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RESUMEN

La polilla del tomate, Tuta absoluta (Meyrick 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae),
es una plaga originaria de América del Sur y se encuentra distribuida en gran
parte de las zonas productoras de tomate (Solanum lycopersicum Linnaeus) del
mundo. En nuestro pais es considerada una de las plagas de mayor
importancia econémica por los cuantiosos dafios que causa. Su control se basa
principalmente en el empleo de plaguicidas. El objetivo de esta tesis fue
establecer las bases para el desarrollo de la Técnica del Insecto Estéril,
mediante el empleo de la Esterilidad Heredada (EH), evaluando el efecto de la
radiacion gamma sobre la biologia de T. absoluta cuando se aplica en su
estado adulto. Los resultados mostraron que con una dosis de 150 Gy, las
hembras resultaron totalmente estériles y los machos parcialmente estériles,
resultando su descendencia totalmente estéril, por lo cual, se establecié que
esta dosis es la adecuada para lograr la EH. Se constaté que los individuos
irradiados liberados y sus descendientes son capaces de dispersarse por el
cultivo y tienen la calidad adecuada para lograr un significativo nivel de
supresion de la poblacién silvestre de T. absoluta cuando son liberados en una
proporcion de al menos 15:1 de individuos irradiados: no tratados. Se
estudiaron dos meétodos de diferenciacion de los insectos salvajes de los
irradiados y a su descendencia F1. El analisis de la morfologia de los paquetes
eupireno y de los euespermatozoides mostré una notoria desorganizacion de
los nucleos del esperma en los insectos irradiados respecto a los controles, la
cual es mas notable en la F1. Como método alternativo, se establecieron las
condiciones basicas para la implementacién de una metodologia basada en el
analisis del polimorfismo genético causado por la irradiacion, utilizando la
técnica de Amplificacion Aleatoria de ADN Polimérfico - Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (RAPD-PCR). El polimorfismo mas notable respecto a los
controles se obtuvo utilizando los primers OP-H9 y OP-A8. Considerando estos
resultados, el analisis del polimorfismo del ADN mediante la técnica RAPD-
PCR se propone como el método mas adecuado para monitorear la presencia
de machos irradiados ulteriormente a la liberacion en el campo y evaluar la

efectividad de la EH para esta plaga.
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ABSTRACT

The tomato moth, Tuta absoluta (Meyrick 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae), is a
pest native to South America and is distributed in most tomato (Solanum
lycopersicum Linnaeus) producing areas of the world. In our country it is
considered one of the most economically, importance pests due to the
considerable damage it causes. Its control is mainly based on the use of
pesticides. The objective of this thesis was to establish the basis for the
development of the Sterile Insect Technique, using Inherited Sterility (IS),
evaluating the effect of gamma radiation on the biology of T. absoluta when
applied in its adult stage. At a dose of 150 Gy results showed that, females
were totally sterile, and males were partially sterile, resulting in totally sterile
offspring, thus establishing that this dose is adequate to achieve IS. Released
irradiated individuals and their progeny were found to be capable of dispersing
throughout the crop and of adequate quality to achieve a significant level of
suppression of the wild population of T. absoluta when released at a ratio of at
least 15:1 irradiated: untreated individuals. Two methods of differentiation of
wild type from irradiated insects and their F1 offspring were studied. The
analysis of the morphology of the eupyrene packages and euspermatozoa
showed a notorious disorganization of the sperm nuclei in irradiated insects with
respect to controls, which is more noticeable in the F1.As an alternative
method, the basic conditions were established for the application of a
methodology based on the analysis of genetic polymorphism caused by
irradiation, using the Random Amplification of Polymorphic DNA polymerase
chain reaction (RAPD-PCR) technique. The most notable polymorphism with
respect to the controls was obtained using primers OP-H9 and OP-AS8.
Considering these results, DNA polymorphism analysis using the RAPD-PCR
technique is proposed as the most appropriate method to monitor the presence
of irradiated males after field release and to evaluate the efficacy of IS for this

pest.
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CAPITULO |

INTRODUCCION GENERAL

1.1.Importancia econémica del cultivo de tomate

El tomate (Solanum lycopersicum Linnaeus) es una planta nativa de
Ameérica del Sur, originaria de la region andina del noroeste de Sudamérica,
donde su domesticacién data de hace mas de 5.000 afos. Fue introducido a
México y luego, via Espafia, a Europa por los conquistadores esparoles,
aproximadamente entre 1540-1550 (Lépez Pifiero y Lépez Terrada, 1997).

Es la segunda hortaliza cultivada en el mundo y en la Argentina,
17.000 ha de las 540.000 que se siembran con hortalizas se dedican al cultivo
del tomate, siendo la especie mas cultivada en invernadero (Fernandez
Lozano, 2006).

El mercado del tomate en Argentina, se divide principalmente en tomate
para consumo fresco y tomate para industria (conservas y otros productos). La
produccion promedio anual de los ultimos afios se ubica en torno a 1.100.000 t,
de las cuales, aproximadamente un 60-70% se destina a mercado para
consumo en fresco y un 30-40% para industria (Secretaria de Agricultura,
Ganaderia y Pesca, Ministerio de Economia, 2023).

Las principales zonas productoras de tomate para consumo fresco son
las provincias de Mendoza y San Juan (region Cuyo), Salta y Jujuy (regién
Noroeste Argentino (NOA)), Corrientes y Formosa (region Noreste Argentino
(NEA)), Rio Negro y Buenos Aires, provincia en la cual se destacan los
cinturones horticolas de La Plata y Mar del Plata. La produccién alcanzé unas
767.000 t con una superficie cultivada aproximada de 11.800 ha, en la
campana 2021/2022 (Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca, Ministerio
de Economia, 2023).

Dentro de las principales zonas productoras de tomate para industria se
encuentran las provincias de Mendoza y San Juan (84%), Salta y Jujuy (10%),
La Rioja (4%) y Rio Negro (2%) ocupando una superficie de 7.645 ha con una
produccion de 626.000 t en la camparna 2021/2022 (Asociacion Tomate 2000,
2021).

14



A nivel mundial, la producciéon alcanza los 189.000.000 de toneladas.
Los principales paises productores son China, India y Turquia. Sin embargo,
los principales exportadores de tomate fresco son México, Paises Bajos e Iran,
mientras que entre los importadores se destacan Estados Unidos, Alemania y
Francia. El mercado exportador de tomate para industria es liderado por lItalia,
China, Espafa y Estados Unidos, siendo China, Estadis Unidos., Turquia, India
y Egipto los principales productores (Secretaria de Agricultura, Ganaderia y
Pesca, Ministerio de Economia 2023).

