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1. RESUMEN

Recientes investigaciones, realizadas en su mayoria con la Mosca del Mediterraneo (Ceratitis
capitata Wiedemann), han mostrado que la competitividad sexual de los machos se incrementa
sustancialmente al exponerlos al aroma de sus hospederos o al de la raiz de jengibre, mediante el
uso de aceites esenciales de los mismos. Esta técnica, la cual se ha denominado “aromaterapia”,
ha sido probada en laboratorio con machos estériles, los cuales son utilizados como parte de lo
que se conoce como “Control Autocida” o “Técnica del Insecto Estéril”. El propésito de esta
investigacion fue determinar si la competitividad sexual de machos de la Mosca Mexicana de la
Fruta (Anastrepha ludens Loew), también se incrementa al exponerlos al aroma del aceite
esencial de dos hospederos preferenciales: toronja (Citrus paradisi Macfad.) y naranja agria
(Citrus aurantium L.). Se llevaron a cabo tres pruebas distintas dentro de una jaula de 3 x 3 x 3
m. colocada dentro de un laboratorio de simulacién ambiental: 1) Observaciéon de numero y
duracion de copulas obtenidas por machos asilvestrados (individuos silvestres mantenidos en
laboratorio por un maximo de tres generaciones, utilizando un hospedero natural como medio de
desarrollo larvario, en este caso toronja) expuestos y no expuestos al aroma de aceite esencial de
naranja; 2) observacion de numero y duracion de cOpulas obtenidas por machos asilvestrados
expuestos y no expuestos al aroma de aceite esencial de toronja, y 3) observacién de nimero y
duracion de copulas obtenidas por machos asilvestrados y estériles, expuestos y no expuestos al
aroma de aceite esencial de toronja. Los resultados obtenidos indican que los machos
asilvestrados expuestos al aroma de aceite esencial de toronja obtuvieron significativamente mas
c6pulas que los machos asilvestrados no expuestos cuando hubo competencia directa entre ellos
(experimento #2). Sin embargo, este efecto se diluy6 al introducir individuos estériles en el
ensayo (experimento #3). No hubo diferencias significativas en el niUmero de copulas obtenidas
por machos expuestos al aroma de aceite esencial de naranja (experimento #1). Tampoco hubo
diferencias significativas en la duracion de las cépulas en ninguno de los ensayos. Se discute la
posibilidad de que el efecto del aceite de toronja sobre la competitividad sexual de los machos
asilvestrados no sea un efecto per se, tal y como sucede con la Mosca del Mediterraneo, sino que
mas bien el efecto esté relacionado con la experiencia temprana de las hembras hacia el aroma
de su hospedero de origen (toronja), debido a que pudieron haber tenido contacto con él al
emerger del pupario que podria contener trazas de toronja en su superficie y por lo tanto

estarian sesgadas hacia ese aroma.

Palabras clave: Tephritidae, Anastrepha ludens, competitividad sexual, aroma, volatiles,

hospedero.



2. INTRODUCCION

Sabemos muy poco acerca de cdmo la conducta sexual de los insectos fit6fagos responde
a estimulos provocados por sus hospederos y cémo estos ultimos repercuten en sus
esfuerzos por conseguir pareja y reproducirse. Generalmente, las interacciones entre las
plantas hospederas y la conducta sexual de los insectos fitofagos parecen ser parte de
las estrategias utilizadas por los machos para optimizar las oportunidades de
apareamiento incrementando los encuentros con las hembras, o bien, de estrategias
utilizadas por las hembras para obtener acceso a los recursos, ya sea como sitio de
alimentacion u oviposicion (Landolt & Phillips, 1997). Se tiene documentado ambos
fendbmenos ocurren en varios Ordenes de insectos fitofagos tales como Diptera,
Coleoptera y Lepidoptera (Wood, 1982; Landolt et al., 1994; Shelly et al., 2007). En los
dipteros, este fenomeno se ha demostrado en miembros de las familias Tephritidae y

Drosophilidae (Bartelt et al., 1986; Shelly & Villalobos, 2004).

La Mosca Mexicana de la Fruta, Anastrepha ludens Loew (Diptera: Tephritidae), es
un insecto fit6fago altamente polifago que utiliza como hospedero para el desarrollo
larvario, los frutos de aproximadamente 60 especies de plantas pertenecientes a 14
familias (Aluja, 1993). Aunque sus hospederos nativos son el zapote amarillo (Casimiroa
greggii (S. Watson) Chiang) y el zapote blanco (Casimiroa edulis La Llave & Lex.) (ambas
Rutaceae), entre sus hospederos predilectos se encuentran especies introducidas como
los citricos (Rutaceae), destacando la toronja (Citrus paradisi Macfad.) y la naranja agria
(C. aurantium L.), y en menor medida, la naranja dulce (C. sinensis (L.) Osbeck)(Birke
et al., 2006; Aluja et al., 2009). Anastrepha ludens se distribuye por todo México,
alcanzando el sur de los Estados Unidos hacia el norte y paises centroamericanos como

Guatemala y Costa Rica (Hernandez-Ortiz & Aluja, 1993).



Debido a que algunos de los frutos hospederos de A. ludens son de gran valor
comercial, esta especie es considerada como una de las plagas de mayor interés
cuarentenario y de importancia econdmica en la fruticultura de México y varios otros
paises de Centroamérica, junto con A. obliqua (Macquart) y A. striata (Schiner) (Aluja,
1994; Aluja & Mangan, 2008). Por lo anterior, diversos métodos han sido implementados
para controlar su alta tasa reproductiva, entre los cuales destacan el control mecanico
cultural (e.g., enterrar los frutos caidos), el control quimico (e.g., uso de pesticidas) y

el control biol6gico (Aluja, 1993).

El control biol6gico consiste en el uso de un depredador, un parasitoide o un
patégeno natural de la plaga para controlar su tasa de reproduccion (Aluja, 1993).
Asimismo, existe un método conocido como “Técnica del Insecto Estéril” (TIE), el cual
consiste en liberar en campo machos criados masivamente en laboratorio, esterilizados
mediante radiacibn gamma para que copulen con las hembras silvestres y al transferirle
espermatozoides inviables, se controle la tasa reproductiva de la plaga (Dyck et al.,
2005). La TIE se encuentra entre los métodos mas “amigables” al ambiente, ya que no se
introducen agentes exdticos en el medio ni nuevo material genético dentro de las
poblaciones (Hendrichs et al., 2002; Dyck et al., 2005). Por lo anterior, esta técnica es
considerada oficialmente por la Convencién Internacional de Proteccién Fitosanitaria
(IPPC) como un tipo de control bioldgico o “biorracional” y forma parte de los programas

de manejo integrado de insectos plaga (Dyck et al., 2005).

La cria masiva de insectos y su posterior esterilizacién es de vital importancia para
la TIE. Sin embargo, se tiene bien documentado que la cria masiva de moscas de la fruta
bajo condiciones de laboratorio modifica sustancialmente tanto propiedades fisiologicas
como conductuales de los individuos (Cayol, 2000; Orozco-Davila et al., 2007). Diversos

estudios sugieren que lo anterior puede deberse a uno o varios de los siguientes



factores: las condiciones de hacinamiento extremo en que son criados (Knoppien, 1987;
Kim et al., 1992; Hirsch & Tompkins, 1994; Gaskin et al., 2002; Diaz-Fleischer et al.,
2009), la dieta con que son alimentados (Yuval et al., 1998), la presion de seleccion a la
que son enfrentadas como parte del proceso de cria masiva (i.e., escoger machos con
sélo ciertas caracteristicas) (Zurlini & Robinson, 1980), o bien, el numero de
generaciones que han transcurrido desde el establecimiento de la primera colonia en el
laboratorio, lo que podria generar endogamia (Cayol, 2000). Asimismo, esta
documentado que la radiacién a la que las moscas de la fruta son sometidas para
esterilizarlas, es otro factor muy importante que repercute negativamente tanto en su
comportamiento como en su fisiologia (e.g., habilidad para volar, emergencia de los
individuos, supervivencia, conducta sexual, entre otros) (Walder & Calkins, 1993; Lux et

al., 2002; Toledo et al., 2004; Bakri et al., 2005; Rull et al., 2007).

