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Capitulo 1
INTRODUCCION GENERAL

11. La mosca mediterrdnea de la fruta, Ceratitis capitata

1.11. Clasificacion taxondmica e importancia de los tefritidos plaga

El orden Diptera constituye uno de los grupos de insectos mas diversos en
todo el planeta y posiblemente uno de los mas ubicuos; se les encuentra en casi
todos los habitats terrestres y de agua dulce, y algunos incluso hacen incursiones
en el entorno marino el cual se encuentra casi libre de insectos (Marshall, 2012)
(Figura C1.01). En este orden se incluyen algunas especies de importancia en la
salud humana y animal al tratarse de vectores de enfermedades graves como
la malaria, el dengue o la fiebre amarilla, que pueden causar la muerte de miles
de personas al ano (Bellekom y col., 2021). Pero al mismo también pertenecen
muchas especies, miles de ellas, beneficiosas; especies que contribuyen a la
polinizacion, al control bioldgico de plagas o a la descomposicion de la materia
organica (Marshall, 2012). Aunque su habito mas generalizado es el saprofitico,
entre los dipteros encontramos especies fitofagas que pueden alimentarse de
una gran variedad de tejidos vegetales (frutos, tallos, hojas y raices), y entre
ellas hay algunas consideradas como plagas cuarentenarias y/o de gran impacto

economico a nivel mundial (White y Elson-Harris, 1992).

Dentro del orden Diptera, la familia Tephritidae, con 492 géneros y alrededor
de 4.716 especies, se encuentra entre las familias mas grandes del orden y posee
una amplia distribucion mundial (region Oriental, Afrotropical, Australiana,
Paleartica, Neartica y Neotropical), aunque la mayor parte de sus especies

estan registradas en las regiones tropicales y subtropicales (Pape y col., 2011).
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Figura C1.01 | Diversidad evolutiva del orden Diptera obtenido de Marshall (2012).

En la familia Tephritidae se reconocen 5 subfamilias mayormente fitéfagas:
Phytalmyiinae, Blepharoneurinae, Tephritinae, Trypetinae y Dacinae, estando en
las dos ultimas subfamilias las especies de mayor interés econdémico; se las conoce
como moscas de la fruta porque sus larvas se desarrollan en el interior de frutos
blandos, tanto silvestres como cultivados, y en casi todas las areas fruticolas del
mundo se encuentra alguna especie considerada plaga (White y Elson-Harris, 1992).
Hay otras familias de dipteros (Drosophilidae, Lonchaeidae, Muscidae o Neriidae),
asociadas también a los frutos y materia en descomposicion, pero a diferencia de
los Tephritidae, se considera que producen en la mayoria de los casos, invasiones

secundarias en frutos ya previamente danados (White y Elson-Harris, 1992).

Los tefritidos, y particularmente los de la subfamilia Dacinae, ala que pertenece
Ceratitis capitata Wiedemann (Figura C1.02) es uno de los grupos de insectos mas
dificiles de estudiar taxonémicamente debido principalmente a la dificultad de
encontrar caracteres taxonomicos solidos, lo cual ha dado lugar a muchas sinonimias,

homonimias e identificaciones incorrectas (Drew, 1989). Un claro ejemplo de ello es
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la especie Bactrocera dorsalis Hendel, cuya complicada historia taxonémica ha dado
lugar a la descripcion del complejo “Mosca de la fruta Oriental” en la cual después
de diversos andlisis, varias especies (B. papayae Drew y Hancock, B. invadens Drew,
Tsuray White y B. philippinensis Drew y Hancock) se han establecido como variantes
de B. dorsalis (Naeole y Haymer, 2003; Mahmood, 2004).

Orden

Diptera
Suborden
Brachycera

Subgrupo
Cyclorrhapha

Subseccién
Acalyptratae

) . Familia
Ceratitis capitata Tephritidae
(Wiedemann, 1824) Subfamilia
Dacinae

Figura C1.02 | Clasificacion taxonomica actual de Ceratitis capitata. Sinonimias: Ceratitis
citriperda Macleay, Ceratitis hispanica De Bréme, Pardalaspis asparagi Bezzi, Tephritis
capitata Wiedemann. Nombre comun en castellano “mosca de la fruta del mediterraneo” y
“mediterranean fruit fly” o “medIfy” en paises de habla angloamericana.

Los géneros de Tephritidae donde se hallan las especies con mayor riesgo de
constituir plaga son Anastrepha (Schiner), Bactrocera (Macquart), Dacus (Fabricius),
Ceratitis (MacLeay) y Rhagoletis (Loew) (White y Elson-Harris, 1992; Malacriday col.,
2007; De Meyer y col., 2008) (Figura C1.03). Varias de sus especies generan grandes
pérdidas econdmicas en sus regiones biogeograficas de origen, tanto por los dafios
directos que causan sobre los frutos y que dificultan su comercializacion local, como
por las pérdidas potenciales en los mercados de exportacion, al ser consideradas
especies cuarentenarias y estar sometidas a estrictas regulaciones en las zonas
catalogadas como libres de ellas, ya que uno de los mayores riesgos de introduccion
de la especie en estas zonas es mediante la importacion de frutos que contengan

larvas vivas en su interior (White y Elson-Harris, 1992; Aluja y Mangan, 2008).

En algunos paises se estiman pérdidas de cosecha ocasionadas por los

tefritidos de entre el 17 y el 90%, con los valores mas altos asociados a zonas donde
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1.1 Dacus /Zeugodacus

Figura C1.03 | Distribucion global de los géneros Dacus/Zeugodacus, Rhagoletis, Bactrocera,
Ceratitis y Anastrepha. Obtenido de Bragard y col. (2020).



no se implementan practicas de control efectivas (Vayssieres y col., 2009; De Meyer
y Ekesi, 2016). Sin embargo, no es facil encontrar referencias donde se cifre su
impacto econdmico real, incluyendo los dafios directos sobre los frutos, los costes
de las campanas de control, los tratamientos cuarentenarios y/o las pérdidas por
bloqueos en la exportacion. En el continente africano se estimaron estas pérdidas en
aproximadamente 2 billones de dodlares (USD) anuales (Ekesi y col., 2016). En Espaia,
debido a restricciones fitosanitarias contra C. capitata, se produjeron bloqueos
en exportaciones que generaron pérdidas cifradas en unos 300 millones de euros
(Castanera, 2003). En Brasil, también por C. capitata, se cifraron pérdidas econdémicas
de 243 millones de dolares (USD) al aho (Oliveira y col., 2013), y en la Reputblica
Dominicana por detecciones de esta especie en 2015 se generaron pérdidas de 40
millones de dolares (USD) por restricciones en la exportacion (Zavala-Lopez y col.
2021). En la region euro-mediterranea, la organizacion intergubernamental para la
proteccion vegetal EPPO (European and Mediterranean Plant Protection Organism)
recoge entre sus recomendaciones dos listas de especies que deberian ser reguladas
como plagas cuarentenarias para evitar su introduccion y/o expansion. En ellas
se incluyen actualmente 23 especies de teftritidos en la lista EPPO Al (especies no

presentes en la region) y 4 en la lista EPPO A2 (localmente presentes) (EPPO, 2023).

En la region europea se registra actualmente la presencia de
aproximadamente 260 especies de tefritidos (Informacion complementaria. Tabla
S1) de las cuales se ha citado una tercera parte de estas en Espafa (de Jong y col.,
2014; GBIF.org 2024). En el ambito agronémico espaiiol destacan por su afeccion
a los cultivos, los tefritidos: Bactrocera oleae Rossi (mosca del olivo), C. capitata
(mosca de la fruta del mediterraneo), Rhagoletis cerasi Linnaeus (mosca de la
cereza) y Rhagoletis completa Cresson (mosca del nogal), siendo las dos primeras

las mas relevantes en términos econdmicos (Navarro-Llopis y col., 2011).

Las especies de tefritidos “no europeos” cuyas detecciones se han registrado
recientemente en puntos de inspeccion fronterizos o lugares aislados son motivo

de especial preocupacion especialmente en la Comunidad Europea (Bragard y col.,
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2020). La importancia de estas plagas potenciales radica en su gran capacidad de
adaptacion a diferentes condiciones ambientales y al dafio que pueden causar en
un amplio rango de frutos. De las especies interceptadas, en Espania se incluyen en
el Plan Nacional de Contingencia de Tefritidos “no europeos™ Anastrepha ludens
(Loew), Bactrocera cucurbitae (Coquillett), Bactrocera dorsalis, Bactrocera latifrons
(Hendel), Bactrocera zonata (Saunders), Ceratitis rosa (Karsh), Dacus ciliatus
(Loew), Dacus frontalis (Becker), Dacus vertebratus (Bezzi) y Rhagoletis pomonella
(Walsh), especies para las cuales se establece un plan de vigilancia fitosanitario
(Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentacion, MAPA, 2020)(Figura C1.04). En una
publicacion reciente en la que se evalta el riesgo de especies exéticas invasoras
no establecidas en Espafa pero que podrian llegar a establecerse y causar un gran
impacto ecologico, se listan 47 especies con un riesgo muy alto, entre las cuales
se identifican 7 especies de insectos, una de ellas el tefritido Rhagoletis cingulata

(Loew) (Cano-Barbacil y col., 2023).

Figura C1.04 | Bactrocera dorsalis (izquierda) y Ceratitis rosa (derecha) (Diptera: Tephritidae).
Obtenidas en Fruit Fly Identification Australia (Plant Health Australia, 2023).
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11.2. Morfologia, bioclogia y ecologia

Ceratitis capitata, al igual que los otros miembros del orden Diptera, es un
insecto holometabolo, es decir que presenta una metamorfosis completa y pasa
durante su ciclo de vida por cuatro estados de desarrollo (huevo, larva, pupa y

adulto) (Figura C1.05).

Figura C1.05 | Etapas de desarrollo de Ceratitis capitata: (a) hembra adulta, (b) macho adulto,
(c) huevo, (d) larva de tercer estadio y (e) pupa. La barra de escala representa 1 mm en todas
las imagenes, excepto en (c), en la que corresponde a un cuarto de mm (Crédito: P. Giannotti.
Obtenida de Giuntiy col., 2023).

El huevo de 1 mm de largo es muy fino y curvado, de color blanco brillante

y liso, con una region micropilar claramente tubular.

La larva es elongada y puntiaguda en el extremo de la cabeza; en su primer
estadio larvario (L)) tiene una longitud aproximada de 1 mm y es mayoritariamente
transparente; la del segundo estadio (L,) tiene el cuerpo parcialmente transparente

con tonalidades amarillentas o anaranjadas por la presencia de alimento en el

9
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tubo digestivo. El gancho del aparato bucal muestra dos dientes patentes. La larva
del tercer y tltimo estadio (L,), presenta el cuerpo completamente blanco opaco,
aunque puede adquirir otra tonalidad segun la fruta ingerida; en su desarrollo
completo puede tener una longitud entre 6,8 y 8,2 dependiendo de su dieta y
solo muestra el diente exterior del gancho. La identificacion de los estadios
inmaduros de las moscas de la fruta es extremadamente compleja; se considera
que mediante ciertas caracteristicas morfologicas pueden ser identificadas con
certeza larvas maduras (tercer estadio) hasta nivel de genéro, y en algunos pocos
casos hasta nivel de especie en los géneros Anasthrepha, Bactrocera, Ceratitis,
Dacus y Ragholetis (Steck y col., 1990; White y Elson-Harris, 1992; Steck y Ekesi,
2015; Hernandez-Ortiz y col., 2020; Carroll y col., 2024). Debido a dicha dificultad,
se recomienda el uso de técnicas moleculares para identificar especies a partir

de larvas, dejando las técnicas morfologicas para identificar adultos (EPPO, 2011).

La pupa inmovil, permanece durante su desarrollo en el interior de una
cobertura en forma barril segmentado llamada pupario; esta cobertura cilindrica
la forma el insecto a partir de la piel endurecida e inflada del tercer estadio
larvario, tiene entre 4,0-4,3 mm de longitud y es de color marrén rojizo que va

oscureciendo con la edad.

El adulto tiene una longitud entre 3,5-5,0 mm. Los ojos son morados
rojizos con iridiscencia y presentan sedas ocelares. El macho tiene un par de
sedas modificadas al lado del margen interno de los ojos cuyo extremo final
se ensancha en forma de rombo. Las alas son amplias y hialinas con bandas
amarillas y marrones bien extendidas, y en la parte basal presenta un patron
de vetas y manchas tipicas de su género, y sedas dorsocentrales ligeramente
posteriores a la supra-alar anterior. El postpronoto (humerus) es blanco, con una
mancha negra distintiva. El mesonoto, con una base de color negro, presenta un
patron de microtiquios plateados con manchas negras y blancas suturales, y una
banda prescutelar blanca. El escutelo es blanco-amarillento en la base y en el

apice con tres machas negras brillantes que se fusionan. El abdomen es oval,



amarillo, con bandas plateadas en los margenes posteriores del tergum 2 y 4,
y finas cerdas negras diseminadas por la superficie dorsal. El ovipositor de la

hembra extendido es de 1,2 mm de longitud (Weems, 1981).

Su ciclo de vida empieza cuando las hembras perforan con su ovipositor
la piel de los frutos y depositan los huevos a una profundidad entre 1y 4 mm
(Bodenheimer, 1951). En cada puesta pueden llegar a depositar hasta 8-14 huevos
(Ruiz-Castro, 1945; Weems, 1981; McDonald y McInnis, 1985); a veces las hembras
aprovechan roturas ya producidas en la piel por la madurez del fruto o bien
algtn orificio de oviposicion producido por otra hembra para depositar alli
mismo sus huevos, llegandose a encontrar grupos de 75 6 mas huevos (Weems,
1981). Durante todo su periodo reproductivo puede llegar a poner entre 300 y

800 huevos si las condiciones son favorables (Weems, 1981; Aluja y Liedo, 1993).

Cuandoloshuevos eclosionan, las pequenaslarvas penetran hacia el interior
del fruto alimentandose de la pulpa y generando galerias que son utilizadas por

varias de ellas, que suelen permanecer juntas hasta su completo desarrollo.

Al completar las larvas su tercer estadio, estas abandonan el fruto para
enterrarse en los primeros centimetros del suelo y pupar (Jackson y col., 1998;
Ali-Ahmed D. y col.,, 2007). El estadio de pupa se inicia cuando la exuvia de la
ultima muda se endurece; se convierte en una cubierta protectora en el interior
de la cual se desarrollan profundas transformaciones que culminan con la

consecucion de la fase de adulto.

El adulto, con la ayuda de una estructura en forma de globo situada en la parte
frontal de la cabeza llamada ptilinum, rompe la cubierta transversalmente por una
sutura circular situada en el extremo antero-distal y emerge del pupario. Con la
ayuda del ptilinum y mediante la contraccion y elongacion de su cuerpo, consigue
salir a la superficie del suelo al cabo de varios minutos. Los adultos se alimentan

de carbohidratos y proteinas que adquieren de sustancias muy diversas como
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jugos de frutas en descomposicion, néctar (florales y extraflorales), savia, melazas,
excrementos de aves, insectos en descomposicion o sustratos bacterianos presentes
en las plantas (Christenson y Foote, 1960; Bateman, 1972; Drew y col., 1983; Hendrichs
y col., 1991; Vijaysegaran y col., 1997) (Figura C1.06). Una vez alcanzan la madurez

sexual se inicia el periodo de copula y se cierra el ciclo con la puesta de huevos.

Figura C1.06 | Adulto de Ceratitis capitata alimentandose de gotas de melaza en una hoja de
naranjo.

El tiempo requerido para completar el ciclo de vida puede variar
en funcion de las condiciones ambientales (temperatura principalmente)
y el tipo de hospedero o alimento. En condiciones de laboratorio a 25°C,
la duracion aproximada de los estados de huevo, larva y pupa es de 2, 8 y 12
dias, respectivamente, siendo dicha duracion inversamente proporcional a la
temperatura (Tabla C1.01) (Bodenheimer, 1951). El desarrollo de las larvas cesa por

debajo de los 5°C y el de las pupas por debajo de los 13°C (Shoukry y Hafez, 1979).

Muchas larvas mueren antes de completar su desarrollo, se ha llegado incluso
aregistrar en ocasiones una mortalidad larvaria de entre el 95y 100% (Bodenheimer,
1951; Garrido y Ventura, 1993). Esta elevada mortalidad se ha asociado a frutos

maduros muy jugosos (Weems, 1981), a los aceites esenciales con los que entran
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Tabla C1.01 | Efecto de la temperatura sobre el desarrollo de los estadios inmaduros en
Ceratitis capitata para el rango de temperaturas de 12 a 35°C. Duracion expresada en dias
(Bodenheimer, 1951).

Temperatura (°C) Huevo Larva Pupa Total
35 1,0 4,7 7,2 12,9
30 1,2 58 9,0 16,0
25 1,7 7,7 11,9 214
20 2,6 1,5 17,7 31,8
15 4.4 2277 34,3 514
12 9,7 53,6 79,1 142,4

en contacto, a la resistencia mecanica que puede ofrecer la corteza del fruto y a
la exudacion de gomas que pueden asfixiar a las larvas (Moner y col., 1988). En los
frutos citricos como limones o pomelos se ha observado que la mortalidad larvaria
aumenta notablemente y las larvas sufren un retraso en su desarrollo, efectos que
se atribuyen a su acidez y a la presencia de los aceites esenciales en la corteza
(Bodenheimer, 1951; Spitler y col., 1984; Laborda y col., 1990).

La longevidad de los adultos difiere entre sexos y depende principalmente
de la temperatura, la nutricion y su actividad reproductiva (Christenson y Foote,
1960). En condiciones de laboratorio y con dieta artificial, se ha observado que los
machos pueden vivir un promedio de 36 dias a 25°C, mientras que las hembras, a
la misma temperatura, lo hacen 31 dias de promedio, aunque si se crian sin machos
puede alcanzar los 67 dias (Shoukry y Hafez, 1979). El periodo de preoviposicion
en las hembras puede variar de 5 dias a 12 cuando se reduce la temperatura de
25 a 20°C (Bodenheimer, 1951), y no realizan la puesta a temperaturas inferiores
a los 16°C, excepto cuando se exponen a la luz del sol durante varias horas

(Bodenheimer, 1951; Gomez-Clemente y Planes, 1952; Weems, 1981).

En campo, el nimero de generaciones que esta especie puede completar
durante un afio varia en funcién de los factores climaticos y de la presencia de

cultivos que le proporcionen frutos hospederos. En Espaifia, y teniendo en cuenta

13
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sus requerimientos térmicos, en las zonas con temperaturas minimas invernales
por encima de 0° C puede completar de cinco a ocho generaciones al ano; el
numero de generaciones se reduce a tres o cuatro en zonas de clima templado,
con inviernos mas frios y sin frutos disponibles desde otofio a primavera (Moner

y col., 1988; Garcia Mari y col., 2002).

En la costa mediterranea espanola, concretamente en las zonas de cultivo de
la Comunidad Valenciana y Region de Murcia, las condiciones de temperatura suave
junto con la disponibilidad de fruta madura escalonada hacen que la secuencia
biologica de C. capitata muestre un solapamiento entre generaciones (multivoltina)
que da lugar a una presencia continua de adultos durante practicamente todo el
ano (Goémez-Clemente y Planes, 1952; Garcia Mari y col., 2002; Navarro y col., 2008).
En las areas citricolas valencianas se encuentran hembras en todos los estados de
desarrollo alolargo de todo el ano, manteniéndose incluso una poblacion invernante,
y la pauta general en su distribucion estacional se caracteriza por un incremento
poblacional en junio y un maximo en julio (Navarro y col.,, 2008; Martinez-Ferrer y
col.,2010). Aunque C. capitata no tiene preferencia por los citricos, éstos contribuyen
a mantener la poblacion en invierno, sobretodo aquellas variedades extratempranas
de citricos (Clausellina, Oroval, Clemenpons, Okitsu, etc.) cuya recogida concatena

con el final de las frutas de verano (Figura C1.07).

11.3. Sintomas y naturaleza de los dafos en frutos

Los dafios que C. capitata puede ocasionar en los frutos se producen
primero con la picadura de puesta de las hembras, a lo que después se anade el

efecto de las larvas al alimentarse de la pulpa del fruto.

La hembra para realizar la puesta atraviesa con su ovipositor la corteza y
en ese momento produce pequenas roturas en la superficie del fruto; tras estas
punciones se queda una herida sobre la superficie del fruto que segun el tipo de
corteza y del grosor o resistencia de la misma, puede desencadenar en una reaccion

necrotica a su alrededor con el consecuente cambio de color que hace que pierda
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Figura C1.07 | Secuencia biologica tipica de Ceratitis capitata sobre diferentes frutos
hospedantes en la Comunidad Valenciana. Las generaciones anuales pueden variar segun
las condiciones climaticas concretas de cada ano y zona. Elaborado a partir de los datos de
Gomez-Clemente y Planes (1952).

valor comercial. En algunas frutas con un contenido muy alto de aztcar (por ejemplo,
Prunus persica (L.) Batsch) exudan globulos de aztcar que generalmente son visibles

alrededor de la puncion de la oviposicion (White y Elson-Harris, 1992) (Figura C1.08).

Con la eclosion de las larvas, éstas empiezan a alimentarse produciendo
galerias en el interior de los frutos, una actividad que da lugar a reacciones
que favorecen los procesos de oxidacion, lo cual provoca la maduracion
prematura del fruto y su caida del arbol. Estas galerias, junto con las punciones
de puesta realizados por la hembra y los orificios de salida de la larva de tercer
estadio, actian también de entrada de patoégenos secundarios como bacterias
u hongos, que aceleran la descomposicion del fruto, ocasionando al final su
desvalorizacion o pérdida comercial total. (Back y Pemberton, 1915; Cayol y
col., 1994; Vayssieres y col., 2009).

15
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Figura C1.08 | Fruto con dafos por ataque de C. capitata en mandarina (izquierda) y melocotdn
(derecha). En el fruto de melocoton se observa los exudados de azUcar consecuencia de las
picaduras de oviposicion y un orificio de salida con una larva L, abandonando el fruto para
pupar en el suelo.

Estos dafios pueden expresarse en campo o también durante el transporte
y la distribucion comercial. En la Comunidad Valenciana se estima que puede
potencialmente dafar a mas de un millén de toneladas de citricos y otras frutas

en esta region (Play col., 2021).

11.4. Distribucion geogréfica y capacidad invasiva

Ceratitis capitata es una especie originaria del Africa subsahariana, aunque su
procedencia geografica exacta atin sigue en debate. Algunos analisis filogenéticos, de
presencia de hospederos y parasitoides, asi como de abundancia y distribucion tanto
de la especie en cuestion como de sus congéneres, indican que probablemente sea de

las regiones africanas del este o sur (De Meyer y col., 2002; Deschepper y col., 2021).

Desde su region de origen, se extendid, por practicamente todo el
continente africano, hasta llegar al area Mediterranea. En 1842 se registra su
presencia por primera vez en Espafa y posteriormente se empieza a detectar
por otros paises de la cuenca mediterranea (Fimiani, 1989); actualmente se

encuentra por muchas regiones tropicales, subtropicales y templadas de los
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dos hemisferios (entre los paralelos 48 Norte y 45 Sur), y amenaza con invadir o
reinvadir nuevas areas (CABI, 2020) (Figura C1.09).

Pager.

CABI, 2024. Ceratitis capitata. In: CABI Compendium. Wallingford, UK: CAB
International.

Figura C1.09 | Distribucion mundial de Ceratitis capitata. Obtenido en CABI Compendium
(CABI, 2020).

Ceratitis capitata esta incluida en la lista A2 EPPO (European and
Mediterranean Plant Protection Organism), que corresponde a especies que
estan localmente presentes en la regiéon euromediterranea pero se recomienda
que deben ser reguladas como plagas cuarentenarias. A nivel mundial
también esta catalogada por otros organismos como especie de importancia
cuarentenaria (APPPC-Asia and Pacific Plant Protection Commission, EAEU-
Eurasian Economic Union, OIRSA-Organismo Internacional Regional de Sanidad
Agropecuaria, PPPO-Pacific Plant Protection Organization), especialmente para
Japon y Estados Unidos, ya que ha alcanzado todas las masas de tierra tropicales
y templadas con la excepcion de Asia. Su presencia en Hawai y en algunos
paises del Centro y Sur de América, asi como algunas incursiones en ciertas

zonas del Norte de América (California y Florida) sujetas a estrictas medidas de
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erradicacion (EPPO, 2011), ha contribuido a su alto perfil internacional como
plaga cuarentenaria, provocando fuertes limitaciones de comercializacion de

frutas a regiones calidas o templadas donde atn no est4 establecida.

Su potencial colonizador ha sido analizado a través de datos genéticos y
biologicos, y son varios los factores a los cuales de atribuye su alta capacidad
invasiva (Malacrida y col., 2007). Entre los tefritidos, es el que muestra una mayor
polifagia conocida: su rango de hospederos varia de una region a otra segin las
frutas disponibles, y se ha confirmado su presencia en condiciones naturales en 419
taxones de plantas pertenecientes a 175 géneros, a su vez integrados en 68 familias
diferentes (Liquido 2020). Entre sus hospederos hay especies cultivadas y silvestres;
en la region euromediterranea los hospederos principales son Malus pumila Mill,,
Prunus sp.L., Eriobotrya japénica (Thunb) Lindl., Pyrus communis L.(Rosaceae), Citrus
sp. L. (Rutaceae), Ficus carica L. (Moraceae), Mangifera indica L. (Anacardiaceae),
Actinidia deliciosa Chev. (Actinidiaceae) y Persea americana Mill. (Lauraceae) (OEPP/
EPPO, 2011), pero no hay que olvidar en ciertas areas la gran importancia de los

hospederos silvestres como reservorios de poblaciones de C. capitata (CABI, 2020).

Presenta una amplia plasticidad ambiental lo cual hace que encontremos
poblaciones en diferentes regiones bioclimaticas; se desarrolla en clima tropical
de sabana (As y Aw), en semiarido (BS) y templado (Cf, Cs y Cw), y también admite
el clima tropical monzoénico (Aw) y el desértico (BW) (CABI, 2020). Su tolerancia
térmica se ha demostrado tanto condiciones de laboratorio (Nyamukondiwa y
col., 2010; Weldon y col., 2011, 2018) como de campo (Nyamukondiwa y col., 2013).
Dicho rango de temperaturas explicaria su éxito en la colonizaciéon de zonas
de clima templado, asi como su capacidad para adaptarse a pasar el invierno
como larva dentro del fruto o como pupa en el suelo, y reinvadir territorios
tan pronto como las condiciones ambientales se vuelven mas favorables (Carey,
1991; Malacrida y col., 1992; Papadopoulos y col., 1996; Israely y col., 1997; De
Meyer y col., 2002; Penarrubia-Maria y col., 2012). Su éxito biologico se apoya

por numerosas adaptaciones morfologicas, fisiologicas y de comportamiento



que involucran cada etapa de su ciclo de vida, desde los huevos hasta los adultos,
y que le han permitido prosperar en diversas condiciones climaticas y habitats

tanto naturales como cultivados (Yuval y Hendrichs, 2000).

Es importante considerar también el impacto del comercio global y
los efectos del cambio climatico en la variabilidad de la distribucion de las
poblaciones de C. capitata de una temporada a otra. Un ejemplo de esto son las
detecciones ocasionales en Alemania y Ucrania, lo que lleva a que estas regiones
estén sujetas a campanas de erradicacion, a pesar de que C. capitata no logra
sobrevivir alli durante el invierno (EPPO, 2021). Se estan utilizando modelos
bioclimaticos predictivos para evaluar las areas que podrian ser potencialmente
invadidas por este tefritido (Veray col., 2002a; De Meyery col., 2008; Gilioliy col.,
2021) con el objetivo de establecer mapas de riesgo de invasion, especialmente,

en aquellas zonas libres de esta plaga.

En Espana se distribuye por todo el territorio peninsular, las islas Baleares
y las Canarias (Ros Amador, 1988; EPPO, 2016), aunque su presencia es mas
abundante por toda la costa este y sur de la peninsula, gracias ala presencia de
amplias zonas cultivadas con gran variedad de citricos: naranjos dulces (Citrus
sinensis L.) clementinos (C. reticulata Blanco) y satsumas (C. unshiu Marc.), en
coexistencia con otros frutales: albaricoqueros (Prunus armeniaca L.), caquis
(Diospyros kaki), ciruelos (Prunus domestica L.), higueras (Ficus carica L.),
azufaifos (Ziziphus jujuba Mill.), melocotoneros (Prunus pérsica L.) y nisperos
(Eriobotrya japonica Thumb.). Esta alta disponibilidad de hospederos junto con
las condiciones climaticas favorables (inviernos suaves) hacen posible encontrar

adultos de C. capitata durante todo el ano (Martinez-Ferrer y col., 2010).

1.2. Estrategias de gestion en campo contra Ceratitis capitata

Actualmente la mayor parte de los planes de gestion de tefritidos a nivel
mundial se desarrollan bajo el concepto de manejo integrado de plagas en grandes

areas (AW-IPM, del inglés Area wide Integrated Pest Managment). Este concepto
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apunta a la gestion efectiva de la poblacion de una determinada plaga mediante
la integracion de diversas tecnologias y herramientas de control (genéticas,
biologicas, etc.) cuya implementacion va enfocada a gran escala. La intervencion
en grandes areas busca evitar la fragmentacion en la gestion de las poblaciones,
algo coman en el control convencional de plagas, que tiende a realizarse de
manera localizada, campo por campo, sin considerar el movimiento de insectos. Al
coordinar esfuerzos en areas mas grandes, que abarquen no solo terrenos agricolas
sino también areas naturales con presencia de la plaga, se logra un control mas
efectivo en todo el territorio, se reducen las acciones de control necesarias y se

previenen reinfestaciones desde los alrededores de las zonas agricolas.

El AW-IPM adopta una estrategia preventiva en lugar de reactiva; por
ejemplo, seleccionando el momento en que las poblaciones de plagas son
mas vulnerables, lo que requiere a largo plazo menos insumos y resulta en
una gestion de plagas mas rentable y sostenible. Estos programas de AW-IPM
requieren la participacion coordinada de todos los sectores implicados en la
cadena de produccion, asi como la financiacion del sector publico ya que su
implementacion tiene efectos no solo en el ambito econémico y medioambiental,

sino también social (Dyck y col., 2021; Hendrichs y col., 2021a).

Sonmuchoslos paisesanivel mundial que presentan programas de erradicacion
o gestion integrada contra C. capitata. Un ejemplo reciente es el de la Republica
Dominicana donde oficialmente en 2015 se detect6 su presencia y tras implantar
un programa AW-IPM, en 2017 consiguié con éxito su erradicacion (Zavala-Lopez
y col,, 2021). En Espana, por el Real Decreto 461/2004, de 18 de marzo, por el que se
establece el Programa nacional de control de la mosca mediterranea de la fruta, se
califica de utilidad puablica la prevencion y lucha contra este tefritido, y desde 2004
se establece un programa nacional de control en el cual se contemplan un conjunto
de posibles medidas fitosanitarias con el objetico de reducir las poblaciones a niveles
que causen menos danos; programa que es obligada aplicacion en las comunidades

autonomas en las cuales se ha declarado la existencia de la plaga.



