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Resumen del proyecto

La mosca de alas manchadas, Drosophila suzukii, es una especie asidtica plaga de fruta de piel fina. Se ha expandido
mundialmente y en Uruguay fue detectada por primera vez en 2015, expandiéndose en anos subsecuentes. El objetivo
general de este proyecto fue generar una base de conocimiento desde la Ecologia Quimica para el desarrollo de dos
estrategias complementarias de control sustentable de D. suzukii: el control bioldégico con parasitoides y la técnica del
insecto estéril (TIE). Se realiz6 un relevamiento de parasitoides de drosofilidos, reportando tres especies presentes en
pais en forma silvestre. Se montaron crias de estas especies y de D. suzukii para abordar el proyecto con diversas
técnicas biolégicas y quimicas. Entre éstas, bioensayos de comportamiento en olfatémetro, medida de respuesta
electrofisiolégica a compuestos voldtiles, andlisis quimico de voldtiles e irradiacién de insectos. Como resultados
generales, se demostré que la presencia de larvas de D. suzukii en desarrollo dentro de frutos de ardndanos y frutillas,
cambia significativamente el perfil de olores de estas frutas. Asimismo, estos olores atraen en forma diferencial al
parasitoide de pupas Trichopria anastrephae, en relacion a los olores provenientes de fruta sana. En apoyo a estos
resultados comportamentales, se reporta por primera vez que las hembras de parasitoides de drosofilidos detectan
olfativamente, a nivel de sus antenas, compuestos voldtiles frutales, abriendo posibilidades para la utilizacién de estos
compuestos en el desarrollo de estrategias de control biolégico. Finalmente, en nuestro proyecto se realizé por primera
vez en el pais la esterilizacidn de insectos por irradiacidn, con el objetivo de desarrollar la TIE, y se desarrollaron
técnicas para la evaluacion de la capacidad de machos irradiados para detectar y responder a estimulos olfativos
asociados a la presencia de las hembras, un aspecto clave para evaluar la competitividad de los machos irradiados en
condiciones de campo.

Ciencias Agricolas / Agricultura, Silvicultura y Pesca / Agricultura / Sanidad Vegetal / Ecologia quimica

Palabras clave: Drosophila suzukii / Semioquimicos / Control Biolégico /

Introduccion

La mitigaciéon ambientalmente sostenible de plagas agricolas es un desafio importante para la produccién y seguridad
alimentaria. A las plagas nativas se les suma un nimero creciente de plagas exoéticas, debido a introducciones
accidentales producto del traslado de personas, mercaderias o maquinarias.

La mosca de alas manchadas, Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae), es una especie asidtica plaga de fruta de piel
fina (frutillas, ardndanos y frambuesas, entre otras). Se ha expandido mundialmente (Bolda et al. 2010) y en Uruguay fue
detectada por primera vez en 2015 en Canelones en cultivos de ardndanos (Gonzdlez et al. 2015); dos afios mds tarde fue
reportada en todo el centro-sur del pais (Lauyé, 2017).

Las hembras depositan sus huevos en el interior de fruta inmadura. Las larvas eclosionadas se alimentan de ésta
ocasionando importantes pérdidas productivas (Walsh et al. 2011). La incidencia préxima a la cosecha de la fruta limita el
uso de insecticidas, al ser inadmisibles residuos en fruta de consumo fresco. Existen ademds reportes de resistencia
desarrollada a insecticidas (Gress & Zalom, 2019).

Estrategias de manejo alternativas a los insecticidas han sido exploradas a nivel internacional. Entre las mads
consideradas y promisorias se destacan el control biolégico con parasitoides y la Técnica del Insecto Estéril (TIE) (Lee et
al. 2019; Homem et al. 2022). El objetivo general de este proyecto fue generar una base de conocimiento nacional, desde un
abordaje de la Ecologia Quimica, para el desarrollo de estas dos estrategias de control sostenible de Drosophila suzukii.
Primeramente, se realiz6 un relevamiento de especies de parasitoides presentes en Uruguay, potenciales biocontroladores
de Drosophila suzukii. Los parasitoides son insectos cuyo desarrollo depende de otro insecto denominado hospedero, del
cual se almenta en los estadios inmaduros. Cuando el hospedero es un insecto plaga, los parasitoides pueden utilizarse
como herramientas de control bioldgico de plagas (Ehler, 2006). Como resultado de nuestro trabajo de relevamiento, hemos
encontrado poblaciones silvestres y hemos establecido crias de dos especies capaces de desarrollarse en D. suzukii;
Pachycrepoideus vindemmiae (Hymenoptera: Pteromalidae) y Trichopria anastrephae (Hymenoptera: Diapriidae).