Uno de los atributos que se ven mayormente afectados durante la cria masiva y la
exposicion a la radiacion es la competitividad sexual de los machos, que disminuye
notablemente en comparacion con la de los individuos silvestres (Rull et al., 2005). La
‘competitividad sexual’ masculina, en este caso, se refiere principalmente a la facilidad
con que las hembras silvestres aceptan a los machos estériles como pareja frente a los
machos silvestres (FAO/IAEA/USDA, 2003). El éxito de la TIE depende basicamente de
gue los machos estériles liberados en el campo sean igual o mas competitivos
sexualmente que los machos silvestres, es decir, que obtengan coépulas en un nimero
similar o mayor en comparacion con los machos silvestres para de esta forma controlar
la reproduccion de la poblacion (Calkins & Ashley, 1989; Mclnnis et al., 2006). Por lo
anterior, se requiere mejorar la competitividad sexual de los machos criados

masivamente en laboratorio para que la TIE tenga éxito.



Diversos estudios han demostrado que la competitividad sexual de los machos de
moscas de la fruta (Tephritidae) puede ser mejorada de distintas formas, tales como
iniciar una nueva colonia a partir de individuos silvestres (Rull & Barreda-Landa, 2007),
“refrescando” la cepa establecida en laboratorio con individuos silvestres (Dyck et al.,
2005; Rull & Barreda-Landa, 2007), mejorando la dieta (Aluja et al., 2001; Shelly &
Kennelly, 2002; Shelly et al., 2002; Shelly & Mclnnis, 2003), reduciendo las dosis de
irradiacion a las que son sometidos para esterilizarlos (Toledo et al., 2004; Rull et al.,
2007), o bien, mejorando las condiciones ambientales en las que se les mantiene
(Mclnnis et al., 2002), lo cual se conoce como “enriquecimiento ambiental” e incluye
una combinacién tanto de interaccién social como de estimulacion inanimada (Dukas &

Mooers, 2003; Diaz-Fleischer et al., 2009).

Investigaciones recientes, realizadas en su mayoria con la Mosca del Mediterraneo,
Ceratitis capitata Wiedemann, han demostrado que una forma de incrementar la
capacidad de los machos para obtener pareja y copular, es decir, aumentar su
competitividad sexual, consiste en exponerlos al aroma de sus hospederos, ya sea
mediante frutos, arboles o aceites esenciales de estos (Shelly & Villalobos, 2004). Este
método ha sido denominado “aromaterapia” (Shelly et al., 2004; Bricefio et al., 2007;
Shelly et al., 2007; Shelly et al., 2007). En el presente estudio he abordado la pregunta
de si esta técnica puede ser aplicable en A. ludens. Si bien, C. capitata y A. ludens
difieren de manera importante en algunas caracteristicas biol6gicas y conductuales,
también comparten algunos atributos importantes para este trabajo: ambas son fit6fagas
y utilizan los frutos como hospedero larvario, su sistema de apareamiento es el lek y
utilizan una feromona sexual para atraer hembras y aparearse con ellas (Shelly &
Whittier, 1997). Lo anterior, sugiere que al igual que como sucede en C. capitata, la

competitividad sexual de los machos de A. ludens podria verse beneficiada al exponerlos



al aroma de su hospedero. En caso de que la hipotesis resultara verdadera, podria
implementarse este tratamiento como complemento de la TIE, contribuyendo de esta
forma con los esfuerzos realizados para controlar la plaga que afecta a las plantaciones

de mango y citricos de nuestro pais.



3. ANTECEDENTES

3.1. Biologia de Anastrepha ludens

3.1.1.Ciclo de vida

Anastrepha ludens presenta una metamorfosis completa u holometabola que se
divide en cuatro etapas: huevecillo, larva, pupa y adulto (Aluja, 1993) (Figura 1).
El ciclo de vida comienza en el momento en que una hembra gravida deposita
paquetes de huevecillos en el fruto hospedero. La duracion del estado de
huevecillo es de aproximadamente 4 a 5 dias. Las larvas eclosionadas se alimentan
de la pulpa del fruto, pasando por tres estadios, que en conjunto tienen una
duracion aproximada de entre 25 y 30 dias, dependiendo de las condiciones
ambientales (Aluja, 1993). La alimentacion de las larvas ocasiona una rapida
putrefaccion del fruto, provocando la caida temprana de éstos al suelo (Dyck et
al., 2005). Una vez que la larva se encuentra en el tercer estadio, abandona el
fruto para enterrarse en el suelo, en donde pupa durante aproximadamente 15
dias. El estadio anterior finaliza con la emergencia de las moscas, las cuales

después de 15 dias alcanzan la madurez sexual (Aluja, 1993).

3.1.2.Comportamiento sexual

El comportamiento sexual de A. ludens esta relacionado intimamente con el
hospedero, alrededor del cual A. ludens pasa gran parte de su vida, ya que le
brinda los recursos necesarios para llevar a cabo todas sus actividades (Aluja et

al., 2001). Entre estos recursos podemos mencionar: alimento (incluyendo



liquidos), sitios donde refugiarse y reposar, un sitio para llevar a cabo el cortejo y

la copula y finalmente, un sustrato de oviposicion (Aluja et al., 2000).

En A. ludens, el cortejo lo llevan a cabo los machos de manera individual o en
agrupaciones. En el segundo caso se congregan entre 3 y 10 machos (en ocasiones
mas) quienes defienden territorios (generalmente el envés de una hoja) de manera
intensa. A estas agregaciones llegan las hembras, quienes escogen a los machos més
aptos para copular. Dichas agrupaciones se conocen como leks, que se definen
como “cualquier agregacion de machos que las hembras visitan exclusivamente para
aparearse” (Hoglund & Alatalo, 1995). Se han sugerido cuatro criterios que
distinguen a un lek “clésico” de otros sistemas de apareamiento (Bradbury, 1981):
1) No existe cuidado parental. Los machos no contribuyen nada a la siguiente
generacion, excepto gametos. 2) Existe una arena o lek que visitan las hembras y en
la cual la mayoria de los apareamientos ocurren. Una arena es un sitio donde los
machos se agregan y que no representa el habitat utilizado normalmente por
individuos de la especie para otras actividades como alimentacion, reposo, etc. 3)
Los sitios de despliegue de los machos no contienen recursos esenciales para las
hembras exceptuando los machos. Entre los recursos que no existen, se encuentran
el alimento, perchas, nidos, sustratos para oviposicion, etc. 4) Las hembras tienen

la oportunidad de seleccionar a una pareja cuando visitan la arena.

Al mismo tiempo que defienden un territorio empujando con el cuerpo a un
intruso o invasor, también compiten entre ellos mediante la emisién de una
feromona sexual con el propésito de atraer a las hembras, dispersandola en el aire
por medio del movimiento intenso de las alas, lo cual produce a su vez llamados o
“cantos” y también mediante deposiciones de la feromona sexual en la superficie

de las hojas (Fig. 1A) (Aluja et al., 2000). Las feromonas juegan un papel



determinante en la eleccion de pareja en A. ludens, siendo de especial importancia
en la competitividad sexual de los machos (Nation, 1989). Asimismo, en los
tefritidos, la alimentacion juega un papel determinante tanto en la calidad de la
feromona como en su produccién y tasa de liberacion (Epsky & Heath, 1993). Una
vez que las hembras se acercan a los machos, el cortejo también consiste en ciertos
movimientos que realizan estos ultimos caminando lateralmente sobre la hoja de un

lado a otro de la hembra (Aluja et al., 2000).