Actualmente, la tendencia mundial de consumo de tomate se esta
incrementando debido a la toma de conciencia de sus propiedades
beneficiosas para la salud. Forma parte de la dieta mediterranea junto al vino y
el aceite de oliva. El tomate posee un alto contenido en potasio y otros
minerales, vitamina C, acido félico y un potente antioxidante que es el licopeno
(Espinosa Cuascota, 2023).

1.2. Tuta absoluta como plaga del cultivo del tomate y su distribucion
nacional e internacional

El cultivo de tomate es extremadamente susceptible al ataque de
enfermedades como la mancha negra, la podredumbre gris, el mildiu,
fusarium, y plagas que atacan a la planta como: moscas blancas (Trialeurodes
vaporariorum (Westwood) y Bemisia tabaci (Gennadius)), pulgones (Myzus
persicae (Sulzer), Macrosiphum euphorbiae (Thomas) y Aphis gossypii
(Glover)), trips (Frankliniella occidentalis (Pergande), acaros (Tetranychus
urticae (Koch), Tetranychus turkestani (Ugarov & Nikolskii), Aculops lycopersics
(Massee)), minadores (Liriomyza huidobrensis  (Blanchard)) y taladros
(Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae), Helicoverpa zea
(Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae).

Una de las plagas mas importantes es Tufa absoluta (Meyrick)
(Lepidoptera: Gelechiidae) (polilla del tomate), especie que puede atacar a la
planta en cualquier etapa del desarrollo (desde el almacigo hasta la cosecha).

Desde la década de los sesenta, T. absoluta se ha convertido en plaga
clave del cultivo de tomate en varios paises de América del Sur. Ademas de la
Argentina, estd presente en Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador,

Paraguay, Perl, Uruguay y Venezuela (Instituto Agronémico Nacional y
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Agencia de Cooperacion Internacional de Japon (IAN y JICA), 1994), siendo
uno de los principales factores limitantes para la produccion de tomates
(Ferrara et al., 2001). En Peru, aparecié en la década de los cincuenta,
atacando con intensidad cultivos de papa sembrados después de tomate o
colindantes a cultivos de tomate (Campos, 1976). En la década de los sesenta,
se introdujo en Chile desde el Peru, posiblemente por la regiéon de Arica,
causando pérdidas importantes de rendimiento en cultivos de tomate en la
zona comprendida entre Arica y Santiago (Gonzalez, 1989). En Uruguay
aparecioé en la década del setenta (Betancourt y Scatoni, 1995). En Brasil fue
registrada por primera vez en 1980, en el estado de San Pablo y en el litoral del
estado de Parana (Muszinski et al., 1982). En pocos afios se diseminé
rapidamente por los estados de Bahia (Haji et al, 1988), Espiritu Santo
(Scardini et al., 1982), Rio de Janeiro (Oliveira et al., 1983), Minas Gerais
(Souza y Reis, 1986), Pernambuco y Brasilia —DF (Souza et al, 1983).
También aparecié en Paraguay a partir de 1987, en zonas tomateras como
Coronel Oviedo, Posta Ybicua y Caacupé (IAN y JICA, 1994).

En la Argentina, habria sido introducida a la provincia de Mendoza en
abril de 1964 a través de una importacién de frutos desde Chile (Bahamondes
et al., 1969). Desde 1966, se extendi6 por todas las zonas productoras de
tomate a través de la comercializacién de los frutos. En 1967, se comprobd su
existencia en las provincias de Salta, Jujuy (Benavent et al., 1978) y en 1976 ya
se encontraba difundida en los alrededores de Buenos Aires, NOA (Tucuman,
Salta y Jujuy), La Rioja, San Juan y norte de Mendoza, Santa Fe y Misiones
(Bimboni, 1977). Pocos afios después, su presencia fue detectada en San
Juan, Cordoba y Misiones (Lietti, 2002), en el cinturén horticola de La Plata,
Corrientes (Caceres, 1992) y en la zona horticola de Santa Fe (Bouzo et al.,
2005). De esta forma, se ha convertido en una de las principales plagas en los
invernaderos de Argentina (Botto, 2011) y Chile (Estay, 2000). Sin controles
adecuados, el ataque de esta polilla puede resultar en una pérdida de la
produccion del 90 al 100% (Torres et al., 2001).

Ademas de la planta de tomate, este insecto tiene otras especies
hospederas como, la papa, Solanum tuberosum L., la berenjena, Solanum
melongena L., el pepino dulce, Solanum muricatum L. y, en menor grado, el

tabaco, Nicotiana tabacum L. (Mallea et al., 1972). También puede hospedarse
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en malezas solanaceas como, el tomatillo, Lycium chilense Bert., hierba mora,
Solanum nigrum L. y, garramofio, Datura stramonium L. (Estay, 2001), entre
otras (Organizacién Norteamericana de Proteccion a las Plantas (NAPPO),
2009). Oftros estudios muestran que T. absoluta puede utilizar, revienta
caballos, Solanum elaeagnifolium Cav., como hospedera alternativa (Cardozo
et al., 1994). Goldenberry, Physalis peruvianna L., poroto, Phaseolus vulgaris
L., Malva sp. y Lycium sp. han sido reportados como hospederas para T.
absoluta en lItalia (Ministero delle Politiche Agricole Alimentari e Forestali
(MPAAF), 2009 vy, correhuela, Convolvulus arvensis L. y, yuyo colorado,
Chenopodium album L. en Turquia (Portakaldali et al., 2013).

Dada su importancia, en nuestro pais ha sido declarada “Plaga Nacional
de la Agricultura” (disposicion N°285/69 de la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Pesca y Alimentos de la Nacion (SAGPyA)) y, por lo tanto, de
control obligatorio.

En Europa, la presencia de T. absoluta se informé por primera vez en
Espafia en 2006, al norte de la provincia de Castellén (Desneux et al., 2010)
esparciendose rapidamente por varios paises de Europa como Albania,
Bulgaria, Francia, Alemania, Grecia, Hungria, Italia, Lituania, Holanda,
Portugal, Suiza, Reino Unido y otros. En el norte de Africa, la especie se
detect6 en 2008 en Argelia (Guenaoui y Ghelamallah, 2008), Marruecos
(EPPO, 2008), Tunez (EPPO, 2009), Egipto, Libia, y Sudan. También en otros
paises de Medio Oriente como Chipre, Irak, Israel, Jordania, Arabia Saudita,
etcétera. (Desneux et al., 2011). Actualmente, la polilla del tomate se reporta

también en India y Nepal (Bajracharya et al., 2016).