En la Comunidad Valenciana, aunque ya se citaba con anterioridad
la presencia de C. capitata en el ambito cientifico-académico, en 2004 se
establecen las medidas obligatorias para la lucha contra esta plaga, medidas
que son recogidas en un plan anual de actuacion (Orden, de 5 de julio de 2004,
de la Conselleria de Agricultura, Pesca y Alimentacion, por la que se establece el
plan valenciano de actuacion contra la mosca de las frutas publicado en el Diario
Oficial de la Generalitat Valenciana nam. 18396 de 09.07.2004). Actualmente,
la Conselleria de Agricultura, Pesca y Alimentacion, incorpora en su campana
anual de lucha contra C. capitata (Generalitat Valenciana, 2024) las siguientes

actuaciones:

i.  El seguimiento de poblaciones en campo mediante la instalacion de una
red de trampas de monitoreo.

ii. La aplicacion de tratamientos quimicos terrestres y aéreos en focos de
forma colectiva

iii. El trampeo masivo y el control de hospedantes aislados de C. capitata en
areas estratégicas

iv. Elreparto de fitosanitarios y la informacion al sector sobre el estado de la
plaga sobre el territorio.

v. La aplicacion de la técnica del insecto estéril (TIE) en areas citricolas, lo
cual conlleva la cria en masa, esterilizacion, manipulacién y liberacion de

machos estériles de la cepa de sexado genético (GSS) de C. capitata.

1.2.1. Seguimiento de poblaciones

El seguimiento de poblaciones se realiza a través de una red de
monitorizacion constituida por trampas (mosqueros) distribuidas por aquellas
zonas fruticolas donde se quiere obtener informacion del estado de las
poblaciones silvestres. Existen en el mercado muchos tipos de mosqueros,
con disenos muy diversos en cuanto a color, forma o material; también hay
disponibles diferentes atrayentes y difusores que se emplean conjuntamente no
solo para el seguimiento de poblaciones sino también en el método de control

de trampeo masivo.
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La red de monitorizacion gestionada por la Generalitat Valenciana para
C. capitata consiste en 1000 mosqueros tipo Nadel, cebados con un atrayente
sexual de machos (Trimedlure), y 200 tipo Tephri, con un atrayente alimenticio
amonico, que atrae en mayor medida a las hembras, y un insecticida (Tabla
(1.02). La trampa Tephri es una modificacion de la trampa McPhail con la base
de embudo invertido y cuatro orificios laterales; la trampa Nadel presenta varios
orificios laterales y una cesta porta-feromona en su interior. Ambas se utilizan
en lared como trampas secas y estan registradas en Espafia para monitorizacion
de C. capitata (MAPA, 2024a). Cada una de estas trampas esta georeferenciada y
se inspecciona semanalmente, anotando el namero de adultos encontrados. Con
los datos obtenidos se elaboran graficos, que muestran los niveles poblacionales
de adultos a lo largo del afo, y mapas de riesgo, que relacionan éstos con la
densidad de variedades tempranas y extratempranas de citricos presentes.

Tabla C1.02 | Atrayentes y difusores empleados en la red de monitorizacion de la Generalitat
Valenciana para el seguimiento de las poblaciones en campo de C. capitata.

Trampa Atrayente y difusor Insecticida
Tephri (TP) Atrayente amonico Ceratitis V29 34203 KENOSTRIP 10;
(CECAAO012V3): acetato de amonio diclorvos 20%).

(75 % p/p), trimetilamina (8,3 % p/p) y
1,4-diaminobutano (0,33 %p/p).

Difusor: sobre OPET de 100X107,5 mm
dotado de un orificio transpirable de fibra
de PE de 29 mm de diametro.

Nadel Paraferomona (feromona sintética): 34203 KENOSTRIP 10;
Zentinel ® TML 150 (VP). Trimedlure diclorvos 20%).
(0.6g/difusor).

Difusor: “plugs”

Para establecer pautas generales por zonas fruticolas es clave que la
monitorizacion se realice en zonas amplias y con una alta densidad de trampas,
pues las capturas de adultos de C. capitata en trampas individuales pueden ser
muy variables tanto en abundancia como en evolucién estacional, incluso en
trampas situadas muy proximas (Navarro y col., 2008). En los campos de citricos,

el seguimiento de las capturas refleja que los factores locales (proximidad de



las trampas a otros frutos maduros no comerciales, mayor exposicion directa
al sol o el viento, etc.) son claves para explicar cambios en la abundancia anual
y la distribucién estacional (Martinez-Ferrer y col., 2010). Al final, el analisis en
conjunto de todas las trampas de la red va a permitir establecer unas pautas
en la abundancia de las poblaciones que contribuyan a garantizar una mayor

eficiencia en la gestion de la plaga en el territorio.

1.2.2. Control quimico

Durante las ultimas décadas los insecticidas de amplio espectro
(principalmente organofosforados) han sido utilizados para controlar las
poblaciones silvestres de moscas de la fruta, sin embargo, por cuestiones
ambientales y de seguridad alimentaria, son muchos los paises que han ido
regulando su uso; es el caso de la Union Europea donde se ha ido prohibiendo la

mayoria de ellos (Sarkar y col., 2021).

El uso de plaguicidas para controlar los insectos plaga ha contribuido sin
lugar a duda al incremento global de produccion de alimentos (Oerke, 2006; Oerke
y col., 2012), pero esta accion ha conllevado también efectos negativos sobre la
actividad y supervivencia de muchos artropodos beneficiosos, y se ha considerado
como uno de los principales factores causantes en la reduccion de sus poblaciones
(Desneux y col., 2007; Potts y col., 2010). Los residuos contaminantes procedentes
de la aplicacion intensiva de plaguicidas en algunas regiones del planeta estan
constituyendo también una amenaza para los recursos hidricos y edaficos en
dichas areas, generando un impacto no sélo en el medio natural y su biodiversidad
(Stehle y Schulz, 2015; Silva y col., 2019), sino también en la salud humana (Sharma
y col,, 2020). En todo el mundo la poblacion esta expuesta a los residuos de
plaguicidas que quedan en los alimentos, pero resulta mas alarmante sobre todo
en los paises en desarrollo, donde carecen de los recursos y la experiencia para
hacer cumplir la legislacion sobre residuos de plaguicidas. La Agencia Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA), en su informe de 2019 sobre residuos de plaguicidas

en los alimentos encontré que el 2,6% y el 7,6% de las muestras de alimentos
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producidos en la UE y en terceros paises respectivamente, superaban los limites

maximos de residuos establecidos en la UE (EFSA, 2019).

Desde la comunidad cientifica se postula la reduccion de plaguicidas como
una de las medidas que deben ser adoptadas de inmediato para la recuperacion y
conservacion de la biodiversidad de insectos (Harvey y col., 2020). Sin embargo, y a
pesar de esa tendencia actual a la reduccion de agroquimicos, el uso de pesticidas se
sigue considerando una parte mas en los programas de control de plagas (FAO, 2024)
sobre todo para prevenir incrementos poblacionales que pueden desencadenar en
danos economicos graves (Tooker y Pearsons, 2021). Dicho uso debe quedar, por
tanto, restringido al paso final de las estrategias de gestion integrada de plagas,

cuando las anteriores no han alcanzado los resultados requeridos.

Otra cuestion que genera alerta es el desarrollo de resistencias a los
plaguicidas en la agricultura. Aproximadamente dos terceras partes de los
paises alrededor del mundo sefialan que tienen problemas de resistencias con
los pesticidas disponibles (FAO/WHO, 2018). La deteccion y la verificacion de las
resistencias en campo, asi como las practicas y estrategias que se deben llevar a
cabo para prevenir y manejar la resistencia en nuevos plaguicidas o en productos

ya registrados es fundamental en las politicas de intervencion (FAO/WHO, 2021).

En los tefritidos, a pesar de las fuertes exposiciones a los insecticidas,
hasta los aflos 90 no se habia encontrado una evidencia clara al desarrollo de
resistencias en condiciones de campo como en otros insectos (Georghiou, 1986;
Wood y Harris, 1989). Entre los factores que habian podido tener un efecto en
dicha evolucion de la resistencia, se citaba su alta movilidad y tendencia a una
amplia dispersion espacial de sus poblaciones hacia huéspedes alternativos,
escapando a la exposicion continua de los quimicos (Georghiou y Taylor, 1976).
Sin embargo, estudios recientes indican que la presion de seleccion ha alcanzado
el punto en que la resistencia es detectable en el campo y, por lo tanto, el control

puede volverse problematico (Vontas y col., 2011).



Entre los casos de resistencia descritos en Ceratitis capitata, se registran
varias resistencias en poblaciones de campo al malation (Magana y col., 2007),
lambda-cihalotrin (Arouri y col., 2015), spinosad (Guillem-Amat y col., 2020) y
deltametrin (Castells-Sierra y col., 2022).

En Espafa, debido a la deteccion de dichas resistencias, dentro de la
estrategia de control de C. capitata en citricos se recomienda incluir el empleo
de productos con modos de accion diferentes a los que ya se han confirmado
resistencias, especialmente en las zonas donde se observe reduccion de las
eficacias, ademas de fomentar el empleo del control biologico y de los métodos
culturales, siempre que sea posible dentro de una estrategia de gestion integrada.
En cuanto a los dispositivos con insecticida colocados al inicio de campana,
la plaga esta expuesta durante varios meses a un mismo modo de accién, por
ello en los tratamientos posteriores en maduracion, se recomienda usar otros
modos de accion alternativos. No es el caso de las trampas de captura masiva,

que presentan riesgo muy bajo en el desarrollo de resistencias (IRAC, 2024).

En la Union Europea, las sustancias activas, protectores y sinergistas
contenidos en los productos fitosanitarios empleados en la Union Europea deben
ser autorizados segtn establece el Reglamento (CE) n° 1107/2009 (Union Europea,
2009a). El proceso de autorizacion esta sujeto a una normativa muy estricta con
el objetivo de garantizar un nivel elevado de proteccion para la salud humana y
animal, y para el medio ambiente. La lista de materia aprobadas est4 en continua
evaluacion, y sus autorizaciones pueden ser renovadas o bien excluirse. Una vez
aprobadaslas sustancias, cada pais miembro establece un registro de los formulados

que autoriza para su comercializacion en su territorio (Union Europea, 2009a).

En Espana los productos fitosanitarios que se utilicen contra C. capitata
deben estar inscritos en el Registro Oficial de Productos Fitosanitarios del
Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentacion (Gobierno de Espaia). De los

formulados registrados, y sus correspondientes materias activas (azadiractin,
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lambda cihalotrin, aceite de parafina, deltametrin, cyantraniliprol, esfenvalerato,
etofenprox y spinosad), no todos ellos estan autorizados para todos los cultivos
(MAPA, 2024a). De la lista de formulados/materias activas registradas, la
deltametrina se encuentra entre las materias activa que presentan una mayor
mortalidad sobre algunos de los enemigos naturales mas importantes en el

control de plagas de citricos (Tabla C1.03).

Cada vez son mas los estudios de los efectos directos e indirectos de
los plaguicidas sobre los enemigos naturales, y por tanto se deben revisar las
actualizaciones disponibles con el fin de emplear, siempre que sea posible, aquellas
materias activas mas respetuosas (Beers y col.,, 2016; Bueno y col., 2017). Los
efectos secundarios de los plaguicidas sobre los organismos beneficiosos pueden
variar segln el estado de desarrollo de éstos; hay estados mas tolerantes y otros
mas sensibles, como los adultos en los parasitoides. Asi pues, no solo la eleccion
cuidadosa del compuesto sino también el momento y la frecuencia de aplicacion

pueden clave en los esquemas del manejo integrado de plagas (Hassan, 1994).

La pulverizaciéon cebo es uno de los tratamientos mas comunes y consiste
en anadir al insecticida un atrayente alimenticio (proteinas hidrolizadas) que
atrae alos adultos que entran en contacto con el insecticida. Dichos tratamientos
se suelen realizar por parches (sélo en la cara mas soleada del arbol) o bien en
filas alternas cuando los frutos estan mas expuestos al ataque de la mosca. El
insecticida mas utilizado en las plantaciones de citricos en Espaiia es el lambda
cihalotrin aplicado en pulverizacion cebo (Castells-Sierra y col., 2023). Aunque
cabe senalar al respecto, que se han descrito casos de evolucion de resistencia

en poblaciones de campo (IRAC, 2024).

En la Comunidad Valenciana, la Generalitat en su campana oficial contra
C. capitata realiza en zonas estratégicas con umbrales de plaga elevados,
tratamientos colectivos terrestres y aéreos coordinados. En ambos casos se

emplea la pulverizacion cebo. El Plan de Aplicaciones Aéreas se ejecuta de forma
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Tabla C1.03 | Variabilidad de la toxicidad de materias activas empleadas contra C. capitata,
sobre algunos de los enemigos naturales mas importantes presentes en los ecosistemas
citricolas en la Comunidad Valenciana. Categorias de toxicidad sobre enemigos naturales
definidas por la IOBC (International Organisation for Biological and Integrated Control): (1)
Inocuo, (2) Ligeramente toxico, (3) Moderadamente toxico y (4) Toxico. Estados de desarrollo
evaluados: (h) Huevo, (n) Ninfa, (I) Larva, (p) Pupa, (a) Adulto y (mix) mezcla de diferentes
estados. Categorias de toxicidad sobre abejorros: (A) Cerrar la colmena antes de tratar,
(B) Cerrar y sacar la colmena antes de tratar y (C) No compatible. UN: nivel desconocido,
por clasificar. Elaboracion propia a partir de datos obtenidos del IVIA (Instituto Valenciano
de Investigaciones Agrarias, 2024) y de empresas dedicadas a la produccion de insectos
beneficiosos para la proteccion de cultivos (Biobest, 2024, Koppert, 2024). *Organofosforado
de amplio especto sin autorizacion actual para su uso en la UE.

Materias activas comunes empleadas contra C. capitata
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variable segun los umbrales que se alcanzan en cada campaia; se realiza con
avionetas y helicopteros durante el periodo de maduracion de los frutos (a partir
de octubre). En los altimos anos se ha ido reduciendo la superficie tratada por
medios aéreos (por debajo de las 50.000 ha) motivado en parte por las fuertes
restricciones a la pulverizacion aérea de plaguicidas de la Directiva europea

sobre el uso sostenible de plaguicidas (Union Europea, 2009b).

1.2.3. Trampeo de control

Los métodos de trampeo para el control de poblaciones de C. capitata
(trampeo masivo, trampas de atraccion y muerte, y trampas quimioesterilizantes)
se emplean actualmente en muchas regiones del mundo en grandes areas y han
jugado en algunas zonas un papel importante como alternativa a la aplicacion de
productos fitosanitarios (Martinez-Ferrery col., 2010; Navarro-Llopis y col., 2013;
Hafsi y col., 2020; Bali y col., 2021). En Espafa en mas de 50.000 ha de citricos
se emplean las trampas como método de control. El sistema de trampas mas
extendido es el trampeo masivo, aunque el uso de los dispositivos de atraccion y

muerte ha incrementado en la tltima década (Navarro-Llopis y col., 2013).

La captura masiva consiste en la colocacion de una elevada densidad de
trampas provistas de atrayentes especificos (alimenticio o sexual) con el objetivo
de retener en su interior los individuos y conseguir un importante descenso de sus
poblaciones. Entrelosatrayentes mas utilizados estanlas paraferomonas especificas
para individuos macho como el trimedlure para especies del género C. capitata.
Para la captura de hembras, las paraferomonas especificas no estan disponibles
comercialmente, y se utilizan atrayentes alimenticios a base de proteinas liquidas.
Estos atrayentes, aunque atraen tanto individuos hembra como macho, tienen un
sesgo hacia las hembras dado que éstas, para la formacion de los huevos, tienen
mayores necesidades de adquisicion de proteina que los machos (Kouloussis y col.,
2017). Los atrayentes sintéticos alimenticios mas comunes para C. capitata estan
compuestos de acetato de amonio y trimetilamina (Navarro-Llopis y col., 2008). En

cuanto modelos de trampas, hay disponibles diversas formas, tamanos y colores,



que se pueden clasificar en trampas secas, y trampas hamedas. Entre las trampas
secas son muy empleadas los modelos Tephri, Easy, Maxi y Multilure que junto al
atrayente seco se coloca un insecticida solido que mata a las moscas que entran
en la trampa. En trampas himedas, como la trampa Cera, el atrayente es liquido
y los individuos al entrar en la trampa mueren por ahogamiento. En Espana todas
las trampas y atrayentes que se comercializan para la captura de moscas de la
fruta deben estar recogidas en los registros del MAPA (Registro de determinados

medios de defensa fitosanitarios y/o Registro de Productos Fitosanitarios).

En el método de atraccion y muerte, los adultos también son atraidos a un
dispositivo en el cual ya sea por ingestion o por contacto se les aplica un insecticida
el cual provoca su muerte, pero en este caso, a diferencia de las trampas de captura
masiva, los adultos no son retenidos en su interior. Son estructuras mas faciles
de manejar y mas econémicas, pero tienen la desventaja que al no capturar los

adultos no sirven para el seguimiento de poblaciones (Navarro-Llopis y col., 2013).

La quimioesterilizacion empleada para el control de C. capitata se basa en atraer
las moscas a unos dispositivos que contienen cebo proteico con lufenuron, un inhibidor
de la sintesis de quitina, que al ser ingerido por las hembras provoca atrofia en las
mandibulas de las larvas descendientes, las cuales mueren sin emerger del huevo al no
poder romper el corion. Se usan con atrayentes tanto para machos (trimedlure) como
para hembras (acetato amonico) porque el lufenuron puede trasmitirse entre adultos,
que se convierten asi en vehiculos del inhibidor. Aunque inicialmente no se reduce el
namero de picaduras de oviposicion, al disminuir el porcentaje de eclosion de huevos

se produce una reduccion progresiva de la poblacion (Navarro-Llopis y col., 2010).

Los factores que pueden afectar a la eficacia del trampeo como método de
control son varios y se clasifican en dos grupos: aquellos que estan relacionados
en el tipo de trampa, los atrayentes y la densidad y disposicion de éstas en
campo, y aquellos factores relacionados con la extension y asilamiento de la

zona a tratar, el cultivo, el nivel poblacional de la plaga, el clima y otras técnicas
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de cultivo empleadas. Un aspecto limitante del sistema del trampeo ha sido el
coste de aplicacion (el coste de las trampas, los atrayentes y del personal para
su despliegue), siendo en algunos casos no aceptable para los productores; sin
embargo con la aparicion en el mercado de nuevos dispositivos mas econdémicos'y
manejables, y atrayentes de eficacia mas duradera, hacen posible que el trampeo
masivo sea considerado como una herramienta mas dentro de los programas de

manejo integrado contra las moscas de la fruta (Navarro-Llopis y Vacas, 2014).

La Generalitat Valenciana, también incluye en el programa de control de C.
capitata el trampeo de control. En 2012 incorpor6 el uso de trampas de atraccion y muerte
(principalmente Magnet™MED) en areas pequefas, incrementandose la superficie
cubierta hasta 12.500 ha en 2018. Desde 2019 son distribuidas a los agricultores trampas

para captura masiva (Ceratipack) entre los agricultores (Castells-Sierra y col., 2023).

1.2.4. Organismos de control biolégico

Aunque el uso moderno del control bioldgico empezo a finales del siglo XIX,
ha sido a inicios del siglo XXI cuando ha experimentado un fuerte crecimiento
tanto en el desarrollo de nuevos agentes biologicos como en la existencia de un
mercado para dicho uso (van Lenteren y col., 2017). La Union Europea por su
parte, tal como establece en su Directiva 2009,/128 /CE sobre el uso sostenible
de los plaguicidas ha estado defendiendo el control biol6gico como estrategia

para la reduccion y optimizacion del uso de fitosanitarios.

Actualmente se distinguen cuatro modalidades de control biologico: (i) el
controlbiologiconatural,donde nohayunainterferencia delhombre ylos organismos
beneficiosos presentes en el propio ecosistema reducen las poblaciones plaga; (ii)
el control biologico por conservacion, en el cual se busca mejorar el rendimiento
de los agentes de control biologico presentes de forma natural conservando sus
recursos y reduciendo el uso de plaguicidas que inducen mortalidad sobre estos;
(iii) el control biologico “clasico”, donde se introduce en una area un organismo de

control biolégico importado desde el area de donde la plaga es nativa; (iv) y por



ultimo el control bioldgico aumentativo, el cual conlleva una cria masiva y liberacion
significativa de organismos (ya sean nativos o exoticos) para el control de plagas.
Este control aumentativo puede ser inoculativo estacional en el que se introducen
cantidades mas bajasy de forma temporal (modalidad muy utilizada en invernaderos),
o bien inundativo, lo cual conlleva la liberacion de grandes cantidades de agentes y

de forma repetida en el tiempo (Eilenberg y col., 2001; Cock y col., 2010).

Los primeros métodos de lucha biologica contra C. capitata datan de principios
del siglo XX mediante control biolégico clasico con la introduccion de parasitoides
en Australia y Hawai donde se consiguieron reducciones de las poblaciones de
esta plaga (Clausen y col., 1965). Entre los enemigos naturales de C. capitata, los
parasitoides de la familia Braconidae son los mas utilizados en control biologico,
y entre ellos Diachasmimorpha longicaudata Ashmead (Hymenoptera: Braconidae)
es la especie de mayor uso a escala mundial (Montoya y col., 2005; Paranhos y col.,
2007). Se cria de forma masiva en distintos paises, como es el caso de la Biofabrica
de San Juan en Argentina (Suarez y col., 2019) o la de Metapa en México (Cancino y

col,, 2021) donde se realizan programas de sueltas aumentativas en grandes areas.

La introduccion de un enemigo natural procedente de la region en la que se
origina la plaga puede contribuir a una estrategia de control adecuada, pero también
puede entranar riesgos para las especies ajenas al objetivo, los ecosistemas locales y su
biodiversidad. Con el objetivo evaluar cientificamente los posibles efectos no deseados
en estas introducciones, organizaciones internacionales como la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus siglas en
inglés), a través de la Convencion Internacional de Proteccion Fitosanitaria (IPPC), y
la Organizacion Europea y Mediterranea para la Proteccion de las Plantas (EPPO) han
desarrollado normasy orientaciones fitosanitarias internacionales sobre el uso seguro
de los agentes de control (Barrat y col.,, 2021). La Union Europea en este contexto
pone de manifiesto la necesidad de desarrollar normas que regulen y armonicen
los criterios y procedimientos en materia de liberacion, evaluacion y circulacion de

agentes de control biologico entre los Estados miembros (Union Europea, 2021).
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En Espana el complejo natural de enemigos naturales de C. capitata es
reducido, y aunque por si solo no es suficiente para controlar la poblacion y
mantener los dafios producidos por debajo de los umbrales tolerables, si realizan
un papel importante en la disminucion de poblaciones (Llorens Climet y Martin
Gil, 2014).

1.2.4.1. Parasitoides

Aunque C. capitata ha estado presente en el area mediterranea durante
mucho tiempo, en Espana no habia registros de parasitoides autdctonos y por
influencia de los éxitos en otras partes del mundo, ha habido importaciones de
especies exoticas (Jacas y col., 2006; Beitia Crespo y col., 2007). La importacion
de los primeros parasitoides exoticos para el control biologico de C. capitata tuvo
lugar en los anos 30 y desde entonces ha habido otros intentos de introduccion
y aclimatacion. En total varias especies de himenopteros parasitoides han sido
evaluadas de forma experimental, aunque su capacidad de adaptacion y nivel de
parasitismo en campo no se ha conseguido determinar de una forma concluyente
hasta el momento (Tabla C1.04). En la Comunidad Valenciana, se inici6 una
blisqueda de parasitoides en los ecosistemas citricolas y se detect6 la presencia
natural de dos especies parasitando C. capitata, Spalangia cameroni Perkins en
2003 y Pachycrepoideus vindemmiae Rondani (Hymenoptera: Pteromalodae) en
2004 (Beitia Crespo y col., 2007); posteriormente en 2008 se cita por primera vez
también en Espana el parasitoide Aganaspis daci Weld. (Hymenoptera: Figitidae)
(Sabater-Munoz y col., 2012). Actualmente se mantienen crias en condiciones
controladas de las especies D. longicaudata y A. daci en las instalaciones del Centro
de Proteccion Vegetal y Biotecnologia del Instituto Valenciano de Investigaciones
Agrarias (IVIA) (Figura C1.10), y se plantea un programa de liberacion aumentativo
en campo en colaboracion con el Servicio de Sanidad Vegetal de la Consejeria
de Agricultura, desarrollo Rural, Emergencia Climatica y Transiciéon Ecologica
de la Generalidad Valenciana y la empresa de la empresa estatal Grupo TRAGSA

(Empresa de Transformacion Agraria, S.A., S.M.E., M.P. Espaiia).
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Tabla C1.04 | Relacion de himendpteros parasitoides importados a Espafna para su estudio
como posibles agentes de control de C. capitata.

Afo de

. s Lugar de destino Especie Referencia
importacién
Opius humilis
1930 Comunidad Silv. (Braconidae) Goémez-Clemente,
Valenciana Diachasmimorpha tryoni Cameron 1932,1934
D. fullawayi Silv. (Braconidae)
. Tetrastichus giffardianus Arozarena
1960 Tenerife Silv. (Eulophidae) Doblado, 1966
D. tryoni

Comunidad

2002 Fopius arisanus Falco Gariy col,

Valenciana Sonan (Braconidae) 2003
Comunidad . Sabater-Munoz
2008 Valenciana D. longicaudata y col, 2009

Figura C110 | Hembras del parasitoide D. longicaudata liberadas en campo y parasitando
larvas de C. capitata presentes en el interior del fruto (izquierda) y unidad de ovisposicion
en una cria masiva de A. daci sobre larvas irradiadas cepa Vienna-8 en laboratorio (derecha;
Crédito: M. Alba).

1.2.4.2. Depredadores

Hasta el momento, los estudios que han evaluado la depredacion sobre
C. capitata y su impacto en los ecosistemas agricolas hacen referencia a
depredadores generalistas; especies de hormigas, arafas, avispas, mantidos,
estafilinidos y carabidos, cuya actividad es mas o menos intensa segun el periodo
estacional (Tabla C1.05y Figura C1.11). El ataque se produce a diferentes estados
de desarrollo; larvas, pupas o adultos recién emergidos en el suelo (Eskafi y
Kolbe, 1990; Urbaneja y col., 2006; Monzo y col., 2011) o adultos en la copa de los
arboles (Hendrichs y col., 1991; Kaspi, 2000; Monz6 y col., 2009).
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Tabla C1.O5 | Especies de artropodos depredadores citados sobre C. capitata.

Grupo

Familia Especie Referencia
Formicidae So/eno,ostsig.emmoto Eskafiy Kolbe, 1990
Fabricius
Hymenoptera Ve . .
Vespidae espula germanica Hendrichsy col., 1991
Fabricius
- Belonochus rufipennis .
Staphylinidae Fabricius Silvay col., 1968
Carabidae Pseudophonus rufipes
Coleoptera » 1S disti d
. arpalus distinguendus
Carabidae Duftschmid .
. ; Urbanejay col., 2006
. Cicindela campestris
Carabidae L
Dermaptera Anisolabididae Euborellia rf)oesto
Gené
Hemiptera Reduviidae Zelus pedestris

Fabricius

Garcia y col., 2023

Mesostigmata

Macrochelidae

Macrocheles roquensis
Mendesy Lizaso

Santosy col.,, 2017

Araneae

Clubionidae

Chiracanthium mildei
L.Kosch

Kaspi, 2000

Lycosidae

Pardosa cribata

Urbanejay col.,, 200¢;
Monzd vy col., 2011

Figura C111 | Arana saltadora (Araneae: Salticidae) depredando a un adulto de C. capitata.
(derecha; Crédito: M. Alba).

En Espana son varias las especies de depredadores generalistas identificadas
en citricos, siendo los tres grupos mas abundantes las hormigas, los estafilinidos

y las aranas (Urbaneja y col., 2006). Entre dichas especies polifagas destaca la



actividad depredadora de la arana Pardosa cribata Simon (Araneae: Lycoside), que
ha sido encontrada depredando adultos y larvas de tercer estadio de C. capitata
(Monzo6 y col., 2009) y el carabido Pseudophonus rufipes De Geer (Coleoptera:

Carabidae) predando en suelo larvas de tercer estadio y pupas (Monzo6 y col., 2011).

1.2.4.3. Microorganismos entomopatogenos

Algunas especies de microorganismos entomopatogenos tales como los
hongos Beauveria bassiana Bals., Metarhizium anisopliae Metschn., M. brunneum
Petch. (Hypocreales: Clavicipitaceae) y la bacteria Bacillus thuringiensis Berliner
han mostrado un potencial infectivo sobre larvas, pupas y/o adultos de C.
capitata y otros tefritidos (Dimbi y col., 2003; Konstantopoulou y Mazomenos,
2005; Quesada-Moraga y col., 2006; Cristian Vidal-Quist y col., 2010; Yousef y
col.., 2014). Dichos hongos entomopatogenos ademas de provocar la muerte del
insecto se han observado también efectos secundarios sobre la reproduccion
y una transmision horizontal entre individuos de la misma especie (Quesada-
Moraga y col., 2008; Toledo y col., 2007; Dimbi y col., 2013). Se han realizado
algunos estudios de semi-campo y campo y se ha demostrado que su actividad
entomopatogena es efectiva y, por tanto, podrian ser considerados como una
estrategia viable para el control de poblaciones en los programas de manejo
integrado ya sea mediante aplicaciones directas o utilizando insectos vivos
como vectores (Flores y col. 2013; Toledo y col. 2017; Montoya y col. 2020;
Ramirez y Ramirez y col. 2022). Resultan de gran interés las aplicaciones de
hongos entomopatogenos realizadas en suelo, un ambiente muy favorable
para los hongos microbianos, y que van a permitir tratar las pupas, un estado
de desarrollo que no suele controlarse con los tratamientos habituales por su
comportamiento criptico (Yousef y col., 2017; Gava y col., 2020; Cruz-Miralles y
col., 2024) (Figura C1.12),

Actualmente en Espafa, en el Registro de Productos Fitosanitarios del
MAPA se listan los formulados comerciales autorizados en Espafa de las cuatro

cepas registradas en la Union Europea del hongo B. bassiana, pero sélo uno esta
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Figura C1.12 | Aplicacion experimental en suelo de Metarizhium brunneum contra las fases
de C. capitata que habitan en el suelo (izquierda) y micosis desarrollada en un adulto de C.
capitata infectado por este hongo entomopatégeno (derecha) (Crédito: TRAGSA)

autorizado para el control de moscas de la fruta en citricos, frutales de hueso
e higueras. El formulado registrado es Beauveria bassiana (cepa ATCC 74040).
2,3 % (2,3 x 10E7 conidias viables/ml) [OD] P/V y la aplicacion es al inicio de la
infestacion en pulverizaciones terrestres totales, recomendandose la repeticion
de las aplicaciones hasta la cosecha siempre que se vuelvan a superar los

umbrales de tratamiento (MAPA, 2024a).

También ha sido estudiada la patogenicidad de algunos nematodos
entomopatogenos en larvas y pupas de C. capitata, principalmente especies de
nematodos pertenecientes alas familias Steinernematidae y Heterorhabditidae,
y los resultados obtenidos han sido muy satisfactorios tanto a nivel de
laboratorio como campo (Laborda y col., 2002; Almeida y col., 2007; Medina y
col., 2008; Karagoz y col., 2009; Malan y Manrakhan, 2009; Soliman y col., 2014;
Rohde y col., 2020).

Se han encontrado diferencias en cuanto a la infectividad y mortalidad
relacionadas con los estados de desarrollo del huésped o las microcondiciones

del suelo, y el empleo de cepas adaptadas a las condiciones locales parece



ser clave para maximizar la eficacia de las aplicaciones de estos nematodos
(Campos-Herrera y Gutiérrez, 2009; James y col., 2018; Kapranas y col., 2021;
Shaurub y col., 2021).

Algunos nematodos entomopatdogenos ya se encuentran disponibles
comercialmente en Espafna, como varias especies del género Steinernema (S.
feltiae, S. carpocapsae y S. Rraussei) y Heterorhabditis bacteriophora. En el registro
nacional aparecen como organismos de defensa fitosanitaria para el control
de C. capitata (MAPA, 2024b), sin embargo ninguna de ellas esta registrada
actualmente como sustancia activa autorizada en el registro comunitario

europeo como ocurre con algunos hongos entomopatogenos.