En A. ludens, la actividad sexual es de tipo crepuscular, entre las 17 y las 19
horas, cuando la intensidad de la luz empieza a decaer (Aluja et al., 1983). El
apareamiento en Anastrepha se lleva a cabo generalmente en el envés de las hojas
del hospedero y algunas veces también en hojas de arboles no hospederos cercanos
a éste (Burk, 1983; Malavasi et al., 1983; Aluja & Birke, 1993) (Fig. 1B). La copula
de A. ludens dura alrededor de 165 minutos (Aluja et al., 2000), aunque hay
copulas que se extienden mas alla de lo que es requerido normalmente para la
transferencia del esperma. Lo ultimo es generalmente interpretado como un medio
para evadir la competencia espermatica (i.e., la competencia entre los eyaculados
de machos diferentes para la fertilizacion de un conjunto determinado de huevos) y
asegurar que la progenie sea del individuo que copul6 (Parker, 1970). Hay varios
factores que pueden afectar la duracion de la cépula en los tefritidos, como lo son
la edad, el tamafio de los machos, el hospedero de origen y la calidad de la dieta
con la que son alimentados los adultos (Field et al., 1999; Aluja et al., 2001; Aluja
et al., 2008; Perez-Staples et al., 2008). Asimismo, recientemente se observé en A.
ludens, que la duracion de la copula sostenida entre individuos de una misma
poblacion es mayor que la sostenida entre individuos de distintas poblaciones (Aluja

et al., 2009).



Figura 1. (A) Macho de A. ludens emitiendo feromona sexual. (B) Copula de A. ludens.

Como se puede notar, el comportamiento sexual en A. ludens ha sido
ampliamente estudiado por ser una especie econ6micamente importante (Birke et
al., 2006). Sin embargo, aun quedan muchas dudas por resolver, y por ello, es
necesario comprender mejor las interacciones de competencia entre machos y los
criterios de eleccion femenina (Aluja et al., 2000). Lo anterior, permitird
seleccionar a los machos con las caracteristicas que los hagan competitivos
sexualmente frente a los machos silvestres, incrementando las posibilidades de

éxito de la TIE (Mclnnis et al., 2002; Dyck et al., 2005).

3.2. Seleccion sexual

La mayor parte de la investigacién que existe sobre seleccion sexual esta
enfocada en los patrones de comportamiento sexual y en sus consecuencias

evolutivas. Sin embargo, la literatura que existe sobre los mecanismos bajo los que

10



opera la seleccion sexual, contiene informaciéon que igualmente puede ser aplicable

en los programas de manejo integrado de plagas (Boake et al., 1996).

Darwin not6 que algunos caracteres de los individuos como colores sumamente
llamativos, rasgos morfolégicos como largas y vistosas colas, comportamientos
complejos y conspicuos, o sefiales quimicas como feromonas no tenian nada que ver
con la “lucha por la existencia” (Darwin, 1859; Darwin, 1871). El defini6 a estos
caracteres como ‘caracteres sexuales secundarios’, proponiendo que evolucionaban
bajo “seleccion sexual’ y no por ‘seleccién natural’. Su argumento para ello fue que
parecian ser desventajosos con respecto a la supervivencia de los individuos y la
seleccién sexual era responsable para el mantenimiento de esos rasgos en la
poblacion debido a que el portarlos conferia ventajas reproductivas. Los individuos
portadores de estas caracteristicas eran capaces de obtener mayor numero de cépulas

y/0 parejas, y dejar mayor descendencia en la proxima generacion (Darwin, 1859).

La seleccion sexual tiene dos componentes principales: 1) la seleccion
intrasexual o competencia entre machos, y 2) la seleccion intersexual o eleccion
femenina. Segun Darwin, las ‘armas’ tales como astas y cuernos en los machos
evolucionan a través de seleccion intrasexual debido a la competencia entre los
mismos para obtener acceso a las hembras (Darwin, 1871). Asimismo, los ornamentos
en los machos evolucionan a través de la seleccién intersexual, es decir, de la presion
que ejerce la elecciéon de pareja realizada generalmente por las hembras, por lo cual

se denomina como eleccién femenina (Darwin, 1871).
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3.2.1.La eleccion femenina y su relacion con el uso de feromonas

sexuales en insectos.

Actualmente existe mucha evidencia que sugiere que las hembras eligen
activamente a sus parejas y que dicha eleccion favorece rasgos conspicuos de los
machos (Andersson & lwasa, 1996). La valoracién de una potencial pareja es
promovida, en parte, a través de los beneficios obtenidos por escoger un individuo
gue de cierto modo es superior a los demés, asumiendo que esta ‘superioridad’ se
traduce en descendencia mas abundante o de mejor calidad (Johansson & Jones,
2007). Existen sistemas de apareamiento en los cuales los individuos obtienen
beneficios directos por su eleccion (e.g., regalos nupciales, territorios o sitios de
oviposicion). Sin embargo, hay especies en las que los beneficios parecen ser
indirectos, asumiéndose que los individuos escogen a su pareja debido a que porta
ciertas caracteristicas genéticas que favoreceran la adecuacion de su progenie.
Este caso suele presentarse en las especies que presentan cOpulas extra-pareja o
en sistemas de lek (Johansson & Jones, 2007). En un sistema de apareamiento de
lek, como se presenta en A. ludens, los machos defienden territorios que no
contienen recursos utilizados por las hembras. Ademas, los machos no proveen
cuidado parental y las hembras visitan el lek solamente para encontrar a los
machos y copular (Boake et al., 1996). Dentro de las especies carentes de cuidado
parental, los machos tienen una varianza mas alta que las hembras en el éxito
reproductivo, por lo que estan bajo una presion de seleccion sexual mas fuerte
(Clutton-Brock, 1988). Esta afirmacion significa que los machos que realizan los
despliegues mas atractivos (en términos de sefiales visuales, acusticas y quimicas)
se aparearan mas frecuentemente y dejaran mas descendencia, mientras que los

menos atractivos lo haran rara vez o nunca (Boake et al., 1996).
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Existe evidencia de que en una gran variedad de taxa, ciertos rasgos de los
machos pueden ser utilizados por las hembras como sefales para evaluar su
condicion fisica y del mismo modo su potencial como pareja para que su progenie
obtenga beneficios (Andersson & lwasa, 1996). Trabajos recientes sugieren que en
los insectos, las hembras utilizan las feromonas sexuales como un indicativo mas
confiable que las sefiales acuUsticas o visuales para evaluar el genotipo del macho
antes de aparearse (Tregenza & Wedell, 2000; Penn, 2002). Una feromona sexual
se define como ‘cualquier sustancia que es liberada por un individuo, ya sea
directamente por una estructura especializada o por medio de cambios en la
guimica corporal y que promueva una variacion en el comportamiento sexual de
individuos de la misma especie para beneficio del individuo que la libera’
(Johansson & Jones, 2007). Las sefiales de larga distancia que provocan que los
miembros de la misma especie se acerquen, suelen ser en su mayoria acusticas o
guimicas. Una ventaja notable de este tipo de sefiales es que pueden viajar

distancias que no son restringidas por el campo visual (Boake et al., 1996).

En la cucaracha Nauphoeta cinerea (Olivier), las hembras utilizan las sefales
quimicas para elegir a su pareja (Moore & Breed, 1986). Con base en dicha
eleccion, las hembras obtienen beneficios indirectos al producir una progenie que
alcanza la madurez sexual mas rapidamente (Moore, 1994). En la mosca del
vinagre Drosophila serrata Malloch, se ha visto que la preferencia de la hembra por
la feromona de los machos esté correlacionada con la adecuacion de la progenie

(Hine et al., 2002).

Las sefiales para la valoracion de pareja deben advertir la ‘superioridad’ del
emisor, y es por esto que se espera que este tipo de sefiales varien entre los

diferentes individuos segun su condicién fisica. En el caso de las especies que
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utilizan una feromona sexual para atraer a su pareja, la variacion individual se
refiere a que la feromona debe ser distinta ya sea en cantidad (i.e., total de
feromona secretada en una emisién), calidad (i.e., que contenga los componentes
en una proporcion adecuada) o en la tasa de liberacién (i.e., cuantas veces se

libera la feromona en un tiempo determinado)(Johansson & Jones, 2007).

Las hembras de la mosca Lutzomyia longipalpis (Lutz y Neiva) prefieren
aparearse con machos que invierten mas tiempo en la emision de feromonas y en
los movimientos que realizan con las alas para dispersarla (Jones & Hamilton,
1998). Asimismo, la progenie resultante es mas atractiva cuando las hembras se

aparean con estos machos (Jones et al., 1998).