1.2.1. Morfologia de Tuta absoluta

Tuta absoluta fue originalmente descripta como Phthorimaea absoluta
(Meyrick) a partir de un macho adulto recolectado en Huancayo, Peru, a
3.246 m de altitud por el entomdlogo inglés E. Meyrick en 1917 (Meyrick, 1917,
Loépez, 2003). El género fue reemplazado por Gnorimoschema en 1962, y por

Scrobipalpula en 1964. En 1987, se coloc6 en un nuevo genero,
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Scrobipalpuloides y finalmente, en 1994, Povolny le dio el nombre actual a la
especie, T. absoluta.

El desarrollo de T. absoluta involucra distintos estados: huevo, larva, pupa
y adulto (Figura 1.1 a-b-c-d). Los huevos son de forma ovalada, de 0,38 mm de
largo y 0,21 de ancho (Vargas, 1970). Recién puestos son de color blanco, y en
su proceso de maduracién cambian a color amarillo y amarillo anaranjado
(Estay, 2000), hasta llegar a una tonalidad oscura donde se puede ver el
contorno negro de la capsula cefalica a través del corion (Germain et al., 2009).

La larva del primer estadio es de color blancuzca con la cabeza oscura.
Cuando pasa del segundo al cuarto estadio, el color cambia de verde a verde
rosado (Ramel y Oudard, 2008). El primer estadio mide 1,6 mm, el segundo
2,8, el tercero 4,7 y el cuarto estadio 7,7. Todos los estadios larvales muestran
una linea dorsal rojiza a nivel del pronoto (Lebdi-Grissa et al., 2010).

Las pupas recién formadas son de color verde claro, mientras que las
mas maduras son de color marrén oscuro (Sannino y Espinosa, 2010). Las
pupas masculinas son mas livianas (3,04 + 0,49 mg) y mas pequefias (4,27 +
0,24 mm de largo y 1,23 * 0,08 mm de ancho) que las de las hembras (4,67 +
0,23 mg de peso, 4,67 + 0,23 mm de largo y 1,37 £ 0,07 mm de ancho)
(Fernandez y Montagne, 1990).

Los adultos miden entre 5 y 7 mm de largo y tienen una envergadura
alar de 10 mm. No presentan dimorfismo sexual evidente, aunque el abdomen
de los machos adultos suele ser mas estrecho y afinado, mientras que el de las
hembras es mas amplio y voluminoso (Desneux et al, 2010). Los machos
presentan en el abdomen escamas de color gris, que en las hembras son de
color beige. Las antenas son largas y filiformes (Vargas, 1970). Las alas tienen
flecos y el par anterior posee manchas negras. La disposicién de los flecos en
las alas difiere entre las anteriores y las posteriores; presentando los anteriores
plumajes en la mitad distal mientras que todo el contorno de las alas
posteriores se presenta emplumado (Sannino y Espinosa, 2010).
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Figura 1.1. Estados de Tuta absoluta. a- Huevos; b- Larva; c- Pupas; d- Adultos.
MVYusef

1.2.2. Biologia de Tuta absoluta

T. absoluta es una especie multivoltina y pueden llegar a desarrollarse de
diez a doce generaciones por afio siendo la relacién de machos/hembras
de/1,33 (Fernandez y Montagne, 1990).

La duracion de su ciclo de vida depende de las condiciones ambientales,
especialmente de la temperatura (Tropea Garzia et al., 2012). Barrientos (1997)
sefialé que el ciclo biologico puede durar 76,3 dias a 14 °C. Guenaoui y
Ghelamallah (2008) demostraron que el ciclo biolégico de esta plaga puede
completarse en 3 semanas en regiones mediterraneas a 27 °C. Krechmer y
Foerster (2015) demostraron que las bajas temperaturas prolongan el
desarrollo de T. absoluta, que puede tardar 4 meses a 10 °C. Cuthberthson et
al. (2013) indicaron que el desarrollo de los insectos es Optimo cuando la

temperatura varia entre 19y 23 °C.
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Este insecto pasa el invierno en estado de huevo, pupa o adulto
(Barrientos, 1997); en la etapa larval T. absoluta no entra en diapausa mientras
posea alimento disponible.

La larva del primer estadio se alimenta de los tejidos ubicados entre las
dos epidermis de la hoja, formando galerias donde pueden observarse los
excrementos que genera. También puede salir de la galeria buscando nuevos
sitios de alimentacién y atacar el fruto (Tropea Garzia et al,, 2012). Las larvas
del cuarto estadio forman un hilo por donde se dejan caer para pupar o pueden
hacerlo en el interior de las galerias (Ferguson y Shipp, 1994).

Poco tiempo después de la emergencia, los adultos pueden aparearse
(Uchoa-Fernandes et al., 1995). Los machos adultos y las hembras viven entre
26,4 y 23,8 dias, respectivamente (Fernandez y Montagne, 1990). En ausencia
de apareamiento, la longevidad de los adultos se prolonga (Tropea Garzia et
al., 2012).

En el laboratorio, la duracién del apareamiento varia desde unos pocos
minutos hasta 6 h 40 min, la mayoria de los huevos son puestos durante la
noche y el mayor porcentaje es depositado durante el mismo dia del
apareamiento (Lee et al., 2014). Cada hembra puede poner de 40 a 229
huevos en el envés de las hojas, en tallos jovenes y tiernos, y en sépalos de

frutos inmaduros (Gomide et al., 2001).

1.2.3. Control de Tuta absoluta

El manejo de la polilla del tomate se basa principalmente en el empleo
de productos quimicos cuyo uso continuo perjudica a los organismos que no
son el blanco propuesto y al ambiente (Landgren et al., 2009). Esta practica no
responde a las actuales exigencias de una producciéon con bajo nivel de
contaminantes y, por otro lado, ha provocado la aparicion de fenémenos de
resistencia a varios principios activos (Lietti et al., 2005; Pereira ef al., 2023), y
el surgimiento de otras plagas como los acaros (Garcia y Espul, 1982).

La toma de conciencia del impacto para la salud y el medio ambiente
provocado por el uso intensivo de plaguicidas impulsé el desarrollo del Manejo

Integrado de Plagas (MIP). Este radica en la minuciosa consideracion de todas
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las técnicas disponibles para combatirlas y la posterior integracion de medidas
apropiadas que disminuyan su desarrollo. EI MIP combina estrategias y
practicas culturales especificas de control biolégico, quimico, fisico y agricola
para producir cultivos sanos y minimizar la utilizacion de plaguicidas, mitigando
o reduciendo al minimo los riesgos que plantean estos productos para la salud
humana y el medio ambiente (World Health Organization (WHO), 2016). Una
alternativa dentro del MIP es la Técnica del Insecto Estéril (TIE) que contribuye

a minimizar los riesgos mencionados.