1.2.5. Manejo cultural

Son varias las técnicas o practicas culturales que pueden utilizarse para
prevenir los ataques de C. capitata, hacer el ambiente menos favorable para su
desarrollo o disminuir sus dafos. Entre ellas, se encuentrala eliminacion o recogida
de frutos que pueden quedar abandonados en el arbol o el suelo tras la cosecha
y que acttian como reservorios para la oviposicion. Otra de las recomendaciones
propuestas es el control de frutales aislados que encontramos en plantaciones
comerciales regulares y que suelen ser de consumo domeéstico, como higueras
o nisperos, los cuales, si no se controlan mediante la colocaciéon de mosqueros u

otros métodos de lucha, pueden convertirse en focos de plaga (Pla y col., 2018).

La gestion de las cubiertas vegetales o de habitats naturales contiguos
a las plantaciones también es otra practica que cada vez esta tomando mas
interés desde el punto de vista de la sostenibilidad en los sistemas agricolas
(Arenas y col., 2015; Wijnands y col., 2016). Para el control biolégico por
conservacion, el manejo de las cubiertas vegetales supone un reservorio para
el mantenimiento de las poblaciones de enemigos naturales (Holland y col.,
2016; Mockford y col., 2019).
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1.2.6. Técnica del Insecto Estéril (TIE)

Latécnica delinsecto estéril consiste enlaliberacion en grandes cantidades
de insectos estériles en el seno de una poblacion natural de la misma especie
plaga con el objetivo de reducir el acoplamiento entre los nativos e introducir
esterilidad en la poblacion. El acoplamiento con un insecto estéril da lugar a una
descendencia no viable, lo cual se traduce al cabo de varias generaciones en una

reduccion de la poblacion natural nativa.

Elprimerprograma TIE aplicado con éxito se inicio enlos anos1950s en Estados
Unidos. contra el gusano barredor del ganado Cochliomyia hominivorax Coquerel
(Diptera: Calliphoridae), una especie cuya larva es parasito obligado de vertebrados
de sangre caliente. Desde entonces y en diferentes continentes, varios programas
de control de plagas han integrado esta técnica para la erradicacion o reduccion
de especies como las moscas tsetse Glossina spp. (Diptera: Glossinidae), el gusano
rosado del algodon Pectinophora gossypiella Saund. (Lepidoptera: Gelechiidae), la
polilla del manzabo Cydia pomonella L. (Lepidopetera: Tortricidae), la mosca de
la cebolla Delia antiqua Meigen (Diptera: Anthomyiidae), el gorgojo del algodon
Anthonomus grandis Boh. (Coleoptera: Curculionidae), la lagarta peluda Lymantria
dispar L. (Lepidoptera, Erebidae) entre otras. Actualmente la TIE es considerada
como un meétodo de control biologico y se encuentra entre los primeros disehados
parala aplicacion en grandes areas contra especies de tefritidos, entre ellas especies
del género Anastrephay Bactrocera. El primer programa a gran escala se establecio
en la década de 1970 y detuvo la invasion de C. capitata desde Centroamérica hacia

el sur de México (Vreysen y col., 2007; Dyck y col., 2021).

Esta técnica implica la produccion en masa de individuos de la especie
plaga objetivo y su esterilizacion reproductiva. Dicha esterilidad es inducida
habitualmente por exposicion a radiacion ionizante, la cual causa danos
cromosoOmicos permanentes en las células germinales que impiden el desarrollo
completo del embrion. La radiacion gamma de fuentes isotopicas (principalmente

Cobalto-60) es la que se aplica cominmente, pero existen otras opciones de



irradiacion como los electrones de alta energia (radiacion beta) y los rayos X
(Bakri y col., 2021). Existen otros métodos alternativos a la radiacion como la
esterilizacion quimica, la incompatibilidad citoplasmatica basada en simbiontes
(IC) y laincorporacion de genes condicionalmente letales, aunque estos métodos
aun siguen en fase de desarrollo y presentan ciertas limitaciones en su aplicacion
por las regulaciones que presentan algunos paises en cuanto a la tecnologia

transgénica o posibles efectos mutagénicos (Lance y McInnis, 2021).

Los programas TIE de aplicaciéon en grandes areas requieren de plantas de
produccion masiva que puedan producir millones de insectos a la semana. Estos
insectos,unavezesterilizados, sondistribuidosyliberadosporelterritoriomediante
sistemas de liberacion terrestre y aérea. La liberacion aérea, especialmente con
aviones, es mas sensible a las condiciones meteorologicas, sin embargo, resulta
muy interesante para cubrir con rapidez grandes areas, especialmente aquellas
que debido a su orografia o falta de infraestructuras presentan dificultades de
accesibilidad por via terrestre. Ademas, con la incorporacion del Sistema de
Posicionamiento Global (GPS) y de equipos de liberacion que pueden variar las
densidades de suelta, los programas de liberacion actuales establecen trayectorias
controladas que permitan distribuir los insectos estériles sobre el area a tratar

segun las necesidades del momento (Dowell y col., 2021).

Otro de los avances que posibilita mejorar la efectividad y viabilidad
econdmica de los programas TIE es la utilizacion de nuevas cepas para la
produccion en masa. Es el caso de las cepas de sexado genético (genetic sexing
strains- GSS), que permiten eliminar las hembras en el proceso de produccion y
liberar asi solo machos estériles. Estas cepas han sido desarrolladas para varias
especies de mosquito y tefritidos, concretamente para C. capitata actualmente
esta disponible la GSS Vienna-8. Esta cepa fue desarrollada en el laboratorio de
Control de Plagas de Insectos del Centro Conjunto FAO/IAEA, y se ha demostrado
estable a nivel de cria a gran escala durante periodos prolongados de tiempo. La

cepa GSS Vienna-8 lleva dos marcadores seleccionables (mutaciones), el gen letal
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sensible a la temperatura (thermal sensitive lethal- tsl), que permite mediante un
tratamiento térmico de los huevos eliminar los embriones femeninos, y el gen
de pupas blancas, que se emplea como un marcador visible ya que las larvas que

dan lugar a hembras forman una pupa blanca (Augustinos y col., 2017).

Las opciones estratégicas que pueden perseguirse en los programas que
integran la TIE son varias en funcion de los objetivos del propio programay del
estado de la plaga en el area de interés. Se agrupan principalmente en cuatro
opciones: (1) erradicacion: eliminar de un area la plaga establecida o un brote
de la plaga introducida para establecer areas libres de esta plaga, (2) supresion:
reducir las poblaciones de plaga para establecer areas de baja prevalencia de
plaga, (3) contencion: aplicar medidas fitosanitarias y reglamentarias en un area
infestada y su alrededor para prevenir la propagacion de la plaga , (4) prevencion:
aplicar medidas fitosanitarias y reglamentarias para prevenir la introduccion o
reintroduccion de una plaga en un area libre de plagas, si bien es posible también
una combinacion de ellas (FAO 2017; Hendrichs y col., 2021b).

Aunque estas estrategias pueden proporcionar los mismos tipos de
beneficios directos e indirectos, en términos de insumos necesarios, retornos
econdmicos e impacto posterior, pueden existir marcadas diferencias. Asi pues,
en areas con alto riesgo de introduccion, la estrategia mas rentable de utilizar
es la prevencion; proteger proactivamente una zona libre de plagas siempre es

mucho mas rentable que tener que “convivir con” o erradicarla (Enkerlin, 2021).

1.2.6.1. Programas TIE internacionales contra Ceratitis capitata

El primer gran programa TIE implementado para el control de C. capitata se
inici6 en México en 1979, fruto de una cooperacion entre Estado Unidos., México
y Guatemala (Hendrichs y col., 1983). Desde entonces, varios paises integran el
uso del TIE en sus programas contra C. capitata (Tabla C1.06). Algunos, como en
Estados Unidos, Guatemala, México, Per(, Argentina, Republica Dominicana y

Chile, tienen como objetivo la contencion o erradicacion local de poblaciones
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Tabla C1.06 | Programas internacionales de manejo integrado de plagas que integran la
TIE contra C. capitata en grandes areas, agrupados por opciones estratégicas principales
(prevencion, contingencia, erradicacion o supresion) (Enkerlin, 2021). *Cabe sefalar con
respecto al programa de California (USA), que debido a brotes asilados detectados algunos
afos, dicho programa se establecidé como de exclusion-prevencion (Hendrichs y col, 2021b).

Estrategia Programa
Prevencion Mediterranean Fruit Fly Preventive Release Programme (Los 1996 — presente
Angeles, Basin, California, USA) p
Mediterranean Fruit Fly Preventive Release Programme 1980 t
(Tampa-Palm Beach-Miami, Florida, USA) S —presente
National Fruit Fly Control Programme (Chile) 1996 - presente
Contingencia  Mediterranean Fruit Fly Programme “Programa Moscamed”
(Guatemala, Mexico, USA) 1983 - presente
Binational Chile-Peru Programme for Mediterranean Fruit Fly
Eradication 1996 - presente
Erradicacion  Mediterranean Fruit Fly Programme “Programa Moscamed” 1978 — 1982
(Guatemala, Mexico, USA) -
National Mediterranean Fruit Fly Programme (Chile) 1990 - 1995
Mediterranean Fruit Fly SIT Control Programme (Southern
Australia) 1980s - presente
Mediterranean Fruit Fly Eradication Programme “PROCEM” 1992 — present
(Mendoza - Patagonia, Argentina) p
Mediterranean Fruit Fly Eradication Programme (Altagracia,
Dominican Republic) 2015-2017
Supresion Mediterranean Fruit Fly Suppression Programme (Arava,
Israel), Mediterranean 1994 - presente
Mediterranean Fruit Fly Sup_pressmn Programme (South 1997 - presente
Africa)
Mediterranean Fruit Fly Area-Wide Integrated Pest
Management Program (Hawaii) 1960s — presente
Mediterranean Fruit Fly Suppression Programme “Programa
Madeira-Med” (Portugal), 1998 -2008
Mediterranean Fruit Fly Suppression Programme (Israel/ 1994 — presente
Jordan),
Mediterranean Fruit Fly SIT Control Programme (Peru) 1970s — presente
National Fruit Fly Campaign (Central and Southern Mexico) 1991 - presente
Mediterranean Fruit Fly Suppression (Tunisia) 2001 -2007

Medit Fruit Fly S ion P Valenci
editerranean Fruit Fly ugg:;s)smn rogramme (Valencia, 2005 - presente

Mediterranean Fruit Fly Suppression Programme (Neretva
Valley, Croatia) 2009 -- presente

Mediterranean Fruit Fly Suppression Programme (Agadir,
Morocco) 2010 -- presente
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(Enkerlin, 2021). Otros como Israel (Rossler y col., 2000), Sudafrica (Venter y
col., 2021), Espafia (Pla y col., 2021) o Croacia (Bjeli$ y col., 2016), presentan un

enfoque dirigido la supresion de poblaciones.

En Espana, entre la década de los afios 60 y 70, se llevaron a cabo estudios
preliminares a pequena escala con la técnica TIE en diversas localizaciones: Tenerife
(1966), Murcia (1969); Granada (1971-1973) y La Isla de El Hierro (1974) (Mellado y col.,
1974). Sin embargo, no fue hasta 2003 cuando se aplicaria un proyecto piloto a mayor

escala en la Comunidad Valenciana (Primo-Millo y col., 2003).

1.2.6.2. Programa TIE en la Comunidad Valenciana

En la Comunidad Valenciana, en el ano 2003, con el objetivo de reducir
los tratamientos aéreos con insecticidas que se realizaban durante la campana
anual para el control de C. capitata, se empez0 a trabajar con la TIE (Primo-Millo
y col., 2003). Con la financiacion de la Conselleria de Agricultura de la Comunidad
Valenciana y de la Agencia Internacional de la Energia Atomica (IAEA), y el trabajo
conjunto del Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), del Consejo
Superior de Investigaciones Agrarias (CSIC) y de la empresa estatal Grupo TRAGSA,
seinici6 un programa piloto a partir de pupas de machos estériles importadas desde
la biofabrica de Mendoza (Argentina) (Argilés y col., 2007). Aunque el programa
TIE de Madeira (Portugal) atn estaba activo cuando se inici6 el programa en la
Comunidad Valenciana, se realizaron las importaciones desde Argentina. Esto se
debiod a que la IAEA, que asesora y coordina este tipo de proyectos, recomend6 no
utilizar la cepa de Madeira ya que por problemas de compatibilidad con la cepa
Vienna-8 (que es la utilizada a nivel internacional) la biofabrica en Madeira tuvo
que desarrollar su propia cepa de moscas. Asi pues, se decidié importar las pupas

de Argentina, aunque ello implicara un incremento de los costes.

Las pupas estériles recibidas semanalmente desde Argentina se dejaban
evolucionar, y una vez los adultos alcanzaban la madurez sexual, se liberaban en

campo en diferentes zonas citricolas de la Comunidad Valenciana. La puesta a
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punto del programa supuso también explorar aspectos clave como la evaluacion
de sistemas de emergencia de adultos en producciéon masiva, la implementacion
de controles de calidad o el desarrollo de maquinaria para la liberacion terrestre

y aérea (Argilés y col., 2007).

En 2005, la Conselleria de Agricultura de la Comunidad Valenciana apuesta
por ampliar el uso de la TIE en su territorio, y se inicia la construcciéon de una
Bioplanta de Insectos Estériles en Caudete de las Fuentes (Valencia, Espana). El
disenio y la construccion de la bioplanta se llevo a cabo por la empresa TRAGSA
con el apoyo del Centro Conjunto FAO/IAEA. Esta bioplanta, con una capacidad
de produccion de 500 millones de pupas estériles la semana, se hace operativa
en 2007 permitiendo el uso de la TIE dentro del programa de manejo integrado
para la gestion de C. capitata en grandes areas de la Comunidad Valenciana (Play
col,, 2021) (Figura C1.13). Actualmente la Bioplanta de Caudete de Las Fuentes se
encuentra entre las biofabricas con mayor capacidad de produccién de machos
estériles de C. capitata junto con la de El Pino (El Cerinal, Barberena, Guatemala)

y Tapachula (Chiapas, México) (comunicacion personal I. Pla, 08.05.2024).

Figura C1.13 | Bioplanta de Insectos Estériles de la Generalitat Valenciana situada en Caudete
de las Fuentes (Valencia). Instalaciones para la produccion de pupas de machos estériles C.
capitata cepa Vienna-8 (Crédito: TRAGSA).
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Figura C1.14 | Sala con las colonias de amplificacion para la produccion de huevos (izquierda) y
sala de colecta larval donde las larvas abandonan la dieta larval y saltan al sustrato de pupacion
(derecha) (Crédito: TRAGSA).

Desde 2015, la cepa que se emplea para producir de forma masiva las pupas de
machos estériles en la bioplanta de Caudete de las Fuentes es la cepa Vienna-8 GSS-
Valencia. Esta cepa, que mantiene los marcadores genéticos originales de la cepa
Vienna-8, se obtuvo por cruzamiento de ésta con individuos silvestres procedentes
de poblaciones de campo locales (Comunidad Valenciana). Las pupas producidas
se marcan con un pigmento fluorescente (RadGlo JST 17, Radiant Color, Bélgica), el
cual permite la posterior identificacion en el laboratorio de adultos atrapados en las
trampas de lared de monitoreo instaladas en campo (Figura C1.15). Las pupas que daran
lugar a machos se esterilizan mediante exposicion a 100 Gy con un acelerador de haz
de electrones de onda continua (RHODOTRON® TT200-Ion Beam Applications S.A.).

Después de la esterilizacion, las pupas son transportadas al centro de
empaque y liberacion localizado en las instalaciones del IVIA (Moncada, Valencia)
en condiciones controladas de temperatura (18-22°C) y en unos contenedores
especiales que mantienen un nivel de oxigeno muy bajo. Alli tiene lugar la
emergencia de los machos estériles, los cuales son preparados para ser liberados
en campo al alcanzar la madurez sexual mediante un tratamiento con aromaterapia
realizado el dia antes de su liberacion. Dicho tratamiento, a base de aceite de
raiz de jengibre con un 40% de zingibreno (0,5ml/m) durante 6 horas, consigue

incrementar el rendimiento de apareamiento tras su liberacion (Shelly y col.,



Figura C115 | Macho estéril Vienna-8 recién emergido con el ptilinum aun visible y trazas
del pigmento transferido durante la rotura del pupario (izquierda). Identificacion bajo luz
ultravioleta de los machos estériles recapturados en las trampas de la red de monitorizacion
de la Comunidad Valenciana.

2006; Juan-Blasco y col., 2013b). Para facilitar su manejo y evitar dafnos hasta su
liberacion, los machos estériles son expuestos a bajas temperaturas (2°C) durante
30 min, lo permite introducirlos en la maquina de liberacion, que presenta un
sistema de enfriamiento y ventilacion que permite evitar el sobrecalentamiento y
la condensacion de los insectos durante el proceso (Pla y col., 2021). La maquina
de liberacion se carga en la aeronave, la cual suelta los machos estériles a medida
que avanza el vuelo por una ruta previamente definida mediante un sistema
de posicionamiento global diferencial (Differential Global Positioning System-
DGPS). La dosis de liberacion se ajusta diariamente segin el area sobrevolada
y se determinada en base a un mapa de riesgo que se obtiene de combinar la
informacion de la densidad de la poblacion salvaje, obtenida a partir de la red de
monitoreo, y la presencia de variedades de citricos mas susceptibles en las zonas

TIE fijadas en las tres provincias (Castellon, Valencia y Alicante) (Pla y col., 2021).

Todo el proceso esta en consonancia con las directrices establecidas por
el Centro Conjunto FAO/IAEA para este tipo de programas en grandes areas.
Desde la produccion de huevos hasta la liberacion de los adultos en la aeronave
se sigue un control de calidad segtn el procedimiento establecido en el manual
internacional de la FAO/IAEA /USDA (2019).

45
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1.3. Biologia reproductiva de Ceratitis capitata

1.31. El sistema reproductivo

Los primeros estudios que se publican sobre el sistema reproductivo de
C. capitata se sittan en la primera mitad del siglo XX (Costantino, 1930; Hanna,
1938; Ruiz-Castro, 1945). A partir de los trabajos de Knipling (1955) sobre el uso de
machos estériles para el control de insectos dafinos, se empieza a estudiar mas
especificamente este tema (Causse, 1972; McAlpine, 1981; Marchini, 1982; Lopez
Munguira y col., 1983; Valdez-Carrasco y Prado-Beltran, 1990; Dallai y col., 1993; de
Carlo y col., 1994). Mas recientemente, y en base a dichos trabajos, se aporta nuevos
detalles sobre la estructura organizativa de su sistema reproductivo, tanto del

masculino como del femenino (Marchini y col.,, 2001a, 2003; Marchini y Bene, 2006).

1.3.1.1. Anatomia del sistema reproductivo en las hembras.

Las funciones principales del sistema reproductor de la hembra son
producir ovocitos maduros y viables; recibir y almacenar los espermatozoides
transferidos por los machos durante la copula; asegurar la union de los ovocitos
y los espermatozoides para lograr la fecundacion; y proporcionar los nutrientes

adecuados para la eclosion y posterior desarrollo de las larvas.

La hembra dispone internamente de un par de ovarios, donde se localizan
las células germinales que van a dar lugar a los ovocitos, un oviducto lateral
corto por donde descienden los ovocitos maduros y que une cada ovario con un
oviducto comun que desemboca en el canal vaginal. En la vagina se distinguen
dos partes, una anterior abultada (bursa copulatrix) en la cual se ubica la camara
de fertilizacion (también conocida como camara anterior o receptaculo ventral)
y donde desembocan también los conductos de las glandulas accesorias y los de
las espermatecas; y una posterior alargada que conecta con en el oviscapto. Las
glandulas accesorias producen secreciones que favorecen la lubricacion de los

huevos o la activacion de los espermatozoides.
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El género Ceratitis presenta dos espermatecas las cuales funcionan como
receptaculos encargados de recibir, mantener y liberar los espermatozoides para
fertilizar los ovocitos. Son 6rganos quitinizados de color marrén oscuro-negro,
de forma piriforme con la parte distal redondeada, de una longitud aproximada
de 160 pm, envueltas de un tejido adiposo y unidas a un conducto que tiene

aproximadamente 0,9 mm de longitud (Figura C1.16).

Lateral

Germarium —_ =
= oviducts

Ovaries

Mature oocytes < Spermathecae

Common oviducts — __— Signum

~—

~— Vaginal duct

Accessory glands””

_ Aculeus

Figura C116 | Sistema reproductivo de una hembra de C. capitata de 12 dias de edad
obtenida de Aguilar y col. (2003) (izquierda) y espermatecas aisladas junto a un fragmento
del conducto espermatico (derecha).

La parte externa del aparato reproductor femenino (terminalia) se
corresponde a los tltimos segmentos abdominales (7°, 8° y 9°). En estado de
reposo, el segmento 8°y el 9° se alojan en el interior del 7°, mientras que durante
la copula o la oviposicion se produce la evaginacion de estos dos segmentos que
constituyen el oviscapto (aculeus), una estructura altamente esclerotizada que

sirve para perforar el sustrato de oviposicion y depositar los huevos.

1.3.1.2. Anatomia del sistema reproductivo en los machos.

Para que el desarrollo de los ovocitos que produce la hembra continte es
necesario que el macho suministre el esperma para fertilizarlos; s6lo después
de fusionarse un espermatozoide con un ovocito, se producira un évulo y

posteriormente un zigoto.
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El sistema reproductivo masculino se estructura en un par de testiculos,
dos conductos deferentes que estan conectados al extremo basal de los
testiculos y varios pares de glandulas accesorias tubulares. Los testiculos se
identifican facilmente por su forma piriforme y su pigmentacion amarilla que
se vuelve mas intensa con la edad ( ). Tanto los conductos deferentes
como las glandulas accesorias desembocan en una gran camara comun de la
cual parte un largo conducto eyaculador. Este, en su tramo final, esta conectado
a un o6rgano de ereccion y bombeo (apodema eyaculador) el cual por medio de
contracciones musculares genera una presion que empuja el liquido seminal,
que contiene los espermatozoides maduros, hacia el extremo terminal del
conducto eyaculador. Unido a la tltima seccion de este conducto eyaculador
se encuentra el edeago, un delgado tubo esclerotizado que, junto con otras
estructuras de la terminalia del macho, forma la mayor parte del 6rgano
intromitente que esta adaptado anatoémica y fisioldogicamente para la copula y

la transferencia de esperma a las hembras.

A testes 4 deferent duct

short accessory
glands

long tubular

© ____—— accessory glands

Sistema reproductivo masculino de C. capitata obtenida de Scolariy col. (2012).

1.3.2. Espermatogénesis.

La espermatogénesis en los testiculos de C. capitata es similar a la

descrita en otros dipteros (Anwar y col., 1971; Williamson, 1989; Martinez



y col., 1995; Martinez y Hernandez-Ortiz, 1997). El origen de la formacion de
los espermatozoides tiene lugar en el extremo apical de los testiculos donde
se encuentran las células germinales o espermatogonias. A partir de éstas y
por divisiones meiodticas sucesivas derivan los espermatocitos, y de éstos las
espermatidas; este conjunto de células se encuentra en la region intermedia de
cada testiculo. Después de un proceso complejo de diferenciacion celular (Bao 'y
col., 1989; Bao y Dolder, 1990), las espermatidas dan lugar a los espermatozoides.
Estos se encuentran primero estrechamente unidos formando haces o paquetes,
y posteriormente, al madurar, quedan libres en grandes cantidades en la Gltima

zona de la parte basal de los testiculos (Figura C1.18).

Los espermatozoides tienen forma filamentosa; la cabeza es esbelta
y a primera vista apenas se distingue de la cola, ya que ambas presentan una
amplitud similar (Figura C1.19). La larga cola se identifica por su menor rigidez y
apariencia ondulante. La longitud de la cabeza puede variar entre los 25-33um, y
en algunos estudios se describen diferencias segtn el origen, siendo mas largas
en los espermatozoides procedentes de machos salvajes procedentes de campo
y en las primeras generaciones de individuos domesticados (Mclnnis, 1993;
Mclnnis y col., 1994).

1.3.3. Apareamientoy transferencia de esperma

El comportamiento de apareamiento que muestra C. capitata es semejante
al observado en otros tefritidos polifagos de frutos y se describe como “sistema
en leks” (Sivinski y Burk, 1989). En este sistema los machos se mantienen en un
area defendiéndola y compitiendo con otros machos, y las hembras son las que
eligen de forma activa al macho con el que quieren reproducirse. Aunque este
apareamiento en leks parece ser el mas frecuente, el apareamiento en solitario
también ha sido observado en la naturaleza (Hendrichs y Hendrichs, 1990;
Whittier y col., 1994). Segun las experiencias reportadas el nimero de machos
por lek puede variar entre los 3 y 16 (Prokopy y Hendrichs, 1979; Baker y van der
Valk, 1992; Shelly y Whittier, 1996; Whittier y col., 1994).
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testis germarium

peritoneal sheath-

muscular layer:

basement membrane.
vas deferens
spermatogonia.

follicular
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Figura C1.18 | Organos reproductivos de Anastrepha ludens analogos a los de C. capitata.
Modelo 3D del sistema reproductivo interno (A) y diagrama de un corte longitudinal de un
testiculo (B). Obtenida de Valdez (2001).

10um

Figura C1.19 | Espermatozoides maduros de C. capitata, tefidos con el fluorocromo DAPI
(4 ,6-diamidino-2-fenilindol) fotografiados con luz visible (izquierda) y bajo luz ultravioleta
donde sdélo son perceptibles las cabezas (400x) (derecha).
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El proceso de cortejo se inicia con el vuelo de los machos hacia los arboles;
una vez establecidos en él, cada uno defiende una pequefa area en una hoja
donde liberan feromonasy producen sefales visuales y actsticas por vibraciones
en las alas para atraer a las hembras. Antes de la llegada de la hembra, el macho
se encuentra en estado de excitacion, permanece estatico, con todo su cuerpo
levantado sobre sus piernas; el abdomen esta fuertemente retraido en la parte
posterior e inflado lateralmente. El extremo final del abdomen se encuentra
elevado y aparece una ampolla anal inflada brillando como una gota de liquido.
Desde esta ampolla se emiten las feromonas sexuales que son segregadas por
unas glandulas asociadas a las paredes del recto (Figura C1.20). Estas feromonas
que emiten los machos juegan un papel importante en la atraccion de las

hembras y de otros machos a la zona de leks.

Figura C1.20 | Ampolla anal que proyectan los machos para liberar feromonas sexuales
durante el proceso de cortejo (izquierda) y macho con el edeago ya insertado e inicio de la
copula (derecha; Crédito: T. Sanchez).

Las hembras receptivas vuelan al agregado individualmente; cada hembra se
posacercade un machoycamina hacia él. El comportamiento del macho no cambia,
permanece inmovil hasta que la hembra entra en su campo visual, a una distancia
de unos pocos centimetros, momento en que el macho desciende la ampolla anal
por debajo del abdomen, empieza una rapida vibracion de las alas y se acerca a la
hembra. Cuando las cabezas de ambos estan muy cerca, la excitacion del macho

incrementa, produce un movimiento de las alas hacia delante acompanado de una
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rapida rotacion de la cabeza, a continuacion, salta sobre la cabeza de la hembra
y alcanza el extremo de su abdomen. El macho se da la vuelta y con sus patas y
unos cierres presentes en su terminalia (surstilos) sujeta el oviscapto de la hembra
e inicia la copula (Feron, 1962; Prokopy y Hendrichs, 1979; Arita y Kaneshiro, 1989;
Whittier y col., 1992; Briceno y Eberhard, 1998; Eberhard, 2000) (Figura C1.20).

Para que la intromision del edeago sea efectiva, el ovipositor de la hembra
debe permanecer extendido. Una vez consigue introducirlo a través del tracto
reproductivo de la hembra, tiene lugar la inseminacion. El edeago del macho llega
hasta a la bursa copulatrix donde transfiere el fluido seminal a la hembra; los
espermatozoides permanecen alli un breve periodo de tiempo hasta que se dirige
hacia los conductos de las espermatecas donde van a quedar almacenados (Eberhard
y Pereira, 1995; Marchini y col., 2001a). Dentro de las espermatecas, las sustancias
presentes en el fluido espermatico y las secreciones de la glandula espermatecal
nutren a los espermatozoides, proporcionando un ambiente apropiado que asegura

la viabilidad a largo plazo de los espermatozoides (Pascini y Martins, 2017).

Las hembras de C. capitata, como en otras especies de su familia, presentan
dos organos funcionales de almacenamiento de esperma: las espermatecas, que
son utilizadas por las hembras para el almacenamiento a largo plazo del esperma
despuésdela copula, yla camara de fertilizacion con una funcién de almacenamiento
a corto plazo previo a la fertilizacion de los huevos (Marchini y col., 2001a; Twig y
Yuval, 2005). La probabilidad de encontrar esperma en la camara de fertilizacion
después del apareamiento es alta (Lopez-Mufioz y col., 2018) pero la proporcion
de esperma almacenado en ella puede variar segin las especies. Por ejemplo,
en Bactrocera tryoni (Froggatt) (Diptera: Tephritidae) estima que el receptaculo
ventral se almacena solo un 3% del esperma total (Perez-Staples y col., 2007), en
Anastrepha fraterculus (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) aproximadamente un 10
% (Abraham y col., 2011a), en A. suspensa (Loew) (Diptera: Tephritidae) un 37% (Fritz,
2004) mientras que en A. obliqua (Macquart) (Diptera: Tephritidae) podria llegar al
50% (Perez-Staples y Aluja, 2006). En el caso de C. capitata, la cantidad de esperma



almacenado en la camara de fertilizacion se considera que puede representar
menos del 20% de la cantidad total de esperma almacenado (camara de fertilizacion

y espermatecas) (Twig y Yuval, 2005; Bertin y col., 2010).

El almacenamiento de esperma entre las espermatecas no se produce de
forma arbitraria entre ellas. Tanto en C. capitata como en otros tefritidos, se
han observado unos patrones de asimetria en cuanto a la cantidad de esperma
almacenado que han sido relacionados con la capacidad de almacenamiento
de estos oOrganos. El esperma se almacena de forma independiente en las
espermatecas; primero tiende a transferirse a una de ellas hasta que se acerca
a su limite de capacidad y entonces pasa a desviarse hacia el otro 6rgano que
permanecia mas vacio (Yuval y col., 1996; Taylor y col., 2001, 2000; Fritz, 2004;
Harmer y col., 2006; Perez-Staples y col., 2007; Shadmany y col., 2021). Esta
asimetria en la distribucion de esperma entre las espermatecas se ha interpretado
en algunas especies de dipteros como una estrategia biologica que permite aislar
el esperma procedente de diferentes machos y emplearlo como instrumento de
eleccion para la paternidad de su descendencia después de una inseminacion
multiple (Saul y col., 1988; Tsubaki y Yamagishi, 1991; Ward, 1993; Otronen, 1997;
Fernandez Goya y col., 2019; Simmons, 2019; Ward, 2000; Abraham y col., 2023).