Las preferencias en las hembras pueden surgir por una mutacién que cambie
las respuestas de éstas hacia algun aspecto conductual o morfolégico de los
machos. Sin embargo puede ocurrir lo contrario: un nuevo rasgo en los machos
puede ser favorecido en las preferencias de las hembras debido a que éste ajusta o
explota algin sesgo pre-existente en el sistema sensorial de la hembra. A este
mecanismo se lo denomina ‘explotacion sensorial’ (Ryan, 1998), y la evolucion de
seflales que utilicen rasgos favorecidos en otros contextos pueden constituir una

‘“trampa sensorial’ para la hembra (West-Eberhard, 1984).

Muchas feromonas de insectos fitéfagos son estructuralmente similares a
compuestos hallados en muchas plantas (Baker, 1989; Phelan, 1992; Landolt,
1997). Hay machos que pueden atraer a las hembras que estan buscando sitios de
alimentacion y oviposiciéon utilizando una feromona que mimetiza el olor del
hospedero (Krebs & Dawkins, 1984; Phelan, 1992). Las feromonas sexuales de los
machos de insectos fitéfagos podrian estar relacionadas con los compuestos

encontrados en las plantas porque las hembras deberian tener receptores para
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reconocer dichos compuestos debido a que usan esas plantas como hospedero (i.e.,
sustrato de oviposicion) (Baker, 1989). Por ejemplo, la feromona sexual de los
machos de C. capitata contiene terpenoides y esteres similares a muchos
compuestos que son encontrados en sus hospederos (Baker et al., 1985; Landolt et

al., 1992).

3.3. Efectos del hospedero sobre la competitividad sexual de insectos
fitofagos

Historicamente, el interés por investigar la importancia de las plantas hospederas
sobre el comportamiento sexual de insectos fitofagos ha sido muy grande. Los
primeros trabajos de identificacion de feromonas sexuales involucraron especies de
escarabajos de troncos, principalmente de los géneros Dendroctonus e Ips
(Coleoptera: Scolytidae), los cuéles también son de importancia econémica por los
dafios que ocasionan a la industria maderera. En estos escarabajos, la biosintesis de
sus feromonas, asi como su uso para atraer parejas, estan intimamente ligados a la

interaccién con los olores del hospedero (Wood, 1982).

La mayor parte de los encuentros sexuales ocurre en 0 cerca de recursos que
son atractivos para las hembras, como lo es la planta hospedera en el caso de los
insectos fitdfagos (Thornhill & Alcock, 1983). Es més facil para los machos encontrar a
su pareja cerca de la planta hospedera, debido a que las hembras suelen visitarla
para ovipositar. En las especies donde los machos utilizan una feromona sexual para
atraer pareja, éstos la liberan en o cerca del hospedero debido a que puede ser una
estrategia para indicar a las hembras la presencia de éste ultimo, el cual es un

recurso sumamente atractivo para ellas (Landolt, 1997). Por lo anterior, si las
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hembras responden a la feromona sexual, entonces los machos tienen mas
oportunidades de aparearse al incrementarse el nimero de hembras en o cerca del

hospedero (Landolt, 1997).

Los mecanismos por los cuales el hospedero afecta el comportamiento sexual de
los insectos fitéfagos no han sido profundamente investigados en la mayoria de los
casos en donde se sabe que ocurre este fendmeno. Sin embargo, se sabe que existen
tres estrategias que utilizan los insectos fitofagos para optimizar el apareamiento y la
reproduccion mediante el uso de una feromona sexual y la interaccion con su
hospedero: 1) Insectos que adquieren su feromona sexual directamente de los
compuestos de la planta hospedera, 2) Insectos que producen o liberan su feromona
sexual como respuesta a ciertos estimulos de la planta hospedera y 3) Insectos que
liberan su feromona sexual y ésta actia en conjunto con el aroma de la planta

hospedera (Landolt & Phillips, 1997).

Dentro del primer grupo, los insectos adquieren del hospedero los quimicos
bioactivos que componen la feromona, o bien, los quimicos precursores requeridos
para la elaboracion de la misma mediante el consumo, absorcion o inhalacién de

material del hospedero ya sea en su estadio larval o adulto (Landolt & Phillips, 1997).

Al parecer, algunas especies de moscas de la fruta de la familia Tephritidae
adquieren los precursores para sus feromonas sexuales de las plantas hospederas. Los
machos adultos de Bactrocera dorsalis (Hendel) son atraidos por el compuesto metil-
eugenol del que también se alimentan. Dicha sustancia ha sido encontrada en mas de
200 plantas, muchas de las cuales son sus hospederos, asi como en la feromona sexual
que produce esta especie (Fitt, 1981; Nishida et al., 1988). Asimismo, los machos de

B. dorsalis que fueron alimentados con metil-eugenol fueron mas competitivos
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sexualmente en comparacién con machos que no fueron alimentados con esta

sustancia (Shelly & Dewire, 1994).

En algunos insectos fitéfagos, también se ha observado el fenémeno de que el
efecto de atracciéon de su feromona sexual se potencia al actuar en conjunto con el
aroma del hospedero. Por ejemplo, el aroma producido por la combinacion de la
feromona de los machos de la mosca de la papaya Toxotrypana curvicauda
Gerstaecker y el olor del fruto de su hospedero (Carica papaya L.) es mas atractivo
gue el olor que la feromona desprende por si sola (Landolt et al., 1992). Asimismo,
muchas especies del género Drosophila son atraidas por el aroma que resulta de la
combinacion de la feromona de los machos con el olor proveniente de frutos en
descomposicion (Bartelt et al., 1986; Bartelt et al., 1988). En la Mosca del
Mediterraneo, C. capitata, la interaccién de los volatiles que desprenden las hojas
verdes, particularmente el compuesto trans-2-hexenal, con la feromona de los
machos incrementa el grado de atraccién de las hembras hacia éstos (Dickens et al.,
1990). La superficie de las hojas también juega un papel importante en la distribucion
y duracion espacio-temporal de la sefial emitida por la feromona sexual. Como ya se
menciond, A. ludens realiza deposiciones de feromona sexual en la superficie de las
hojas, lo cual puede contribuir a que las hembras reciban més facilmente la sefal, ya
que la tasa de evaporacion de la feromona se reduce y se incrementa la amplitud de
accion de la misma. Asimismo, las feromonas sexuales pueden ser absorbidas y

posteriormente liberadas por las mismas hojas (Landolt & Phillips, 1997).
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3.3.1. “Aromaterapia” en Moscas de la Fruta (Tephritidae)

Recientemente se ha visto que al exponer artificialmente en laboratorio a machos
de C. capitata al aroma de su hospedero, éstos incrementan su competitividad
sexual, método que se ha denominado “aromaterapia”. Aunque no se conoce
exactamente el mecanismo por el cual sucede lo anterior, se ha propuesto que la
exposicion de los machos a los volatiles de sus hospederos provoca cierta
interaccién a nivel hormonal en las feromonas de corto alcance de los machos,
incrementando de esta manera su competitividad (Bricefio et al., 2007). Sin
embargo, Shelly (2007) llevé a cabo un estudio sobre el efecto de los volatiles del
hospedero en la competitividad sexual de machos de C. capitata. En dicho estudio
se cortaron las antenas tanto de las hembras como de los machos (debido a que
dichas estructuras perciben las sefiales quimicas). En un primer ensayo, al remover
las antenas de las hembras y ver a qué machos escogian entre expuestos y no
expuestos, notdé que no hubo diferencias significativas en el nimero de cépulas
entre individuos tratados y no tratados. En un ensayo contrario donde corté las
antenas de los machos antes del tratamiento, la competitividad sexual de los
machos expuestos aumento significativamente en comparacion con la de machos
no expuestos. Lo anterior sugiere que el incremento en la competitividad sexual de
los machos depende directamente de la percepcién del aroma por parte de las
hembras, y que los machos no requieren percibir el aroma del hospedero para
lograr obtener méas copulas. Esto se traduce en que este fendbmeno es mas bien
externo, y que el aroma, en vez de alterar procesos fisiolégicos o conductuales
(i.e., que los machos al detectar el aroma liberen méas feromona, que la calidad de
la feromona mejore, que los machos modifiquen su conducta al percibir el aroma),

modifica el olor corporal de los machos al adherirse en la cuticula del
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exoesqueleto, lo que los haria més atractivos hacia las hembras, debido a que
explotarian el “sesgo sensorial” de éstas por ese aroma hacia los sitios de
oviposicion (Shelly et al., 2007). Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que
ciertos compuestos del aceite esencial puedan servir como precursores de la
feromona sexual. Se tiene documentado que algunos escarabajos de la corteza
pueden absorber los precursores de su feromona sexual por via aérea (i.e., sin
necesidad de alimentarse de la planta) (Hughes, 1974; Byers, 1982), lo que en

consecuencia podria sugerir que lo mismo sucede en el caso de C. capitata.