Un aspecto fundamental en la eficiencia controladora de los parasitoides es su capacidad para encontrar hospederos,
utilizando entre otras claves, informacién quimica. El primer objetivo especifico del proyecto fue determinar la capacidad
de los parasitoides de drosofilidos presentes en Uruguay de responder a claves quimicas indicadoras de la presencia de D.
suzukii en frutos. Esto implicé una caracterizacion de los compuestos quimicos volatiles de frutos susceptibles a D.
suzukii, como resultado de la infestacién de la mosca, para posteriormente evaluar si esta informacidn puede ser utilizada
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por los parasitoides en la busqueda de hospederos. Para esto se utilizaron dos abordajes, uno comportamental para
evaluar la respuesta del parasitoide ante la clave olfativa mediante bioensayos de olfatometria, y otro fisiolédgico mediante
la técnica de electroantenograma (EAG).

Trabajamos con infestacion controlada por D. suzukii en frutos de ardndano y frutilla, y caracterizacidn posterior de su
perfil de voldtiles, esperando encontrar diferencias quimica en los olores de frutos sanos e infestados. Seguidamente,
trabajamos con hembras adultas de los parasitoides a nivel comportamental, comparando la atraccidn a frutos infestados
por D. suzukii en comparacion con frutos sanos, esperando encontrar una preferencia de las hembras hacia frutos
infestados por su insecto hospedero. Finalmente, trabajamos con antenas de las hembras parasitoides, esperando
encontrar respuestas olfativas a compuestos caracteristicos de frutos infestados.

El segundo abordaje fue el de la TIE, una estrategia promisoria para la mitigacién de D. suzukii a nivel global (Homem et
al. 2022). Esta se basa en la esterilizacion de insectos de cria tras exposicién a radiacién ionizante, y la liberacién de
estos insectos como agente de control, el cual se logra por la cépula entre hembras silvestres fértiles y machos estériles,
disminuyendo el potencial reproductivo de la especie plaga (Knipling, 1955). La efectividad de la técnica depende de cudn
competitivos sean los machos estériles en relacion a los silvestres por acceso a cdpulas en la naturaleza (Calkins &
Parker, 2005). El segundo objetivo especifico propuso determinar la capacidad competitiva de machos de D. suzukii
esterilizados por irradiacidn, en relaciéon a la utilizacién de claves quimicas para localizar hdbitats asociados a la
presencia de hembras.

El abordaje inicialmente planificado fue la obtencién de pupas irradidas en Argentina y el trabajo local en la evaluacién de
competitividad. Por dificultades logisticas se trabajé finalmente con irradiacién local, lo cual fue finalmente un logro
relevante ya que por primera vez se esterilizaron insectos en Uruguay con el objetivo de desarrollar la TIE. Se criarony
esterilizaron pupas de D. suzukii, se determiné el grado de esterilizacién para una dosis inicial de radiacién, y se evalué la
respuesta olfativa de los machos irradiados a voldtiles frutales que representan claves quimicas de hdbitats con probable
presencia de hembras D. suzukii. Se esperaba determinar dosis de irradiaciéon que resultaran en una esterilizacién
optima, sin afectar la respuesta olfativa y comportamental de los machos en comparacién con machos silvestres.

Metodologia/diseiio del estudio

Para desarrollar este proyecto en sus dos objetivos especificos, se requirieron recursos humanos formados y en
formacion, y se utilizaron un conjunto de experticias, equipamientos e insumos, que se describen brevemente a
contunuacion.

A) Crias estables de insectos: adultos de Drosophila suzuki y de sus parasitoides fueron requeridos durante la extensidén
del proyecto, por lo que se mantuvieron crias de laboratorio en condiciones controladas.