1.3.4. Esterilidad inducida por radiacion

La esterilidad de los insectos liberados en los programas TIE se induce
principalmentealser expuestosahacesdeelectrones,radiacion X oradiacion gamma.
La radiacion gamma y el isdtopo radiactivo Co-60 como fuente de irradiacion es el
tratamiento mas cominmente empleando para la esterilizacion (Dyck y col., 2021).
Cuando las células germinales son expuestas a una irradiacion ionizante se induce
una ruptura cromosémica, una lesion primaria que conduce a mutaciones letales
dominantes (MLD) en los gametos. Estas MLD, con que estén presentes en uno de
los dos gametos, generan una inestabilidad cromosomica durante la formacion del

cigoto que desemboca en la muerte de éste (Muller, 1927,1954).
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Los mecanismos por los cuales estas MLD causan la letalidad en el
cigoto han sido bien documentados en los dipteros (LaChance, 1967; Smith
y Von Borstel, 1972). En los machos irradiados, esa ruptura en el cromosoma
no afecta a la maduracion del espermatozoide ni a éste hasta que entra en
un 6vulo. Después de la fusion comienzan las divisiones nucleares; durante la
profase temprana, el cromosoma roto experimenta una replicacion normal,
pero durante la metafase, los extremos rotos pueden fusionarse y dar lugar a la
formacion de un cromosoma dicéntrico y un fragmento acéntrico. El fragmento
aceéntrico se pierde con frecuencia, mientras que el fragmento dicéntrico forma
un puente en la anafase que conduce a otra ruptura cromosémica. Todo este
proceso luego se repite, dando lugar a la acumulacion de graves desequilibrios
en la informacion genética de las células hijas. Si se rompen dos cromosomas
diferentes, también se producen los mismos problemas para las células en
division que los formados por una rotura en un solo cromosoma, al sufrir
una fusion incorrecta y dar lugar al ciclo rotura-fusion-puente (McClintock,
1941). La acumulacion de ese desequilibrio genético da lugar a la muerte del
cigoto, normalmente en las primeras fases de division celular, y por tanto
una descendencia no viable. Una fuente de informacion muy completa sobre
los efectos de la radiacion en los principales grupos de insectos es la base
de datos internacional sobre desinfeccion y esterilizacion de insectos IDIDAS
(IAEA, 2024a). Las células somaticas son mas radiorresistentes que las células
germinales, y por ello las dosis letales de radiacion deben ser mas altas que las
dosis esterilizantes, no obstante, la irradiacion genera un estrés oxidativo que
puede afectar a otros componentes celulares como proteinas y lipidos (Arthur
y col., 2015; Bakri y col., 2021).

La espermatogénesis en los tefritidos estd muy avanzada en su tltimo
estadio pupal; las espermatidas y espermatozoides ya estan diferenciados y es
en ese momento cuando suele llevarse a cabo la irradiacion (Hooper, 1989). En
los programas de producciéon masiva de machos de C. capitata, actualmente la

radiacion se aplica en su etapa pupal tardia (uno o dos dias antes de la emergencia



del adulto) y en condiciones de hipoxia, a unas dosis que oscilan entre 80 y 150

Gy, las cuales producen una esterilidad entre el 97 y 100% (IAEA, 2024b).

La esterilizacion por irradiacion dana los espermatocitos primarios junto con
las espermatogonias primarias y secundarias, pero sobreviven las espermatidas y
los espermatozoides (Muller, 1927, 1954; Proverbs, 1968; Teruya y col., 1985). En el
proceso de esterilizacion es clave establecer una dosis de irradiacion adecuada
que cause un nivel de esterilidad que atrofie los tejidos germinales e impidan
la recuperacion de la fertilidad, pero sin causar efectos perjudiciales como la
aspermia o dafios somaticos que supongan un deterioro fisico que se traduzca en
una menor emergencia, supervivencia en los adultos o pérdida de competitividad
sexual. La especie, el sexo, el estado de desarrollo, la temperatura o la atmosfera en
que tiene lugar la exposicion a la radiacion son algunos de los parametros a tener
en cuenta para establecer las dosis de irradiacion en los programas de liberacion

de insectos estériles (Hooper, 1989; Robinson, 2021).

1.4. Justificacion y objetivos

Conocer la biologia reproductiva de una especie plaga es de gran
importancia para el desarrollo de sus métodos de control, y desentranar
aspectos que pueden mejorar su conocimiento abre oportunidades para

desarrollar nuevos enfoques en sus programas de manejo integrado.

Debido al papel central de los espermatozoides en la reproduccion, una
parte importante de la investigacion en el campo de la biologia reproductiva
se ha dedicado al estudio de la produccion y transferencia del esperma, lo cual

requiere a menudo una cuantificacion precisa y eficiente de éstos.

Los tefritidos han sido objeto de una amplia investigacion en este campo,
en parte debido al desarrollo de técnicas de insectos estériles (TIE) para el
manejo de algunas especies economicamente muy daninas. La eficacia de estas

técnicas depende en gran medida de la transferencia de esperma por parte
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de los machos estériles liberados, quienes deben localizar, atraer, cortejar y

copular con las hembras silvestres, asi como inseminarlas efectivamente.

Ademas del estudio de la produccion y la transferencia de esperma,
también cobra importancia el hecho que las hembras tienen o6rganos
especializados para el almacenamiento de esperma y, por tanto, el éxito
reproductivo también esta relacionado con la cantidad del esperma que

almacenan durante la copula y como se utiliza ese esperma.

La fluorometria, la espectrofotometria de absorbancia, la citometria
de flujo o el conteo directo bajo microscopio son algunas de las técnicas
que han sido empleadas para la cuantificacion de los espermatozoides en
insectos. El método mas cominmente utilizado en muchos taxones ha sido
el conteo directo al microscopio, como es el caso de Ceratitis capitata. Esta
cuantificacion visual directa, aunque puede resultar econdmica y sencilla, el
proceso de preparacion resulta tedioso y lento. Otras de las limitaciones de
estos métodos ha sido la dificultad de realizar un conteo preciso debido a la
presencia de glomérulos de espermatozoides o a la imposibilidad de extraer

completamente el esperma de los 6érganos de almacenamiento.

La revolucion biotecnoldgica ha introducido técnicas moleculares
avanzadas que pueden superar las barreras inherentes a los enfoques
tradicionales en lo que respecta a la deteccion y cuantificacion precisa
de espermatozoides. Este avance puede ser crucial para dilucidar algunos
mecanismos detras de la transferencia y almacenamiento de esperma, asi
como para comprender las dinamicas de la recopula y la poliandria en el éxito
reproductivo. Ademas, tiene el potencial de optimizar las estrategias de manejo
de plagas, particularmente a través de la TIE, al proporcionar informacion
valiosa sobre la eficacia reproductiva y la competencia de los machos estériles

en condiciones naturales.



Desde esta perspectiva y ante la necesidad de profundizar en la
comprension de la biologia reproductiva de C. capitata, y como este
conocimiento puede transformar y mejorar los métodos de control poblacional
existentes se desarrollan los capitulos de esta tesis doctoral cuyos objetivos

especificos son los siguientes:

i. Desarrollar y validar un nuevo método molecular basado en la PCR
en tiempo real para la cuantificacion precisa de espermatozoides en
espermatecas de hembras de C. capitata (Capitulo 2).

ii. Analizar de manera cuantitativa la transferencia de esperma por parte
de machos, tanto silvestres como estériles, bajo diversas condiciones
experimentales, para evaluar el impacto en la eficiencia reproductiva
(Capitulo 3).

iii. Investigar la capacidad de recopula y la eficacia en la transferencia de
esperma de los machos estériles, con el fin de evaluar su potencial en

programas de control de plagas basados en la TIE (Capitulo 4).

Estos objetivos se alinean con la meta global de avanzar en el conocimiento
cientifico en el area de control biologico de plagas, proporcionando herramientas

innovadoras y eficaces para su manejo y erradicacion.
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Capitulo 2

2.1. Introduccién

Una parte importante de la investigacion sobre la biologia reproductiva en los
insectos se centra en la produccion, transferencia y almacenamiento del esperma,
y en dichos estudios, la deteccion y cuantificacion de los espermatozoides tiene

especial relevancia.

Para la cuantificacion de los espermatozoides en insectos, se han empleado
diversas técnicas, como la fluorometria (Reichardt y Wheeler, 1995), la citometria
de flujo (Cournault y Aron, 2008; Rzymski y col., 2012; Paynter y col., 2014) y la
espectrofotometria de absorbancia (Harbo, 1975; Collins, 2005; Ciereszko y col.,
2017). No obstante, el método mas utilizado en muchas especies, entre los cuales
se encuentra C. capitata, ha sido la cuantificacion visual mediante el conteo
directo, con o sin tincion, bajo un microscopio (Sakaluk y O’Day, 1984; Lorch y
col.,, 1993; Rugman-Jones y Eady, 2007; Helinski y Knols, 2009; Bertin y col., 2010;
Sturm, 2014; Krueger y col., 2017).

Aunque la cuantificacion visual directa mediante microscopio es econémica
y sencilla, el proceso de preparacion resulta tedioso y lento, ademas de que a
menudo surgen dificultades como la presencia de glomérulos de espermatozoides
que dificultan el conteo preciso (Sakaluk y O'Day, 1984; Locke y col., 1990; Snow

and Andrade, 2004; De Jesus y Reiskind, 2016). Para prevenir la formacion de estos
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aglomerados, es comun utilizar soluciones con detergentes (como el SDS, dodecil
sulfato de sodio), aunque lo mas conveniente es procesar las muestras rapidamente
después de sacrificar y diseccionar a la hembra, mientras los espermatozoides
aun presentan movilidad, lo que representa una limitacion en el proceso. Otra
limitacion viene dada por la imposibilidad de extraer completamente el esperma
de los organos de almacenamiento (Sakaluk y O'Day, 1984; Locke y col., 1990;
Snow y Andrade, 2004; Collins, 2005; Fritz y col., 2010).

Los avances en biotecnologia han facilitado el desarrollo de técnicas
moleculares avanzadas, las cuales abren la puerta a la creacion de nuevos
métodos aplicables a la deteccion y cuantificacion de espermatozoides. Estos
métodos pueden superar las limitaciones asociadas a las técnicas tradicionales y
permitir su uso en el analisis de alto rendimiento, abarcando un amplio nimero

de muestras con alta precision.

Un primer método basado en el uso de técnicas moleculares empleado
para la deteccion de esperma en C. capitata fue el de diagnostico mediante
PCR basado en secuencias conocidas del cromosoma Y (Willhoeft y Franz,
1996; Zhou y col., 2000) y un polimorfismo mitocondrial de la cepa Vienna-8
(Gasparich y col., 1995; Spanos y col., 2000), capaz de determinar la presencia
de esperma estéril (cepa Vienna) en las espermatecas de hembras de C.
capitata. Este método de diagnostico consiste enla diseccion de espermatecas,
extraccion de ADN y dos reacciones en cadena de la polimerasa (PCR). La
primera PCR para detectar la presencia de espermatozoides (presencia del
cromosoma Y) y la segunda junto con un analisis de polimorfismos de longitud
de fragmentos de restriccion (PCR-RFLP) para identificar espermatozoides
cepa Vienna (San Andrés y col., 2007). Este estudio se ampli6 posteriormente
comprobando la universalidad de los marcadores moleculares empleados y
probando nuevos métodos de conservacion de ADN y extraccion de esperma

(Juan-Blasco y col., 2013c).



Los primeros intentos de cuantificacion de esperma basados en PCR
en tefritidos se llevaron a cabo en Anastrepha suspensa mediante el uso de
marcadores microsatélites (Fritz y col., 2010; Dhakal y col., 2018) comparando
los espermatozoides contenidos en los oOrganos de almacenamiento de la
hembra respecto a una curva estandar generada con un nimero conocido
de espermatozoides obtenidos por diseccion de testiculos. Sin embargo,
este enfoque metodoldgico presenta el inconveniente que el uso de dichos
marcadores nucleares requiere la eliminacion completa de las células maternas
de los o6rganos de almacenamiento para evitar la contaminacion con ADN de la

hembra durante la PCR, lo que supone una dificultad técnica.

En este contexto surge el primer objetivo de esta tesis, desarrollar un
método molecular de cuantificacién basado en la aplicacion de una PCR basado
en marcadores de cromosoma Y para estimar la cantidad de espermatozoides
almacenados en espermatecas de hembras de C. capitata. Para ello, se establece
el siguiente procedimiento experimental que implica:

* FEl rediseio de marcadores moleculares especificos para células
espermaticas procedentes de machos cepa silvestre y Vienna-8.

* La preparacion de una curva estandar a partir de moléculas clonadas de
la secuencia objetivo-especifica para la cuantificacion absoluta mediante
PCR en tiempo real.

* La validacion del método PCR en tiempo real por comparacion con el
método clasico de recuento directo de espermatozoides al microscopio y

PCR convencional semicuantitativa.

2.2. Material y métodos
2.2.1. Colonias de Ceratitis capitata

2.2.11. Cepa silvestre

Todos los adultos de C. capitata de la cepa silvestre utilizados en el
desarrollo de esta tesis procedieron de una cria de laboratorio mantenida en

las instalaciones del Centro de Proteccion Vegetal y Biotecnologia del Instituto
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Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA). Dicha cria se inicié en 2014 a partir
de pupas obtenidas de frutos infestados de forma natural recogidos en parcelas
de citricos de la Comunidad Valenciana, y se fue renovando anualmente con

individuos procedentes de campo.

En las primeras generaciones, la puesta de huevos y el desarrollo de los
estados inmaduros tuvo lugar sobre frutos de mango Mangifera indica L.
(Sapindales: Anacardiacea) hasta la adaptacion de las hembras al sistema de cria
en laboratorio en la cual se consigue que realicen la puesta de huevos a través de
ventanas de tela. La caja de adultos reproductores era de acrilico transparente de
42 x 32 x 30 cm con una ventana frontal desmontable de tela muselina en la cual
las hembras ponen los huevos y caen por gravedad a una bandeja de agua. Los
huevos colectados se transferian a una dieta artificial (a una ratio de 16 huevos
por gramo de dieta) donde se desarrollaban hasta llegar a su ultimo estadio larval
momento en que abandonaban la dieta simulando el salto que se produce de los
frutos al suelo para pupar de forma natural. La dieta larval se elaboraba con 154 ml
de agua, 28 g de aztcar, 14,5 g de levadura de cerveza, 1 g de acido benzoico, 1,12
g de metilparabeno y 1,12 g de propilparabeno por cada 100 g de salvado de trigo.
Con las pupas recuperadas y antes de la emergencia de los adultos, se preparaba
la nueva caja de adultos reproductores para continuar con el ciclo de cria y parte
se reservaban para realizar los ensayos correspondientes. Para la alimentacion de
los adultos se utilizd una mezcla de aztcar y extracto de levadura (4:1; peso: peso)
y agua. La colonia se mantuvo en condiciones ambientales controladas a 25 + 2°C,
65 +10% de humedad relativa y un fotoperiodo de 14:10 h (L:O).

Para garantizar la virginidad de los adultos silvestres utilizados en las
pruebas, los machos se separaron de las hembras durante las primeras 24 horas
tras su emergencia de la pupa, periodo en el que son sexualmente inactivos, y
mantenidos en cajas separadas por sexo y en dos camaras climaticas diferentes

a 25+ 2°C, 60 £ 10% de humedad relativa y fotoperiodo de 14:10 h (L:O).



2.2.12. Cepa Vienna-8 estériles

Los machos estériles empleados en los experimentos procedieron de la cria
masiva ubicada en la Biofabrica de Insectos Estériles de Caudete de las Fuentes
(Valencia) y cuya produccion esta destinada al programa TIE para el control de
poblaciones de C. capitata en la Comunidad Valenciana. Los machos eran de la
cepa Vienna-8 GSS Valencia sujetos a las condiciones estandar de desarrollo,
tincion y esterilizacion establecidos en el programa TIE Comunidad Valenciana

(detalles recogidos en el apartado 1.2.6.2 del Capitulo 1).

La toma de individuos (aproximadamente 400 machos por experimento)
se realizaba durante la colecta en frio del proceso productivo (después de haber
recibido la aromaterapia con jengibre), momento en que los adultos estan
inactivos para poder transferirlos de las jaulas de emergencia a los cartuchos
refrigerados empleados en la liberacion aérea. Dicho paso del proceso
productivo se ubica en el Centro de Evolucion, Empaque y Liberacion situado en

las instalaciones del IVIA.

2.2.2. Manejo de las moscas y experimentos de acoplamiento en laboratorio

Los adultos silvestres y Vienna-8 que iban a ser utilizados en los
experimentos, se mantenian en cajas ventiladas de metacrilato transparente (20
x 20 x 20 cm) con agua y una dieta proteica (4:1 p:p, aztcar: levadura). A los
machos estériles se les incluia también la levadura para simular las condiciones
nutricionales en campo, donde, como los machos silvestres, disponen de

recursos proteicos , siendo la densidad maxima por jaula de 300 individuos.

La arena experimental para los ensayos de apareamiento consistio en jaulas
de metacrilato transparente de 30 x 30 x 50 cm (45 litros) con dos aberturas
frontales (14 x 14 cm) provistas de mangas de tela muselina para tener acceso a
las parejas que se fueran formando en su interior. Estos ensayos se realizaron
durante la mafiana, entre las 10:00 y 14:00 horas segun la época del afio, y en

condiciones de laboratorio con 25 + 5°C, 55 + 10% de humedad relativa y luz natural



procedente de una ventana (intensidad de luz 600 * 100 luxes). Todos los machos

y las hembras utilizadas eran virgenes, de 4 dias de edad y sexualmente maduras.

El ensayo se iniciabaliberando primero los machos virgenes (del tipo silvestre
o Vienna-8, seglin el cruce); se colocaban solos en la arena de apareamiento
durante diez minutos para que se asentaran y a continuacion se ofrecian hembras
silvestres virgenes en proporcion 1:1. Durante las dos horas siguientes a la
formacion de la primera pareja se recogian cuidadosamente todas las parejas que
se iban formando en cada una de las arenas. Cada pareja se introducia en un tubo
de ensayo de poliestireno, de 12 mm de diametro x 75 mm de altura y un volumen
aproximado de 5 ml, y se registraba la hora de inicio del acople. Las copulas se
interrumpian de forma aleatoria al cabo de cuatro periodos de tiempo (10, 30, 60
y 90 min) aplicando ligeros golpes en los tubos. Una vez separadas las parejas, los
machos se desechaban y las hembras se conservaban de forma individualizada
en los tubos a -20°C hasta la extraccion del ADN de sus espermatecas o bien se
diseccionaban las espermatecas en fresco ese mismo dia de la copula para observar
el esperma al microscopio. Tanto la congelacion como la diseccion en fresco se
realizaba en ambos casos una hora después del momento de la separacion. Este
intervalo de tiempo se fija teniendo en cuenta las observaciones recogidas en el
estudio de Marchini y col. (2001) en C. capitata, en el cual se indica que una hora
después de finalizar del apareamiento la mayoria de los espermatozoides han
conseguido llegar a los receptaculos espermatecales y s6lo unos pocos siguen
presentes en los conductos espermatecales (principalmente en la parte apical

cerca de las espermatecas.

Serealizaron dos tipos de cruce: (1) machos silvestres con hembras silvestres
y (2) machos estériles Vienna-8 con hembras silvestres. Los experimentos de
apareamiento se repitieron varias veces en el tiempo hasta obtener un minimo
de 65 hembras por cada combinacion experimental (4 duraciones de acople x
2 tipos de cruces). En cada experimento se conservo una muestra de hembras

virgenes a -20°C para utilizarse como controles negativos en los analisis.
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2.2.3. Diseccion de las espermatecas

El estudio se centr6 en analizar los espermatozoides alojados sélo en las
espermatecas yaque éstasrepresentanlos 6rganos principales de almacenamiento.
Las espermatecas se aislaron por diseccion del resto de 6rganos reproductivos de
la hembra para reducir la interferencia del ADN de la hembra en el proceso de
extraccion del ADN espermatico y su posterior analisis. La diseccion se realizo en
condiciones asépticas, bajo un microscopio estereoscopico y empleando pinzas
de microdiseccion y agujas entomologicas esterilizadas. El tracto reproductivo
interno de cada hembra se extrajo sujetando los primeros segmentos abdominales
y tirando suavemente del ovipositor ( ). A continuacion, con las agujas
entomologicas se desprendian las espermatecas del resto de tejidos circundantes
y se cortaban los conductos espermatecales por su parte apical (primer tercio
del conducto). Durante este proceso de diseccion, el cuerpo de cada hembra se

disponia sobre un trozo de papel de filtro esterilizado y para evitar la desecacion

1 mm
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Diseccion de las hembras y aislamiento de las espermatecas del resto de
6rganos reproductivos para su extraccion de ADN. La flecha en la imagen inferior indica la
localizacion de las espermatecas depositadas en la pared interior del microtubo.
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de los tejidos y facilitar la extraccion de las espermatecas, se colocaba una
gota de solucion tampon TNES, la mismo que iba a ser utilizada a continuacion
en la extraccion de ADN (composicion recogida en el apartado siguiente 2.2.4
del presente capitulo). Las dos espermatecas extraidas de cada hembra eran

procesadas juntas como una tinica muestra.

2.2.4. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de las espermatecas aisladas se realizo en base
al método “salting-out” propuesto por Sunnucks y Hales (1996) con algunas

modificaciones; queda recogido a continuacion el protocolo seguido.

Las espermatecas intactas se transfirieron a un microtubo de 1,5 ml con
100ul de soluciéon tampon TNES (50-mM Tris-HCI pH 7,5, 400-mM Nacl, y 20-
mM EDTA pH 8,0, 0,5% SDS) donde se aplastaron con un micropistilo esterilizado
sobre la superficie interna del tubo. Una vez homogeneizado el contenido de la
muestra eran incubadas con 200 pl de TNES y 100 pg/ml de Proteinasa k (20mg/
ml) (Thermo Scientific) a 60°C durante una hora, y posteriormente a 37°C durante
16-18 horas. Después de la incubacion, las proteinas se precipitaron aniadiendo
85 ul de NaCl 5M a cada tubo y agitando enérgicamente los tubos durante 30
segundos A continuacion, los tubos se centrifugaban a 14.000 rpm durante
10 min a 15°C, e inmediatamente el sobrenadante (310 pl) era transferido a un
microtubo limpio. El ADN era precipitado con 250 pl de isopropanol frio (-20°C).
Después de mezclar mediante inversiones suaves e incubar durante 5 minutos
a temperatura ambiente, se realizaba un centrifugado a 12.000 rpm durante
10 min a 15°C. Después de desechar el isopropanol por decantacion del tubo,
el pellet de ADN era lavado con 200 ul de etanol frio al 70% (-20°C) mediante
inversiones suaves. Por ultimo, se realizaba un tltimo centrifugado a 12.000 rpm
durante 5 min a 15°C, y el etanol se elimin6 por decantacion del tubo. El pellet
de ADN se dejaba secar a temperatura ambiente colocando los tubos abiertos e
invertidos sobre una gradilla metalica debajo de una campana extractora. Una

vez el pellet estuviera completamente seco (aproximadamente entre una y dos



horas), el ADN se resuspendio en 15 pul de LTE (50-mM Tris-HCI pH 7,5, 0,1-mM
EDTA pH 8.0) agitando las muestras a 3.000 rpm durante 30 segundos.

Para la puesta a punto del método de diagndstico, se prepararon muestras
de ADN de referencia a partir de abdémenes de individuos adultos procedentes
de las colonias silvestres y Vienna-8. Los abdomenes se introdujeron en
microtubos de 1,5 ml (un abdomen/microtubo) que contenian 100ul de
solucion tampon (TNES), y con la ayuda de un micropistilo fueron aplastados y
homogeneizados con la solucion. La extraccion de ADN se llevo a cabo siguiendo
el mismo protocolo utilizado para las espermatecas, con la tnica diferencia que
el ADN era resuspendido con 25 pl de LTE.

Para evaluar algunos parametros de calidad del ADN obtenido se tomaron
medidas por medio de absorbancia en un NanoDrop 2000c (Thermo Scientific).

Todas las muestras de ADN se preservaron a -20°C hasta su amplificacion por PCR.

2.2.5. Diseho de marcadores y test de deteccion

A partir de las secuencias obtenidas de los marcadores especificos del
cromosoma Y de C. capitata (CcYsp), y teniendo en cuenta el genoma publicado
de esta especie (Papanicolaou y col., 2016; NCBI, 2017), se redisefharon nuevos
marcadores de esperma utilizando la base de datos ptblica GenBank, el programa
de alineacion de secuencias Clustal Omega y el software de analisis de cebadores
Primer3 (Koressaar y Remm, 2007; Untergassery col., 2012) para alinear secuencias
y analizar marcadores. El criterio principal fue generar un amplicon tnico de
tamano adecuado (de 50-200 pb; 6ptimo para la mayoria de las PCR en tiempo
real) para evitar la formacion de multibandas, ya que el marcador CcYsp sobre

ADN de macho produce un patréon multibandas que van de las 300 a 700 pb.

Mediante PCR convencional se probaron dos pares de marcadores (
)acuatro temperaturas anillamiento diferentes (55, 56, 59y 60 °C) utilizando

ADN de abdémenes de machos y de espermatecas de hembras apareadas como
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controles positivos y ADN de abdéomenes y espermatecas de hembras virgenes
como controles negativos. Para ello se emple6 un termociclador con gradiente
de temperatura (Applied Biosystems Veriti 96-Well) y se prepar6 una reaccion
que contenia 1 ul de ADN molde (en el caso de los abddémenes, las muestras se
diluyeron previamente a 10), 0,2 mM dNTPs, 1x tampén Tagq, 1,75 mM MgCIL,
0,75 U de ADN polimerasa y 0,25 uM de cada marcador molecular en un volumen
final de 20 pl (Tabla C2.02).

Tabla C2.01 | Secuencia de nucledtidos (5'-3") de los marcadores moleculares testados para
amplificar un fragmento especifico del cromosoma Y de C. capitata y tamafo del fragmento

amplificado. El marcador CcYsp-dir obtenido por San Andrés et al. (2007), resto de marcadores
disefiados en el presente estudio.

Nombre de los Secuencia del marcador Secuencia del marcador Tamafo de banda
marcadores directo reverso (pb)
CcYsp-dir / CCA AGC CAGACATAC TCGTIT GCA AAAGTG 112

CcYsp-R2 ACG AGG AG TGGTTC
CcYsp-FF/ AGT GAT GCA CCA CAC ATT GAT TCC TGG ACG 96
CcYsp-RR ACA CA AGT GG

Tabla C2.02 | Reactivos y volumenes utilizados para la reaccion de amplificacion mediante
PCR convencional para cada muestra.

Reactivo Volumen (ul)
ADN 1,00
Taq (1 U/ul) (Biotools) 0,75
Tampdn Taq 1x (Biotools) 2,00
MgCl, (50mM) (Biotools) 0,70
dNTPs (10mM) (Thermo Scientific) 0,40
Marcador directo (10uM) 0,50
Marcador reverso (10uM) 0,50
Agua ultrapura (Invitrogen) 14,15

Volumen final 20,00




Las condiciones de amplificacion fueron un ciclo de desnaturalizacion a 94
°C durante 4 minutos, 35 ciclos a 92 °C durante 30 segundos, las temperaturas de
anillamiento a testar durante 30 segundos, y 72°C por 30 segundos, seguidos de
un ciclo de extension final a 72°C por 10 minutos. La comprobacion del producto
amplificado se realiz6 mediante gel de agarosa. Los productos de PCR se tifieron
con GelRed® Nucleic Acid Gel Stain 10.000X (Biotium) y se separaron por
electroforesis en gel de agarosa D-1 con bajo contenido de EEO (Pronadisa, Sumilab
S.L., Madrid, Espana) al 2% en tampo6n TAE 1x (PanReac Aplichem-ITW Reagents).
Para cada muestra se tomaron 10 ul del producto amplificado y se mezclaron con 2
ul de tampon de carga 6x (FisherScientific) y GelRed® (100:1; v:v), cargando a cada
pocillo 10 pl de esta mezcla. La migracion se realiz6 con un voltaje constante de 90V
durante 30 minutos (Sub-Cell GT Cell BioRad) y se visualizaron bajo luz ultravioleta
(UV). La temperatura optima de anillamiento se establecié6 mediante la intensidad

de la banda obtenida en la visualizacion UV del gel de agarosa.

2.2.6. Preparacion de la curva estandar para la PCR en tiempo real

Para la cuantificacion del esperma mediante PCR en tiempo real se genero
una curva estandar a partir de cantidades conocidas de la secuencia seleccionada
del cromosoma Y. El material estandar utilizado para construir la curva se
sintetiz6 a partir de una secuencia de ADN espermatico procedente de muestras
de espermatecas con esperma acumulado en su interior. La secuencia diana se
multiplico mediante PCR convencional utilizando los marcadores especificos del
cromosoma Y y la temperatura de hibridacion seleccionadas ambas en la fase
previa. Las condiciones de amplificacion fueron las mismas que las descritas en

el apartado anterior 2.2.5.

Los productos de PCR se purificaron mediante el kit comercial Invisorb
DNA Cleanup (Stratec Molecular, Berlin, Germany) siguiendo el protocolo 4
(Stratec Molecular, 2015). La concentracion de ADN del producto purificado
se estim6 en el NanoDrop 2000c y se realiz6 un proceso de clonacion con la

bacteria Escherichia coli (Enterobacteriaceae) mediante plasmidos.
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La secuencia diana de ADN (inserto) se ligd en un vector pGEM-T Easy
(Promega Corporation, Madison, USA). El proceso de ligacion se realizo segan el
protocolo descrito por el fabricante pero ajustando la mezcla de la reaccion para
un ratio vector:inserto de 1:3.3 y un volumen final de reaccion de 25 pl ( ).

Reactivos y volumenes utilizados para la reaccion de ligacion del vector pGEM
®-T (Promega).

Reactivo Volumen (pl)
Tampodn de ligacion 2x, ADN ligasa (Promega) 12,5
pGEM(R)-T Easy Vector (50ng) (Promega) 0,5
Producto PCR purificado (inserto) 1,0
ADN ligasa (Promega) 1,0
Volumen final 25,0

Elvectorrecombinate (pGEM-T_CcYsp)seintrodujo encélulascompetentes
de E. coli cepa IM109, siguiendo el protocolo de transformacion indicado por el
mismo fabricante, aunque empleando los 25 ul de la reaccion de ligacion (vector
recombinate) con 100 ul de las células competentes. Este vector de clonacion,
que contiene un gen resistente a la ampicilina (gen lacZ que codifica para la
enzima B-galactosidasa), va a permitir seleccionar las colonias transformadas
de E. coli donde hayan entrado los plasmidos al ser crecidas sobre un sustrato
adecuado. Se realiz6é una incubacion de las bacterias en medio LB (caldo de
lisogenia) durante 1 hora a 37°C y posteriormente se cultivaron en placas con
medio de cultivo LB con ampicilina/IPTG/X-Gal (100pg de ampicilina por ml de
medio LB; 7ul de 100mM IPTG y 40ul de 50mg/ml X-Gal por placa). E1 X-Gal es un
sustrato cromogénico que detecta la actividad de la p-galactosidasa, y el IPTG es
un inductor de esta enzima, con lo cual con la conjuncién de ambos es posible en
funcion del color distinguir las colonias con presencia del vector recombinante
(blancas) de las no recombinantes (azules). Se mantuvieron overnight a 37°C, y
al dia siguiente se seleccionaron aquellas colonias con coloracion blanca. Estas

colonias seleccionadas se replicaron mediante una siembra con estria en placas
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con medio LB con ampicilina y se incubaron toda la noche a 37°C. Se realiz6 una
segunda seleccion de las colonias recombinantes que se habian replicado el dia
anterior; en esta ocasion, los clones bacterianos de cada colonia se sembraron
en medio liquido de LB con ampicilina y se mantuvieron a 37°C overnight en una

plataforma agitadora para su crecimiento (Figura C2.02).
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Figura C2.02 | Seleccion de colonias transformantes de E. coli e incubacion para crecimiento
de clones bacterianos. Colonias con presencia del vector recombinante en color blanco y las
no recombinantes en azul.