Aln no se ha determinado si existe un beneficio adaptativo directo de la
preferencia sexual femenina hacia los machos expuestos al aroma de su hospedero.
Basados en resultados obtenidos de machos de C. capitata expuestos al aroma del
aceite esencial de raiz de jengibre, no hay evidencia de que al aparearse, éstos
confirieran mas beneficios directos a las hembras que los machos no expuestos, ya
que la fecundidad, longevidad y puesta de huevecillos de las hembras fue similar
entre hembras apareadas con ambos tipos de macho (Shelly, 2005). El posible
significado de la afinidad entre el aroma corporal de los machos y el aroma de la
fruta aln permanece como un misterio, pero sugiere la posibilidad de que actle
como un mecanismo de “trampa sensorial”, explotando los sesgos preexistentes de
las hembras por ellos para los sitios de oviposicion (West-Eberhard, 1984; Light et
al., 1992; Howse & Knapp, 1996; Ryan, 1998). Asimismo, podria ser que la razén
por la cual prefieren copular con machos expuestos al aroma de su hospedero es
porgue quizas éste les puede indicar una habilidad superior para localizar arboles

idéneos para el forrajeo (Shelly et al., 2007).

Desde el punto de vista aplicado, se ha escogido al aceite esencial como

medio de exposicion para los machos en vez de otros medios (e.g., plantas o
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frutos), debido a que se ha visto que éste proporciona un efecto mas duradero
(Shelly et al., 2004). Después de exponer a machos de C. capitata a tres
tratamientos distintos: (i.e., un arbol de naranja sin frutos, hojas de naranjo y
aceite esencial de naranja), se encontré6 que aunque la competitividad sexual de
los machos se incremento sustancialmente bajo los tres tratamientos, ésta también
disminuyd con el paso del tiempo, pero en el caso del tratamiento con aceite
esencial el efecto fue méas duradero (cinco versus 1-2 dias) (Shelly et al., 2004). Lo
anterior, sugiere que tratar con aceite esencial a los machos utilizados en la TIE
podria incrementar su competitividad sexual durante un periodo razonable y con

un método relativamente préctico y econdémico.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Determinar si la competitividad sexual de machos asilvestrados y estériles de A.
ludens es favorecida después de exponerlos al aroma de los aceites esenciales (i.e.,
volatiles) de dos hospederos preferenciales: toronja (C. paradisi) o naranja (C.

aurantium).
4.2. Objetivos Especificos

1. Comparar el numero total y la duracion de las copulas obtenidas por machos
asilvestrados de A. ludens expuestos y no expuestos al aroma de aceite esencial
de naranja agria (C. aurantium) o al aroma de aceite esencial de toronja (C.

paradisi).

2. Comparar el numero total y la duracion de las copulas obtenidas por machos
asilvestrados, expuestos y no expuestos al aroma de aceite esencial de toronja
(C. paradisi) vs. machos estériles, expuestos y no expuestos al aroma del mismo

aceite esencial.
5. HIPOTESIS Y PREDICCIONES

Hipotesis: La exposicion de machos de A. ludens al aroma (i.e., aceite esencial) de sus

hospederos tiene un efecto sobre su competitividad sexual.

Prediccién: Las hembras elegiran copular con machos expuestos al aroma de los aceites
esenciales de naranja o toronja por sobre machos que no sean sometidos a dicho
tratamiento; asimismo, la copula de los machos expuestos durara menos tiempo que la

de los machos no expuestos.
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6. MATERIALES Y METODOS

Esta investigacidn se llevd a cabo en los Laboratorios de la Red de Manejo Biorracional
de Plagas y Vectores (RMBPV) del Instituto de Ecologia, A. C., en Xalapa, Veracruz,
México. Para la realizacion de los experimentos se utilizaron hembras asilvestradas en
fase adulta, asi como machos asilvestrados y estériles en fase adulta de A. ludens. Un
individuo asilvestrado es aquel que es mantenido en condiciones de laboratorio tanto en
su fase larvaria como en su fase adulta, pero que durante la primera, se desarrolla en su
hospedero natural. Asimismo, pertenenece a las tres primeras generaciones desde la

fundacioén de la colonia con individuos silvestres.

6.1. Obtencion del material bioldgico

Los adultos asilvestrados se obtuvieron de una colonia de laboratorio fundada a partir
de pupas procedentes de frutos de naranja agria (C. aurantium) colectados en la
localidad de Miradores en el municipio de Emiliano Zapata, Veracruz entre febrero y

mayo del 2008.

Para la cria de los individuos asilvestrados, los frutos infestados obtenidos en
campo se distribuyeron en cestas colocadas dentro de palanganas que contenian
vermiculita como sustrato de pupacion [detalles en (Aluja et al., 1987)]. Cada tercer
dia se separaron las pupas que previamente cayeron como larvas en las palanganas,
para colocarlas en recipientes de plastico con vermiculita, humedeciéndolas con una
solucion de agua y benzoato de sodio mediante un atomizador hasta la emergencia de
las moscas. Estas ultimas fueron mantenidas en jaulas de plexiglas de 30 x 30 x 30

cm, alimentadas ad libitum con agua y alimento (sacarosa y proteina en una
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proporcién 3:1), en un laboratorio con condiciones ambientales controladas

(temperatura: 27°+ 2°C, humedad relativa: 70 + 5%, fotoperiodo: 12h/12h).

Al alcanzar la madurez sexual, se permiti6 a las hembras copular y
posteriormente ovipositar en tres frutos de toronja (C. paradisi) de tamafo similar,
los cuales fueron introducidos en las jaulas de plexiglas y cambiados cada tercer dia,
pasando cada uno de ellos por el proceso descrito anteriormente para la obtencién de
las pupas. Al momento de la emergencia, los adultos fueron separados por sexo para

asegurar que los individuos utilizados en el experimento fueran virgenes.

Los machos estériles fueron obtenidos de pupas proporcionadas por la planta
MOSCAFRUT en Metapa de Dominguez, Chiapas, las cuales fueron enviadas a Xalapa
dentro de recipientes de plastico de 1 L con vermiculita un dia después de haber sido
irradiadas a 8 krads. Al emerger, al igual que los individuos asilvestrados, los machos
estériles fueron alimentados ad libitum con agua y alimento (sacarosa y proteina en
una proporcion 3:1) y separados de las hembras al momento de la emergencia para

asegurar que fueran virgenes.

6.2. Experimentos realizados

Experimento # 1: Machos asilvestrados de A. ludens expuestos al aroma de aceite

esencial de naranja (C. aurantium) vs. machos asilvestrados de A. ludens no
expuestos. Se utilizaron 20 machos adultos asilvestrados de A. ludens por réplica, los
cuales fueron expuestos al aroma de aceite esencial de naranja agria (C. aurantium)
y posteriormente fueron liberados en una jaula de observacion junto con 20 machos
adultos asilvestrados no tratados y 20 hembras adultas para observar la actividad

sexual. En total se manejaron 10 réplicas.
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Experimento # 2: Machos asilvestrados de A. ludens expuestos al aroma de aceite

esencial de toronja (C. paradisi) vs. machos asilvestrados de A. ludens no
expuestos. Se utilizaron 20 machos adultos asilvestrados de A. ludens por réplica, los
cuales fueron expuestos al aroma de aceite esencial de toronja (C. paradisi) y
posteriormente fueron liberados en una jaula de observacion junto con 20 machos
adultos asilvestrados no tratados y 20 hembras adultas para observar la actividad

sexual. En total se manejaron 10 réplicas.