B) Andlisis quimico de compuestos voldatiles en vivo (olores) de fruta: Esta tarea requiere experticia quimica que nuestro
grupo ha desarrollado a traves de los anos, y equipamiento adecuado de cromatografia de gases y espectromtria de
masas.

C) Andlisis de respuesta olfativa por electroantenograma: la deteccion de olores en insectos ocurre mediante receptores
olfativos ubicados mayormente en las antenas. Estos receptores transducen la informacién quimica del ambiente en
aferencias eléctricas, las cuales podemos registrar en esta técnica. Asimismo, esta técnica puede acoplarse a un
cromatoégrafo de gases (GC-EAD) para dilucidar qué compuestos especificos presentes en una mezcla compleja como los
olores de una planta, son especificamento detectados por las avispas. Nuestro grupo de trabajo es el Gnico en el pais que
ha desarrollado la experticia y el equipamiento para medir la resupuesta olfativa en insectos.

D) Andlisis de respuesta comportamental en insectos: Los olfatdmetros son un conjunto de dispositivos para evaluar, en el
laboratorio y en condiciones controladas, la respuesta de insectos en relacién a estimulos olfativos (olores) de diversas
fuentes, sin contact visual. Estas metodologias suelen requerir un desarrollo ad-hoc para cada tipo de insecto, y forma
parte de las metodologias de uso comuin en nuestro grupo. Para este proyecto se utilizaron olfatémetro de dos brazos
para evaluar la atraccidn de parasitoides a olores de fruta, y se desarrollé un nuevo dispositivo para la evaluacién de
atraccion de Drosphila suzukii a fuentes de olor.

E) Irradiacion de insectos: En el marco de este proyecto se establecié una nueva colaboracion interinstitucional con el
Centro de Investigaciones Nucleares de la Facultad de Ciencias, para irradiar insectos en estado de pupa. Esta
colaboracidn resultéd en las primeras experiencias de irradiacidon de insectos en el pais, y trascendiendo a este proyecto
marca un camino potencial a desarrollar esta técnica en Uruguay.

En cuanto a la metodologia de trabajo, en primer lugar nos propusimos evaluar el impacto de D. suzukii a nivel de la
guimica voldtil de arandanos y frutillas para determinar si esta informacidon es detectada y utilizada por los parasitoides
nativos en la busqueda de hospederos. Para esto se propuso comparar los perfiles quimicos de la fruta infestada por la
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mosca en relacién a la misma fruta madurada naturalmente sin infestacién.

La caracterizacion de los compuestos orgdnicos voldtiles comprende dos etapas, primero capturar dichos compuestos a
través de un sistema de colecta y, a continuacién, una etapa analitica para separar, identificar y cuantificar los
compuestos presentes en esa muestra. En general, el sistema de colecta consistié en confinar el material vegetal en un
recipiente con una entrada y una salida controlada de aire (0.3-0.5 L/min) durante 24 horas, en ésta ultima se disponia el
material adsorbente (50 mg de HaySep Q) donde los voldtiles arrastrados por las corrientes de aire eran retenidos.
Primeramente, procuramos seleccionar frutos sin daios visibles e imperfecciones. En el caso de los ardndanos
(Vaccinium spp.), trabajamos con frutos orgdnicos cosechados proveidos por el establecimiento La Micaela, Canelones,
Uruguay (http://lamicaelaorganico.com/). Cada colecta se realizé sobre 25 gramos de ardndanos (~ 15 unidades)
dispuestos en cilindros de colecta de vidrio. Entretanto, las frutillas (Fragaria x ananassa) utilizadas pertenecian a la
variedad INIA Yrupé, un producto del programa de mejoramiento genético de hortalizas de 2019. En este caso, se
colectaban individualmente los volatiles de una frutilla por planta encerradas en bolsas de poliéster. Tras una colecta
inicial, cada muestra era arbitrariamente clasificada en uno de los tratamientos; frutas libres de dano e infestadas por D.
suzukii. En ardndanos evaluamos, ademads, dafnados artificialmente (tres perforaciones por fruto con micro-capilares de 5
pUm) emulando el daio superficial de la fruta realizado durante la oviposicién de la mosca.