De estos cultivos bacterianos recombinantes, se extrajo ADN plasmidico
(ADNp) que contenia la secuencia de ADN de interés clonada. Para ello, se emple6
el kit Invisorb Spin Plasmid Mini Two (Stratec Molecular, Berlin, Germany)
siguiendo el protocolo 1 (Stratec Molecular, 2016), con solo una modificacion
en el paso 10 que se repite dos veces y se sustituye la solucion de eluciéon por
agua ultrapura. La concentracion y calidad del ADNp purificado se midié con
un espectrofotémetro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). Para confirmar la
presencia del inserto diana, se digiri6 una muestra de los ADNp purificados con
la enzima de restriccion EcoRI (Takara) a 37 °C durante 1 h y se analiz6é mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 2%. Teniendo en cuenta el espectro y
las relaciones de absorbancia proporcionadas por el NanoDrop e identificar
la presencia del inserto en gel de agarosa, se escogié el ADNp purificado de
mayor calidad como material clonado para hacer la curva de estandarizacion.
Una muestra de este material se llevo para secuenciar al Instituto de Biologia
Moleculary Celular de Plantas (IBMCP) de la Universidad Politécnica de Valencia.

La cuantificacion de pGEM-TCcYsp (vector e inserto) en picomoles se realizo
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considerando el peso promedio de un par de bases (660 Da) y el nimero de

bases pares de vector e inserto (N,), segun la siguiente formula matematica:

pg de dsDNA x 10°

pmol de dsDNA = 560 < Nb

Para estimar el nimero de copias de moléculas diana pGEM-TCcYsp
(plasmidos) se utilizo la constante de Avogadro (6,023 x 10%moléculas/mol) y se
calcul6 por microlitro (volumen utilizado como molde en cada PCR cuantitativa
en tiempo real). A partir del material clonado se preparé una serie de diluciones
seriadas en base 10 con agua ultrapura que sirvieron de muestras de referencia
para generar la curva estandar necesaria para el analisis cuantitativo en la PCR a
tiempo real. Este material de referencia se almacen¢ a -20 °C para ser utilizado

en cada prueba de PCR realizada.

2.2.7. Amplificacion PCR en tiempo real

Para la PCR en tiempo real se utilizo el sistema LightCycler® 480 (Roche
Diagnostics) y el reactivo intercalante SYBR Green como fluoroforo para la
deteccion del ADN de doble cadena. La reaccion se llevo a cabo con 5 ul de
Maxima SYBR Green I/ROX qPCR Master mix (2x) (Thermo Scientific), 0,5 uM de
cada marcador molecular y 1 ul de molde de ADN en un volumen final de 10 pl.
Dicho Master mix contiene ADN polimerasa Taq Maxima Hot Start, dNTPs, SYBR
Green Iy un tampo6n PCR optimizado que previene la formacion y amplificacion

inespecifica de los dimeros de marcadores.

En cada prueba se incluyeron muestras de ADN de espermatecas de
hembras virgenes y dos controles sin ADN molde (s6lo el contenido de la
reaccion de PCR) como controles negativos, y como muestras control positivas,
los mismos materiales de referencia para generar la curva estandar los cuales se
agregaban por duplicado a la microplaca (LightCycler® 480 Multiwell Plate 96,

White) en cada ejecucion.



El protocolo de PCR en tiempo real constaba de un primer ciclo de 95 °C
durante 10 min para la desnaturalizacion inicial y activacion de la Taq polimerasa,
40 ciclos de amplificacion (95 °C durante 15 s para la desnaturalizacion, 59 °C
durante 30 s para el anillamiento y 72 °C durante 30 s para la extension) seguido
de un ciclo final de 95°C durante 5 s y 60°C durante 1 min para la lectura de
la curva de fusion (melting curve) que permite verificar la identidad de los
productos de PCR. La adquisicion de datos, los ajustes de la curva estandar y el
analisis se realizaron con el software version 1.5 LightCycler ® 480 incluido en

el mismo instrumento.

2.2.8. Validacion del método

La validacion del método de qPCR en tiempo real desarrollado en este
estudio se llevo a cabo por comparacion con otros dos métodos: el conteo directo
de espermatozoides al microscopio, uno de los mas utilizados tradicionalmente
en estudios de transferencia de esperma, y un segundo método basado en una

PCR convencional semicuantitativa.

2.2.8.1. Recuentos de espermatozoides en microscopio

A partir de hembras procedentes de los experimentos de apareamiento
(apartado 2.2.2), se realizd un recuento de espermatozoides con el método de
cuantificacion por observacion directa en microscopio. Se tomaron espermatecas
de hembras acopladas con machos de cada cepa (silvestres y estériles Vienna-8)
y de los cuatro tiempos de duracion de la copula establecidos en el disefno
experimental (10, 30, 60 y 90 min). El mismo dia del experimento de apareamiento
y una hora después de ser interrumpida la copula, las hembras se aletargaron
por frio (durante 1-2 minutos a -15°C) y se diseccionaron bajo un microscopio
estereoscopico en condiciones asépticas, siguiendo el mismo procedimiento
empleado en la extraccion de espermatecas utilizadas para la obtenciéon de ADN
(apartado 2.2.3). Una vez aisladas el par de espermatecas de cada hembra, se
transfirieron a un portaobjetos con una gota (5-10 pl) de solucion detergente Triton

X-100 (Sigma-Aldrich) al 0,5 %. Cada portaobjetos disponia de una cuadricula
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grabada de 20 x 20 mm con 20 divisiones verticales para realizar el recuento de los
espermatozoides. Para romper las espermatecas se utilizo la cabeza esférica de un
alfiler entomoldgico a modo de micropistilo. Las espermatecas son estructuras
quitinizadas, por ello, se requeria romperlas bien en microfragmentos para liberar
su contenido, esparcirlo de forma homogénea sobre el 4rea de recuento y asi evitar
posibles aglomeraciones de esperma que dificultasen su recuento. Al secarse
la muestra, quedaba fijada en el portaobjetos y se guardaban en el congelador

(-20°C) en cajas portaobjetos hasta su tincion (sin el cubreobjetos).

Para realizar el conteo al microscopio, los espermatozoides se tifieron con
el fluorocromo DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), un marcador fluorescente
que puede atravesar las membranas plasmaticas de las células muertas y
unirse al ADN celular, y cuando se expone a la luz ultravioleta emite una senal

fluorescente azul (435 nm).

En cada portaobjetos donde estaba fijada la muestra espermatica se afiadia
5uldesolucion DAPI diluida a4 ug/ml (Img /ml; Thermo Sientific ™) (Bertiny col.,
2010); dicho volumen se extendia con la punta de un alfiler por toda la cuadricula
de conteo y se cubria con un cubreobjetos de vidrio para proteger la muestra
y el objetivo del microscopio. Después de dejar reposar la soluciéon durante 10
minutos en oscuridad para evitar la pérdida de la sefial de luz fluorescente, se
visualizaron las muestras en microscopia de fluorescencia (Nikon Eclipse E800
con filtro UV-2A: Ex 330-380, DM 400, BA 420) a 200x aumentos. Se contaron
todas las cabezas de espermatozoides presentes en las divisiones impares del
area de conteo incluyendo aquellas que estuvieran tocando el limite derecho
de dichas divisiones ( )y se calcul6 el numero total usando el factor

multiplicador correspondiente.

2.2.8.2. PCR convencional semicuantitativa

El segundo método utilizado para validar los resultados obtenidos en la

gPCR en tiempo real fue la PCR convencional semicuantitativa.



Rotura de las espermatecas en el area de recuento para la tincion de los
espermatozoides con DAPI (izquierda) y recuento directo de las cabezas en el microscopio
de fluorescencia (200x) (derecha).

Apartirdeun grupo de muestras de ADN de espermatecasy delos materiales
de referencia empleados para generar la curva estandar para la cuantificacion a
tiempo real (apartado 2.2.6) se realiz6 una PCR convencional. Se emplearon los
mismos marcadores seleccionados para la deteccion del esperma en la qPCR a
tiempo real (cromosoma Y), y las condiciones de amplificacion fueron las que se
describen en el apartado 2.2.5, excepto que el volumen de ADN molde presente

en la reaccion fue de 2 pl.

Los productos de PCR obtenidos se separaron por electroforesis en gel
de agarosa al 1,5% y se visualizaron bajo luz ultravioleta. Las intensidades
de banda de los productos de amplificacion de cada muestra de ADN se
compararon con la obtenida de los materiales estandar, asignando valores de
abundancia a cada muestra (hasta 6 niveles). Los materiales de referencia se
amplificaron en cada PCR para que la comparacion tuviera lugar siempre entre
muestras procedentes de una misma reaccion. Ya que todas las muestras no
podian ser visualizadas en el mismo gel, se aseguré de mantener constante el
tamano, espesor, y densidad de todos los geles de agarosa y las condiciones

de electroforesis.



2.29. Analisis de datos

Para obtener el nimero de copias de la secuencia-objetivo del cromosoma
Y en las muestras de ADN se utilizo el LightCycler ® 480 Software Package version
1.5 (Roche Diagnostics); los valores umbral de numero de ciclos (Ct) de las muestras
se calcularon mediante el método cuantitativo absoluto por segunda derivada
maxima y la curva estandar obtenida por el software se gener6 como una linea
de regresion lineal. A partir de las concentraciones obtenidas de este analisis se
determiné el porcentaje de muestras positivas en esperma, codificando como

0 y 1las muestras segun el valor umbral de deteccion establecido en el ensayo.

Los efectos del tiempo de acoplamiento y la cepa del macho (donante de
esperma) fueron analizados en los valores de deteccion de esperma obtenidos
en el método qPCR a tiempo real mediante un analisis de la varianza (ANOVA)
aplicando el procedimiento de la diferencia minima significativa de Fisher LSD.
Se realiz6 un analisis analogo con las cantidades de espermatozoides obtenidas

mediante el método de recuento directo al microscopio.

Para la validacion del método desarrollado, se realiz6 una comparacion de
pendientes de los modelos lineales ajustados obtenidos a partir de los valores
medios de las concentraciones de esperma obtenidas mediante el método qPCR
a tiempo real y los valores medios por cuantificacion directa de espermatozoides
al microscopio para los diferentes tiempos de acoplamiento evaluados, buscando
la ausencia de diferencias mediante la prueba F de Fisher. Este analisis se realizo
por separado para machos silvestres y Vienna-8 estériles. Mediante un analisis
de correlacion se comparoé la abundancia de esperma obtenida en un grupo
de muestras de ADN evaluadas tanto en el método PCR a tiempo real como en
PCR semicuantitiva, evaluando la correlacion entre ambos métodos con base al

coeficiente de correlacion de Pearson.

Los analisis estadisticos se realizaron con Statgraphics ® Centurion XVI

(StatPoint Technologies Inc, 2010). Se consider6 un resultado estadisticamente



significativo cuando el p-valor fue menor a 0,001 con un intervalo de confianza
del 95%. La normalidad de los datos fue evaluada utilizando el test Kolmogorov-
Smirnov y, en donde se consider6 oportuno, los datos de concentracion
relativa de esperma obtenidas mediante el método qPCR a tiempo real fueron

transformados log (x+1).

2.3. Resultados

2.31. Desarrollo del método PCR a tiempo real basado en el cromosoma Y

Se diseccionaron un total de 280 hembras silvestres procedentes de los
experimentos de acoplamiento para aislar sus espermatecas y extraer su ADN.
Asimismo, se procesaron 15 abdomenes por cada sexo y cepa empleada en el
estudio. Las cantidades de ADN total obtenidas por medio de las relaciones de
absorbancia (NanoDrop 2000c), fueron rangos variables de 5-20 ng/ul en las
muestras procedentes de espermatecas y 200-600 ng/ul en las de abdéomenes.
En cuanto a la calidad del material extraido se obtuvieron valores entre 0,9 y
1,6 para la relacion de absorbancia 260,/230, y entre 1,8 y 2,4 para la relacion de

absorbancia 260,/280.

Los marcadores especificos del cromosoma Y seleccionados fueron el
directo CcYsp-dir (5'-CGA AGC CAG ACA TAC ACG AGG AG-3') obtenidos
por San Andrés y col. (2007) y el marcador reverso disehado en este estudio
CcYsp-R2 (3'-TCG TTT GGA AAA GTG TGG TTC -5') a la temperatura Optima de
fusion de 59°C. Esta temperatura de fusion se determind experimentalmente
y se volvid clave para evitar apareamientos erroneos (mismatch) durante la
amplificacion por PCR. Los apareamientos erroneos ocurren cuando las bases
de los marcadores no emparejan correctamente con la secuencia molde de
ADN durante el proceso de amplificacion. Esto puede provocar la formacion
de productos de amplificacion inespecificos o la ausencia de amplificacion del
producto deseado. En este estudio, se establecié dicha temperatura 6ptima
de anillamiento a 59°C para evitar estos mismatches durante el proceso de

amplificacion del cromosoma Y con ADN femenino presente en las muestras.
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El analisis de la amplificaciéon se realiz6 con muestras de ADN de
abdémenes de hembras y machos (cepa silvestre y Vienna-8) y de espermatecas
con esperma almacenado en su interior (Figura C2.03). Los marcadores CcYsp-
dir y CcYsp-R2 generaron un fragmento de ADN de 112 pb cuya secuencia esta
disponibles en la base de datos GenBank ® (Dennis y col., 2014) con el nimero

de acceso MN062263.
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Figura C2.03 | Comprobacion de los productos amplificados obtenidos a partir de los
marcadores seleccionados para discriminar la presencia del cromosoma Y mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% y tincion con GelRed. Deteccion en las muestras de
ADN de espermatecas con esperma almacenado (carril 3) y de abdomen masculino (diluciéon
107?) cepa silvestre (carril 5) y Vienna-8 (carril 6) donde se identifica la banda de amplificacion
resultante de 112 pb. Las muestras sin amplificacion corresponden a un control negativo PCR
(carril 1), espermatecas de hembras virgenes (carril 2) y abdomen femenino (dilucion 1072) (carril
4). El marcador de peso incluido es una escalera de 100 pb (Thermo Scientific).

La curva estandar para la PCR cuantitativa se genero6 a partir de la solucion
obtenida del proceso de clonaciéon de 10" copias/pl de la secuencia diana
cromosoma Y; después de la diluciéon en serie con agua ultrapura, el rango
de la curva estandar abarc6 de 10 a 106 copias del plasmido (i.e. 6 6rdenes de
magnitud). Los valores umbral del nimero de ciclos (Ct) observados oscilaron
entre 26,6 y 12,9, lo que corresponde a una concentracion entre 10 y 10°. Se

realizaron réplicas temporales independientes, y la idoneidad de la curva
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estandar generada se evalu6 mediante las pendientes estimadas (-3,0 + 0,06)
y las eficiencias de amplificacion de los estandares (2,2 + 0,03) a partir de las
curvas de calibracion replicadas, evaluando también la linealidad del rango de

concentracion (R? promedio de 0,73; ).
® Muestras de referencia  ——Curva estandar

28 Error: 0.202

Eficiencia: 2.276
Pendiente: -2.799
Yintercept: 29.89

24
22
20
18

Ciclos umbral

16
14
12
10

Log Concentracién

Curva estandar para el amplicon objetivo cromosoma Y. El valor umbral de ciclo
(Ct) se representa frente a diluciones seriadas fijadas en base 10 del plasmido de 10 a 10° copias
por microlitro. Los puntos representan muestras emparejadas de las seis diluciones estandar
preparadas (pendiente = 3,41, R? = 0,99).

La deteccion minima de la secuencia cromosoma Y se establecio en base
a al analisis de los valores Ct y concentraciones obtenidas de los controles sin
ADN molde, muestras de ADN espermatecas de hembras virgenes y materiales
estandar. Las muestras con valores de Ct superiores o iguales a 26 fueron
negativas en la deteccion de la secuencia cromosoma Y y las muestras positivas
mostraron valores que oscilaron entre 16,8 y 25,8. La concentracion limite de

deteccion se identifico cerca de las 80 copias/ pl.

El 78% de las espermatecas procedentes de hembras que habian copulado

(con un macho silvestre o estéril y durante 10, 30, 60 6 90 minutos) se



determinaron como positivas, es decir se identificé del cromosoma Y lo cual
implica presencia de espermatozoides en su interior. Dicho porcentaje vario

significativamente al evaluarlo segun el tipo de macho (F, ,, = 17,08; P < 0,001)

1, 261

y la duracion del apareamiento (F, ,., = 8,11; P < 0,001), siendo mayor para las

3, 261

hembras que habian copulado con machos silvestres y cuando la duracion
del apareamiento superoé los noventa minutos. La interaccion entre estos dos

factores (cepa y tiempo) no fue significativa (F, ,. = 0,14; P = 0,94; ).

3,261

Porcentaje de identificacion positiva de la secuencia cromosoma Y mediante
PCR cuantitativa absoluta en tiempo real (media + EE) en muestras de ADN de espermatecas
de hembras de C. capitata que han copulado con machos silvestres o Vienna-8 en tres
duraciones diferentes. Las diferencias entre las letras en superindice denotan diferencias
significativas entre el tipo de macho (mayusculas) y la duracion del apareamiento (minusculas)
(analisis multifactorial de varianza, P < 0,001).

Duracién de la Muestras positivas en hembras Muestras positivas en hembras acopladas
copula (min) acopladas con machos silvestres con machos Vienna-8 estériles

10 66,7 £ 8,0 44,4 +12,1 B2

30 791£6,3% 60,9 £ 10,4 Bab

60 955+ 324 70,4 + 9,0 Bab

90 972 £ 2,44 80,0 + 7,4 5

2.3.2. Validacion del método PCR a tiempo real para la cuantificacion del

esperma transferido.

La cantidad de copias de la secuencia objetivo (cromosoma Y) se tradujo
para cada muestra de ADN espermatecas en la abundancia de espermatozoides
contenidos en ellas; esta estimaciéon se valido satisfactoriamente con el
método propuesto de conteo directo de espermatozoides al microscopio vy,

adicionalmente, mediante PCR convencional semicuantitativa.

Con el microscopio de fluorescencia se analizaron un total de 259
preparaciones de espermatecas y en ellas el nimero de espermatozoides vario
126 = 08,06; P < 0,001) y la duracion
= 34,04; P < 0,001) ( ). La interaccion entre

significativamente segun el tipo de macho (F

del apareamiento (F, ,q



ambos factores fue significativa (F, ,. = 21,06; P <0,001) lo que probablemente se

3, 261

puede atribuir a una mayor transferencia de esperma con una mayor duracion
de la copula en las hembras apareadas con machos silvestres en comparacion

con las hembras apareadas en machos estériles Vienna-8 (F, ,, = 21,06; P < 0,001).

3,261

NuUmero de espermatozoides (media + EE) estimados bajo el microscopio en
espermatecas de hembras de C. capitata (apareadas con machos cepa silvestre o Vienna-8)
en las tres duraciones de apareamiento fijadas. Cada valor se calculd a partir de al menos 30
hembras en cada tipo de macho y duracion del apareamiento. Las diferencias entre las letras
en superindice denotan diferencias significativas entre el tipo de macho (mayusculas) y la
duracion del apareamiento (minusculas) (analisis multifactorial de varianza, P < 0,001).

Duracién de la N.° de espermatozoides en hembras N.° de espermatozoides en hembras
copula (min) acopladas con machos silvestres acopladas con machos Vienna-8 estériles
10 15,2 + 3,442 54 +272¢82
30 41,8 £7,142 14,6 + 2,6 B3P
60 142,8 + 32,4 40 32,12 + 4,9 Bbe
90 349,7 £ 49,2 4 48,2 + 89 Be

Al comparar las regresiones de abundancia de espermatozoides obtenidas
en ambos meétodos (QPCR a tiempo real y conteo directo al microscopio), no se
encontraron diferencias significativas entre las pendientes tanto para las muestras
procedentes de hembras apareadas con machos cepa silvestre (F, ,.=162,67; P = 0,23)

como las apareadas en machos estériles Vienna-8 (F, .= 54,96; P = 0,66) ( ).

1,230

Los resultados de la qPCR en tiempo real se compararon con valores
obtenidos por PCR convencional semicuantitativa. Se evaluaron las muestras de
ADN espermatecas de hembras apareadas con machos silvestres y los valores
de PCR semicuantitativos se representaron segun niveles de intensidad de
banda de amplificaciéon observados en la electroforesis en gel de agarosa. El
analisis de correlacion mostré una fuerte relacion entre los valores estimados
en cada método (P < 0,001; Pearson r = 0,81), lo que indica una abundancia de
espermatozoides comparable. Solo cinco de las 93 muestras que dieron positivo

en la qPCR en tiempo real dieron negativo en la PCR convencional; datos que
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A. En hembras acopladas con machos silvestres

® PCR en tiempo real A Microscopia UV
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B. En hembras acopladas con machos V8

PCR en tiempo real A Microscopia UV
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Figura C2.05 | Lineas de regresion de abundancia de espermatozoides estimadas por el
método gPCR y recuento microscopico en hembras apareadas con machos silvestres (A) y
estériles Vienna-8 estériles (B). Cada punto representa el promedio de al menos 30 hembras
en cada método y tiempo de apareamiento. Las barras verticales indican los errores estandar.



podrian atribuirse a una mayor sensibilidad de la gPCR en tiempo real en la

deteccion y cuantificacion de espermatozoides ( ).
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Correlacion entre los valores de gPCR en tiempo real (mostrados en el ejey) vy la
PCR convencional semicuantitativa (en el eje x). Analisis realizado en 93 muestras de hembras
apareadas con machos silvestres en tres duraciones de coépula (10, 30 y 90 min). La imagen

representa los seis niveles de referencia de la densidad de amplicon que corresponde a las
concentraciones conocidas del material estandar preparado para la PCR a tiempo real.

2.4. Discusion

La complejidad del sistema de apareamiento de C. capitata ha generado
numerosos y relevantes estudios cientificos que examinan ampliamente los
factores que intervienen en este sistema reproductivo sin embargo, la influencia
de estos factores atn no esta de todo clara en algunos casos. Con el método
PCR a tiempo real propuesto en este estudio, se proporciona una herramienta
potencial y valiosa para mejorar esta comprension y también una base para el
estudio en otros tefritidos. Se ha podido detectar y cuantificar la abundancia de
esperma transferido y almacenado posteriormente en las espermatecas de las
hembras durante el apareamiento. El método se aplicd con éxito para el esperma

procedente de las dos cepas evaluadas, machos silvetres y Vienna-8 GSS estériles.



La cuantificacion de los espermatozoides fue posible a bajas
concentraciones de la secuencia objetivo cromosoma Y (i.e., los
espermatozoides almacenados en las espermatecas de las hembras apareadas
durante 10 minutos). Esta sensibilidad no se habia presentado en estudios
previos de deteccion molecular en C. capitata; el ADN espermatico contenido
en las espermatecas solo habia sido evaluado en hembras que habian cépula
entre 45 minutos y 3 horas, las cuales contenian una mayor cantidad de
esperma almacenado (San Andrés y col., 2007; Juan-Blasco y col., 2014, 2013a,
2013c). Este resultado obtenido en cuanto a la deteccion de espermatozoides
en el interior de las espermatecas en apareamientos de 10 minutos, esta en
concordancia con las observaciones presentadas en otros estudios mediante
observacion directa al microscopio donde se encontraron espermatozoides
después de copulas interrumpidas de entre 4 y 15 minutos (Farias y col., 1972;
Seo y col., 1990).

Con el procedimiento de validaciéon mediante el recuento microscopico
también se abord6 la cuestion de si las roturas cromosémicas inducidas por la
irradiacion durante la esterilizacion de los machos de la cepa Vienna-8 podrian
afectar a las regiones donde se diseniaron los marcadores. Como muestran
nuestros resultados, los valores de la abundancia relativa de espermatozoides
obtenidos por el método qPCR concuerdan con el recuento de cabezas de
espermatozoides, tanto en espermatozoides transferidos durante las copulas

con machos silvestres como con machos Vienna-8 irradiados.

Respecto al procedimiento de obtencion del ADN, todas las espermatecas se
extrajeron de hembras conservadas a -20 °C (sin etanol) durante un maximo de tres
meses; este intervalo que se estableci6 al observar que con tiempos de congelacion
mas prolongados aumentaban las dificultades a la hora de aislar las espermateca
sin producir rupturas y, consecuentemente, pérdida de espermatozoides. Se trata
de muestras con escaso contenido en ADN, por ello en este proceso de extraccion

se debe tener especial cuidado con la diseccion y aislamiento de las espermatecas



y su posterior manejo. Las capsulas espermatecales estan esclerotizadas (Dallai
y col., 1993) y es necesario romperlas con atencion para liberar su contenido y
obtener un extracto homogeneizado en cada microtubo. Este procesamiento de
muestras requiere tiempo y un manejo adecuado y aunque se han examinado
protocolos de extraccion alternativos (Juan-Blasco y col., 2013c) y probado
algunas modificaciones en estudios preliminares (datos no mostrados), no se
han obtenido resultados mas fiables. No obstante, una vez aprendido el manejo
de las muestras, segiin nuestros registros, el tiempo necesario para la diseccion
del abdomen, aislamiento de las espermatecas, homogeneizacion y adicion de
Proteinasa K para la incubacion (primer paso en la extraccion de ADN) se estimo
en diez minutos por muestra. Otro aspecto a tener en cuenta de las muestras de
ADN obtenidas unicamente del par de espermatecas es que presentan un escaso
contenido en ADN y practicamente todo procede de los tejidos de la hembra; esta
escasez hace que cualquier problema en la degradacion del ADN o la presencia
de contaminantes suponga una limitacion en su analisis ya que se trabaja cerca

de los limites de deteccion.

Con los resultados obtenidos en este estudio se constata que el método
gPCR en tiempo real diseiado es un método especifico y ttil para evaluar la
transferencia y el almacenamiento del esperma en las espermatecas de las
hembras en C. capitata. Por un lado ofrece una estimacion precisa y ciertas
ventajas respecto al diagnostico microscopico, como la posibilidad de analizar
muestras de hembras congeladas a maslargo plazo yla ausencia de las dificultades
asociadas en el recuento de espermatozoides por la presencia de agregaciones.
Son diversos los trabajos que se han centrado en estudiar la influencia de
factores como la edad, la dieta o el tamano de los individuos en la transferencia
y almacenamiento de esperma, sin embargo se han obtenido resultados muy
variables (Churchill-Stanland y col., 1986; Orozco y Lopez, 1993; Blay y Yuval,
1997, 1999; Taylor y Yuval, 1999; Kaspi y col., 2000; Taylor y col., 2000, 2001,
Papanastasiou y col., 2011; Costa y col., 2012; de Aquino y Joachim-Bravo, 2013).

En este contexto multifactorial, el método molecular aqui presentado podria



contribuir a un analisis de muestras a mayor escala y por tanto reevaluar algunas

de estas asociaciones no coincidentes.

Por otro lado y en relacion con los programas TIE para el control de C.
capitata, el método puede representar también una herramienta util en el
diagnostico de parametros de calidad aplicados al proceso de cria masiva,
especialmente en estudios de laboratorio enfocados en la optimizacion de dietas
o manipulacion quimica en las condiciones de desarrollo en los cuales se busca
mejorar el comportamiento sexual de los machos producidos y la transferencia

de esperma.

En resumen, en el presente trabajo se documenta el primer método
de cuantificacion mediante PCR a tiempo real empleando marcadores del
cromosoma-Y para un tefritido. El método desarrollado ofrece para la especie C.
capitata una estimacion cuantitativa fiable de los espermatozoides transferidos
y almacenados por las hembras en sus espermatecas después del apareamiento,
y una mejora en cuanto a la reproducibilidad y rendimiento en el procesado
de muestras respecto a los métodos cuantificacion visuales empleados hasta
el momento. Dicha flexibilidad experimental puede simplificar el estudio
de aspectos sobre la biologia reproductiva de este tefritido relativos a la
transferencia de espermatozoides, y aquellos involucrados en las evaluaciones

de competitividad de los machos estériles dentro de los programas TIE.
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Capitulo 3

ANALISIS CUANTITATIVO DE LA TRANSFERENCIA
DE ESPERMA EN MACHOS SILVESTRES Y ESTERILES:
EFECTO DE LA DURACION DEL ACOPLE Y

LA EDAD DE LOS MACHOS

3.1. Introduccién

Los sistemas de apareamiento de los insectos varian segun sus estrategias
reproductivas y las interacciones entre ambos sexos pueden llegar a ser en
ocasiones complejas; pese a ello, el éxito reproductivo de un macho se reduce al
final en su habilidad para conseguir copular y fertilizar a las hembras (Thornhill

y Alcock, 1983; Sivinski y Burk, 1989).

En una amplia diversidad de taxones, incluidos los insectos, la duracion
de la copula puede ser un indicador importante de la cantidad de esperma
transferido ala hembra (Simmons and Siva-Jothy, 1998). Sin embargo, no siempre
la inseminacion sigue inevitablemente a la copula, algunos machos a menudo no
logran una transferencia efectiva del esperma durante el apareamiento (Gilchrist

y Partridge, 2000; Garcia-Gonzalez, 2004).

En C. capitata son muchos los estudios que abordan la transferencia de
esperma, asi como su almacenamiento durante y después del proceso de copula
y su posterior uso para la fertilizacion de los huevos (p.ej. Farias y col., 1972; Yuval
y col., 1996; Seo y col., 1990; Taylor y col., 2000; Marchini y col., 2001b; de Aquino
y Joachim-Bravo, 2013). Factores como la edad, el tamano corporal, el estado

nutricional, la duracion de la copula o la irradiacion, dirigida a la esterilizacion de
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individuos para los programas TIE, han sido considerados como determinantes

en la transferencia y almacenamiento del esperma.

En muchas especies de insectos, se ha observado que la edad es un factor
intrinseco que puede interferir con las sefales de reclamo sexual de los machos
o con su integridad somatica modulando su atractivo sexual, competitividad y
rendimiento de apareamiento (Delisle, 1995; Moore y col., 2001; Papadopoulos y
col.,2004; Rugman-Jonesy Eady, 2007; Fischery col.,2008). En el caso delamosca
de la fruta mejicana Anastrepha ludens Loew (Diptera: Tephritidae), estudiando
la relacion de la edad del macho con la transferencia de esperma, se obtuvo
que los machos de mayor edad producian mas esperma (Reyes-Hernandez y
Pérez-Staples, 2017) pero no se traducia en un mayor almacenamiento y éxito
de inseminacion (Harwood y col., 2015; Herrera-Cruz y col., 2017). En C. capitata,
hay controversia entre los estudios que abordan la relacion entre la edad del
macho y esperma transferido; mientras que Papanastasiou y col. (2011) no
encuentra una relacion directa entre ambos factores, Taylor y col. (2001) apunta
a una reduccion de la transferencia con la edad del macho y Costa y col. (2012) a

un incremento del esperma transferido con la edad.

Otro de los factores que se ha relacionado en el proceso de transferencia
de esperma es la duracion de la copula y su influencia se ha observado que es
significativa en diversos insectos (Yamagishi y Tsubaki, 1990; Eberhard, 1996;
Engqvist y col., 2007; Perez-Hedo y col., 2014; Himuro y Fujisaki, 2015). En los
estudios realizados en C. capitata, se extrae la concordancia general de que
la cantidad de esperma transferido aumenta con la duracion de la copula;
sin embargo dicho incremento muestra un patréon que no se halla del todo
claro sobre todo en copulas mas largas y a partir de un tiempo determinado
(Farias y col., 1972; Seo y col., 1990; Yuval y col., 1996).Sefnalar también que se
encuentran estudios en donde no se identifica una relacion entre duracion de
copula y transferencia de esperma (Taylor y Yuval, 1999; Taylor y col., 2000;
Costay col., 2012).
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En los programas que usan la irradiacion para la aplicacion de la técnica
del insecto estéril, es muy importante evaluar el efecto de dicha irradiacion en
la transferencia de esperma. Los machos irradiados deben ser capaces, sin verse
comprometida su esterilidad, de transferir una cantidad apropiada de fluido
espermatico durante la copula. Se ha visto claramente que la competitividad de
los machos irradiados esta inversamente relacionada con la dosis de irradiacion,
mientras que el nivel de esterilidad esta, por supuesto, directamente relacionado
con la dosis (Hooper, 1972, 1971). En varios estudios en C. capitata donde se
compara la habilidad de inseminacion de machos irradiados y no irradiados,
se ha visto que el esperma almacenado en hembras acopladas con machos
irradiados tiende a ser inferior que aquellas acopladas con machos de la misma
cepa no irradiados o silvestres (Seo y col., 1990; Taylor y col., 2001; Mossinson y
Yuval, 2003).