Experimento # 3: Machos asilvestrados y machos estériles de A. ludens expuestos

al aroma de aceite esencial de toronja (C. paradisi) vs. machos asilvestrados y
machos estériles de A. ludens no expuestos. Se utilizaron 15 machos adultos
asilvestrados, asi como 15 machos adultos estériles irradiados a 8 Krads por réplica,
los cuales fueron expuestos al aroma de aceite esencial de toronja (C. paradisi) y
posteriormente fueron liberados en una jaula de observacion junto con 15 machos
adultos asilvestrados y 15 machos adultos estériles no tratados, asi como 15 hembras
adultas asilvestradas para observar la actividad sexual. En total se manejaron 14

réplicas.

Los primeros dos experimentos se realizaron con el objetivo de comprobar si
habia un efecto del aroma del hospedero (naranja y/o toronja) sobre la
competitividad sexual de los machos de A. ludens. El tercer experimento se realizé
con el objetivo de comprobar si habia un efecto positivo del aroma del hospedero
(toronja) sobre la competitividad sexual de machos de A. ludens estériles puestos a
competir contra machos de la misma cepa, no expuestos al aroma del aceite esencial,
asi como contra machos fértiles de la cepa asilvestrada (expuestos y no expuestos al

aroma del aceite esencial) utilizada en los dos primeros experimentos.
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6.3. Aplicacion del tratamiento

Antes de la aplicacion del tratamiento con los aceites esenciales, se marcaron machos
experimentales y machos control por cada réplica con pinturas de agua (Vinci®,
Grupo Dixon, México) de distintos colores en el dorso del térax, alternando el color de
marcaje en cada réplica [detalles en (Aluja et al., 2001; Aluja et al., 2008)]. Para la
exposicion al tratamiento, conforme eran marcados se colocaban manualmente por
separado (experimentales y control) en el interior de un recipiente de plastico
transparente de 400 ml. Posteriormente, mediante una micropipeta (Transferpette®,
BRAND, Alemania) se aplicé el aceite esencial (Citrus and Allied Essences Ltd.®,
Nueva York) en un papel filtro de un centimetro de didmetro. En el caso de los dos
primeros experimentos se utilizaron dosis de 25 pl (con base en lo reportado por
(Shelly et al., 2004)] y para el tercero se aument6 la dosis a 50ul debido a que el
nimero de machos introducidos en el recipiente fue mayor. El papel filtro fue
colocado en el fondo del recipiente que contenia a los machos experimentales y se
tapod la boca del recipiente con una malla de nylon. La duracion del tratamiento fue
de cuatro horas (17:00-21:00) y fue realizada en un cuarto aislado del resto de la
colonia y de los individuos utilizados como control. Estos Gltimos recibieron el mismo
tipo de manipulacion fisica que los machos tratados, con la diferencia de que el papel
filtro no contenia ninguna sustancia. Al finalizar el tratamiento, ambos tipos de
macho (i.e., experimentales y controles) fueron retirados de sus recipientes y
colocados en jaulas de plexiglas con agua y alimento ad libitum. Todos los individuos
asilvestrados utilizados tenian entre 15 y 22 dias de emergidos, mientras que los
estériles tenian entre 11 y 18 dias debido a que maduran sexualmente antes que los

asilvestrados.
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6.4. Observacién de cépulas

Las observaciones de coOpulas se llevaron a cabo 24 h después de que los machos
habian sido expuestos al aroma de los aceites esenciales, dentro de una jaula
cilindrica de tres metros de altura por tres metros de didmetro [detalles en (Calkins &
Webb, 1983)] (Fig. 2). Esta jaula se encontraba dentro de un laboratorio de
simulacion ambiental bajo condiciones climaticas reguladas (27 + 2°C de
temperatura; 70 + 5% de humedad relativa). Dentro de la jaula se colocaron &rboles
de zapote, mango y guayaba sembrados en macetas distribuidas en dos circulos
concéntricos para facilitar la observacién simulando un parche de vegetacion

[detalles en (Garcia-Medel et al., 2007)].

Para la observacion de las cépulas, a las 15:00 h se liberaban dentro de la jaula
tanto los machos experimentales como los controles con el propdsito de dejar que en
este tiempo se estableciesen los leks y, posteriormente, a las 17:00 h se liberaba a las
hembras. Las observaciones se hicieron durante cuatro horas entre las 17:00 h y las
21:00 h debido a que este es el tiempo durante el cual A. ludens exhibe actividad
sexual. Para simular el crepusculo, los niveles de luz dentro del laboratorio fueron
disminuyéndose de forma manual cada media hora. Al finalizar cada cépula, los
participantes fueron extraidos mediante un vial. Se registr6 el tipo de macho
participante en la copula, asi como la duracion de la misma. Todos los individuos

fueron utilizados una sola vez.
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Figura 2. Jaula de observaciones dentro de laboratorio de simulacion ambiental.
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6.5. Analisis Estadisticos

Para determinar si en los experimentos # 1 y # 2 hubo una diferencia significativa
tanto en el numero de copulas obtenidas entre machos tratados y machos control, asi
como su duracién, los datos fueron analizados mediante una prueba de Mann-
Whitney, debido a que la distribucion de los datos no fue normal (se intento
normalizarlos pero no se pudo). Para determinar si en el experimento # 3 hubo una
diferencia significativa en el numero y duracién de las copulas obtenidas por machos
asilvestrados o estériles, tratados o no tratados, los datos fueron analizados mediante
una prueba de Kruskal-Wallis, debido a que la distribucion de los datos no fue normal
(se intentd normalizarlos pero no se pudo). Posteriormente se hizo una Prueba de
Dunn como andlisis post hoc para ver diferencias individuales entre tratamientos
(Dunn, 1964; Siegel & Castellan, 1988; Zar, 1999). Todos los datos se reportan como
mediana (rango intercuartil). Todos los analisis se hicieron con el programa de

cémputo STATISTICA (version 8.0).
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7. RESULTADOS

Experimento # 1: Machos asilvestrados de A. ludens expuestos al aroma de aceite

esencial de naranja (C. aurantium) vs. machos asilvestrados de A. ludens no
expuestos. No hubo una diferencia significativa en el nUmero de cépulas obtenidas
entre los machos tratados con aceite esencial de naranja [8.5 (8 - 10)] y los machos
control [8 (6 - 9)] (Mann-Whitney: U= 33.5, p= 0.217) (Fig. 3A). Tampoco hubo
diferencias significativas en la duracién de la copula. Mientras que los individuos
expuestos al aroma del aceite esencial copularon 53.1 (50 - 61) minutos, los
individuos control copularon 52.7 (47.2 - 61.9) minutos (Mann-Whitney: U= 46, p=
0.79) (Fig. 3B).

Experimento # 2: Machos asilvestrados de A. ludens expuestos al aroma de aceite

esencial de toronja (C. paradisi) vs. machos asilvestrados de A. ludens no
expuestos. Los machos tratados con aceite esencial de toronja obtuvieron un
numero significativamente mayor de cépulas [9 (8 - 9)] que los machos control [7 (6 -
8)] (Mann-Whitney: U= 18, p= 0.01) (Fig. 4A). Sin embargo, no hubo diferencias
significativas en la duracién de las cépulas. Los individuos expuestos al aroma del
aceite esencial copularon 52.8 (50 - 61.4) minutos, mientras que los individuos
utilizados como control copularon 57.4 (48.8 - 66) minutos (Mann-Whitney: U= 45, p=
0.73) (Fig. 4B).