La infestacion de la fruta por D. suzukii se realizé controladamente con moscas de 2 a 7 dias de edad durante 24 horas.
Los ardndanos eran infestados por 10 hembras y el grado de infestacidn era constatado bajo lupa tras la remocidn de las
moscas, mientras las frutillas se infestaron con tres hembras y la infestacién se corroboraba a través de inmersiones de
la fruta en una solucién saturada, de acuerdo con Dreves et al. (2014), una vez culminada la Ultima colecta de volatiles. A
continuacidn, los frutos eran incubados bajo las condiciones dptimas de cria durante 10 dias, tiempo prudente para
alcanzar el estadio de pupa hospedero de los parasitoides (Tochen et al. 2014), para repetir el procedimiento de colecta al
décimo dia. En el caso de las frutillas, se adiciond una colecta intermedia a los 5 dias posteriores a la infestacién.

En ambos casos, los voldtiles adsorbidos eran eluidos con hexano (1 mL), se les adiciond tridecano (100 pL) como estdndar
interno y las muestras se almacenaron en frio (-20 °C) hasta su andlisis por cromatografia gaseosa acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS). Las muestras eran concentradas llevadas a 100-150 pL bajo corrientes de N2 previa a
su inyeccion en el equipo analitico, Shimadzu QP 2010 PLUS (Shimadzu Corp., Tokyo, Japén), equipado con una columna
Rtx®-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um, Alltech, USA). Las muestras (1 ?L) fueron inyectadas en modo splitless con He como
gas transportador a 1 mL/min (49.7 KPa). El programa de temperaturas fue el siguiente: 40 °C iniciales sostenidos por
cuatro minutos, luego llevados a 150 °C a 5 °C/min y hasta 250 °C a 10 °C/min, y sostenida durante 10 minutos al alcanzar la
temperatura mdaxima. La temperatura del inyector y la interfase con el MS fueron establecidas en 250 °C. La identificacién
y cuantificacién de los compuestos voldatiles fue realizada a través del software GCMS solution (Shimadzu GCMS Solution V
4.455P1). Las muestras fueron previamente comparadas con colectas blanco (aire sin muestra) para eliminar los
compuestos de fondo y poder comparar entre tratamientos propiamente los de las muestras de interés.

Una vez dilucidados los perfiles de voldtiles, logramos establecer una metodologia consistente para evaluar la respuesta
a través de GC-EAD en parasitoides microhimenépteros de drosofilidos. A través de esta técnica evaluamos la respuesta
de los parasitoides, T. anastrephae y L. boulardi, a los compuestos voldtiles de frutillas a los dias 5 y 10 posteriores a la
infestacidn por D. suzukii. Los tiempos evaluados obedecen a los tiempos del desarrollo de los estadios hospederos de
cada parasitoide.

El registro eléctrico fue realizado sobre antenas extirpadas de hembras adultos de 5 a 10 dias de edad, con el escapo y el
flagelémero apical removidos. Utilizamos electrodos de plata (Ag/AgCl) inmersos en solucién Beadle-Ephrussi Ringer (NaCl
128 mM, KCl 4,7 mM and CaCl2.2H20 1,9 mM) dentro de micro-capilares. La sefial eléctrica es amplificada por la sonda de
registro (10x; Syntech) y un amplificador IDAC-2 (Syntech). El GC utilizado fue un Hewlett-Packard (5890 series II) equipado
con una columna DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pym, Alltech, USA) y un detector de ionizacién de llama (FID, por sus siglas en
inglés). Un controlador de estimulo (CS-55; Syntech) entregaba aire humidificado constantemente ofreciendo a la antena los
voldtiles eluidos de la columna. Las respuestas eléctricas fueron obtenidas del software de GC-EAD de Syntech (v.2014).

A continuacién, evaluamos la respuesta comportamental de T. anastrephae para determinar si las diferencias a nivel de
la quimica volatil consecuencia de la infestacion de D. suzukii, tanto sobre ardndanos como en las frutillas, son
discriminadas a distancia y son claves utilizadas para orientarse en la busqueda de hospederos.