Aunque en conjunto la literatura sobre los factores relacionados con
la transferencia y el almacenamiento de esperma en C. capitata parece ser
amplia, hay brechas de conocimiento entre los diferentes estudios debido en
algunos casos a la variabilidad en las cepas testadas y su experiencia sexual o la
existencia de interaccion entre factores como por ejemplo dieta e irradiacion

(Msaad Guerfali y Chevrier, 2020).

Por todo ello, y buscando arrojar luz sobre los factores que afectan la
transferencia de esperma en este tefritido en general, y en particular a la cepa
Vienna-8 empleada en los programas TIE, en el presente capitulo se plantea
como objetivo revisar los patrones de transferencia de esperma en dicha
especie abordando en paralelo el efecto de la cepa, la edad y la duracion de la
copula, y empleando el método de PCR cuantitativa en tiempo real previamente
desarrollado y validado en el capitulo anterior para la cuantificacion del esperma

transferido.
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3.2. Material y métodos

3.21. Experimentos de acoplamiento

Los ensayos de acoplamiento se llevaron a cabo con individuos de C. capitata
cepa silvestre y machos estériles cepa Vienna-8 procedentes de las colonias
anteriormente descritas en el Capitulo 2 (apartado 2.2.1) e individualizados tal y

como alli se detalla.

En el momento de la copula se utilizaron hembras silvestres virgenes con
una edad de 4 dias después de emergencia (DDE) y machos virgenes de tres
edades de madurez 4, 11y 18 DDE de ambas cepas (silvestres y estériles Vienna-8).
Todos los adultos, incluido los machos estériles Vienna-8, se mantuvieron por
separado en cajas ventiladas de metacrilato transparente (20 x 20 x 20 cm)
con agua y una dieta proteica (4:1 p:p, azucar: levadura). Machos y hembras se
dispusieron en camaras climaticas distintas segtn sexo a 25 + 2°C, 60 + 10% de

humedad relativa y 14:10 h (L:O), hasta el dia del experimento.

Los apareamientos se realizaron en laboratorio empleando como arena
experimental las jaulas de metacrilato transparente de 30 x 30 x 50 cm y bajo
las mismas condiciones de temperatura, humedad y luz descritas en el apartado
2.2.2 del Capitulo 2. En cada una de las jaulas se liberaban en primer lugar
50 machos virgenes de la misma cepa y edad, y transcurridos 10 minutos 50
hembras silvestres virgenes. Cada vez que se formaba una pareja, se transferia

con precaucion a un tubo de ensayo anotando la hora de inicio del acople.

Para estudiar la evolucion de la transferencia de esperma durante la
copula, se fijaron seis intervalos de tiempo (10, 30, 60, 90, 120 y 150 minutos
desde el inicio del acople) los cuales una vez alcanzados, los apareamientos se
interrumpian. Las parejas se separaban fisicamente con ligeros golpes una vez
alcanzado uno de los tiempos de acople elegido al azar. Al cabo de una hora

de la separacion, periodo en el que se considera que el esperma transferido ha
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migrado a las espermatecas, las hembras eran introducidas al congelador a -20°C

y conservadas alli hasta que se procedia a la extraccion de sus espermatecas.

Los experimentos se realizaron semanalmente hasta conseguir un minimo
de 35 hembras silvestres fertilizadas de las 30 combinaciones posibles de

acoplamiento (2 cepas de machos x 3 edades de madurez x 6 tiempos de acople).

3.2.2. Aislamiento de espermatecas, extraccion de ADN y PCR cuantitativa

en tiempo real

El esperma transferido a las hembras en las distintas combinaciones de
acoplamientos se estimé a partir de los espermatozoides contenidos en sus

principales 6rganos de almacenamiento, las espermatecas.

Para ello, se extirparon el par de espermatecas de cada hembra, y una vez
aisladas se procedio a la extraccion de su ADN total. El procedimiento seguido
tanto para el aislamiento como para la extraccion de ADN fue el mismo descrito

en los apartados 2.2.3 y 2.2.4 del Capitulo 2.

De cada una de las extracciones de ADN, se estimo el namero de células
espermaticas aplicando la metodologia PCR cuantitativa desarrollada y validada
en este trabajo (Capitulo 2). Utilizando el par de marcadores CcYsp-dir y
CcYsp-R2, disenados para identificar una secuencia especifica del cromosoma
Y, se realizé un analisis PCR en tiempo real con el fluoréforo SYBR® Green y
por interferencia con la curva de calibrado, se estim6 la densidad media de

espermatozoides en cada una de las muestras de ADN.

3.2.3. Analisis de datos

Elefecto delosfactores edad y cepa del macho (donante de esperma)y tiempo
de acoplamientos en los valores de deteccion y cantidad de esperma obtenidos
de la qPCR a tiempo real, asi como su interaccion, fueron evaluados mediante

un andlisis de la varianza (ANOVA multifactorial) aplicando el procedimiento de
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la diferencia minima significativa de Fisher LSD. Se realiz6 también un segundo

analisis ANOVA de dos vias por separado para machos silvestres y estériles.

Los analisis estadisticos se realizaron con Statgraphics ® Centurion XVI
(StatPoint Technologies Inc, 2010). Se considerdé un resultado estadisticamente
significativo cuando el P-valor fue menor a 0,001 con un intervalo de confianza del

95%. La normalidad de los datos fue evaluada utilizando el test Kolmogorov-Smirnov.

3.3. Resultados

3.31.Evaluaciondelatransferencia efectivade espermaen losacoplamientos

Del total de hembras apareadas en los ensayos, se obtuvo el ADN de
las espermatecas de 1.005 hembras y 981 fueron testadas mediante qPCR a
tiempo real. En el 80,33% de las muestras evaluadas se detect6 amplificacion
del fragmento del Cromosoma-Y objetivo, asi que puede afirmarse que hubo

transferencia efectiva de espermatozoides en tales apareamientos.

Al analizar la cantidad de muestras positivas en esperma segun el origen
del macho involucrado en el apareamiento, su edad y la duracion del acople, se
obtuvo un efecto significativo de las tres variables en cuanto a positividad se
refiere (Tabla C3.01).

El porcentaje de deteccion de esperma fue del 86,63 % en las copulas
efectuadas con machos silvestres y del 69,27% en las copulas con machos

Vienna-8 estériles (F, .., = 52,07; P <0,001).

1,981
Debido a que la significacion se detecta en los factores simples, pero no
en la interaccion entre estos, se realiza un nuevo analisis y se estudia para cada

cepa por separado el efecto de la edad y el tiempo de acople.

En cuanto al efecto de la edad, en este segundo analisis por grupos, se

observo que la edad del macho no tuvo una influencia significativa en el
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porcentaje de deteccion de esperma en el caso de los machos silvestres (F, ¢ =
1,19; P = 0,306) y en el caso de los machos Vienna-8 estériles, aunque hubo una
menor deteccion en las muestras procedentes de las copulas con los machos de
mayor edad fisiologica (18 DDE), esta diferencia no llego a ser significativa (F

= 2,52; P = 0,082) (Tabla C3.02).

2,375

Con respecto a la duracion del acople, la deteccion de esperma fue
descendiendo al reducir los tiempos de acoplamiento (Tabla C3.03), siendo
significativamente menor para ambas cepas en las copulas de 10 minutos de
duracion (en machos silvestres F 606 = 23,05; P < 0.001 y en estériles Vienna-8

F, ,,s= 7,67; P < 0,001).

Tabla C3.01 | Efecto de los tres factores evaluados (procedencia del macho involucrado en el
cruzamiento, su edad y el tiempo de acoplamiento) en la positividad de las muestras, Valores
en negrita indican factor significativo (P < 0,05).

Factor F Gl P-valor
Cepa 52,07 1 <0,001
Edad 4,09 2 0,017
Tiempo 24,08 5 <0,001
Cepa*Edad 119 2 0,306
Cepa*Tiempo 2,03 5 0,072
Edad*tiempo 1,38 10 0,184

Tabla C3.02 | Porcentaje de muestras (X + EE) en las cuales se ha detectado esperma en
funcion de la edad para cadatipo de cruzamiento. Lasdiferencias entre las letras en superindice
denotan diferencias significativas segun las edades de madurez de los machos (analisis de la
varianza, P < 0,001).

Edad fisiolégica del macho Cepa silvestre Cepa V8 estéril
4 89,45 + 2,00 7730 + 3542
n 82,63 +2,76 66,94 + 4,29 3

18 8715+ 251 63,72 + 4,54°
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Tabla C3.03 | Porcentaje de muestras (X + EE) en las cuales se ha detectado esperma en
funcion del tiempo de acoplamiento para cada tipo de cruzamiento. Las diferencias entre las
letras en superindice denotan diferencias significativas entre los tiempos de acoplamiento en
copulascon machos cepasilvestre (minudsculas) y machos cepa Vienna-8 estériles (mayusculas)
(analisis de la varianza, P < 0,001).

10 58,25+ 4,88° 42,316,924
30 80,37 £386° 66,67 5,99 48
60 94,00 + 2,39 ¢ 61,97 £ 5,80 B¢
90 9495+221¢ 73,33 + 514 B¢
120 96,19 £1,88 ¢ 8533 £4,11¢

150 97,83 £153°¢ 89,74 £ 4,92 ¢

No deteccién de ADN espermatico

0%

50% 100%

H10min WM30min M60min W90 min m 120 min 150 min
SILV. 53 26 7 6
0% 50% 100%
W10min ®W30min MWM60min ®90 min 120 min 150 min

Figura C3.01 | Distribucionrelativadelas muestras negativas (no deteccion de espermatozoides)
en funcion del tiempo de acoplamiento para cada tipo de cruzamiento (Silv.. con machos
silvestres; V8 E: con machos Vienna-8 estériles).
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Asi pues, las muestras procedentes de coOpulas de 10 y 30 minutos
concentraron el 79,01% de las no detecciones de espermatozoides en el caso
de los acoplamientos con silvestres, mientras que en los acoplamientos con
Vienna-8 estériles, el 68,75 % de las no detecciones tuvo lugar en las copulas de

menos de 60 minutos (Figura C3.01).

3.3.2. Cuantificacion relativa del esperma transferido en los acoplamientos.

El analisis cuantitativo realizado a las muestras positivas en esperma (en
total 788) mediante el método qPCR a tiempo real y la curva estandar puso de
manifiesto diferencias en cuanto a la cantidad relativa de espermatozoides
transferido a las hembras durante los acoplamientos. Dichas diferencias

resultaron significativas para las variables cepa (F, .., = 43,09; P < 0,001) y tiempo

1,788

de acoplamiento. (F = 718; P < 0,001), resultando también significativa la

5, 788

interaccion entre ellas (F = 4,82; P < 0,001), de modo las diferencias entre

5, 788
las cantidades de esperma transferido debidas a la duracion del acople fueron
distintas segun la cepa del macho. Con respecto a la madurez del macho, no se
obtuvo un efecto significativo en la cantidad de esperma transferido entre las

tres edades evaluadas (F, .., = 0,05; P = 0,951).

2,788

Se realiz6 un nuevo analisis sin introducir el factor edad del macho para
estudiar la influencia de la cepa y el tiempo de acoplamiento en la cantidad
de esperma transferido, asi como la interaccion significativa entre ellas. En el
grafico de interaccion representado con los intervalos Tukey HSD se muestra
el efecto del tiempo en el incremento de gametos transferidos, observandose
un aumento progresivo pero diferente segun la cepa, siendo esta diferencia

significativa a partir de los acoplamientos de mas de 90 minutos (Figura C3.02).

Al evaluar en detalle la cantidad de espermatozoides transferidos a las
hembras en funcion del tiempo de copula para cada cepa, se desprende que,
aunque hay transferencia efectiva de esperma en los primeros 30 min de la

copula, la cantidad del esperma transferido resulta basal y a partir de los 60

99
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(X 1000,0)
15 Cepa del macho
—e— Machos Silv
—— Machos Est. V8
11

Concentracion relativa de esperma

10 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min
Tiempo de acople

Figura C3.02 | Graficode interaccion entre la concentracion relativa media de espermatozoides
encontrada en espermatecas de hembras apareadas con machos silvestres ¢ Vienna-8
estériles y la duracion del acople.

minutos aumenta progresivamente hasta los 120 minutos, donde se alcanza
un valor maximo que no difiere significativamente al incrementar el tiempo
de acoplamiento. Si bien se observa una tendencia analoga para las dos cepas,
de machos evaluadas, las cantidades relativas de gametos transferidos fueron
mas elevadas a partir de los 60 minutos en las copulas producidas con machos

silvestres (Figura C3.03 y C3.04).

A la vista de las figuras anteriores, se consideré interesante buscar un
modelo para describir el proceso de transferencia efectiva de espermatozoides
recibidos por la hembra segtn la duracion del acople. Para ello se compararon
varios modelos de regresion simple con las concentraciones medias relativas
de esperma obtenidas para cada tiempo de acople y cepa del macho evaluada
(Tabla C3.04 y Tabla (C3.05). El ajuste mas adecuado result6 el modelo
Multiplicativo en los acoples con los machos silvestres y el modelo Log-Y Raiz

cuadrada-X con los Vienna-8 estériles.

Estosmodelos ponen de manifiesto, que la cantidad de espermarecibido por
las hembras durante una copula, tanto si esta tiene lugar con machos silvestres

como estériles, esta positivamente relacionada con el tiempo de duraciéon del
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Transferencia de esperma: Tiempo machos Silvestres
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Figura C3.03 | Cantidad relativa de esperma transferido en copulas con machos silvestres (N.°
copias del gen objetivo cromosoma Y/ul/hembra) y almacenado en las espermatecas de las
hembras para los diferentes tiempos de acoplamiento evaluados.

Ttransferencia de esperma: Tiempo  machos V8 Estériles
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Figura C3.04 | Cantidad relativa de esperma transferido en copulas con machos estériles
Vienna-8 (N° copias del gen objetivo cromosoma Y/ul/hembra) y almacenado en las
espermatecas de las hembras para los diferentes tiempos de acoplamiento evaluados.
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Tabla C3.04 | Modelos de regresion simple analizados para determinar la relacion de la
cantidad de esperma transferido por los machos silvestres (C) en funcion del tiempo de acople
(T).

Logaritmo de X C=a+b*Ln(T) 0,0101 84,06
Exponencial C=exp (a +b*T) 0,0070 86,67

Log Y raiz cuadrada doble C=exp (a+ b*/T) 0,0007 95,58
Lineal C=a+b*T 0,0002 97,75

Raiz cuadrada doble C = (a+ b*/T)? 0,0001 98,83
Doble inverso C=1/(a+b/T) <0,0001 99,48
Multiplicativa C =exp (a + b*Ln(T)) <0,0001 99,57

Tabla C3.05 | Modelos de regresion simple analizados para determinar la relacion de la
cantidad de esperma transferido por los machos Vienna- 8 estériles (C) en funcion del tiempo
de acople (T).

Logaritmo de X C=a+b*Ln(T) 0,0242 75,70
Lineal C=a+b*T 0,0218 76,89

Doble inverso C=1/(a+b/T) 0,0177 79,09
Exponencial C=exp (a+b*T) 0,0125 82,31

Raiz cuadrada doble C=(a+b*/T)? 0,0103 83,90
Multiplicativa C =exp (a + b*Ln(T)) 0,0082 85,62

Log Y raiz cuadrada doble C=exp (a + b*/T) 0,0061 87,48

acople, y que este incremento no se mantiene en el tiempo de forma constante.
En ambas la transferencia crece lentamente, pero en el caso de los machos
silvestres, dicha transferencia es mas progresiva y crece mas al incrementar el
tiempo de copula. (Figura C3.05 y C3.06). Estos ajustes no lineales, pueden ser
linealizados al aplicar el logaritmo a ambas variables, el tiempo de acople (T) y

la concentracion de esperma (C), quedando las ecuaciones de dichos modelos
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como siguen:

Cantidad relativa de esperma

* Ln (C) = 3,27 + 1,24 * Ln (T) en la cepa silvestre (P<0,001; R?>= 99,57%)
* Ln (C) = 5,39 + 0,16 * Raiz (T) en la cepa V8 estéril (P=0,0061; R*= 87,48%)

Modelo de transferencia-tiempo en machos silvestres
14000

12000
10000
8000

i,,u"k=9as7%
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) NTTes

2000 ®

10 min 30 min 60 min 90 min 120 min 150 min

Figura C3.05 | Grafico del modelo ajustado para los acoplamientos con machos silvestres C =
exp (3,27 +1,24 *Ln (T)) (linea discontinua). Los puntos representan las concentraciones medias
relativas de esperma (N.° copias del gen objetivo cromosoma Y/ul/hembra) obtenidas de las
espermatecas para cada tiempo de acople. Las barras verticales indican los errores estandar.

Cantidad relativa de esperma

Modelo de transferencia-tiempo en machos V8 Estériles
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Figura C3.06 | Grafico del modelo ajustado para los acoplamientos con machos Vienna-8
estériles C = exp (539 + 016 * Raiz (T)) (linea discontinua). Los puntos representan las
concentraciones medias relativas de esperma (N.° copias del gen objetivo cromosoma Y/ul/
hembra) obtenidas de las espermatecas para cada tiempo de acople. Las barras verticales
indican los errores estandar.
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3.4 Discusion

Fertilidad de las copulas

Cierto grado de infertilidad en las poblaciones naturales es mas comun
de lo que generalmente se supone, y en el grupo de los insectos no es una
excepcion (Buxton, 1955; Choe, 1995; Qazi y col., 1996; Garcia-Gonzalez, 2004).
El valor medio de copulas concluidas sin inseminaciéon se sittia en algunos
tefritidos como Bactrocera tryoni entre el 3 y 11% (en apareamientos naturales no
interrumpidos) (Harmer y col., 2006; Perez-Staples y col., 2007; Radhakrishnan
y col., 2009; Pérez-Staples y col., 2010; Shadmany y col., 2021) y en Anastrepha
fraterculus del orden del 7 % (Abraham y col., 2011b). En el caso de C. capitata,
algunos estudios apuntan a fallos frecuentes de inseminacién, no detectandose
esperma después de la copula entre el 20 y 38% de las hembras (tanto separadas
espontaneamente como interrumpidas) (Camacho, 1989; Seo y col., 1990). En
otras experiencias, sin embargo, se hace referencia a fallos en la inseminacion
menos frecuentes, situdndose el grado de infertilidad por debajo del 7% (Wong'y
col., 1984; Whittier y Kaneshiro, 1995;), aunque cabe sefialar que en estos casos
se evaluaron en su mayoria copulas no interrumpidas y de larga duracion (mas
de 100 minutos). Los resultados del presente estudio confirman lo reportado en
C. capitata, que no todas las copulas producidas entre individuos de esta especie

pueden ser exitosas con lo que respecta a la transferencia de espermatozoides.

La proporcion promedio de copulas sin transferencia de espermatozoides
vario segun la cepa del macho involucrada entre el 13% en el caso de los
acoplamientos con machos silvestres y el 31% en los estériles Vienna-8,
pero no se observo que la edad de los machos para cada cepa afectara de
manera significativa a la cantidad de copulas con inseminacion efectiva. Los
apareamientos detectados sin transferencia fueron mayores en los tiempos de
acoplamiento mas cortos de manera que el 50 % de éstas correspondieron a
copulas de 10-30 minutos. Esta proporcion es similar a la reportada por Seo
y col. (1990) donde el mayor nimero de no inseminaciones se detectan en los

primeros 30 minutos del acople tanto en copulas naturales no interrumpidas
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como en separadas. Cabe sefialar también que, en tales rangos de tiempo, debido
a que el namero de espermatozoides podia ser ain bajo, algunas muestras se

situaban en los limites de deteccion del método de cuantificacion.

Con la duracion del acoplamiento, la proporcion de copulas con
inseminacion fue incrementando del 58% en las copulas mas cortas (10
minutos) hasta situarse por encima del 96% en los apareamientos mas largos
(120 y 150 minutos) en copulas involucradas con machos silvestres, y del 42%
al 85% con machos estériles Vienna-8. Dichos valores estan en concordancia
con los obtenidos por Seo y col. (1990) que indicaban que en apareamientos
de 15 minutos habia inseminacién en el 51% de las copulas con machos no
irradiados y en el 37 % con machos irradiados, y a partir de los120 minutos,
las copulas fértiles incrementaban hasta situarse por encima del 83% en ambos
machos, encontrandose también por tanto copulas de mas de 120 minutos sin

transferencia de esperma.

Con ello, se confirma que aunque el macho empieza la transferencia en
los primeros minutos de la intromision del edeago, los espermatozoides no se
transfieren tan rapido durante la copula como ocurre en otros dipteros como
por ejemplo en Droshopila melanogaster (Meigen) (Diptera: Drosophilidae) que
puede haber completado la transferencia de esperma en apenas 8 minutos
(Gilchrist y Partridge, 2000) o como en Anastrepha ludens y A. obliqua, donde se
registra que practicamente el 100% de las hembras han sido inseminadas a partir
de los 10 minutos de iniciarse la copula (Pérez-Staples y col., 2014). Sin embargo,
en otras especies del género Anastrepha, como A. spatulada, se ha observado
que la velocidad de transferencia es menor, no encontrandose esperma en las

hembras en los primeros 20 minutos de copula (Pérez-Staples y col., 2014).

Abundancia del esperma transferido

En cuanto a la cantidad del esperma transferido, en los acoplamientos con

machos estériles Vienna-8, las hembras acumularon menos esperma, quedando
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mas acentuada esta diferencia en las copulas de mayor duracion. Seo y col,,
(1990) también detectd en cepas de laboratorio de C. capitata en Hawai, que la
inseminacion con machos irradiados (150 Gy) habia sido inferior que con los no
irradiados; sin embargo, hay que tener en cuenta que las dosis de irradiacion a
las que habian estado expuestos dichos machos se encuentran entre las maximas

empleadas en los dipteros de 100-150 Gy (Bakri y col., 2005).

Sibien el presente trabajo no esta enfocado en evaluarla eficacia del programa
TIE ni la capacidad de los machos liberados, sino en desarrollar un método para
conocer mejor el proceso de la transferencia de esperma durante las copulas, a
la vista de los resultados obtenidos, se confirma la necesidad de profundizar en
el estudio entre esterilidad, competitividad y fertilidad, lo cual hasta la fecha no
ha sido abordado con detalle en C. capitata (Bakri y col., 2005; Parker y Mehta,
2007). Un ejemplo de ello es que no hay muchos estudios que relacionen dosis de
irradiacion y esperma transferido (Zumreoglu y col., 1979; M’saad Guerfali y col.,
2011), o del efecto de la dosis de irradiacion en la tasa de espermatogénesis en
los testiculos y la produccion de espermatozoides no funcionales (Elelimy y col.,
2024). Hamdem y col. (2013) evaluando el efecto de una dieta larval enriquecida
con bacterias probioticas (Klebsiella pneumonia, Enterobacter spp. y Citrobacter
freundii) en machos estériles de C. capitata cepa Vienna-8 (irradiados a 110 Gy
de Co-60, dos dias antes de su emergencia) cuya microbiota intestinal habia sido
alterada por la irradiacion, encontraron que la cantidad de esperma transferido
por los machos irradiados fue significativamente mayor en aquellos machos

criados sobre dieta larval probidtica.

En nuestro estudio, ademas hay que indicar que junto al efecto de la
irradiacion a la que fueron sometidos los individuos Vienna-8 para su esterilizacion
se suma el efecto de las condiciones de cria de un proceso masivo de un programa
TIE, con lo cual seria interesante en futuras experiencias abordar tales factores
independientemente. Otra cuestion a tener en cuenta es el hecho de que en este

trabajo se estima la cantidad de espermatozoides almacenados en las espermatecas,
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asi pues teniendo en cuenta que los espermatozoides no se transfieren directamente
a las espermatecas sino que deben llegar a ellas, seria interesante también explorar
aspectos como la morfologia de los espermatozoides en los machos Vienna-8
irradiados y posibles morfoanomalias que pudieran afectar a su movilidad, asi
como también la concentracion espermatozoides en el fluido espermatico y demas

secreciones producidas por las glandulas accesorias del macho.

Con respecto a la edad de los machos y la cantidad de esperma recibido por
las hembras durante las copulas, no se identifico para el rango de edades evaluadas
(de 4 a 18 DDE) una disminucion del namero de espermatozoides transferidos en
ninguna delas dos cepas. Estasituacion coincide conlareportada por Papanastasiou
y col. (2011) los cuales observaron que el envejecimiento no afectaba a la capacidad
de los machos para transferir los espermatozoides, evaluando en este caso sélo la
cepa silvestre e individuos de hasta 50 dias de edad. Asi mismo, Shelly y col. (2011)
tampoco constato un efecto de la edad en la fecundidad y fertilidad de las hembras
que habian copulado con machos cepa silvestre de entre 10 y 40 dias de edad.
Sin embargo, se encuentran otros estudios que difieren al respecto; Taylor y col.
(2001) detect6 un cierto declive en cuanto a la cantidad del esperma almacenado
en las hembras con la edad del macho (en un rango de los 3 a los 11 dias de edad),
siendo los machos empleados en este estudio individuos estériles irradiados de la
cepa Vienna-4. Por otro lado, Costa y col. 2012) observo un incremento positivo
de la transferencia de esperma con la edad de los machos, siendo en este caso

machos cepa silvestre y de edades comprendidas entre los 4 y 20 dias de edad.

En el contexto TIE, el hecho de que los machos de mayor edad puedan
transferir cantidades similares de esperma en comparacion a los machos jovenes,
es una caracteristica interesante. En los programas de liberacion resulta valioso
desde el punto de vista logistico poder manejar rangos de edad en los cuales los
machos estériles no hayan perdido el potencial de transferencia. Aunque hay otros
factores a considerar para que una copula resulte exitosa, como la competitividad

de copula o la capacidad de recopula, la transferencia de esperma es clave en el
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proceso de apareamiento y en este estudio se refuerza la idea de que los machos
mayores de edad (hasta 18 DDE) pueden transferir con éxito los espermatozoides a

las hembras, resultando las copulas igual de efectivas en términos de transferencia.

El efecto de la duracion de la copula en la cantidad de esperma almacenado
por las hembras ha generado controversia entre los tefritidos. En este estudio,
el esperma transferido fue incrementando con el tiempo de acople, una relacion
positiva identificada tanto en las copulas con machos silvestres como estériles y
que coincide con la observada por Farias y col. (1972), Seo y col. (1990) y Yuval y
col. (1996). Esta relacion ha sido descrita en otros tefritidos como en Anastrepha
suspensa (Fritz, 2004), A. lundens, A. obliqua, A. spatulata (Pérez-Staples y col., 2014)
y Bactrocera tryoni (Shadmany y col., 2021) aunque en algunos estudios no queda del
todo clara como en A. suspensa (Harmer y col., 2006), B. tryoni (Perez-Staples y col.,
2007; Collins y col., 2012) y A. fraterculus (Abraham y col., 2011a). Estas diferencias
podrian deberse a cuestiones metodoldgicas como los rangos de tiempo evaluados
o la exactitud de los métodos de cuantificacion de esperma; por ejemplo, Collins y
col., (2012) en B. tryoni no llega a encontrar una asociacion entre duracion de copula
y esperma almacenado en las hembras, pero sin embargo observa una relacion entre
duracion de copula y fertilidad relativa (proporcion de huevos fértiles) en hembras
que habian copulado dos veces con machos irradiados y no irradiados, método
indirecto empleado también para estimar la transferencia de espermatozoides. De
igual modo, en C. capitata también se encuentran discrepancias al respecto y parece
que podria explicarse por los intervalos de tiempo evaluados en las experiencias.
En este estudio se analiza la transferencia en copulas interrumpidas a intervalos
de tiempo entre los 10 y 150 min; hasta los 60 minutos las cantidades de esperma
son menores y luego se produce un incremento que empieza a estabilizarse a
partir de los 120 minutos, un patron gradual no lineal que se encuentra también
en los estudios de Farias y col. (1972) y Seo y col., (1990) en copulas de entre 4 y 150
minutos (separadas natural o forzosamente) con machos cepa silvestre irradiados
y no irradiados. Sin embargo, en los experimentos realizados por Taylor y Yuval

(1999), Taylor y col. (2000) y Costa y col. (2012), en machos silvestres, y Taylor y col.



Analisis cuantitativo de la transferencia de esperma en machos silvestres y estériles ‘ 109

(2001), en machos Vienna-8 /Tol94 estériles, en los que no encuentran una relacion
entre duracion de la copula y cantidad de esperma transferido, se evaltan copulas
no interrumpidas con duraciones minimas de 110, 45, 42 y 70 minutos llegando a
los 335, 318, 432 y 325 minutos respectivamente, siendo por tanto copulas mas
extendidas. Shadmany y col. (2021), en su estudio de cuantificacion de transferencia
de esperma mediante PCR a tiempo real en Bactrocera tryoni, encuentra que el
almacenamiento de esperma aumenta drasticamente con la duracion de la copula
durante los primeros 40 minutos y luego se alcanza una meseta mas alla de la cual
un incremento adicional en la copula no daria como resultado un aumento en el
esperma el almacenado. Esta relacion es similar a la encontrada en este estudio,
en la cual la transferencia parece estabilizarse entre los 90 y 120 minutos tanto
en las copulas con machos silvestres como en Vienna-8 estériles. Por tanto, y a
la vista de estos resultados para la especie C. capitata se confirma que por debajo
de un tiempo determinado (proximo a los 90 minutos) la duracion de la copula es

determinante en la cantidad de esperma recibido por la hembra.

A pesar de que la evolucion en el tiempo de la transferencia de esperma fue
similar tanto en los apareamientos con machos silvestres y estériles, el aumento
del nimero de espermatozoides recibidos por las hembras en relacion con el
tiempo de copula fue menor en los apareamientos con estériles a partir de los 90
minutos de cépula, no observandose un incremento significativo en el intervalo
de tiempo de 90 a 150 minutos en cuanto a espermatozoides se refiere, ya que
otros componentes del fluido espermatico como las proteinas SFPs (seminal
fluid proteins) que no son cuantificadas en este método podrian ser transferidas.
Este dato podria sugerir un posible agotamiento del esperma que tiene lugar
en mayor rapidez que en el caso de los machos silvestres, circunstancia que
ha sido reportada entre machos no irradiados e irradiados para la especie
Bactrocera cucurbitae (Kuba y Itd, 1993) y B. tryoni (Radhakrishnan y col., 2009).
Ante esta situacion se plantea también la cuestion de si los machos estériles de
este estudio serian capaces de reponer los suministros de esperma para futuras

copulas, analisis que se aborda en el capitulo siguiente del presente trabajo.
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Capitulo 4
RECOPULA Y TRANSFERENCIA DE ESPERMA EN
MACHOS ESTERILES

4]. Introduccién

Ceratitis capitata es una plaga con un historial de rapida expansiéon e
invasiones devastadoras (Malacrida y col., 2007). Su éxito reproductivo le ha
permitido colonizar rapidamente nuevas areas, y entre las caracteristicas
adaptativas sugeridas que han contribuido a ello, se encuentra el apareamiento
multiple, es decir el reapareamiento con mas de una pareja potencial (Shelly y
Whittier, 1993). Este fendmeno de apareamiento multiple, acuiiado en el caso de
las hembras como poliandria y en el caso de los machos como poliginia (Gowaty,
2012), ha sido estudiado en las poblaciones naturales de C. capitata (Mclnnis,
1993; Kraaijeveld y col., 2005; Bonizzoni y col., 2006).