Experimento # 3: Machos asilvestrados y machos estériles de A. ludens expuestos

al aroma de aceite esencial de toronja (C. paradisi) vs. machos asilvestrados y
machos estériles de A. ludens no expuestos. Hubo diferencias significativas en el
nuimero de coépulas obtenidas entre ambos tipos de machos (Kruskal-Wallis: H=
29.77, p < 0.005) (Fig. 5A). Los machos asilvestrados obtuvieron un ndmero

significativamente mayor de copulas [Expuestos y No Expuestos: 3 (2 - 4)] que los
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machos estériles [Expuestos y No Expuestos: 0.5 (0 - 1)], independientemente de si
fueron o no expuestos al aroma; sin embargo no se observaron diferencias
significativas entre los machos expuestos al tratamiento y los machos no expuestos
dentro de cada tipo de macho (Cuadro 1). Tampoco se encontraron diferencias
significativas en la duracién de la copula. Los individuos asilvestrados expuestos al
aroma del aceite esencial copularon 62.5 (49.3 - 111.5) minutos, los machos
asilvestrados control copularon 61.1 (44.3 - 76.5) minutos, los individuos estériles
expuestos copularon 72 (35 - 84) minutos y por ultimo, los machos estériles control

copularon 72 (47.5 - 116) minutos (Kruskal-Wallis: H=1.14, p= 0.76) (Fig. 5B).
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Figura 3. Numero (A) y duracién (B) de copulas obtenidas por machos asilvestrados de A.

ludens expuestos y no expuestos al aroma de aceite esencial de naranja (C. aurantium).
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Cuadro 1. Prueba de Dunn de comparaciones multiples del nimero de cépulas obtenidas por
machos de A. ludens asilvestrados e irradiados, expuestos y no expuestos al aceite esencial
de toronja (C. paradisi). Valores de p menores que 0.05 indican diferencias significativas

entre tratamientos.

Asilvestrados | Asilvestrados Estériles Estériles
Tratamiento
No Expuestos | Expuestos | No Expuestos | Expuestos
Asilvestrados %
o BT s / 1.000 <0.001 <0.001
7,
Asilvestrados 7
1.000 <0.005 <0.005
Expuestos /
7,
Estériles %
o BT s <0.001 <0.005 / 1.000
7,
Estériles V
<0.001 <0.005 1.000
Expuestos

%
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8. DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacion sugieren que el aroma de la toronja (i.e.,
aceites esenciales de ese fruto), aumentd la competitividad sexual de machos
asilvestrados de la Mosca Mexicana de la Fruta (A. ludens), aunque a diferencia de lo
observado en la Mosca del Mediterraneo (C. capitata) el efecto no es tan dréastico v,
como se explicard mas adelante, seguramente no se trata de un efecto per se como
sucede en esta Ultima especie. EI numero de cépulas obtenidas por los individuos
expuestos al aroma del aceite esencial de toronja fue significativamente mayor en
comparacion con los individuos asilvestrados no expuestos, aunque cabe sefialar que esta
diferencia no fue contundente (i.e., 56% vs. 44% de coOpulas). Aunado a lo anterior, el
efecto solo se dio en machos expuestos al aroma de este aceite esencial y no con el de
naranja, y en el caso de los primeros, sélo cuando fue en competencia directa entre
individuos asilvestrados expuestos y no expuestos (experimento #1). Cuando los machos
compitieron con congéneres irradiados, expuestos y no expuestos al aroma del aceite
esencial de toronja (experimento #3), el efecto observado en el experimento #1 se
diluy6. Por esta razén y las que se expondran a continuacién, seria pertinente realizar
mas estudios para poder afirmar de manera categorica si seria util aplicarlo o no en el
programa de la TIE dentro de la Campafia Nacional contra las Moscas de la Fruta en

México.

Para poder explicar porqué si existié un efecto con el aceite esencial de toronja y
no con el de naranja, conviene recordar que los adultos asilvestrados (machos y
hembras) utilizados en este estudio provenian de larvas desarrolladas en frutos de
toronja. Algunos estudios han sugerido que la experiencia de las larvas de insectos
fitéfagos dentro del hospedero influencia el comportamiento (e.g., alimentacion,
oviposicion) durante la etapa adulta, incrementando la preferencia por esa planta como
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hospedero. Lo anterior fue llamado “condicionamiento preimaginario” (Thorpe & Jones,
1937). Aunque esto no se ha comprobado para el comportamiento sexual, los resultados
obtenidos en este estudio sugieren que el medio de desarrollo larvario podria influir en
el desempefio sexual del adulto. Pérez-Staples et al. (2008), encontraron que la duracion
de la copula de los machos de A. ludens variaba dependiendo del medio de desarrollo
larvario y de la dieta a la que eran sometidos posteriormente cuando adultos. Asimismo,
basados en las enormes diferencias en el éxito de apareamiento de los machos de C.
capitata alimentados con distintos hospederos, se ha sugerido que el medio de
desarrollo larvario (i.e., fruto hospedero) puede afectar la composicién de la feromona
sexual del adulto (Arita & Kaneshiro, 1988). Sin embargo, aunque el condicionamiento
preimaginario puede expresarse siempre y cuando se sigan ciertas formas de
condicionamiento, la evidencia indica que la experiencia durante la etapa adulta tiene
una mayor influencia sobre los patrones de reconocimiento y uso del hospedero en los
insectos fitéfagos. Lo anterior se debe principalmente a que en los insectos
holometabolos, la reorganizacion del sistema nervioso durante la metamorfosis es tan
drastica que es bastante dificil concebir que la memoria quimio-sensorial con base en

conexiones neurales pueda subsistir en la etapa adulta (Barron, 2001).

Algunos insectos pueden ser especialmente sensibles a las experiencias tempranas
gue experimentan recién emergidos del pupario. Se ha visto que el comportamiento de
los individuos adultos, mas que por condicionamiento preimaginario, puede ser
influenciado por una “impronta” con el medio de desarrollo larvario contenido en el
pupario (Corbet, 1985). Por ejemplo, en Drosophila, trazas de la dieta larvaria en la
superficie del pupario son suficientes para inducir un cambio en las respuestas de los
adultos emergidos de ese pupario hacia ese hospedero (Barron & Corbet, 1999). Estas

trazas de dieta pueden encontrarse dentro del pupario, asi como en su superficie
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(Corbet, 1985). Aunado a lo anterior, se sabe que tanto los estimulos visuales como
quimicos del fruto hospedero son importantes en la atraccién innata y aprendida de las
moscas de la fruta hacia €l (Papaj & Prokopy, 1986; Fletcher & Prokopy, 1991;
Henneman & Papaj, 1999; Robacker & Fraser, 2005). Hembras adultas de A. ludens que
fueron expuestas a cascara de toronja y a la pulpa de la misma, desarrollaron atraccion
hacia este fruto (Robacker & Fraser, 2005). Lo anterior indicaria que las moscas no
buscan el fruto hospedero instintivamente, sino que aprenden el aroma de la fruta
durante el forrajeo y con base en ello buscan ese mismo fruto para ovipositar. Asimismo,
la exposicién a un hospedero especifico, incremento la atraccion hacia ese hospedero en
particular por sobre otros (Robacker & Fraser, 2005), lo que revela que no solamente
pueden aprender el aroma del hospedero sino que pueden distinguir entre varios aromas

después de experimentar con uno de ellos.

Todo lo anterior podria sugerir una explicacion de por qué la exposicion al aceite
esencial de toronja funcioné y el de naranja no. Si las hembras utilizadas en este trabajo
tuvieron contacto con trazas de toronja al emerger del pupario, seria légico pensar que
estaban sesgadas hacia el aroma de ese fruto, y entonces el aroma corporal de los
machos jugaria un papel importante en el éxito para obtener la cépula al aprovechar ese
“sesgo sensorial” presente en las hembras hacia el aroma de toronja. Como se
menciond, algunos de los estudios de “aromaterapia” que se han realizado, han
demostrado que la exposicién de los machos al aroma del hospedero no afecta la
atractividad de su feromona sexual en si (Shelly, 2001; Papadopoulos et al., 2006; Shelly
et al., 2007), sino que el efecto se da porque los volatiles se impregnan en el
exoesqueleto de los insectos, produciendo un aroma atractivo hacia las hembras (Shelly

et al., 2007). Esto nos indica que en A.ludens, no se da un efecto per se como sucede en
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la Mosca del Mediterrdneo (C. capitata), sino que mas bien este probablemente existio

debido al condicionamiento previo que las hembras tuvieron hacia el aroma de toronja.