Los bioensayos consisten en registrar individualmente por Unica vez hembras adultas de entre dos a 7 dias de edad,
previamente alimentadas con agua-miel y apareadas, en un olfatémetro (tubo en Y; 6 cm de cada seccién), durante 3-5
minutos. La preferencia por los estimulos voldtiles es analizada en base a la permanencia temporal en las distintas
secciones del dispositivo, la primera eleccion y la posicion final del parasitoide.
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En primer lugar, evaluamos la preferencia comportamental hacia ardndanos infestados por D. suzukii. Esta estimulacidn
guimica fue evaluada frente a ardndanos libres de dafo y aire limpio. Se excluyé de la evaluacién comportamental el
tratamiento de los ardndanos dafados artificialmente dada la similitud quimica en relacién al tratamiento libre de dafo.
De forma andloga, evaluamos el comportamiento frente a los olores de frutillas infestadas respecto a frutillas madurada
naturalmente libre de dano. En ambos casos, la infestacion de la fruta utilizada como estimulacion en los bioensayos de
olfatometria fue semejante al tratamiento realizado para las colectas de voldtiles.

En cuanto a la TIE, la esterilizacién de los insectos se llevd a cabo en el Laboratorio de Radioquimica del Centro de
Investigaciones Nucleares (CIN, Facultad de Ciencias) en un irradiador Gammacell 4000A con fuente de 60Co. Las
irradiaciones se realizaron en grupos de 500-1000 pupas a 24 horas de su emergencia con una dosis de 120 Gy. Esta dosis
se corresponde con las reportadas por literatura de inducir 96% de esterilidad en machos de D. suzukii (Lanouette et al.
2017).

La calidad sensorial de la olfaccién de los machos adultos de D. suzukii esterilizados con radiacién gamma fue evaluada a
través de EAG. Esta técnica permite establecer una relaciéon entre la dosis ofrecida y la respuesta eléctrica periférica del
insecto. Al ofrecer dosis crecientes de un determinado compuesto, uno puede realizar curvas dosis-respuesta y aproximar
los umbrales de deteccidn y saturacion. Para esto, las moscas eran inmovilizadas en tips de pipetas automdticas y
paralelamente se establecia un circuito eléctrico externo a través de micro-capilares de vidrio con electrodos de plata
(Ag/Ag-Cl) en su interior, inmersos en solucién salina conductora (solucién Ringer Drosophila; NaCl 46 mM, KCL 182 mM,
CaCl2 3 mM y Tris base 10 mM, pH = 7-7.5), conectados a un amplificador (combi-probe x10, Syntech) y a una fuente de
registro de la sefal eléctrica (IDAC-2, Syntech).

El procedimiento consiste en ofrecer sucesivos pulsos (4, en este caso) de aire que arrastran una determinada
concentracién del estimulo en un volumen definido (10 pL) diluida en el solvente adecuado (hexano) aplicado en papel de
filtro (1 cm2) y, consecutivamente, prosigue una serie de concentracién ascendente en escala logaritmica (0.01, 0.1, 1, 10,
100, 1000 pg) para evitar saturaciones iniciales de la antena.

Evaluamos la relacién dosis-respuesta para machos virgenes de 2 a 10 dias de edad irradiados con 120 Gy respecto a
individuos salvajes (0 Gy). A su vez, estos bioensayos deben ser acompainados de ensayos de supervivencia, fertilidad y
fecundidad. Esto implica la individualizaciéon de las pupas irradiadas para su sexado una vez emergidos los adultos, y asi
controlar su condicion sexual, criar en medios con dieta artificial y realizar un seguimiento periddico a los individuos para
realizar curvas de supervivencia.

Resultados, andlisis y discusién

Crias de parasitoides y Drosophila

En el transcurso del proyecto mantuvieron crias de las moscas Drosophila suzukii y Drosophila melanogaster, ambas en
dieta artificial, y de los parasitoides Trichopria anastrephae y Pachycrepodeus vindemiae. Asimismo, se colectd, identifico
y establecio en cria una nueva especie de parasitoide, Leptopilina boulardi (Hymenoptera: Figitidae), especialista de larvas
de Drosophila, y se adiciond a la cria estable una nueva linea de T. anastrephae procedente de otra poblacién natural. Esta
ultima especie, de distribucion regional, es congénere de un eficiente bio-controlador comercializado en Europa para
mitigar a D. suzukii, Trichopria drosophilae (Hymenoptera: Diapriidae), y es la especie mds prometedora para su
implementacidn en nuestra regién (Vieira et al. 2020). Esto explica por qué fue la especie de parasitoides que recibié mads
atencién durante el proyecto.