En los insectos, los patrones de receptividad femenina varian de la
monogamia estricta a la poliandria extrema, con todas las variaciones posibles
intermedias (Thornhill y Alcock, 1983). Con respecto a los tefritidos, a excepcion
de algunos casos observados de monoandria como en Anastrepha striata (Schiner)
o Rhagoletotrypeta pastranai (Aczél), las hembras se definen como poliandricas
facultativas; una hembra puede estar ante un macho en particular y facilmente
decidir no reaparearse, incluso disponiendo de tiempo y oportunidad, o bien

optar por volver a aparearse (Gavriel y col., 2009).

En C. capitata, la poliandria de las hembras se ha descrito en condiciones

de laboratorio (Whittier y Shelly, 1993; Mossinson y Yuval, 2003; Gavriel y col.,
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2009; Bertin y col., 2010; Scolari y col., 2014a), en condiciones de semi campo
(Vera y col., 2003) y en hembras recolectadas en campo abierto (McInnis, 1993;
Bonizzoni y col., 2002, 2006). Entre los factores sugeridos que acttian induciendo
un nuevo apareamiento se citan la condicion del macho, la duracion de la copula,
la transferencia de espermatozoides y las secreciones de las glandulas accesorias
masculinas (Mossinson y Yuval, 2003; Gavriel y col., 2009; Pérez-Staples y
Abraham, 2023).

En la literatura se cita que el porcentaje de hembras de C. capitata que
vuelven a recopular al menos una vez se sitta entre el 5y el 70% (Katiyar y Ramirez,
1970; Nakagawa y col., 1971; Whittier y Shelly, 1993; Blay y Yuval, 1997; Miyatake y
col.,1999; McInnisy col.,2002; Shelly y Kennelly, 2002; Veray col.,2002b; Mossinson
y Yuval, 2003; Gavriel y col., 2009; Costa y col., 2012). Esta variaciéon observada
en el apareamiento multiple en las hembras se ha atribuido a la metodologia
(por ejemplo, el empleo de jaulas de campo o de laboratorio con mayor o menor
densidad de moscas) y a la influencia de otros factores como las cepas probadas,
la edad de los individuos, la proporcion de sexos o el estado nutricional. En un
estudio a partir de muestras de campo en Israel y Grecia, se encontré que la
propension de reapareamiento en las hembras silvestres recolectadas se situaba
entre 3,8% y 21% (Bonizzoni y col., 2002, 2006; Kraaijeveld y col., 2005).

Aligual que las hembras no son monogamas, y pueden reacoplarse y recibir
el esperma de diversos individuos, también los machos son capaces de tener
multiples parejas. Se sabe que los tefritidos machos se aparean repetidamente
(Kuba y Itd 1993; Aluja y col., 2001; Pérez-Staples y Aluja 2004; Perez-Staples y
Aluja 2006b; Aluja y col., 2008) pero casi todos los estudios de seleccion sexual y
aptitud reproductiva en tefritidos han centrado su enfoque en machos virgenes
(Radhakrishnan y col., 2009).

La recopula de machos de C. capitata se encuentra poco documentada

en comparacion con las hembras. Nakagawa y col. (1971) estudio la frecuencia
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de apareamiento de este tefritido en condiciones de laboratorio y encontro
que los machos se apareaban repetidamente considerandolos como poligamos.
Un estudio en jaulas de campo dirigido a evaluar de forma individualizada el
comportamiento de apareamiento entre cepas de laboratorio irradiadas y
moscas silvestres criadas en café, también registro tendencias de apareamiento

repetitivo tanto en machos como en hembras (McInnis y col., 2002).

Por otro lado, el potencial reproductivo de los machos esta condicionada por
la espermatogénesis, y su éxito en la fertilizacion va a depender de la capacidad
de reponer la eyaculacion entre apareamientos (Dewsbury, 1982; Wedell y col.,
2006). La capacidad de mantener el suministro de gametos de algunos dipteros
macho esta muy limitada cuando se aparean en rapida sucesion, tal es el caso del
mosquito Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) (Jones, 1973) o de la mosca de la

oveja australiana Lucilia cuprina Wied. (Diptera: Calliphoridae) (Smith y col., 1990).

En el caso de los machos esterilizados, sus espermatocitos primarios
junto con las espermatogonias primarias y secundarias son dafadas durante la
irradiacion, pero sobreviven las espermatidas y los espermatozoides (mas detalles
en el Capitulo 1 apartado 1.3.4). La atrofia de los tejidos germinales va a generar
que los machos irradiados tengan poca o ninguna capacidad segin la dosis de
irradiacion recibida parala espermatogénesis, lo cual sugiere una aspermia a través
del agotamiento de los espermatozoides después de diversos apareamientos (Itd y
Yamagishi, 1989; Kuba y It6, 1993; Radhakrishnan y col., 2009).

La poliandria en las hembras ha sido considerada como una variable
que puede comprometer la efectividad de los programas de TIE (Kraaijeveld
y Chapman, 2004; San Andreés y col., 2007; Pérez-Staples y col., 2013; Dyck
y col., 2021). Sin embargo, la capacidad de los machos estériles para volver a
aparearse e inseminar hembras silvestres en relacion con el efecto potencial en
los programas TIE nunca se ha abordado en detalle. En este capitulo, se investiga

la capacidad de los machos estériles Vienna-8 para volver aparearse cuando se
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les ofrece multiples oportunidades, cuantificando también la transferencia de

esperma que se produce en estos acoples.

4.2. Material y métodos

421, Experimentos de recopula

Para evaluar la tendencia a la recopula de los machos estériles se realizaron
ensayos secuenciales de apareamiento.

Los ensayos se llevaron a cabo con individuos de C. capitata cepa silvestre
y machos estériles cepa Vienna-8 procedentes de las colonias descritas en el
Capitulo 2 (apartado 2.2.1). Tanto los adultos silvestres como los machos estériles
Vienna-8, se dispusieron por separado en cajas ventiladas de metacrilato
transparente (20 x 20 x 20 cm) con agua y una dieta proteica (41 p: p, azlcar:
levadura). Machos y hembras se mantuvieron en camaras climaticas distintas
seglin sexos a 25 * 2°C, 60 + 10% de humedad relativa y 14:10 h (L:O) durante la

duracién del experimento.

Cada experimento comenzaba con una primera prueba de apareamiento
(dia 1) en la que se colocaban hembras silvestres y machos estériles, ambos
virgenes y de la misma edad (4 dias de edad al inicio del experimento y
sexualmente maduros) en jaulas de metacrilato (30 x 30 x 50 cm; volumen 45
1) con dos aberturas de malla (14 x 14 cm) en proporcion sexual 1:1 (unidad de
apareamiento). Cada unidad de apareamiento constaba de 100 moscas/ jaula
con una proporcion de sexos de 1:1. Las moscas fueron monitoreadas durante
dos horas ya que, por las condiciones ambientales y la madurez sexual de los
individuos utilizados, la mayor parte de los apareamientos ocurrian dentro de
este intervalo de tiempo. Cada vez que se producia un acople, la pareja se recogia
cuidadosamente en un tubo de ensayo de plastico (poliestireno; 12 mm de
didametro x 75 mm de alto; volumen aproximado de 5 ml), se registraba el tiempo
de inicio de la copula y se mantenia durante 100 minutos, periodo de tiempo
considerado como acoplamiento exitoso (tal y como se ha podido demostrar en

el capitulo 3, mas del 90% del esperma total transferido a las hembras durante
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la copula se adquiere en este intervalo de tiempo).Trascurrido ese periodo, las
parejas se separaban cuidadosamente sacudiendo suavemente los tubos con

cuidado de no danar las estructuras genitales.

Todos los machos estériles que se aparearon con éxito en esta primera
copula fueron guardados para su reutilizacion en la secuencia planificada de
ensayos de recopula que se describe a continuacion. Los machos que quedaron
dentro de la jaula sin aparearse, asi como las parejas cuyo acople duraba menos
de 100 minutos, fueron descartados. Como control de calidad de las hembras
silvestres empleadas en el experimento, en este primer dia de cada réplica
se realizo una prueba de apareamiento con machos y hembras silvestres.
Las parejas de apareamiento fueron recolectadas y registradas con el mismo
procedimiento que el descrito para las jaulas con machos estériles. Los datos
de estos apareamientos con machos silvestres y estériles se utilizaron para
verificar que estas tasas de apareamiento estuvieran por encima del 50 %, como
lo recomienda la (FAO/IAEA /USDA, 2019) para validar este tipo de pruebas.

Las pruebas de recopula consistieron en ofrecer hembras silvestres
virgenes a los machos estériles que copularon el dia 1 hasta en cuatro ocasiones:
alas 24 h, 48 h, 4 dias y 7 dias después del primer apareamiento (Figura C4.01).
Durante un periodo de observacion de dos horas, las parejas de cada una de las
unidades de apareamiento fueron aisladas en tubos de ensayo de plastico. Se
registro el inicio de la copula y la interrupcion después de 100 minutos como se
describe anteriormente para el primer apareamiento. Al final de cada prueba, los
machos se separaban segun la respuesta, reacoplados o no, y posteriormente se

reutilizaban para la siguiente ronda de ensayos de apareamiento.

Se realizaron once réplicas alo largo de 18 meses, con al menos 3 unidades de
apareamiento (dependiendo de la disponibilidad de observadores) en la primera
prueba de apareamiento en cada una de ellas. Se utilizaron un total de 3.979

machos esteriles como punto de partida, de los cuales 2.222 machos estériles
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copularon en el dia 1y pasaron a formar parte de la secuencia de recopulas. En la
figura C4.02 del apartado resultados, se muestra el nimero de machos estériles
que quedaron en conjunto de cada etapa de recopula. Se estableci6 un sistema de
trazabilidad para asegurar el estatus de reacople de cada macho (cantidad de veces
y en qué momentos el macho habia vuelto a aparearse). En total, dependiendo de la
respuesta del macho al apareamiento multiple, fueron posibles 16 combinaciones

experimentales para las cuatro ocasiones de recopula ofrecidas.

Las hembras silvestres virgenes utilizadas en cada prueba de apareamiento,
eran de la misma edad que los machos estériles (desde los 4 dias hasta los 11 dias
al final del experimento). Dentro de este intervalo de edad, se considera que
tanto los machos como las hembras tienen una madurez sexual similar (Arita,
1982). Todas las pruebas de apareamiento se realizaron por la mafana (de las 10 a
las 14 horas segtin la época del aho) y en condiciones ambientales de laboratorio a
25£5°C, 40%-50% de humedad relativa y luz natural procedente de una ventana

(intensidad luminica de 600 * 100 luxes).

4.2.2. Cuantificacion del esperma transferido

Para analizar la abundancia del esperma transferido después de cada
recopula, las hembras procedentes de dichos apareamientos se conservaron
a -20°C una hora después del momento de la separacion, para dar tiempo a la
llegada de los espermatozoides a las espermatecas (tiempo fijado segin las
observaciones recogidas en el apartado 2.2.2 del Capitulo 2). Cuando el nimero de
hembras disponibles era alto, se seleccionaban al azar 15 hembras. Cada hembra se
preservaba de forma independiente en un tubo de ensayo y se registraba el estatus
de reacople del macho con el que se habia apareado. En total se diseccionaron
y analizaron un minimo de 20 hembras por combinaciéon experimental. El
aislamiento de las espermatecas y la extraccion de ADN se realizaron siguiendo el

procedimiento descrito en los apartados 2.2.3 y 2.2.4 del Capitulo 2.
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La abundancia de espermatozoides transferidos y almacenados en las dos
espermatecas de las hembras se estim6 mediante PCR cuantitativa absoluta
en tiempo real segin la metodologia desarrollada y validada en este trabajo
(Capitulo 2). Utilizando el par de marcadores CcYsp-dir y CcYsp-R2, disenados
para identificar una secuencia especifica del cromosoma Y, y el fluoroforo
SYBR®Green, se obtuvo la densidad media de espermatozoides en cada una de

las muestras de ADN por interferencia con la curva de calibrado.

La cuantificacion y el analisis de datos se llevaron a cabo con el sistema
LightCycler® 480 Real-Time PCR Roche y su software asociado. Los marcadores
de identificacion del cromosoma Y (CcYsp-dir y CcYsp-R2), los materiales
estandar para generar la curva de calibracion, el master mix y las condiciones de

amplificacion fueron las mismas que se utilizaron en los experimentos anteriores.

4.2.3. Analisis de datos

La capacidad de recopula de los machos Vienna-8 estériles se cuantifico
mediante la frecuencia relativa condicionada de apareamiento al final de cada
prueba de copula; estas frecuencias se representaron graficamente en un
diagrama de arbol. La capacidad de volver a copular en varias ocasiones (entre 1
y 2 6 3 mas) y ninguna después de la primera copula fue analizada utilizando una

de tabla de contingencia mediante la prueba de 2.

Los valores de abundancia relativa de espermatozoides transferidos en los
diversos apareamientos se obtuvieron utilizando el LightCycler ® 480 Software
Package version 1.5 (Roche Diagnostics) a partir de los valores umbral de numero
de ciclos (Ct) de las muestras calculados mediante el método cuantitativo absoluto
por segunda derivada maxima y la curva estandar obtenida por el software. A partir
de las concentraciones obtenidas de este analisis se determiné el porcentaje de
muestras positivas en esperma, codificando como 0 (negativas) y 1 (positivas) las

muestras segun el valor umbral de deteccion establecido en el ensayo.
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Las concentraciones relativas de espermatozoides obtenidas mediante el
método PCRatiempo real de los machos con el comportamiento de apareamiento
mas frecuentes fueron sometidas a un analisis de varianza (ANOVA) aplicando el
procedimiento de la diferencia minima significativa de Fisher LSD para evaluar

la transferencia de esperma en los diferentes reapareamientos.

Los andlisis estadisticos se realizaron con Statgraphics ® Centurion XVI
(StatPoint Technologies Inc, 2010). Se consider6 un resultado estadisticamente
significativo cuando el P-valor fue menor a 0,05 con un intervalo de confianza
del 95%. La normalidad de los datos fue evaluada utilizando el test Kolmogorov-
Smirnov. Las moscas que murieron o resultaron dafadas por la manipulacion

durante el experimento no fueron incluidas en el analisis.

4.3. Resultados

4.31. Respuesta de reapareamiento de los machos estériles

Las tasas de apareamiento en las primeras copulas se situaron en todos
los experimentos por encima del valor 0,50 (FAO/IAEA/USDA, 2019) con lo
que las condiciones de los individuos fueron consideradas aptas para iniciar
los ensayos secuenciales de recopula. Dichas tasas promedio de apareamiento
fueron del 0,67 + 0,06 en los cruces entre machos y hembras silvestres (control)
y de 0,64 + 0,02 entre machos estériles y hembras silvestres, considerando
como un apareamiento valido si presentaba la duracién minima establecida en

el procedimiento experimental de 100 minutos.

La respuesta de los machos estériles después de la primera copula resultd
positiva, recopulando mas de una vez a lo largo de los ensayos secuenciales.
El nimero de estos reacoplamientos se expres6é como frecuencias relativas
condicionales en un diagrama de arbol (Figura C4.02). Cada ramal ilustra la
frecuencia relativa condicional, es decir, la proporcion de machos con una
respuesta particular de reapareamiento asociado a la proporcién de la respuesta

que le precede durante la serie del ensayo.
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Asi pues, se observa que el 73% de los machos estériles se volvieron a aparear
24 horas después de la primera copula y aproximadamente el 40% lleg6 a reaparearse
hasta en las tres pruebas consecutivas de 24 horas, 48 horas y 4 dias desde la primera
copula. La proporcion de machos que recopularon hasta en tres ocasiones con
independencia del momento temporal represento el 56 % y aquellos que llegaron a

aparearse en las cuatro ocasiones posibles ofrecidas representaron el 24%.

El arbol de frecuencias revel6 que los machos estériles tenian mas
probabilidades de tener una respuesta positiva a recopular si lo mostraban
desde el principio; las frecuencias de reapareamiento mas altas (entre 2 ¢ 3
ocasiones) se observaron mas en los machos que se volvieron a aparear después
de la primera copula (51 %) en comparacion con los machos que no recopularon
en su primera oportunidad (13 %) (x2 = 4,034, P <0,0446).

En total, se identifico que el 92% de los machos estériles Vienna-8
recopularon al menos en una ocasion, independientemente de cuando tuvo
lugar dicho reapareamiento para los cuatro momentos temporales de recopula
evaluados (24 horas, 48 horas, 4 dias y 7 dias después de la primera copula) y
que el comportamiento mas frecuentemente observado fue aquel en el que los

machos estériles recopularon en todas las ocasiones posibles (f = 0,24).

4.3.2. Analisis del esperma transferido en los reacoples

La transferencia de esperma se estimé de un total de 507 hembras
procedentes de todos los momentos temporales de recopula. En este analisis
se identifico la presencia de espermatozoides en el 99 % de las muestras
procesadas, lo cual confirma que los machos estériles transfirieron de forma
efectiva esperma en practicamente todos sus reapareamientos realizados y para

una duracion de copula de 100 minutos.

En cuanto a la abundancia de los espermatozoides transferidos por los

machos esteériles después de cada reapareamiento, se encontraron diferencias
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Figura C4.03 | Abundancia relativa de espermatozoides transferidos por los machos estériles
Vienna-8 durante sus recopulas. Cada subfigura representa el patron temporal de los
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segun el comportamiento del macho alo largo del ensayo y el momento temporal
de recopula evaluado (24 horas, 48 horas, 4 dias y 7 dias después de la primera

copula) (Figura C4.03).

Para el comportamiento mas frecuente de recopula (f = 0,24), en el patrén
de transferencia se observa que la cantidad de esperma transferido a las hembras
aumenta después de la primera copula, siendo significativamente mayor en la segunda

recopula de las 48 horas y tiende a disminuir a partir de esta (F., .., = 6,01; P <0,0001).
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En aquellos machos que mostraron reacoples intermitentes,
independientemente del momento temporal en que tuvieron lugar durante el
ensayo, la cantidad de espermatozoides transferidos parecié aumentar también
tras la primera copula y disminuir en los tltimos reapareamientos aunque no se
encontraron diferencias significativas. No obstante, la transferencia de esperma

parece haberse mantenido durante al menos tres apareamientos.

4.4, Discusion

Los machos estériles producidos en las biofabricas estan sujetos a multiples
condiciones de estrés durante su proceso de cria masiva como las generadas en
las operaciones de tincion y empaque de pupas, en el tratamiento de irradiacion
o el transporte; a pesar de estos condicionantes a los que estan sometidos en
el proceso de produccion, en este estudio ha quedado de manifiesto que los
machos estériles Vienna-8 han mostrado un comportamiento sexual positivo

después de su primera copula.

espermatozoides transferidos a las hembras y almacenados en sus espermatecas en las cuatro
respuestas de comportamiento de recopula de los machos estériles mas representativas (en la
esquina superior izquierda se representa el ramal del diagrama de frecuencias que representa
y su valor). El simbolo “@" indica que el macho no recopula durante ese momento temporal
del ensayo secuencial y por tanto no hay transferencia de espermatozoides (estos valores no se
incluyen en el analisis estadistico). Momentos temporales de apareamiento evaluados: primera
copula (1 C), pruebas de reapareamiento a las 24 horas (R_24 h), 48 horas (R_48 h), 4 dias (R_4
d) y 7 dias (R_7 d) después de la primera copula. Los valores son el promedio del esperma
encontrado en las espermatecas de al menos 20 hembras (el nimero de hembras evaluadas
para cada caso se indica en cada subfigura). Las barras verticales representan el error estandar.
Se realizaron ANOVAs independientes para cada patron temporal y letras distintas indican
diferencias estadisticas (analisis de varianza unidireccional P < 0,05; prueba de Tukey).
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Mas del 70 % de los machos estériles recopularon 24 horas después
del primer apareamiento, una capacidad de recopula que refleja un periodo
refractario sexual corto. De las cuatro ocasiones que tuvieron para reaparearse, el
57% de los machos se aparearon en al menos tres ocasiones y aproximadamente
el 25% en todas ellas. Mclnnis y col. (2002) realizando un estudio en jaulas de
campo (3 x 2,5 m) y cultivos de café sobre el comportamiento de apareamiento
de C. capitata en Guatemala, encontraron que durante dos dias consecutivos y
en observaciones matutinas aproximadamente el 20 % de los machos silvestres
y el 5 % de los machos de sus cepas de laboratorio irradiada del Centro de
Produccion Masiva de C. capitata “El Pino” (Petapa, Toliman, Vienna-42 vy
Antigua), recopularon en dos o mas ocasiones. Estos valores son mas bajos que
los registrados en el presente trabajo, diferencia que podria deberse a su distinto
contexto experimental y/o las cepas empleadas; en su estudio, las moscas se
dejaron en las jaulas durante la noche después del primer dia (al menos 18 h sin

observacion) y se analizo el apareamiento al mismo tiempo para cada sexo.

Con relacion al esperma transferido durante las recépulas, el analisis
mediante qPCR a tiempo real revel6 que hubo transferencia efectiva durante
los acoplamientos y prueba de ello es que en el 99% de las hembras virgenes
que copularon con los machos estériles (primera copula y reacoplamientos) se
detectaron espermatozoides almacenados en sus espermatecas. Este resultado
es consistente con la informacion publicada en estudios previos con machos
irradiados y no irradiados, donde en mas del 95% de los apareamientos, entre
individuos virgenes y con duraciones de coépula de mas de 90 minutos, hubo

éxito en la transferencia de esperma (Seo y col., 1990; Taylor y Yuval, 1999).

En los tefritidos se ha observado que los machos son capaces de producir
esperma a lo largo de su vida adulta (Valdez, 2001). Cuando los machos son
esterilizados mediante irradiacion, ésta destruye los tejidos germinales en los
testiculos (espermatogonias), impidiendo la produccion de nuevos espermatozoides

y quedan, por tanto, con una cantidad finita de espermatozoides (Anwar y col., 1971).
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El bajo niumero de espermatozoides (aspermia) como resultado de la
irradiacion se ha observado en especies como Bactrocera tryoni (Harmery col.,
2006) y Zeugodacus cucurbitae (Kuba y It6, 1993), pero no es patente en otras
especies de tefritidos como en Anastrepha ludens (Abraham y col., 2016) o A.
fraterculus (Allinghi y col., 2007; Abraham y col., 2013). Segun los resultados
obtenidos en este estudio, se desprende que los machos Vienna-8 estériles
tienen suficiente esperma para inseminar a las hembras de tres a cinco
reapareamientos realizados durante 7 dias. Una breve mencion de Ohinata
y col. (1978) apoya esta evidencia para C. capitata: mientras trabajaban en
tratamientos de irradiacion documentaron que los machos de irradiados con
18Krads de Cobalto-60 inseminaban aparentemente de cinco a ocho hembras
virgenes durante cuatro semanas. Por tanto, en el caso de los machos estériles
de C. capitata pueden considerarse que estan capacitados para recopular y

transferir esperma en cada apareamiento.

La propension de las hembras a volver aparearse con mas de un macho
ha sido un factor critico ampliamente discutido en el contexto TIE en los
tefritidos; el hecho de que una hembra se aparee con un macho estéril y que
potencialmente pueda buscar y volver a copular con un macho silvestre se
considera que puede disminuir la eficacia de la técnica TIE (Pérez-Staples
y col., 2013). El tiempo que tarda en volver a aparearse, es decir, el periodo
refractario sexual, es otra de las variables que se han estudiado ampliamente de
la conducta postcopulatoria de las hembras (Pérez-Staples y Abraham, 2023).
En C. capitata, Mossinson y Yuval (2003) encontraron que 24 horas después
de la primera copula, las hembras volvieron a copular con una frecuencia del
8 y 15 % en el caso de aquellas que habian copulado con machos silvestres
o machos estériles respectivamente. El porcentaje de hembras que vuelven
a aparearse y la duracion del periodo refractario dependen de numerosos
factores y entre ellos se han citado la cantidad de esperma y otras sustancias
seminales, como los productos de las glandulas accesorias, almacenadas

por las hembras después del apareamiento (Jang, 1995; Miyatake y col., 1999;
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Mossinson y Yuval, 2003; Bertin y col., 2010; Scolari y col., 2014a; Gabrieli y col.,
2016; Msaad Guerfali y Chevrier, 2020;).

Aunque las hembras de C. capitata son facultativamente poliandricas
durante suvida, y es eleccion de éstas aceptar orechazar nuevos apareamientos,
también una gran fraccion de los machos estériles tienen la capacidad de
reaparearse e inseminar como se observa en los resultados del presente
estudio, respuesta que contribuye a compensar el fenémeno de la poliandria
descrita en las hembras. Por otro lado, los machos estériles liberados tienen
que competir inevitablemente en el campo con los machos silvestres, pero el
hecho que los machos estériles tengan la capacidad de volver a aparearse con
varias hembras y también de transferir esperma no fértil mas de una vez es un
comportamiento reproductivo que indudablemente infiere de forma positiva

en las aplicaciones TIE.

Conocer la frecuencia en que un macho estéril puede potencialmente
aparearse y la cantidad de esperma que puede transferir revela informacion
sobre su competitividad sexual que podria suponer implicaciones practicas para
las estrategias de gestion en los programas TIE ya que es un comportamiento
que puede afectar a la eficiencia en el control de las poblaciones en las zonas de

liberacion de los machos estériles.

La evaluacion de la ocurrencia de recopula e inseminacion de los machos
estériles podria ser incorporada como un parametro reproductivo mas a analizar
en las pruebas de control de calidad e investigacion que se llevan a cabo en
las instalaciones de cria masiva de los programas TIE. Por otro lado, también
seria importante comprobar si las frecuencias de reapareamiento encontradas
en nuestros resultados en condiciones de laboratorio pueden reflejar las tasas
reales que se podrian encontrar en la naturaleza, ya que pueden entrar en juego
otros factores, como por ejemplo el efecto de la nutricion una vez liberados

en campo por la disponibilidad o acceso a la proteina que pueden encontrarse
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los machos estériles (Yuval y col., 2007). Asi pues, en futuras investigaciones se
podria abordar el analisis de esta tendencia al reapareamiento en condiciones
seminaturales empleando jaulas de campo y también utilizando otros contextos
experimentales aplicados como analizar dicha capacidad de recopula en
presencia de sus rivales silvestres o hembras no virgenes, dos escenarios que

pueden representar mejor el sistema natural.
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Capitulo 5
DISCUSION GENERAL

Desarrollo de un método para la cuantificaciéon de espermatozoides
contenidos en las espermatecas mediante técnicas moleculares en

Ceratitis capitata.

La espermatogénesis, asi como la transferencia y el almacenamiento del
esperma en las hembras tras la copula, son procesos importantes en la biologia
reproductiva de aquellos insectos que presentan una estrategia reproductiva
sexual, pues su supervivencia depende de la produccion de los gametos y de
su fusion para la formacion de cigotos. La cuantificacion de espermatozoides,
junto a otros componentes del fluido espermatico (como proteinas, lipidos o
polisacraridos producidos por las glandulas accesorias de los machos AGFs
-accessory glands fluid), resulta fundamental para progresar en el conocimiento
de esta biologia reproductiva y desarrollar nuevos estudios genéticos pueden

contribuir a su determinacion (Birkhead y col., 2009).

En el presente trabajo, se ha desarrollado para la especie C. capitata
un nuevo método basado en PCR en tiempo real que permite una deteccion
y cuantificacion precisa del esperma transferido y almacenado en las
espermatecas de las hembras después del apareamiento. Este método ha sido
validado mediante comparacion con conteos directos de espermatozoides y PCR
convencional semicuantitativa. Representa una mejora significativa en el estudio
de la transferencia de espermatozoides en este tefritido, ofreciendo multiples
ventajas. Destaca especialmente la mejora en el rendimiento y la flexibilidad

en el procesamiento de gran numero de muestras, en comparacion con las
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técnicas tradicionales utilizadas como la cuantificacion directa al microscopio,
la fluorometria o la citometria de flujo). Ademas, su especificidad, al basarse en
marcadores del cromosoma Y, evita los problemas relacionados con el ADN de
las células maternas, los cuales se han encontrado usando otras metodologias,
como lasllevadas a cabo en Anastrepha suspensa donde se emplearon marcadores
microsatélitales (Fritz y col., 2010; Dhakal y col., 2018). Ademas, esta metodologia
de analisis especifico del cromosoma Y, representa una base para el desarrollo
de otros métodos de cuantificacion de espermatozoides presentes en 6rganos
funcionales de almacenamiento de esperma en otras especies de tefritidos,

como Bactrocera tryoni (Shadmany y col., 2021).

Una conclusion relevante de este estudio es la confirmacion de la alta
sensibilidad y especificidad del nuevo método desarrollado, que ha demostrado
ser capaz de detectar la presencia de espermatozoides en las espermatecas de
las hembras después de copulas de tan solo 10 minutos. Este hallazgo que no
se habia logrado con técnicas moleculares anteriores de deteccion de esperma
mediante PCR (San Andrés y col., 2007; Juan-Blasco y col., 2013a, 2013c, 2014).
Esta mayor capacidad de deteccion abre nuevas vias para entender mejor las
dinamicas de apareamiento y transferencia de esperma en situaciones reales,
especialmente en programas de control de plagas donde la eficiencia en la

transferencia de esperma estéril es critica (Pérez-Staples y col., 2013).

Analisis de la transferencia efectiva de espermatozoides y revision de los

patrones de transferencia segun la duracién de la cépula en C. capitata.

Enlosinsectosno todoslos apareamientos concluyen con una transferencia
efectiva de esperma. En el caso de los tefritidos se han observado porcentajes
de copula sin inseminacion variables que pueden llegar a representar una
tercera parte de los apareamientos (Harmer y col., 2006; Perez-Staples y col.,
2007; Radhakrishnan y col., 2009; Pérez-Staples y col., 2010; Shadmany y col.,
2021). Los valores obtenidos en este estudio en C. capitata estan en linea en

los descritos en otros estudios previos (Wong y col., 1984; Camacho, 1989; Seo
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y col., 1990; Whittier y Kaneshiro, 1995). El porcentaje medio de copulas con
inseminacion se sitta por lo general por encima del 80% con independencia de
la cepa del macho y reduciéndose dicho valor cuando se trata de apareamientos
de corta duracion, lo cual puede atribuirse a la velocidad de transferencia de los
espermatozoides a la hembra y la llegada de los espermatozoides a sus 6érganos
de almacenamiento, situacion observada en otros tefritidos como Anastrepha

spatulata (Pérez-Staples y col., 2014).

Conrelacion ala edad de los machos y la transferencia de espermatozoides,
los resultados obtenidos en este trabajo muestran que no hay un efecto de la
edad en lainseminacion. Asi pues, no se identifica, para las tres edades evaluadas,
ni un declive ni un incremento significativo en la cantidad de espermatozoides
transferidos por machos silvestres o Vienna-8 estériles. Una falta de relacion
descrita también en C. capitata por Papanastasiou y col., (2011) y Shelly y col.,
(2011), pero que contrasta con la de otros estudios que si afirman un efecto de la
edad del macho en la transferencia de esperma (Costa y col., 2012; Taylor y col.,
2001). Estas diferencias podrian explicarse por el rango de edades evaluadas y el

estado de madurez sexual de los individuos.

