograma estimados mediante
maxima verosimilitud.

Sexo Dieta Partial sill nugget Rango practico (m)
Machos S 1,25 0 141,0
SC 1,24 0 202,6
C 1,16 0,04 131,1
Hembras S 0,94 0,06 112,5
sC 1,58 0 185,6
C 0,84 0 79,6
“partial sill” = “sill” — “nugget”; “sill”: maxima varianza entre puntos; “nugget”:

variacion aleatoria o ruido del proceso; rango practico: distancia a la cual la
variacion es independiente de la separacion entre puntos.
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Figura 3.5. Distribucion espacial de las capturas de A. ludens estimadas mediante kriging. La escala
de grises indica la captura estimada en cada punto. Machos: izquierda; hembras: derecha.
Superior: MS, centro: F, inferior: S. 1 coord.x = 17,6 m; 1 coord.y = 23,8 m.
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Figura 3.6. Distribucion espacial de las capturas de A. fraterculus estimadas mediante kriging. La
escala de grises indica la captura estimada en cada punto. Machos: izquierda; hembras: derecha.
Superior: MS, centro: F, inferior: S. 1 coord.x = 30 m; 1 coord.y = 32 m.
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El patron de dispersion estimado mediante kriging parece no mostrar
diferencias entre tratamientos o sexos. En general las mayores abundancias se
encuentran en la cercania del punto de liberacion. Sin embargo, se puede observar
una leve tendencia de dispersion en la direccion NNE (fig. 3.6). Los vientos

predominantes provinieron mayoritariamente del Norte (Tabla 3.5).

3.5. Discusion

Debido a la diferencia en las escalas de produccion de los sistemas de cria de

las moscas de la fruta, la cantidad de individuos liberados en los ensayos de 4.
fraterculus fueron la mitad o incluso menos que los liberados en los ensayos de A.
Iudens. Por otro lado el rendimiento del material de A. ludens fue mayor, dado que el
porcentaje de emergencia de esta especie fue superior al 90%, mientras que el de A.
fraterculus no super6 el 45%. Deberia descartarse que la baja emergencia se debiera a
los viajes desde Tucuman para la irradiacion y vuelta alli para la liberacion, ya que en
una de las repeticiones se realizaron controles (sin viaje y sin irradiacion) y estas
muestras mostraron porcentajes de emergencia similares al lote de pupas que viajo y
se irradio. Es decir que las diferencias podrian deberse a diferencias en la escala de
produccion, estabilidad de las condiciones de cria, factores especificos o una
combinacion de todas ellas.

En ambas especies las capturas maximas se registraron alrededor del cuarto dia
post-liberacion (segundo dia de trampeo). Esto podria estar relacionado con el
momento de colocacion de las trampas, realizada el dia 2. Sin embargo, Kovaleski et
al. (1999) realizaron liberaciones a campo de A. fraterculus no irradiadas de 8 dias de
edad, y colocando las trampas el dia 1, obtuvieron picos de captura a los 7-9 dias
post liberacion.

Baker et al. (1986) capturaron el doble de hembras A. ludens que de machos
utilizando trampas McPhail cebadas con proteina con una tasa de recaptura global
del 2%. En los estudios descriptos en este capitulo las tasas de captura se

encontraron en el rango del 2 al 6 % para A. ludens y entre el 2 y 5% para A.
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fraterculus. En general, para ambas especies la captura de hembras super6 y hasta
duplico la de machos pero con heterogeneidad entre repeticiones. Los tratamientos
S (A. ludens) y SC (A. fraterculus) presentaron un mayor niimero de capturas que el
tratamiento F o C (para cada especie respectivamente). Asumiendo que los
individuos de todos los tratamientos son igualmente atraidos por el cebo, el
resultado sugiere que las moscas alimentadas con una dieta rica en proteina poseen
una menor supervivencia en condiciones de campo que aquellas que se alimentaron
de azlcar solamente o combinada con dieta proteica.

Una explicacion alternativa para la baja captura de moscas F y C podria ser
que estos individuos son menos atraidos por el cebo proteico de las trampas debido
a que realizaron una ingesta de proteina previa a la liberacion. Los resultados de
laboratorio presentados en esta tesis muestran una baja supervivencia de las moscas
F y C, entonces la baja captura tambi¢n podria ser una combinacion de baja
supervivencia y baja atraccion. Para profundizar en este aspecto se deberian utilizar
trampas sin cebo proteico, pero este tipo de cebos atn no esta disponible o se
encuentra bajo estudio para especies de Anastrepha (Toledo et al., 2009).
Recientemente, en un experimento a campo utilizando cebos proteicos y no
proteicos para C. capitata esteriles, Gavriel et al. (2010) no hallaron efectos de la
dieta proteica sobre los porcentajes de captura tanto en grandes jaulas como en
campo. Otro factor a tener en cuenta es que el espacio activo de captura de la
trampa esta cambiando continuamente y se hace imposible asegurar si la variacion
en la captura es real o aparente (Baker y Chan 1991). Las trampas cebadas con
alimento podrian estar capturando moscas hambrientas mas que moscas
dispersandose.