Otra posible explicacién para el incremento en la competitividad sexual de los
machos expuestos al aceite esencial de toronja, es que éstos hicieran mayor numero de
“llamados” (i.e., secrecidn y deposicion de feromona en las hojas, asi como aleteos para
dispersarla) a las hembras. Si bien, lo anterior no fue medido en esta investigacion, en
estudios previos se ha visto que existe una relacion directa entre la actividad de llamado
de los machos y su éxito para conseguir una pareja (Sivinski et al., 1994; Whittier et al.,
1994; Aluja et al., 2001). Asimismo, en un estudio con C. capitata, los machos expuestos
a aceite esencial de jengibre invirtieron méas tiempo en el “llamado” a hembras que los
machos no expuestos (Shelly, 2001). Seria adecuado efectuar estudios mas detallados
para ver si la exposicion al aroma del hospedero interviene en este comportamiento en

A. ludens.

Respecto a la dilucion del efecto del aceite esencial de toronja en el experimento
#3 donde el ndmero de cépulas obtenidas entre machos asilvestrados o estériles,
expuestos y no expuestos, fue similar, puede atribuirse a la proporcion de machos por
hembra en la jaula. Mientras en el experimento # 2, la relacién macho-hembra era de
2:1, en el experimento # 3, la relacion era de 4:1. Lo anterior pudo provocar que el
comportamiento sexual de los machos se alterara, dirigiendo el cortejo hacia otros
machos al no haber tantas hembras disponibles, lo cual coincidiria con observaciones
hechas en estudios previos (Gaskin et al., 2002; Diaz-Fleischer & Aluja, 2003; Diaz-
Fleischer et al., 2009) o bien, que al haber mas machos estos compitieran en mayor
medida entre si, lo cual diluiria la ventaja que los expuestos obtuvieron sobre los no

expuestos en el experimento # 2. Lo anterior también podria explicar el nimero de
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cOpulas en promedio que se obtuvieron en el experimento # 3, que fueron menos de la

mitad de las obtenidas en los experimentos # 1y # 2.

En lo que respecta a la duracion de las cépulas, aunque no hubo diferencias entre
individuos expuestos y no expuestos al aroma de los aceites esenciales en ninguno de los
tres experimentos (lo que indicaria que este pardmetro no se ve influenciado por el
aroma de los machos), se puede observar un fenémeno interesante: mientras que en los
experimentos # 1 y # 2 la mediana de las mismas fue de alrededor 54 minutos, en el
experimento # 3, la mediana se incrementd a alrededor de 67 minutos. Aunque no era
nuestro objetivo comparar la duracion debido a la densidad de machos, es claro que esto
altimo afectd este parametro. Al haber mayor cantidad de machos en la jaula en el
experimento # 3 que en los otros dos experimentos, éstos tenderian a copular mas
tiempo ya que mediante una coOpula de mayor duracién, se evitaria la competencia

espermatica, tal y como sugiere Parker (1970).

Basados en la clara evidencia reportada en la literatura especializada (Cayol, 2000;
Toledo et al., 2004; Rull et al., 2007), es obvio que las diferencias significativas en el
nuimero de copulas obtenidas entre machos de distintos origenes (i.e., asilvestrados y
estériles) se deben a la mala calidad de estos ultimos, la cual es derivada de las
condiciones de cria masiva y la radiacion a la que son sometidos al esterilizarlos, que les
impide ser competitivos frente a los machos silvestres. A pesar de la evidencia que
existe de los efectos negativos de la cria masiva y de las altas dosis de radiacién, los
encargados de los programas de la TIE contindan produciendo y liberando grandes
cantidades de insectos obtenidos de colonias de laboratorio muy viejas e irradiandolos a
dosis altas. Existe poca informacion publicada acerca de la dosis de radiacion ideal para
A. ludens (Rhode et al., 1961; Rull et al., 2007), y no existe evidencia alguna gque

justifique utilizar 8 krads para inducir esterilidad completa en estas moscas. Por el
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contrario, esta bien documentado que los individuos esterilizados a dosis bajas tienen

mayor éxito que individuos irradiados a dosis altas para copular con hembras silvestres y

aun asi inducir a que las hembras pongan huevecillos no fertilizados (Cayol, 2000; Lux et

al., 2002).

Tomando en cuenta todo lo mencionado hasta ahora, se considera que es

indispensable atender los siguientes aspectos para futuras investigaciones:

1.

3.

Llevar a cabo estudios para determinar si la competitividad sexual de machos
las moscas de la fruta se incrementa debido a que el hospedero en el cual se
desarrollaron como larvas los estimula para liberar su feromona a una tasa
mayor a la comun, si su feromona es mas atractiva en presencia del aroma del
mismo, o bien, si este aroma es utilizado por los machos como forma de atraer
hembras al adherirse las moléculas de los aceites esenciales en su cuticula y

difuminarse de manera gradual a lo largo del tiempo.

Realizar estudios exponiendo también a las hembras de A. ludens a los aceites
esenciales. Como se menciond, el efecto observado en el caso del aceite
esencial de toronja pudo deberse a la experiencia de las hembras con el aroma
de este fruto al emerger del pupario. Si se expone tanto a las hembras como a
los machos al aroma del aceite esencial y se obtiene que hay mayor cantidad
de cdépulas con los machos expuestos, se podria comprobar que en los adultos
de A. ludens la experiencia previa de las hembras con el aroma del hospedero,
asi como juega un papel importante para reconocer al mismo, también lo

haria para reconocer una potencial pareja.

Asimismo, seria ideal que los agentes encargados de dirigir los programas de
control de A. ludens que involucran la TIE, modificaran la dosis de radiacion a

la que son sometidos los individuos para esterilizarlos, asi como mejorar las
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condiciones en las que son criados, ya que como se constatd en esta
investigacion, la competitividad sexual de estos Gltimos al enfrentarse contra
individuos asilvestrados, fue muy inferior. Esta situacién seguramente se
exacerbara bajo condiciones 100% naturales, lo cual amerita, al menos en mi

opinion, un analisis a fondo sobre el tema.
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9. CONCLUSIONES

Aunque en esta investigacion se observo un efecto positivo sobre la competitividad
sexual de los machos asilvestrados de A. ludens expuestos al aroma del aceite esencial
de toronja, dicho efecto puede ser un tanto “engafioso”. El efecto pudo haber sido
resultado de que las hembras tuvieron experiencia con el aroma de la toronja al emerger
del pupario, es decir, pudo ser causado por un condicionamiento previo de éstas, mas
que por un efecto per se como se ha visto que ocurre en la Mosca del Mediterraneo C.
capitata cuando los adultos son expuestos al aceite esencial de raiz de jengibre (Shelly

et al., 2002; Shelly et al., 2004; Shelly et al., 2007).

Asimismo, se encontré que el efecto del aceite esencial de toronja sobre la
competitividad sexual de los machos en los individuos asilvestrados se diluyé al
introducir machos estériles en el ensayo y que éstos tampoco se vieron favorecidos por
el tratamiento. Esto sugiere que el efecto tampoco es tan contundente y que al haber
diferentes proporciones macho: hembra, como podria ocurrir en el campo, no seria
pertinente aplicarlo como complemento de la TIE dentro de la Campafia Nacional contra

las Moscas de la Fruta.

Aunado a lo anterior, en este trabajo, se observo que la diferencia entre el niUmero
de copulas obtenidas por machos de distintos origenes (i.e., asilvestrados y estériles) fue
altamente significativa a favor de los asilvestrados, lo cual coincide con lo reportado
previamente en la literatura. Ello indica que es necesario que se tomen medidas
urgentes para mejorar las condiciones en que son criados masivamente los machos
estériles, lo que incluye reducir la dosis de irradiacion con la que son esterilizados, ya

gue su competitividad sexual esta muy por debajo de la de los machos asilvestrados.

42



Por Gltimo, se sugiere que es necesario también, realizar més ensayos de
comportamiento sexual involucrando la exposicién al hospedero, al considerar que dicho
factor es critico para comprender mejor los mecanismos por los cuéles ocurre la
atraccion de pareja en los insectos fitéfagos, como lo son las moscas de la fruta

(Tephritidae).
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