1.2.4. Control Genético: Técnica del Insecto Estéril

Los lepidopteros incluyen plagas de insectos clave, que requieren de
intervencion para evitar pérdidas significativas en muchos sistemas de cultivos,
en regiones templadas, subtropicales y tropicales del mundo (Vreysen et al.,
2016; Ruiz Galvan, 2022). Existen muchas opciones de control, pero algunas
tienen problemas de costo y eficiencia. La Técnica del Insecto Estéril (TIE),
seria una tactica de control adicional, que tiene un gran potencial para la
supresion o erradicacion de plagas clave de lepidopteros. Hay muchos
ejemplos exitosos de la integracion de la TIE en programas en grandes areas
contra lepidépteros (Bloem et al., 2005).

La TIE se basa en la cria masiva de insectos de la especie plaga, su
esterilizacion con radiaciones ionizantes (RI) (generalmente utilizando el ®°Co
como fuente radiactiva) y la liberacién de un nimero suficiente de insectos, de
manera que se apareen con la poblacién salvaje, dejando descendencia estéril
o semiestéril. En la practica, las estrategias de control quimico, biologico y
cultural son empleadas comunmente en los programas integrados de gran
escala, previamente a la aplicacion de la TIE con el fin de lograr niveles de

poblacion adecuados que faciliten su uso eficiente (Rull Gabayet, 1997).
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1.3.Conceptos basicos sobre los efectos bioldgicos de las radiaciones
ionizantes

1.3.1. Clasificacion de las radiaciones

Las radiaciones pueden ser clasificadas en dos grandes grupos: las
electromagnéticas y las corpusculares. A su vez, de acuerdo con su energia,
las electromagnéticas pueden ser no ionizantes o ionizantes de acuerdo con su
energia. Las no ionizantes comprenden un amplio espectro que abarca desde
las ondas de radiodifusién, infrarrojas, luz visible, hasta las ultravioletas,
mientras que las ionizantes son de mayor energia y menor longitud de onda
(rayos X y gamma).

Las radiaciones corpusculares estan asociadas a una masa (particulas
alfa, electrones, protones u otros iones y neutrones) y también son
consideradas ionizantes. En la Figura 1.2 se representa el espectro de las

radiaciones electromagnéticas.
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Figura 1.2. Espectro electromagnético. La longitud de onda esta expresada en metros
y el detalle de la luz visible expresado en nm.
https://uapas1.bunam.unam.mx/ciencias/efecto_doppler/

La interaccion de la radiacion con la materia genera, inicialmente, una
serie de fendmenos donde los eventos primarios son excitaciones e
ionizaciones de los atomos y moléculas. A continuacion, la formacién de
especies quimicas muy reactivas como los radicales libres, fundamentalmente
los derivados de la radidlisis del agua, entre ellos, los radicales hidroxilos (*OH)

altamente oxidantes, los radicales del hidrégeno (°H), y los electrones


https://uapas1.bunam.unam.mx/ciencias/efecto_doppler/

acuosos (eaq), con gran poder reductor son los principales responsables de los
dafos en el &cido desoxirribonucleico (ADN).

El efecto biologico final depende de variables fisicas, como la dosis
absorbida, cuya unidad es el Gray (Gy), que representa la energia
depositada (dE) por unidad de masa (dm) segun la ecuacion, D = dE / dmy se
expresa en joule/kilogramo (J. kg'). Ademas de la dosis, influyen la tasa de
dosis (dosis absorbida/unidad de tiempo, en Gy/min, y sus multiplos y
submuiltiplos), el esquema de irradiacion (Unica o fraccionada) y la calidad de la
radiacion (electromagnética o corpuscular). También influyen variables
bioldgicas fundamentales, como los mecanismos de reparacion celular, la
etapa del ciclo celular, el tipo de tejido irradiado y la etapa de desarrollo en la

que se encuentra el individuo, entre otros factores.

1.3.2. Mecanismo de accion de las radiaciones ionizantes

Las radiaciones ionizantes (RI) actian sobre las moléculas de
importancia biologica, principalmente sobre el ADN nuclear, sobre las
membranas y sobre otros componentes celulares a través de dos mecanismos

diferentes: por efecto directo y por efecto indirecto (Figura 1.3).

i : Efecto
] .
| i indirecto
] I
| I o
| | O™
4 " €O
: W H ! Q""\J
| OH --"Q.J__H_H “(_\f
: FA=TSp M -,

o 2 NITY =}

b———————4nm

; ~ Efecto directo

Figura 1.3. Mecanismo de accion de la radiacion ionizante por efecto directo e
indirecto, sobre la molécula de ADN (Hall y Giaccia, 2012).
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En el efecto directo, la radiacion ya sean fotones o particulas (los fotones
ponen en movimiento electrones) interactian directamente con la molécula
blanco, en cambio en el efecto indirecto es un radical libre, principalmente
generado por la radiolisis del agua, el que interacttia con dicho blanco.

Los acidos nucleicos, las proteinas, los lipidos y los azlcares forman
parte del conjunto de macromoléculas que constituyen una célula. Entre ellas,
como se expreso previamente, el ADN posee una fundamental importancia por
ser el responsable de mantener y transmitir fielmente a sus descendientes las
caracteristicas genéticas de un individuo o de una célula.

Todo cambio en su estructura ya sea inducido por agentes fisicos como
las radiaciones o quimicos, que no es correctamente reparado, puede conducir
a mutaciones, inestabilidad génica, transformaciéon maligna e incapacidad de

reproduccion y/o muerte celular (Hall y Giaccia, 2012).

1.3.3. Lesiones inducidas en el ADN por las radiaciones ionizantes

Las especies reactivas, principalmente del oxigeno y del nitrégeno, ya
sean producidas por el metabolismo normal o por la radidlisis del agua, pueden
inducir alteraciones en todos los componentes celulares. El nimero de lesiones
inducidas habitualmente in vivo en el ADN, solamente por las especies activas
del oxigeno, ha sido estimado desde algunas centenas hasta aproximadamente
4.10° por célula y por dia, mientras que el nimero total de dafios en cada célula
llegaria a 10° (Hoeijmakers, 2009).

La radiacion puede generar alteraciones como: modificaciones quimicas
de bases purinicas y pirimidinicas, destruccién de azlcares, formacion de sitios
abasicos, roturas de simple cadena y de doble cadena, asi como
entrecruzamientos ADN/ADN, ADN/proteinas y dafios multiples localizados
(Ward, 1995). Cualitativamente, muchos de ellos son similares a los inducidos
por el metabolismo celular, sin embargo, los radioinducidos no tienen las
mismas consecuencias biologicas, ya que se producen en gran cantidad y en
un lapso muy breve (Pollycove y Feinendegen, 2003).