La mayor cantidad de hembras capturadas en las trampas con cebo proteico
tambien podria ser explicada por un mayor requerimiento de proteina en
comparacion con la provision requerida por los machos. Sin embargo, Oviedo et al.
(2011) no hall6 diferencias entre sexos en el consumo de proteina o aztcar.

Los resultados del analisis de la distancia promedio de dispersion indican que
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al menos para A. ludens esta variable depende de la dieta y el sexo. Sin embargo, las
maximas diferencias son del orden de los 5 a 7 metros, distancia menor a la
separacion entre arboles y/o trampas. En ambas especies estudiadas, el 90 % de las
capturas se realizaron a 104 metros o menos del punto de liberacion.

El analisis espacial no mostro diferencias en direccionalidad entre tratamientos
dietarios para ninguna de las especies bajo estudio. Al igual que en el trabajo de
Baker y Chan (1991), no se hallaron diferencias en la distribucion espacial entre
sexos. Luego de liberaciones de C. capitata en Chiapas (México), Baker et al. (1986)
hallaron un movimiento significativo desde el punto de liberacion hacia una
direccion particular, coincidente en general con la direccion de los vientos
predominantes. Los patrones de dispersion de las especies estudiadas en esta tesis no
parecen estar asociados a los vientos aunque si la asociacion fuera con vientos locales
a la escala del huerto, estos no fueron medidos y podria haber una asociacion que no
fue analizada. Para el caso de A. fraterculus, las mayores densidades se hallaron
siempre cercanas al punto de liberacion; patron que también fue observado en C.
capitata (Meats et al., 2006) y A. obliqua (Utges et al. 2011). En el caso de A. Iudens,
las areas con las mayores capturas fueron aquéllas con mas sombra (observacion
personal a campo), cercanas a un huerto de mango descuidado. Esta observacion
sugiere un desplazamiento activo de las moscas hacia areas particulares del huerto.
Las causas de esta distribucion podrian ser comportamentales, debidas a
interacciones intraespecificas (Meats et al., 2006) como busqueda de pareja, o
podrian deberse a la blsqueda de sitios con condiciones ambientales favorables
donde encontrar alimento o refugio. El huerto y sitio de liberacion de A. fraterculus
eran mas homogeneos que el huerto de A. Iudens. En el primero debido a la menor
altura de los arboles, no se generaba un manchon o parche de sombra que pudiese
generar otro tipo de condiciones como en el caso de A. ludens.

Para ambas especies estudiadas se encontro que la captura promedio estaba
autocorrelacionada espacialmente, sin embargo no se hallo una asociacion entre la

tasa de captura de A. Iudens y la distancia. Esto puede deberse a que dado el patron
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de distribuciéon de las moscas, todas las distancias en al menos una direccion se
asociaron con capturas altas o bajas. En A. fraterculus donde las capturas fueron
disminuyendo desde el punto central hacia fuera en todas las direcciones, la
asociacion entre tasa de captura y distancia resulto significativa.

Las muestras deben ser independientes unas de otras para ser estimadores no
sesgados de los parametros poblacionales. Los conteos que estan
autocorrelacionados espacialmente no son independientes. Entonces, cuando el
objetivo es estimar la abundancia promedio en el campo, las trampas deberian estar
separadas entre si por al menos el valor del rango del semivariograma, para asi
obtener muestras con menor probabilidad de estar autocorrelacionadas. En el caso
de A. fraterculus, la separacion minima deberia ser de 80 metros entre trampas. En
cambio para A. Judens, esta distancia deberia ser de al menos 100 metros. De esta
forma tambien se podria reasignar las trampas disponibles y el esfuerzo de muestreo
a cubrir los bordes o zonas mas alejadas en huertos linderos o parches de vegetacion

natural.
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:» Conclusiéon General :;

En su conjunto estos resultados hablan de la capacidad de las moscas de la fruta
del género Anastrepha de construir reservas y/o modificar su metabolismo para
enfrentar el ayuno, y de los requisitos metabolicos que se establecen durante la fase
adulta en distintos escenarios.

Las diferencias que se observaron en la supervivencia después de retirado el
alimento podrian ser atribuidas al uso diferencial de las reservas. La reduccion en la
tasa metabolica incrementaria la cantidad de tiempo que las moscas pueden soportar
la falta de alimento. Las moscas alimentadas con azlcar podrian extender su vida
reduciendo su tasa metabolica, ya que debido a la falta de proteinas se encuentran
bajo un “modo de supervivencia” en lugar de un “modo reproductivo” que se espera
demande mas recursos. Los machos que consumen mayor cantidad de proteina
maduran tempranamente y ven reducida su supervivencia, evidenciando un
compromiso entre reproduccion y longevidad. Este compromiso podria optimizarse
utilizando dietas con una proporcion azicar:proteina entre 10:1 y 24:1 que
posibilitaron la obtencion de valores intermedios de madurez y supervivencia. En las
jaulas en campo de A. ludens, se observo una mayor resistencia al ayuno en los
individuos que habian ingerido aztcar (S) o mango y aztcar (MS). Si bien las moscas
alimentadas con mango (M) no mostraron una mayor supervivencia que con la dieta
proteica 3:1 (F) en condiciones de laboratorio, parece ser que al complementar este
alimento con una fuente adicional de azicar (dieta MS) logran un buen rendimiento.
Si las moscas son capaces de seleccionar los alimentos de acuerdo a sus necesidades,
ofreciendo la proteina y el azacar en diferentes alimentadores podria permitir
alcanzar la relacion optima de azGcar:proteina.