En todos los casos, las crias se mantuvieron exitosamente en escalas suficientes para los trabajos experimentales del
proyecto, incluso a través de la pandemia y cierre parcial de los laboratorios. Sin embargo, es necesario un escalado de
estas crias para avanzar hacia la escala de bioinsumo para uso en campo, un objetivo que se plantea como una
continucaion de este proyecto y estd en etapa de postulaciéon y evaluacidn.

Colecta de voldtiles

Una vez identificados y cuantificados los compuestos voldtiles de frutos, en el caso de los ardandanos se prosiguid a
analizar el perfil de voldtiles de cada uno de los tratamientos; fruta infestada por D. suzukii, fruta sana y fruta danada
artificalmente, estos ultimos como controles complementarios. En total se identificaron 24 compuestos, 9 de estos
presentes Unicamente en los ardndanos infestados por D. suzukii. Entre estos 9 compuestos, el acetato de isoamilo es uno
de los compuestos presentes en cantidades considerables y completamente ausente en los tratamientos control. Los
compuestos en proporciones mayoritarias se corresponden con ésteres alifdticos de cadena corta.

La diferencia entre los perfiles quimicos de los tres tratamientos fue analizada a través de un escalamiento
multidimensional no-métrico (NMDS, por sus siglas en inglés), basada en la matriz cuantitativa de los voldtiles y sus
distancias segun el indice de Bray-Curtis. El resultado del andlisis muestra diferencias estadisticamente significativas

5/9



entre el perfil de voldtiles de los ardndanos infestados por D. suzukii, tanto con los ardndanos danados artificialmente
como los ardndanos sin dafar. A su vez, entre estos dos ultimos tratamientos no se observan diferencias estadisticas.
Estos resultados fueron publicados en una revista internacional arbitrada (de la Vega et al., 2021).

Entretanto, el perfil de voldtiles de las frutillas fue analizado en base a los compuestos mayoritarios. Estos compuestos se
corresponden a ésteres etilicos y de metilo encontrados tipicamente durante el progreso de maduracién de la fruta (Yan et
al. 2018), cuyas proporciones en los momentos del desarrollo susceptibles a estos parasitoides fueron determinadas. El
andlisis a través del tiempo indica que existen diferencias cuantitativas a través del tiempo dentro de los tratamientos, y
entre los tratamientos al décimo dia post-infestacidn, cuando se estima que D. suzukii entra en fase de pupa. La
infestacion de D. suzukii estd asociada a un incremento en la cantidad de los ésteres etilicos emitidos con el progreso de la
infestacion, mientras en las frutillas libres de dano el éster metilico es el predominante e incrementa en el tiempo. Esta
diferencia observada a nivel de la quimica volatil es concordante con los bioensayos comportamentales desarrollados a
continuacion. Aunque estos resultados se ecuentran en preparacion de una publicacién, se han comunicado en foros
especializados (Trifanes et al., 2022a).

Electrofisiologia parasitoides

Las técnicas de electrofisiologia (EAG o GC-EAD entre otras) permiten identificar potenciales semioquimicos involucrados
en el establecimiento de las interacciones entre organismos, en este caso volatiles de fruto infestado y parasitoides de
Drosophila. Este conocimiento abre una serie de posibilidades relacionadas a la manipulacidn del comportamiento de los
enemigos naturales para incrementar la incidencia sobre la especie plaga. Por ejemplo, la preservacidn de éstos en los
agro-ecosistemas, el entrenamiento de parasitoides generalistas para optimizar la busqueda de hospederos, asi como
evitar ciertos compuestos en sistemas de trampeo masivo para no afectar las poblaciones de enemigos naturales.