En la Figura 1.4 se representan esquematicamente algunos de los tipos
de daros inducidos sobre la molécula de ADN.
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Figura 1.4. Representacion esquematica de las alteraciones generadas en la molécula
de ADN por la RI.

Formacion de sitios abasicos. Ademas de las modificaciones quimicas
inducidas en las bases por efecto directo e indirecto de la radiacién, también es
frecuente la pérdida de estas y, por lo tanto, la formacion de sitios
abasicos (AB), los cuales son el producto de la rotura de la union glucosidica
entre la base y la desoxirribosa.

La eliminaciéon de una base puede ser generada, entre otras causas, por
otros agentes genotdxicos o normalmente como paso intermedio en el

mecanismo de reparacion de bases mal apareadas.

Roturas de simple cadena (Single Strand Break (SSB)). Las SSB son cortes
de la cadena azlcar fosfato producidas ya sea por el propio metabolismo
enddégeno o por agentes externos. Pueden ser generadas: a) por accion de
radicales libres, b) durante la duplicacion del ADN por la intervencion de las
topoisomerasas que inducen cortes para liberar la torsién de la doble hélice,
¢) por agentes radiomiméticos, d) como resultado de interacciones directas con
las radiaciones ionizantes, entre otras causas.

Son las lesiones mas frecuentes producidas por la accion indirecta. Se
contabilizan aproximadamente 1.000 SSB por célula de mamifero por cada Gy

de radiacion electromagnética (Hoeijmakers, 2001).



Roturas de doble cadena (Double Strand Break (DSB)). Se denomina DSB
al corte de ambas cadenas del ADN dentro de una distancia de algunos
nucleétidos. Estas roturas se forman aun en condiciones fisiolégicas normales,
por ejemplo, durante la recombinacién somatica, la sintesis de
inmunoglobulinas y durante la meiosis.

Las radiaciones electromagnéticas producidas por rayos X y gamma
Inducen aproximadamente 40 DSB por célula y por Gy en tiempos
extremadamente cortos, del orden de los 107°- 107 seg. La formacién de DSB
son determinantes en la letalidad radioinducida (Dikomey et al., 1998).

Las lesiones remanentes luego de la reparacién son el origen de
aberraciones cromosémicas estables e inestables que pueden contribuir a la
transformacién neoplasica, a otras patologias, a la muerte celular o no

manifestar alteraciones fenotipicas detectables (Pfeiffer et al., 2000).

Entrecruzamientos intracatenarios e intercatenarios. Ademas de las
alteraciones citadas hasta el momento, existe otro tipo de lesiones: los
entrecruzamientos ADN-ADN y los entrecruzamientos ADN-proteinas. El
primero, ademas, puede ser dividido en entrecruzamientos intracatenarios
(dentro de la misma cadena) e intercatenarios (entre cadenas opuestas).

Los entrecruzamientos ADN-proteinas se forman por una unién covalente
entre el nucleétido y una proteina o péptido. Los agentes internos que pueden
dar origen a estas alteraciones son, por ejemplo, aldehidos (acetaldehido,
formaldehido), los cuales son el producto de varios procesos metabdlicos y
enzimaticos relacionados con la replicacion del ADN.

Por su parte, los radicales generados por la radidlisis del agua pueden dar
inicio a otros radicales libres centrados sobre el ADN y sobre los aminoacidos
de las proteinas préximas a él, lo cual genera, entrecruzamientos intra e
intercadenas de ADN.

Estas lesiones, si no son reparadas, son altamente deletéreas para la
célula, pues bloquean los mecanismos de replicacion y de transcripcion,
impidiendo la separacién de ambas cadenas del ADN vy, ademas, la
accesibilidad de los mecanismos de remodelado de la cromatina (Klages-Mundt
y Li, 2017).
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Dainos multiples localizados (DMDS). Los DMDS consisten en un conjunto de
alteraciones (dos o mas lesiones) que se producen simultaneamente, por
ejemplo, roturas de simple y doble cadena, formacion de sitios abasicos, etc.,
en una distancia de 10-15 nucleétidos que equivalen a una o dos vueltas de la
cadena de ADN. Son caracteristicos de las radiaciones ionizantes y la cantidad
y calidad dependen del tipo de radiacion.

Debido a su complejidad, los DMDS son muy dificiles de reparar, no solo
por su agrupamiento, sino también por la interferencia que se produce entre los
mecanismos de reparacion que son reclutados en dichos sitios. Por lo tanto,
resultan altamente citotoxicos y, en general, conducen a la muerte celular. Si la
célula sobrevive, pueden ser el origen de mutaciones ligadas a inestabilidades
genéticas susceptibles de desencadenar una neoplasia (Hall y Giaccia, 2012).

Si bien las radiaciones generan alteraciones en el ADN nuclear y
mitocondrial, las células poseen distintos sistemas de reparacion cuyos
mecanismos no seran descriptos en este trabajo. Solamente se hara referencia
a alguno de ellos que estarian involucrados en la elevada radio resistencia de
los lepid6pteros.

1) Reversién directa del dafo (Direct Reversal Repair, (DRR)).

2) Reparacion por escision de bases (Base Excision Repair, (BER)) con
sus dos alternativas, short patch repair (SP-repair) y long patch repair
(LP-repair)).

3) Reparacién por escision de nucleétidos (Nucleotide Excision Repair,
(NER)) con sus dos alternativas, una acoplada a la transcripcion y otra no
acoplada a la transcripcion.

4) Reparacion por apareamiento erréneo (Mitsmatch Repair (MMR)).

5) Reparacién por escision de ribonucleétidos (ribonucleotide excision
repair (RER)).

6) Reparacion de rotura de simple cadena (Single Strand Break (SSB)).

7) Reparacion de rotura de doble cadena (Double Strand Break repair
(DSBR)).

Las DSB pueden ser reparadas por diversos mecanismos dependiendo
de las caracteristicas particulares del dafio y de la etapa del ciclo celular. Los

mecanismos son:
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a) Reparacion por recombinacion no homoéloga (Non-homologous DNA
end Joining (NHEJ)).

b) Reparacion por recombinacion no homéloga alternativa (alt-Non-
homologous DNA end Joining (alt-NHEJ)).

c) Reparacion por recocido de una sola hebra (single strand annealing
(SSA)).

d) Reparacion por recombinacién homéloga (Homologous recombination
repair (HR)).

Independientemente de los procesos de reparacion citados, determinados
dafios pueden ser reparados transitoriamente por ADN polimerasas capaces de
efectuar un “bypass” de la lesion y continuar con la sintesis de ADN. Este
mecanismo es denominado reparacién translesional (Trans lesional repair
(TLS)).