Tanto para A. fraterculus como para A. ludens, en condiciones de jaula de campo
mas del 50% de las moscas sobreviven hasta los 10 dias de edad, y la expectativa de

vida en campo también alcanza ese valor, incluyendo el periodo de maduracion del
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macho. En estas situaciones no se observo efecto de la dieta, probablemente debido
a que las moscas tuvieron acceso a alimentos disponibles en el ambiente, y esta
circunstancia enmascaro o diluy6 posibles diferencias entre tratamientos.

Las tasas de captura se encontraron en el rango del 2 al 6 % para A. ludens y
entre el 2 y 5% para A. fraterculus. En general, para ambas especies la captura de
hembras supero y hasta duplico la de machos pero con heterogeneidad entre
repeticiones. Los tratamientos de menor contenido proteico presentaron un mayor
numero de capturas que los tratamientos de mayor contenido proteico. Asumiendo
que los individuos de todos los tratamientos son igualmente atraidos al cebo de la
trampa, el resultado sugiere que las moscas alimentadas con una dieta rica en
proteina poseen una menor supervivencia en condiciones de campo que aquellas que
se alimentaron de azlicar solamente o combinada con dieta proteica.

El analisis espacial no mostro diferencias en direccionalidad entre tratamientos
dietarios para ninguna de las especies bajo estudio. Los patrones de dispersion de las
especies estudiadas en esta tesis no parecen estar asociados a los vientos. Para el caso
de A. fraterculus, las mayores densidades se hallaron siempre cercanas al punto de
liberacion. En el caso de A. ludens, las areas con las mayores capturas fueron aquéllas
donde se observo mayor cobertura arborea, cercanas a un huerto de mango
descuidado. Para explicar este patron mediante variables ambientales, éstas deberian
medirse en cada sitio de captura y ser incorporadas al modelo.

En ambas especies estudiadas, el 90 % de las capturas se realizaron a 104
metros o menos del punto de liberacion y se encontro que la captura promedio esta

autocorrelacionada espacialmente.
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:» Consideraciones finales ::

Para concluir, proponemos que los suplementos de proteinas previos a la
liberacion de machos estériles deben considerar no solo los efectos benéficos en
terminos de competitividad del macho, sino también los posibles efectos
perjudiciales en términos de supervivencia. La relacion azlicar:proteina y las fuentes
de proteina deben ser compatibles con una longevidad aceptable en condiciones de
campo, asegurando tanto la maduracion sexual como la competitividad en el
apareamiento. Lo ideal seria lograr una dieta que maximice tanto la supervivencia
como la maduracion sexual, pero solo se puede lograr un trade-off ya que la
supervivencia parece ser sacrificada en aras de la reproduccion (Miyatake, 1997). En
este sentido se deberia profundizar el estudio de la maduracion y la supervivencia
con dietas con menor contenido proteico dado que por el alto costo de las proteinas
purificadas, reducir su uso significaria disminuir los costos de la aplicacion de la TIE.
Tambien deberia estudiarse el efecto del orden de ingesta sobre la maduracion de los
machos, y la fisiologia detras de la construccion y utilizacion de reservas.

En este trabajo se present6 un diseno para evaluar la supervivencia en jaulas de
campo que permite tener en cuenta las interacciones y controlar el error debido a
diferentes condiciones climaticas producto de iniciar jaulas en distintos momentos.

Para profundizar sobre las diferencias en los totales capturados entre
tratamientos dietarios, se deberian utilizar trampas sin cebo proteico o estudiar el
efecto de la alimentacion sobre la atraccion a las trampas.

Para obtener muestras con menor probabilidad de estar autocorrelacionadas
espacialmente, las trampas deberian estar separadas entre si por al menos el valor
del rango del semivariograma: A. fraterculus, la separacion minima deberia ser de 80
metros entre trampas. De esta forma tambien se podria reasignar las trampas
disponibles y el esfuerzo de muestreo a cubrir los bordes o zonas mas alejadas en

huertos linderos o parches de Vegetaci(')n natural. El rango estimado para A. ludens
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deberia ser confirmado por otros estudios debido a la heterogeneidad del patron
observado en este trabajo.

Finalmente, estos resultados deben ser complementados con estudios sobre el
efecto de la dieta sobre la maduracion sexual y la competitividad. De esta forma se
podria llegar a una formulacion de la dieta que mejore la madurez sexual y garantice
la competitividad sexual de los machos con un minimo impacto en la supervivencia,
y que pueda ser aplicada antes de las liberaciones de machos estériles en el contexto

de laTIE.
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