Hasta el momento, no habian sido reportadas la aplicacién de técnicas electroantenogrdficas en parasitoides de especies
de Drosophila. A través de la técnica de GC-EAD se identificaron compuestos detectados por el sistema olfativo de los
parasitoides T. anastrephae y L. boulardi, compuestos voldtiles emitidos asociados a la infestacién de D. suzukii en
plantas de frutilla (Fragaria x ananassa) a dos tiempos post-infestacion. Estos se corresponden con los compuestos
mayoritarios en ambas muestras evaluadas; butanoato de etilo, hexanoato de etilo y hexanoato de metilo, tres ésteres de
tipica aparicion durante el progreso de la maduracién de la fruta. Estos resultados confirman la capacidad de los
parasitoides de explotar compuestos voldtiles de fruto en la bisqueda de sus hospederos, y abren las posibilidades de
nuevos estudios orientados al desarrollo de control biolégico de Drosophila suzukii en el pais. Los resultados de este
componente del proyecto se han publicado transitoriamente en el repositorio BioXriv (Triflanes et al., 2022b).

Respuesta comportamental parasitoides

Los ensayos comportamentales de olfatometria con ambas frutas demostraron que T. anastrephae se orienta hacia la
fruta infestada asociada a la presencia de su hospedero. En ambos casos, estos olores desencadenan una movilidad
elevada en las avispas, y los pardmetros evaluados (primera eleccidn, tiempo de residencia y poscidn final) son
favorables a la fruta infestada por D. suzukii. Las variables binomiales se analizaron a través de test binomiales
ajustando la probabilidad de éxito (1/2 para la primera eleccién y 1/3 para la posicidn final), entretanto, los tiempos en
cada seccion fueron analizados a través del test de Mann—Whitney—Wilcoxon. Los resultados son concordantes con los
resultados obtenidos sobre los perfiles de voldtiles, la fruta infestada por D. suzukii presenta un perfil quimico
diferenciable al de la fruta sin infestacion, y T. anastrephae es capaz de diferenciarlos a través de estimulos olfativos.
Estos resultados fueron incorporados en los trabajos ya citados, para ardndanos y frutillas, respectivamente (de la Vega
et al., 2021; Trifanes et al., 2022a).

Iradiacién y electrofisiologia de machos estériles

La irradiaciéon de pupas D. suzukii se realizé inicialmente a una dosis de 120 Gy, logrando una esterilidad mayor al 97% en
machos y hembras. Se estima conveniente aumentar esta dosis para lograr esterilidad mayor al 99%, como se
recomienda en el marco de la TIE. En cuanto a la supervivencia de los insectos irradiados, tanto la mediana de
supervivencia (tiempo al que la probabilidad de supervivencia se reduce a la mitad) como la sobrevida de los individuos
bajo seguimiento, no resulta afectada a causa de la irradiaciéon a 120 Gy.

Mediante la técnica de EAG, se establecieron curvas dosis-respuesta para cuatro ésteres frutales cuya respuesta
electroantenogradfica ha sido reportada en la literatura para machos D. suzukii; hexanoato de etilo, hexanoato de metilo,
butanoato de etilo y acetato de isoamilo (Cloonan et al. 2018; Revadi et al. 2015). Aunque auin no se han logrado las réplicas
necesarias, los resultados indican que a la dosis de radiacién de 120 Gy, no se afectan las respuestas olfativas a dos
ésteres frutales ensayados. Estos resultados deben complementarse con mds réplicas y mds dosis de irradiacion. Los
ensayos comportamentales de machos irradiados se encuentran en progreso, por lo que no puede informarse un resultado
en este aspecto.
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Conclusiones y recomendaciones

En los altimos 15 afos, Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae) se consolidé mundialmente como una amenaza para la
produccién de fruta de piel fina ante la ausencia de estrategias efectivas para su mitigaciéon, y Uruguay no es la excepcion.
Entre las multiples estrategias consideradas se destacan el control biolédgico por parte de parasitoides micro-
himenoépteros y la TIE, dos estrategias complementarias e inocuas con el medio ambiente. Nuestra propuesta abordé
ambas estrategias desde la perspectiva de la Ecologia Quimica de los bio-controladores.