Por otra parte, se ha demostrado una rapida e inducible capacidad de
recuperacion de los dafios ademas poseen una capacidad antioxidante muy
elevada dadas por la actividad de las enzimas superoxido dismutasa, catalasa,
glutatién reductasa y otras peroxidasas que le permiten mantener el equilibrio
redox aun con alta cantidades de radicales libres debido a la irradiacién con
altas dosis (Suman et al., 2015).

Finalmente, las modificaciones remanentes sobre la molécula de ADN
pueden dar origen a mutaciones cromosdmicas estables o inestables. Las
primeras pueden perdurar en las células durante la vida del organismo sin
manifestaciones genotipicas o fenotipicas, mientras que las segundas
conducen a la generacion de inestabilidades génicas que son el origen de
modificaciones incompatibles con la continuidad de la vida del organismo. Entre
estas ultimas, las mas frecuentes son traslocaciones entre cromosomas,
inversiones dentro del mismo cromosoma, deleciones con pérdida de una parte
del cromosoma, pérdida de la heterocigosis, aneuploidias, etc. (Little, 2000).

Las deleciones adquieren fundamental importancia en organismos que
poseen un solo centrémero por cada cromosoma, pues durante la divisién
meidtica, el fragmento acentromérico no formara parte del ADN de la célula

hija.
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Como se describira posteriormente, las alteraciones cromosémicas
generadas en los lepiddpteros poseen una evolucién diferente a la observada

en mamiferos durante el proceso de divisién mitética y meidtica.

1.3.4. Efectos de las Rl sobre células somaticas y germinales

En un organismo existen basicamente dos tipos de células con funciones
diferentes, las somaticas y las germinales. Las primeras conforman casi todo el
organismo, y las segundas constituyen el grupo de células que generan las
gametas. Ambas poseen diferente radiosensibilidad ante una misma calidad de
RI, siendo las germinales, en general, mas radiosensibles. Otros factores
biologicos que afectan la radiosensibilidad son la velocidad de renovacion del
tejido, el grado de diferenciacién, el tipo celular, la etapa del ciclo celular en el
momento de la irradiacion, la ploidia y la especie, entre otros.

Teniendo en cuenta estos factores, y en especial los que ocurren sobre
el sistema reproductor, las Rl pueden producir en los insectos los siguientes
efectos: aspermia en los machos, infecundidad de las hembras, inactivacion del
esperma, inhabilidad para copular y mutaciones letales dominantes (LaChance
y Graham, 1984).

1.4. Utilizacion de las Rl para la implementacién de la Técnica del
Insecto estéril (TIE)

Los efectos de la radiacion sobre los insectos son conocidos desde hace
muchos anos. En 1916, Runner demostré que el escarabajo del tabaco
Lasioderma serricorne (Fabricius) (Coleoptera: Anobiidae), después de ser
expuesto a rayos X produce huevos estériles (Runner, 1916). En 1928 Muller
comprob6é que hembras de Drosophila spp. no irradiadas y apareadas con
machos irradiados, depositan huevos, pero estos no eclosionan (Muller, 1928).
La induccién de esterilidad por irradiacién comenzé a utilizarse como método
de control, denominado Técnica del Insecto Esteéril (TIE), en 1951, cuando
Bushland y Hopkins comprobaron que un diptero parasito de los bovinos, el
gusano barrenador del ganado Cochliomyia hominivorax (Coquerel) (Diptera:
Calliphoridae), podia ser esterilizado con rayos X (Bushland y Hopkins, 1951).
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En el campo entomolégico las Rl pueden ser utilizadas para inducir
letalidad o esterilidad parcial o total en una poblacién, dependiendo de la dosis
y de la tasa de dosis. El tipo de radiacién empleado, es la radiacién
electromagnética producida por rayos X o gamma, siendo la radiacion gamma,
la mas utilizada por ser la de menor longitud de onda vy, por lo tanto, de mayor
penetrabilidad en los tejidos. Ademas, su costo es relativamente bajo pues, el
isotopo utilizado generalmente °°Co, posee una vida media de 5 afios
aproximadamente.

En la practica, en los programas integrados para control de plagas, la
TIE también puede ser utilizada a continuacién de las estrategias de control
quimico, biolégico y cultural, con el fin de lograr niveles de disminucion
poblacional adecuados que faciliten su implementacion (Rull Gabayet, 1997).

Si bien la técnica contempla la liberacion exclusiva de machos, por falta
de una metodologia para el sexado y separacion de sexos, en algunas
especies se deben irradiar tanto machos como hembras.

Los insectos son mas radioresistentes que los vertebrados superiores,
pero menos que las bacterias, protozoos y virus. La radiosensibilidad varia
ampliamente entre los distintos 6rdenes de insectos, por ejemplo, algunas
especies del orden Orthoptera son esterilizados con dosis tan bajas como 5 Gy,
mientras que para esterilizar algunos lepidopteros se requieren mas de 300 Gy.

Son mas de doscientas especies de insectos de importancia econémica
de al menos ocho 6rdenes taxondémicos que han sido irradiados para ser
utilizados en el MIP. Al menos el 80% de esas especies pertenecen a
solamente tres 6rdenes: Diptera, Lepidoptera y Coleoptera (Bakri et al., 2005).
Como ejemplos, podemos citar que la TIE ha tenido un amplio desarrollo en
diversos paises para el control de dipteros tales como la mosca de la fruta,
Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) en Chile, México,
Argentina, Australia Guatemala, Peru, Israel, Espafia, Japén, Republica
Dominicana y Estados Unidos (Martin y Enkerlin, 2020), C. hominivorax en
Mexico y Panamé (Hendrichs et al., 2002), la mosca de la fruta de Queensland,
Bactrocera tryoni (Froggatt) (Diptera: Tephritidae) en Australia (Meats, 1996), la
mosca tse-tsé, Glossina pallidipes (Austen) (Diptera: Glossinidae) en Africa
(Vreysen, 2006), la mosca del melén, Bactrocera cucurbitae (Coquillett)

(Diptera: Tephritidae) en Japén y la mosca de la fruta mexicana, Anastrepha
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Ludens (Loew) (Diptera: Tephritidae) en México. También, en programas de
control y erradicacion del picudo del algodén, Anthonomus grandis (Boheman)
(Coleoptera: curculionidae), en Estados Unidos. Como aplicacion exitosa de
esta técnica contra plagas de lepidopteros, la supresion del gusano rosado del
algodén Pectinophora gossypiella (Saunders) (Gelechiidae) en el sur de
EE.UU. y norte de México, la polilla de la manzana Cydia pomonella (Linnaeus)
(Lepidoptera: Tortricidae) en el valle de Okanagan de la Columbia Britanica,
Canada y la falsa polilla de la manzana Thaumatotibia leucotreta (Meyrick)
(Lepidoptera: Tortricidae) en Eastern y Western Cape, Sudafrica. Por otra
parte, se sefiala la erradicacion de la polilla del cactus Cactoblastis
cactorum (Berg) (Pyralidae), en dos islas de México y la polilla pintada
australiana de la manzana Teia anartoides (Walker) (Lymantriidae) en Nueva
Zelanda (Marecy Vreysen, 2019).