Laausencia de un efecto dela edad del macho paralas edades comprendidas
en este estudio aporta un conocimiento relevante en el contexto de los
programas TIE. Los resultados apoyan que se podria liberar machos Vienna-8
estériles de un rango de edad mas amplio que el actual, sin que se vea penalizada
la eficacia de la técnica con respecto al potencial de transferencia de esperma.
Ello significa una gran ventaja logistica al aumentar la flexibilidad en los procesos
de produccion y liberacion masiva de machos estériles, procesos fuertemente
dependientes de los factores climatolégicos externos. Sin embargo, hay que
tener en cuenta que haria falta mas investigaciéon para valorar la capacidad
de transferencia de esperma a distintos rangos de edad en conjunto a otros
parametros de produccion como la supervivencia o la competitividad sexual

bajo condiciones de cria masiva.
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Otro de los factores evaluados en este estudio ha sido la duracion de la
copula, vinculada al proceso de transferencia de esperma, y cuya influencia
ha sido demostrada en varios insectos (Yamagishi y Tsubaki, 1990; Eberhard,
1996; Engqvist y col., 2007; Himuro y Fujisaki, 2015; Perez-Hedo y col., 2014;).
La relacion entre duracion de copula y cantidad de esperma transferido ha
generado controversia, y en el caso de C. capitata ha habido discrepancias
respecto a la existencia o no de una relacion entre ambos factores (Farias y col.,
1972; Seo y col., 1990; Taylor and Yuval, 1999; Taylor y col., 2000, 2001; Costa y
col,, 2012). Los resultados de este trabajo, donde se analiza una amplia horquilla
de tiempo, ponen de manifiesto una relacion positiva de tiempo de copula y
transferencia de esperma, tanto en los apareamientos con machos silvestres
como en Vienna-8 estériles. Esta asociacion directa incrementa gradualmente
hasta estabilizarse y llegar un punto que un incremento adicional de tiempo en la
copula (copulas mas prolongadas) no se traduce en un aumento significativo de
espermatozoides transferidos; un patrén de transferencia analogo al obtenido

en Bactrocera tryoni (Shadmany y col., 2021)

La evolucion de los espermatozoides transferidos y almacenados segtn el
tiempo de copula ha resultado similar tanto en los apareamientos con machos
silvestres como con machos Vienna-8 estériles. Sin embargo, se constata una
diferencia en términos de cantidad ya que el numero de espermatozoides
transferidos en las copulas mas prolongadas es significativamente mayor en
los machos silvestres. Esta evidencia esta en linea con algunos estudios en C.
capitata que muestran que el esperma almacenado en hembras acopladas con
machos irradiados tiende a ser inferior que aquellas acopladas con machos de
la misma cepa no irradiados o silvestres (Seo y col., 1990; Taylor y col., 2001,

Mossinson y Yuval, 2003).

Estos resultados reabren el debate del efecto de la irradiacién sobre el
rendimiento sexual y la inseminacion de los machos producidos e irradiados para

los programas TIE (Hendrichs y col., 2002; Lux y col., 2002; Dominiak y col., 2010;
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Weldony col., 2010; Collins y col., 2012; Msaad Guerfali y Chevrier, 2020). Ademas,
refuerzan la necesidad de profundizar en estudios sobre dosis de irradiacion y
esperma transferido (Zumreoglu y col., 1979; M’'saad Guerfali y col., 2011) asi como
el posible agotamiento de espermatozoides a lo largo de su vida adulta (Katiyar y
Ramirez, 1970; Hooper, 1971; Kuba y Itd, 1993; Radhakrishnan y col., 2009).

Respuesta de recopula en machos estériles Vienna-8

El fenomeno del apareamiento multiple ha sido investigado en las
poblaciones naturales de C. capitata (Bonizzoni y col., 2006; Kraaijeveld y col.,
2005; Mclnnis, 1993). En el caso de las hembras ha sido ampliamente estudiada
considerandose éstas poliandricas facultativas (p. ej. Mclnnis, 1993; Whittier y
Shelly, 1993; Bonizzoni y col., 2002, 2006; Mossinson y Yuval, 2003; Gavriel y col.,
2009; Bertin y col., 2010; Scolari y col., 2014b). Al igual que las hembras, se ha
observado que los trefritidos machos pueden reaparearse repetidamente (Kuba
y It 1993; Aluja y col., 2001; Pérez-Staples y Aluja 2004; Perez-Staples y Aluja
2006b; Aluja y col., 2008). En C. capitata, tanto la tendencia al reaparemiento
de los machos como la capacidad de transferencia de esperma han sido poco
documentadas (Nakagawa y col., 1971; Mclnnis y col., 2002), y este trabajo
constituye el primer estudio que aborda en detalle la capacidad de recopula de

los machos estériles Vienna-8.

Este estudio ha revelado aspectos cruciales sobre la dinamica de
reapareamiento y transferencia de esperma en los machos estériles Vienna-8,
con implicaciones positivas para los programas de control de plagas mediante
la Técnica del Insecto Estéril (TIE). Se ha demostrado que los machos estériles
Vienna-8 tienen la capacidad de copular repetidamente y de transferir esperma
de manera efectiva en dichas copulas sucesivas. Estos hallazgos evidencian un
comportamiento sexual positivo y una capacidad de inseminacion considerable.
Esto ocurre a pesar de las condiciones adversas derivadas del proceso de cria

masiva y las limitaciones inherentes al proceso de esterilizacion, las cuales
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podrian afectar la calidad de los individuos producidos (Liimatainen y col., 1997,
Cayol, 1999; Dominiak y col., 2010; Dyck y col., 2021).

Esta tesis sugiere que el tratamiento de irradiacion, aunque destruye los
tejidos germinales necesarios para la produccion de nuevos espermatozoides
(Muller, 1927, 1954; Proverbs, 1968; Teruya y col., 1985), no impide que los machos
estériles tengan suficiente esperma para varias inseminaciones. Esto rebate la
preocupacion de que la irradiacion podria limitar severamente la capacidad de
los machos estériles para participar efectivamente en el control de la poblacion
mediante la TIE (Itd y Yamagishi, 1989; Kuba y Itd, 1993; Radhakrishnan y col.,
2009). Ademas, el estudio ha arrojado luz sobre el impacto en la TIE de la
poliandria de las hembras en C. capitata (Pérez-Staples y col., 2013), al revelar
la capacidad de los machos estériles para satisfacer la tendencia natural de las
hembras a recopilar, aspecto que repercute positivamente en la eficiencia de la

TIE como estrategia de control de plagas.

Perspectivas futuras

Las implicaciones practicas de esta tesis se extienden mas alla del ambito
cientifico de generacion de conocimiento, ya que ofrece perspectivas valiosas
para la implementacion y optimizacion de programas de manejo integrado de

plagas y control de vectores de enfermedades en el ambito agricola.

Asi pues, el nuevo método molecular desarrollado para cuantificar la
transferenciay almacenamiento de espermatozoides constituye una herramienta
atil no solo para la investigacion basica en el conocimiento sobre la biologia
reproductiva de esta especie plaga, sino también para evaluar la calidad y la
competencia en la inseminacion de los machos estériles producidos en masa en
los programas TIE o investigar factores como la dieta o la dosis de irradiacion,
todo ello dirigido a la optimizacion de estrategias para la mejora del rendimiento

reproductivo y la competitividad de los machos estériles liberados.
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Los resultados de este estudio, particularmente en relacion con la
transferencia de esperma de los machos estériles de C. capitata y su capacidad
de recopula, proporcionan una base solida para el diseio de estrategias de
liberacion mas efectivas y eficientes. La confirmacion de que los machos estériles
pueden realizar maltiples inseminaciones sugiere que la densidad y frecuencia
de liberacion de machos estériles pueden ser ajustadas de manera mas precisa
para maximizar la supresion de la poblacion de plagas y la rentabilidad de los
programas TIE al reducir los costos asociados con la produccion y liberacion
de insectos estériles, la cual contribuye sin lugar a dudas a la sostenibilidad

ambiental al disminuir la dependencia de insecticidas quimicos.

Sin embargo, para trasladar estos hallazgos del laboratorio a la practica,
seria fundamental realizar mas estudios aplicados en condiciones de campo.
Estos estudios deberian enfocarse en evaluar la eficacia de los machos estériles
en diferentes contextos ambientales y sistemas agricolas, para ajustar las
estrategias de liberacion a las condiciones locales y maximizar el impacto en las
poblaciones de plagas. Asimismo, investigar para la optimizacion de un meétodo
de extraccion de ADN de alta calidad supondria un avance para el analisis de alto

rendimiento de muestras en los programas TIE.

En ultima instancia, estos resultados subrayan la importancia de
las investigaciones fundamentales sobre la biologia y el comportamiento
reproductivo de las especies objetivo en el éxito a largo plazo de los programas
de control de plagas basados en la TIE, reafirmando el valor de enfoques

cientificamente informados y ecologicamente racionales en el manejo de plagas.






Conclusiones







143

Capitulo 6
CONCLUSIONES

A partir de la consecucion de los objetivos de la presente tesis se pueden

extraer las siguientes conclusiones:

1. El nuevo método de cuantificacion de esperma basado en PCR en tiempo
real mediante marcadores del cromosoma Y ofrece una alternativa precisa
y mas flexible que los métodos tradicionales para la cuantificacion en
organos de almacenamiento, lo que significa una ventaja a la hora de

estudiar la biologia reproductiva de Ceratitis capitata.

2. La constatacion de la ausencia de un efecto de la edad del macho para
las edades comprendidas en este estudio en la trasferencia de esperma
aporta un conocimiento relevante en el contexto de los programas TIE,
pues repercute en poder liberar machos Vienna-8 estériles de un rango
de edad mas amplio sin que se vea penalizada su eficacia en este aspecto.
Ello significa una gran ventaja logistica al aumentar la flexibilidad en los
procesos de produccion y liberacion masiva de machos estériles, procesos

fuertemente dependientes de los factores climatologicos externos.

3. Existe una relacion positiva de tiempo de codpula y transferencia de
esperma, tanto en los apareamientos con machos silvestres como en
Vienna-8 estériles; una asociacion directa que incrementa gradualmente
hasta estabilizarse y llegar un punto que un incremento adicional de
tiempo en la copula (coOpulas mas prolongadas) no se traduce en un

aumento significativo de espermatozoides transferidos.
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Se constata una diferencia en términos de cantidad de espermatozoides
transferidos entre los machos silvestres y Vienna-8 estériles a partir de
una determinada duracioén de copula y se destaca la necesidad de mas
investigaciones para mejorar la comprension de la transferencia de

esperma en machos irradiados.

Los machos estériles Vienna-8 han demostrado una notable capacidad
para recopular asi como transferir esperma efectivamente a hembras
silvestres, lo cual revela que poseen suficiente reserva de espermatozoides
para varias copulas, asegurando que un mayor numero de hembras sean
inseminadas con esperma estéril y reduciendo asi la fecundidad de la

poblacion silvestre.
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INFORMACION COMPLEMENTARIA

Capitulo 1 Introduccidn General. Tefritidos europeos

Tabla S1 | Especies de tefritidos presentes en Europa segun registros en la base de datos
Fauna Europaea- Global Biodiversity Information Facility. Resaltadas en negrita se indican las
especies cuya presencia ha sido citada en Espafa en la referenciada base de datos. (de Jongy

col. 2014; GBIF.org 2024).

Subfamilia Género Especies
Capparimyia C. savastani
Ceratitis C. capitata
Dacinae
Bactrocera B. oleae; B. dorsalis
Myiopardalis M. pardalina
Euphranta E. connexa; E. toxoneura
Carpomya C. incompleta; C. schineri; C. vesuviana
R. alternata; R. batava; R. berberidis;
Rhagoletis R. cerasi; R. cingulata; R. completa; R.

flavicincta; R. meigenii; R. zernyi

Goniglossum

G. wiedemanni

Acidia A. coghata
Anomoia A. purmunda
Trypetinae
Chetostoma C. curvinerve; C. stackelbergi
Myoleja M. lucida

Nitrariomyia

N. lukjanovitshi

Plioreocepta

P. poeciloptera

Anastrepphoides

A. gerkei

Cornutrypeta

C. spinifrons; C. superciliata

Cryptaciura

C. rotundiventris
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Tabla S1 | Continuacion.

Subfamilia Género Especies
Euleia E. heraclei; E. marmorea; E. separata
Hemilea H. dimidiata
Phylophylla P. caesio
Trypetinae ] L.
Platyparea P. carpathica; P. discoidea
Stemonocera S. cornuta; S. spinulosa
T. artemisiae; T. immaculata;
Trypeta

T. intermissa; T. zoe

Procecidochares

P. utilis

Dithryca D. guttularis; D. guttulosa
Euaresta E. bullans
Acinia A. biflexa; A. corniculata
Merzomyia M. westermanni
Paracarphotricha P. alpestris
Asimoneura A. stroblii
Eurasimona E. stigma
Inuromaesa I. maura
- M. apicatus; M. boghariensis;
Tephritinae M. bonifaciae; M. cypriacus; M. eximia;
Myopites M. inulaedyssentericae; M. lelea;
M. longirostris; M. nigrescens; M. olii;
M. stylatus; M. tenellus; M. zernyi
U. affinis; U. aproca; U. cardui; U. christophi;
U. congrua; U. coronata; U. cuspidata;
U. dzieduszyckii; U. hispanica; U. impicta;
U. jaceana; U. jaculata; U. kasachtanica;,
U. korneyevi; U. longicauda; U. lopholomae;
Urophora U. mauritanica; U. neuenschwanderi;
U. pauperata; U. phalolepidis; U. pontica;
U. quadrifasciata; U. sirunaseva;
U. sjumorum; U. solstitialis; U. spoliata;
U. stylata; U. tenuis; U. terebrans;
U. trinervii; U. variabilis; U. xanthippe
Ensina E. azorica; E. decisa; E. sonchi

Hypenidium

H. graecum




nformacion comp ementaria
Tabla S1 | Continuacion.
Subfamilia Género Especies
Noeeta N. bisetosa; N. crepidis; N. hemiradiata;
N. pupillata; N. strigilata;
Paracanthella P. pavonina
Hendrella H. winnertzi
Oedaspis O. dichotoma; O. fissa; O. multifasciata;
P O. quinquefasciata; O. ragdai; O. sofiana
Placaciura P. alacris
Ptiloedaspis P. tavaresiana

Acanthiophilus

A. helianthi: A. walkeri

Actinoptera

A. discoideaq; A. espunensis; A. filaginis; A.
mamulae

Campiglossa

Tephritinae

C. absinthii; C. achyrophora;
C. argyrocephala; C. contingens;
C. difficilis; C. doronici; C. duplex;
C. freidbergi; C. grandinata; C. guttella;
C. irrorata; C. loewiana; C. malaris;
C. martii: C. misella; C. multimaculosa;
C. plantaginis; C. producta;
C. punctella; C. reticulata; C. solidaginis

Capitites C. ramulosa
Dioxyna D. bidentis; D. sororcula
Euarestella E. megacephala
Goniurellia G. longicauda; G. persignata
Heringina H. guttata
Oedosphenella O. canariensis
Orotava O. cribata
O. albipila; O. flavipennis; O. lutulenta; O.
Oxyna nasuta; O. nebulosa; O. obesa;
O. parietina
Spathulina S. sicula

Sphenella

S. marginata
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Tabla S1 | Continuacion.

Subfamilia Género

Tephritis

Especies

T. acanthiophilopsis; T. angustipennis;
T. arnicae; T. bardanae; T. brachyura;
T. carmen, T. cometa; T. conura;

T. conyzifoliae; T. crepidis; T. dilacerata;

T. dioscurea; T. divisa; T. dudichi; T. fallax;
T. formosa; T. frauenfeldi; T. heliophila;
T. hendeliana; T. hungarica; T. hurvitzi;

T. hyoscyami; T. [eontodontis; T. luteipes;

T. maccus; T. mariannae; T. matricariae;

T. mutabilis; T. neesii; T. nigricauda;
T. postica; T. praecox; T. pulchra; T. recurrens;
T. ruralis; T. santolinae; T. squterina;
T. scorzonerae; T. separata; T. simplex;
T. stictica; T. tanaceti; T. truncata; T. valida;
T. vespertina; T. zernyi

Tephritomyia

T. lauta

Trupanea

T. amonea; T. cosmia; T. guimari;
T. insularum; T. stellata; T. tubulata

Tephritinae

Chaetorellia

C. acrolophi; C. australis; C. carthami;
C. conjuncta; C. hestia; C. isais; C. jaceae,
C. loricata; C. succinea

Chaetostomella

C. baezi; C. cylindrica; C. rossica;
C. steropea; C. zhuravlevi

Orellia

O. falcata; O. scorzonerae; O. stictica

Terellia

T. ceratocera; T. ciarissima; T. euura;
T. lappae; T. nigronota; T. plagiata;
T. rhapontici; T. setifera; T. tussilaginis;
T. colon; T. fuscicornis; T. longicauda;
T. luteola; T. odontolophi; T. orheana;
T. pseudovirens; T. ruficauda, T. sabroskyi;
T. serratulae; T. uncinata; T. vectensis;
T. virens; T. winthemi; T. zerovae

Ictericodes

I. japonicus; . zelleri

Xyphosia

X. laticuada; X. miliaria
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RESUMEN

La familia Tephritidae constituye un grupo de dipteros de gran interés
economico debido a que incluye especies consideradas plagas en casi todas
las areas fruticolas del mundo, especialmente las conocidas como moscas
de la fruta. Sus larvas se desarrollan en el interior de frutos blandos, lo que
ocasiona considerables pérdidas econdmicas. Estas pérdidas provienen tanto
de los dafos directos que causan a los frutos, dificultando su comercializacion
local, como de las pérdidas en los mercados de exportacion. Las especies de la
familia Tephritidae son consideradas cuarentenarias y estan sujetas a estrictas

regulaciones en las zonas designadas como libres de ellas.

Entre las especies de tefritidos citadas en Espana, se encuentra Ceratitis
capitata,lamoscadelafrutadel Mediterraneo, plagade granrelevanciaeconémica
en el pais. De hecho, la prevencion y lucha contra C. capitata se califican de
utilidad publica en Espana y su gestion es obligatoria en las comunidades
autonomas donde esta declarada como plaga. Su peligrosidad se debe tanto a la
capacidad de adaptacion a diferentes condiciones ambientales de cada uno de
sus estadios de desarrollo, como a su polifagia, ya que presenta el mayor rango
de hospederos conocido entre los tefritidos. En regiones como la Comunidad
Valenciana, con inviernos suaves, esta presente en el campo durante todo el afio
y muestra, ademas, un solapamiento entre generaciones. Estas caracteristicas
hacen que la gestion de esta plaga requiera de actuaciones en grandes areas
fruticolas y con integracion de diversas tecnologias y herramientas de control,
siendo las actuaciones principales los tratamientos quimicos, el trampeo masivo

y la aplicacion de la técnica del insecto estéril (TIE).
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Resumen

Conocer la biologia reproductiva de C. capitata es de gran importancia para
desplegar nuevos métodos de control y mejorar los ya existentes, especialmente
la TIE. Por ello, se ha desarrollado esta tesis, para contribuir a la mejora de dicho
conocimiento, centrandose particularmente en aspectos relacionados con la
transferencia de esperma durante la copula y su almacenamiento posterior
en las espermatecas, que son los principales 6rganos de almacenamiento de

esperma en las hembras de C. capitata.

En esta linea, y haciendo uso de los avances biotecnologicos, en primer
lugar (capitulo 2) se desarroll6 un método molecular de cuantificacion, basado
en la aplicacion de una PCR en tiempo real mediante el uso de marcadores del
cromosoma Y, para estimar la cantidad de espermatozoides contenidos en las
espermatecas. Este método fue validado satisfactoriamente como medio de
cuantificacion de la cantidad de esperma almacenado en las espermatecas después
del apareamiento para dos cepas de C. capitata, la cepa silvestre y la cepa Vienna-8,
empleada internacionalmente en la produccion masiva de machos estériles para el
programa TIE. Ademas, los resultados obtenidos mostraron detecciones positivas
de esperma en apareamientos de corta duracion (10 minutos) y se confirmo la

transferencia efectiva de esperma en el 78 % de los casos evaluados.

Una vez obtenido un método mas eficaz para cuantificar el esperma
almacenado en las espermatecas, éste se empled para estudiar (Capitulo 3) la
influencia de la edad del macho y la duracion de la copula en la cantidad de
esperma trasferido durante la misma, en ambas cepas. Estos aspectos que se
han relacionado con el rendimiento de los machos estériles empleados en los
programas TIE. Ademas de observarse un efecto de la cepa, se determind una
influencia positiva de la duracion de la copula en la cantidad de esperma recibido
por las hembras. Los resultados mostraron un patrén gradual de transferencia
no lineal que aumenta con la duracién del apareamiento en ambas cepas. En
cuanto a la edad de los machos no se observo una influencia en la cantidad de

esperma transferido dentro del rango de edad evaluado.
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Por ultimo, se estudio la capacidad de los machos Vienna-8 estériles para
volver a aparearse e inseminar a las hembras (Capitulo 4). El fenémeno del
apareamiento multiple, relacionado con la eficacia reproductiva de C. capitata,
ha sido observado en las poblaciones naturales, tanto en hembras (poliandria)
como en machos (poliginia), pero ha sido poco estudiada en machos irradiados.
Los resultados mostraron que el 57 % de los machos estériles recopularon
hasta en tres ocasiones y el 73 % al menos en una ocasion y que en estos
reapareamientos hubo transferencia efectiva de esperma en el 99 % de los
casos. En cuanto a la cantidad de espermatozoides transferidos en las recopulas
producidas, se observo una tendencia a disminuir respecto a la primera copula,
pero no se detectd una situacion de aspermia.

En conclusion, esta tesis desarrolla un nuevo método molecular basado
en la deteccion del cromosoma Y para evaluar el esperma almacenado en las
espermatecas de hembras en C. capitata. Este método ha sido validado para
estimar los espermatozoides de las cepas silvestre y Vienna-8 de esta especie,
y podria servir como modelo base para la cuantificacion de gametos en otras
especies de tefritidos. Ademas, gracias a la fiabilidad y especificidad de este
método, se ha podido determinar el grado de inseminacion de las copulas de
C. capitata, incluso en apareamientos de corta duracion. Se han mejorado los
patrones de transferencia del esperma con relacion al tiempo de apareamiento
para ambas cepas, y se ha determinado, por primera vez, el potencial de recopula
delos machos estériles Vienna-8 y su capacidad para transferir espermano viable
a lo largo de multiples apareamientos. Estos resultados deben ser considerados

en futuras investigaciones dentro del marco de los programas TIE.






RESUM

La familia Tephritidae constituix un grup de dipters de gran interés
economic pel fet que inclou especies considerades plagues en quasi totes les
explotacions fruticoles del mon, especialment les conegudes com a mosques de
la fruita. Les seues larves es desenvolupen a l'interior de fruits carnosos, la qual
cosa ocasiona considerables pérdues economiques. Estes perdues provenen
tant dels danys directes que causen als fruits, dificultant la seua comercialitzacio
local, com de les peérdues en els mercats d’exportacio. Les especies de la familia
Tephritidae s6n considerades quarantenaries i estan subjectes a estrictes

regulacions en les zones designades com a lliures d’estos organismes.

Entre les especies de tefritids citades a Espanya, es troba Ceratitis capitata,
la mosca de la fruita del Mediterrani, plaga de gran rellevancia economica al pais.
Defet,laprevencioilluita contraC. capitata es qualifica d'utilitat ptiblica a Espanya
i la seua gesti6 és obligatoria en les comunitats autonomes on esta declarada
com a plaga. La seua perillositat es deu tant a la capacitat d'adaptacio a diferents
condicions ambientals de cadascun dels seus estadis de desenvolupament,
com la seua polifagia, ja que presenta el major rang de especies hoste conegut
entre els tefritids. En regions com la Comunitat Valenciana, amb hiverns suaus,
és present en camp durant tot 'any i mostra, a més, un solapament entre
generacions. Estes caracteristiques fan que la gestio d'aquesta plaga requerisca
d’actuacions en grans arees fruticoles i amb integraci6 de diverses tecnologies i
ferramentes de control, sent les actuacions principals els tractaments quimics,

el trampeig massiu i I'aplicacié de la tecnica de l'insecte esteril (TIE).
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Resumen

Conéixer la biologia reproductiva de C. capitata és de gran importancia
per a desplegar nous metodes de control i millorar els ja existents, especialment
la TIE. Per aix0, s’ha desenvolupat esta tesi, per a contribuir a la millora d’'este
coneixement, centrant-nos particularment en aspectes relacionats amb la
transferéncia d'esperma durant la copula i el seu emmagatzematge posterior en
les espermateques, que son els principals organs demmagatzematge d'esperma

en les femelles de C. capitata.

En este sentit, i fent s dels avangos biotecnologics, en primer lloc (capitol
2) es va desenvolupar un metode molecular de quantificacio, basat en l'aplicacio
d’'una PCR en temps real mitjancant I'ds de marcadors del cromosoma Y, per
a estimar la quantitat d'espermatozoides continguts en les espermateques.
Este métode va ser validat satisfactoriament com a mitja de quantificacio
dels espermatozoides emmagatzemats en les espermateques després de
I'aparellament per a dos soques de C. capitata, la soca silvestre i la soca Vienna-8,
empleada internacionalment en la produccié massiva de mascles esterils per al
programa TIE. A més, els resultats obtinguts van mostrar deteccions positives
d'esperma en aparellaments de curta duraci6 (10 minuts) i es va confirmar la

transferéncia efectiva desperma en el 78% dels casos avaluats.

Una vegada obtingut un metode més eficag per a quantificar I'esperma
emmagatzemat en les espermateques, aquest es va emprar per a estudiar
(capitol 3) lainfluencia de I'edat del mascle ila duracio6 de la copula en la quantitat
d'esperma transferit durant esta, en ambdues soques. Estos aspectes s’han
relacionat amb el rendiment dels mascles esterils empleats en els programes
TIE. A més d'observar-se un efecte de la soca, es va determinar una influéncia
positiva de la durada de l'acoblament en la quantitat d’esperma rebut per les
femelles. Els resultats van mostrar un patr6 gradual de transferencia no lineal
que augmenta amb la duracié de l'aparellament en ambdues soques. Quant a
I'edat dels mascles, no es va observar una influéncia en la quantitat d'esperma

transferit dins del rang d'edat avaluat.
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Finalment, es va estudiar la capacitat dels mascles Vienna-8 esterils per
a tornar a emparellar-se i inseminar a les femelles (capitol 4). El fenomen de
l'aparellament multiple, relacionat amb leficacia reproductiva de C. capitata,
ha sigut observat en les poblacions naturals, tant en femelles (poliandria) com
en mascles (poliginia), pero ha sigut poc estudiada en mascles irradiats. Els
resultats van mostrar que el 57% dels mascles esterils van recopular fins a tres
ocasions i el 73% almenys en una ocasio i que en estos reaparellaments va haver-
hi transferéncia efectiva d’esperma en el 99% dels casos. Quant a la quantitat
d’'espermatozoides transferits en les récopulas produides, es va observar una
tendencia a disminuir respecte a la primera copula, pero no es va detectar una

situacié d’aspermia.

En conclusio, esta tesi desenvolupa un nou metode molecular basat en
la detecci6 del cromosoma Y per a avaluar l'esperma emmagatzemat en les
espermateques de femelles en C. capitata. Este metode ha sigut validat per a
estimar els espermatozoides de les soques silvestre i Vienna-8 d'esta especie,
i podria servir com a model base per a la quantificaci6 de gametes en altres
especies de tefritids. A més, gracies a la fiabilitat i especificitat d'este metode,
s’ha pogut determinar el grau d'inseminacio6 de les copules de C. capitata, fins i
tot en aparellaments de curta duraci6. Shan millorat els patrons de transferencia
de I'esperma en relacié amb el temps d’aparellament per ambdues coques, i sha
determinat, per primera vegada, el potencial de recopula dels mascles esterils
Vienna-8ila seua capacitat per a transferir esperma no viable al llarg de multiples
aparellaments. Estos resultats han de ser considerats en futures investigacions

dins del marc dels programes TIE.






SUMMARY

Tephritidae family constitutes a great interest group of dipterans as it
includes species considered pests in almost all fruit-growing areas around the
world, especially those known as fruit flies. The larvae of these species develop
inside soft fruits and cause significant economic losses. This detriment come
from the direct damages caused to the fruits, hindering their local marketing,
and resulting in losses in export markets. Fruit flies of Tephritidae family are
considered quarantine species and are subjected to strict regulations in those

pest-free areas.

The Mediterranean fruit fly, Ceratitis capitata, is among the recorded
tephritids species in Spain and it is recognized as a pest of great economic
importance by Spanish government, being its prevention and management
mandatory in the communities where it is declared as a pest. The ability to
adapt to different environmental conditions of each of its development stages
and its polyphagy are two of the key aspects to become such a harmful pest. C.
capitata has the largest host range known among tephritids. In regions with mild
winters such as Comunidad Valenciana, located in the eastern coast of Spain, its
populations are present in field throughout the whole year, even overlapping
generations. These biological and adaptative traits make management of this
pest require actions in large fruit-growing areas and the integration of various
technologies and control tools. The integrated pest management programme
includes chemical treatments, mass trapping and the application of the sterile

insect technique (SIT).
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The study of the reproductive biology of C. capitata is relevant for
deploying new control methods and improving existing ones, especially SIT.
Therefore, this thesis has been developed to contribute to the improvement of
this knowledge, focusing particularly on aspects related to the transfer of sperm
during copulation and its subsequent storage in the spermathecae, which are

the main sperm storage organs in the C. capitata females.

Taking it into consideration, and making use of biotechnological advances,
in chapter 2, we develop a molecular quantification method, based on the
application of real-time PCR using Y-chromosome markers, to estimate the
amount of sperm contained in spermathecae. This method was successfully
validated to quantify the amount of spermatozoa stored in the spermathecae
after mating for two strains of C. capitata, wild-type strain and Vienna-8 strain,
used internationally in the mass production of sterile males in TIE programmes.
Positive sperm detections were obtained in short-term matings (10 minutes) and

effective sperm transfer was confirmed in 78% of the cases evaluated.

Once obtained this effective method to quantify the sperm stored in
the spermathecae, it was used to study in chapter 3 the influence of male age
and copula duration on the amount of sperm transferred during mating in
both strains. These aspects have been related to the performance of sterile
males used in TIE programmes. In addition to observing a strain effect, it was
determined a positive influence of copula duration on the amount of sperm
received by females. The results showed a gradual pattern of non-linear transfer
that increases with mating duration in both strains. Regarding the age of the
males, no influence was observed on the amount of sperm transferred within

the evaluated age range.

Finally, the ability of sterile Vienna-8 males to remate and inseminate
females was studied in chapter 4. The phenomenon of multiple mating, related

to the reproductive efficiency of C. capitata, has been observed in natural
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populations, both in females (polyandry) and males (polygyny), but it has been
barely studied in irradiated males. The results of this chapter showed that 57% of
the sterile males recopulated up to three times and 73% at least once, and there
was effective sperm transfer in 99% of these rematings. Regarding the amount
of sperm transferred along the remating occasions, a tendency to decrease was
observed with respect to the first copulation, but a situation of aspermia was

not detected.

In conclusion, this thesis develops a new molecular method based on the
detection of the Y-chromosome to estimate the sperm stored in the spermathecae
of femalesin C. capitata. This method has been validated to estimate spermatozoa
from wild-type and Vienna-8 strains of this tephritid and it could be used as a
model for the quantification of gametes in other fruit fly species. Furthermore,
thanks to the reliability and specificity of this method, it has been possible to
determine the degree of insemination of C. capitata copulations, even in short-
term matings. Sperm transfer patterns have been improved in relation to mating
time for both strains, and the remating potential of sterile Vienna-8 males and
their ability to transfer non-viable sperm over multiple matings have been
determined for the first time in a period of their lifetime. These results should

be considered in future research within the framework of TIE programs.
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