Como primera conclusién de nuestro trabajo, en Uruguay existen en forma silvestre tres esepcies parasitoides de moscas
del género Drosophila. Las tres especies se pueden criar en laboratorio, y son potenciales biocontroladores de D. suzukii.
Aunque no son especies nativas, estdn naturalizadas y sus poblaciones adaptadas a las condiciones locales, por lo que
seria necesario su introduccion para el desarrollo de control bioldgico. Acompanando estudios internacionales en estas
especies, ya que ocurren en otros paises, se recomienda su consideracién como potenciales biocontroladores, y
realizacion de mds estudios con poblaciones locales, desde su cria masiva hasta su potencial como controladores.

El disefo experimental nos permitié caracterizar el impacto de la infestacidn de D. suzukii a nivel de la quimica volatil de
la fruta, identificar los compuestos percibidos por el sistema olfativo periférico de los parasitoides y posibles
semioquimicos utilizados durante el proceso de busqueda de hospederos. Las conclusiones de este componente del estudio
es que la presencia de larvas D. suzukii desarrolldndose dentro de la fruta cambia el perfil de voldtiles de la misma. Esto
es razonable dado que una larva en desarrollo dentro de un fruto cambiard muchas condiciones fisicoquimicas inernas del
mismo, en particular su perfil proteico y glucidico, por lo que un cambio en los perfiles de olores es de esperar, y este
cambio serd diferente en distintos frutos.

No era tan evidente, sin embrago, que los parasitoides pudieran detectar olfativamente y responder comportamentalmente
a estos perfiles de olores frutales. Este descubrimiento abre posibilidades en dos lineas de trabajo: en primer lugar,
compuestos atrayentes para parasitoides, por estar asociados a sus hospederos, pueden utilizarse exégenamente para
manipular poblaciones de parasitoides, sean liberados o silvestres, para su arribo o permanencia en un cultivo. En
segundo lugar, compuestos voldatiles frutales percibidos por los parasitoides, pero diferentes en diversos frutos, pueden
utilizarse para ensayar el aprendizaje asociativo en poblaciones de parasitoides en cria, de modo que asocien ciertos
voldtiles frutales con la presencia de hospederos. Este proceso, de ser posible, permitiria generar parasitoides
“entrenados” previamente para distintos cultivos frutales, una estrategia de manejo de presiciéon que merece ser
explorada.

En cuanto a la Técnica del Insecto Estéril (TIE), se procurd determinar si la esterilizaciéon mediante radiacion gamma
incide sobre la calidad sensorial de olfaccidn de los machos de D. suzukii como indicador de su competitividad en cuanto al
uso de claves quimicas voldtiles senalizadoras de hdbitats con presencia probable de hembras. En este punto, resulté ser
una propuesta pionera a nivel pais respecto a la utilizacidn de técnicas nucleares para la esterilizacidn de insectos, dando
paso a su aplicacién a otras especies de insectos problemdticos, tanto plagas agricolas como vectores de enfermedades.
La conclusién en este sentido es que Uruguay tiene la capacidad técnica de esterilizar insectos en volimenes adecuados
para la TIE, siendo la limitante el columen de cria de los insectos de interés. En algunos casos esta limitante es un desafio
mayor, no es el caso para D. suzukii, ya que pueden criarse en forma masiva mediante una invesrsidn de recursos,
logistica y tiempo. Se considera muy relevante continuar en esta direccidn. Por otra parte, el uso de técnicas como
electroantenograma o respuesta comportamental pueden utilizarse para acompanar el proceso de ajuste fino de las dosis
de irradiacién, como proxy de la capacidad competitiva de los machos irradiado en campo.

Este proyecto y sus dos lineas de investigacién han sido un disparador para el desarrollo de prdcticas de mitigacién
complementarias y sostenibles para una especie plaga de relevancia mundial que estd presente en Uruguay, aungue adn
con danos menores. Anticipar medidas sostenibles de manejo, en el marco del cambio climdtico, es una recomendacién
ante la posible ocurrencia de condiciones mds benévolas para el éxito de esta y otras especies de plagas entomoléigicas,
medidas que a su vez pueden ser aplicables a otros insectos. La confluencia de la academia y el sector privado en el
desarrollo de estas medidas es escencial, pero la escala del pais es tal que el sector privado dificilmente vea atractivo el
desarrollo en forma independiente.
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