1.4.1. Condiciones basicas requeridas para la aplicacionde la TIE y
ventajas de su aplicacion

De acuerdo con Knipling (1979), para obtener resultados satisfactorios en la
aplicacién de la TIE es necesario lograr:
a) Inducir esterilidad con el minimo efecto adverso sobre el vigor sexual de los
machos.
b) Reproducir masivamente al insecto a un costo que permita que la supresion
de las poblaciones silvestres sea econémicamente factible.
c) Conocer la densidad, dinamica e incremento poblacional de los insectos
silvestres.
d) Conocer la distribucién de la poblacién de insectos silvestres para que los
insectos irradiados liberados puedan competir por la cépula.
e) Desarrollar métodos para separar por sexos cuando liberar hembras de la
especie sea indeseable.
f) Niveles bajos de poblacion salvaje, para alcanzar una proporcién esteril: fértil
adecuada.
g) Calidad de insectos, en cuanto al comportamiento y competitividad, similares

a los individuos silvestres.

31



h) Un analisis critico previo de la especie candidata, incluyendo costos,
efectividad y efectos ecolégicos y métodos de control alternativos.

i) Aislamiento del area sometida al tratamiento para prevenir la inmigracion de
insectos silvestres de otras areas, especialmente cuando la meta es erradicar.
j) La TIE debe aplicarse siguiendo el concepto de areas amplias para evitar
que hembras gravidas puedan dispersarse de las areas no tratadas a las
tratadas.

k) Debe utilizarse como un componente mas dentro de un programa de manejo
integrado de plagas.

Ademas, se requiere de una estructura organizacional centralizada, de
un esfuerzo coordinado, y de la asociacion y participacion de los beneficiarios
de la tecnologia (Liedo et al., 2010).

La TIE esta entre los métodos de control de plagas menos perjudiciales
en cuanto al impacto sobre el ambiente. A diferencia de otros métodos,
presenta ciertas ventajas (Hendrichs et al., 2002). Por ejemplo: es especifica,
no transfiere agentes tdxicos hacia nuevos ambientes, no introduce nuevo
material genético dentro de las poblaciones existentes debido a que los
insectos liberados no pueden reproducirse, no tiene efecto sobre organismos
benéficos (predadores, parasitoides, polinizadores etc.), entre otras ventajas.

La TIE ha demostrado ser una técnica efectiva en las siguientes
circunstancias: 1) cuando las poblaciones de un determinado insecto son
naturalmente bajas (ejemplo: la mosca tsé-tsé, Glossina palpalis Wiedemann
(Diptera: Glossinidae), en el continente africano) (Rull Gabayet, 1997); 2) para
controlar y evitar reinfestaciones, como con el gusano barrenador del ganado
C. hominivorax; 3) para la eliminacion de poblaciones incipientes, recién
introducidas a un area, antes de que alcancen niveles altos y antes de que las
infestaciones se extiendan a grandes areas, como, por ejemplo, la mosca de la
fruta de la carambola, Bactrocera carambolae (Drew & Hancock) (Diptera:
Tephritidae) en Guayana y Norte de Brasil y finalmente, 4) para evitar
desplazamientos de las poblaciones de determinado insecto hacia areas que
nunca antes habian estado infestadas, por ejemplo la mosca de la fruta
mexicana A. ludens en el Valle de Texas (Estados Unidos) (Klassen et al.,
2021).
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1.4.2. Radiosensibilidad de lepid6pteros

En general, los insectos adultos son al menos cien veces mas
resistentes a las radiaciones ionizantes que los vertebrados. El rango de dosis
para lograr letalidad varia entre 2 y 9 Gy para la mayoria de los mamiferos, y
entre 1 y 1000 Gy para los insectos, y se calcula que al menos 600 a 1.000
genes estan involucrados en los mecanismos de reparacion (Koval 1996). Los
lepiddpteros poseen varias caracteristicas citogenéticas y citolégicas que los
distinguen de otros 6rdenes de insectos y de mamiferos, las cuales contribuyen
a su resistencia a las RI, que puede llegar a ser de tres a diez veces mayor en
comparacion con dipteros, y cincuenta a cien veces a las células de mamiferos
(Koval, 1983).

Las principales caracteristicas que incrementan la tolerancia a las
radiaciones en los lepidopteros son:

1) las hembras son heterogaméticas, es decir, sus cromosomas sexuales
son ZW. Los cromosomas homoélogos se mantienen unidos formando
bivalentes a través del complejo sinaptonémico. La meiosis transcurre sin la
formacion de quiasmas ni recombinacién, hasta la segregacion para formar las
gametas. Contrariamente, los machos son WW y presentan un curso normal de
meiosis, con segregacion e intercambio de material genético entre cromosomas
(Marec y Vreysen, 2019).

2) los cromosomas de los lepidopteros poseen una estructura de
cromosoma holocinético, es decir, no existe una constriccibn Unica o
centrémero como en otras especies, sino que el cinetocoro cubre gran parte del
cromosoma y durante la division celular, los tubulos del huso mitético se unen a
lo largo de todo el cromosoma. Esto contribuye significativamente a la radio
resistencia, pues los fragmentos cromosomicos que puedan ser generados por
accion de la radiacién no se pierden y pasan a formar parte de las gametas,
aunque dando origen a traslocaciones, inserciones, etc., que contribuiran a
generar alteraciones en la descendencia (Marec y Vreysen, 2019).

Los cromosomas holocinéticos fueron descriptos por Federley en 1943 y
se contraponen a los cromosomas monocéntricos presentes en la mayoria de
los organismos (Federley, 1943). Estos cromosomas estdan ampliamente

representados en los insectos, caracterizando a los ordenes Odonata,
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Dermaptera, Zoraptera, Phthiraptera, Psocoptera, Lepidoptera, Trichoptera y
Hemiptera (Mola et al., 2011). En la clase Arachnida son distintivos de la familia
Buthidae, Dysderoidea y Astigmata. También se encuentran en el Filo
Nematoda y en las monocotiledéneas Juncaceae y Cyperaceae.

En la Figura 1.5 se esquematiza la diferencia entre cromosomas
monocéntricos y holocinéticos asi como el resultado del dafo inducido por
radiacion.

Cromosoma monocéntrico tipico Cromosoma holocinético de Lepidopteros
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Figura 1.5. Comparacion de la estructura de los cromosomas mitoticos holocinéticos y
monocéntricos y consecuencias de la rotura cromosomica (a) Cromosoma
monocentrico tipico, donde las cromatidas hermanas estan unidas en una constriccion
primaria, el centrémero (C); el cinetocoro (K) se localiza en la superficie del
centromero. (b) Cromosoma holocinético de Lepidoptera con dos cromatidas
hermanas (A,y A;), cada una con una gran placa cinetocoro (K) que cubre
aproximadamente el 50% de la superficie del cromosoma; los microtibulos del huso
(MT) estan unidos al cinetocoro (modificado de Carpenter et al., 2005).

Como se representa en la Figura 1.5, una fragmentacion del cromosoma
holocinético no es letal para la primera generaciéon. La fragmentacion estara
representada en las células germinales de la filial 1 como cromosomas
totalmente alterados lo cual hara que la descendencia no sea posible (Marec y
Vreysen, 2019).
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En estos cromosomas, las fibras del huso cromatico estan unidas al
cromosoma en diversos puntos. Esta caracteristica permite que los fragmentos
producidos por la radiaciéon no se pierdan durante la division meiotica, pues
cada uno de ellos tiene capacidad para adherirse al huso cromatico, y por lo

tanto pueden ser transmitidas a la progenie.

1.4.3. Esterilidad heredada (EH)

Por las causas antes mencionadas, la aplicacion de la TIE para
lepidopteros tiende a ser mas problematica dada su radioresistencia y, en
consecuencia, la mayor dosis necesaria para su esterilizacion. Esta mayor
dosis, puede afectar la competitividad y comportamiento del insecto irradiado
que es liberado en el campo.

Knipling postuld un modelo tedérico en el cual demostré que dosis
subesterilizantes de radiacion gamma aplicadas a machos de lepidopteros y
cruzados con hembras normales dan como resultado una progenie F1 100%
estéril, con la ventaja de que los machos subesterilizados presentarian una
mayor competitividad de apareamiento que individuos totalmente estériles
(Knipling, 1970). Este método resulté efectivo para reducir los efectos negativos
de la radiacién en los lepidépteros y consisti6 en una variacion de la TIE
denominada Esterilidad Heredada (EH) o Esterilidad F1.

El uso de la EH fue implementado por Proverbs (1962) y, a partir de sus
trabajos, esta técnica ha sido utilizada para combatir muchas especies de
lepidépteros de importancia econémica (Bloem y Carpenter, 2001).

El genoma de los lepidopteros tiene un alto numero de cromosomas, de
tamafno pequefio y forma esférica (Carpenter et al., 2005). Presentan un
nimero cromosomico haploide cercano a 30, aunque se han observado
variaciones de mayor 0 menor numero cromosémico, debidas a procesos de
fusion y fision (Suomalainen, 1969).

Cuando los machos se cruzan con hembras silvestres (no irradiadas),
las alteraciones genémicas inducidas por la radiacion son heredadas por la F1,
la cual posee una esterilidad mayor que sus progenitores (North, 1975). En
efecto, cuando en la progenie ocurre la meiosis, las translocaciones reciprocas

heredadas pueden ocasionar la formacién de células germinales que contienen
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un desbalance genémico. Si una de estas gametas fertiliza al huevo, ocurre la
muerte del embrion. Esto es lo que se conoce como esterilidad heredada en la
F1.

Los lepidépteros hembras son mucho mas radiosensibles que los
machos (LaChance, 1967). Esta diferencia en la sensibilidad a la radiacion esta
relacionada con el estado de desarrollo de las células reproductivas al
momento en que se realiza la irradiacion. Esto permite seleccionar una dosis
de radiacién adecuada para que las hembras irradiadas sean completamente
estériles y los machos solo parcialmente estériles.

En lepidépteros, la meiosis en hembras se detiene en la metafase | en
los nucleos de los ovocitos maduros y no continla hasta que los huevos han
sido ovipositados, mientras que los machos ya tienen espermatozoides
maduros al momento de la irradiacion (Traut, 1977). Al ser irradiados,
generalmente como pupas maduras o adultos recién emergidos, se genera la
disrupcion del curso normal de la meiosis en las hembras incluyendo una
segregacion anormal de los cromosomas y otros dafios cromosoémicos.
Ademas, se debe considerar que los oocitos tienen una gran cantidad de
citoplasma en comparacion con los espermatozoides, y las radiaciones pueden
alterar componentes citoplasmaticos que modifiqguen al ADN, con un
consecuente efecto sobre el desarrollo embrionario (Marec y Vreysen, 2019).

La técnica en si contempla la liberacién de los machos parcialmente
estériles, pero en algunas especies, por falta de metodologias para el sexado,
se deben irradiar tanto machos como hembras. Cuando estos machos
parcialmente estériles se aparean con hembras fértiles, la generacion F1
hereda muchos de los efectos nocivos inducidos por la radiacién. A la dosis
adecuada de radiacion, la eclosion de los huevos de las hembras apareadas
con los machos irradiados reduce y genera individuos F1 estériles vy
predominantemente machos (Carpenter et al., 2005).

El uso de la EH ha sido investigado irradiando pupas maduras o adultos
recién emergidos y de hasta 24 h de edad, resultando exitoso en varias
especies de lepidopteros: el Marandova de las solanaceas, Manduca sexta
(Linnaeus) (Lepidoptera: Sphingidae) (Bartlett y Staten, 2003), la oruga
medidora, Trichoplusia ni (HUbner) (Lepidoptera: Noctuidae) (North y Holt,

1969), la isoca de la espiga, Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae)
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(Carpenter et al., 1987), la polilla de la manzana, C. pomonella (Proverbs et al.,
1978), la polilla del cactus, Castoblastis cactarum (Berg), (Lepidoptera:
Pyralidae) (Carpenter et al., 2001), el barrenador africano de la cafia de azucar,
Eldana saccharina (Walker), (Lepidoptera: Pyralidae) (Walton et al., 2011), el
gusano cortador, Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) (Seth y
Sharma., 2001), la falsa polilla de la manzana, C. leucotreta (Bloem et al.,
2003), la polilla de la harina, Ephestia kuehniella (Zeller) (Lepidoptera:
Pyralidae) (Marec et al., 1999), el gusano rosado del algodén, P. gossypiella
(Qureshi et al.,1991), el gusano cogollero, H. armigera (Pransopon et al., 2000)
y la palomilla marrén de la manzana, Epiphyas postvittana (Walker),
(Lepidoptera: Tortricidae) (Jang et al., 2012).

Groppo (1996) estudi6 el efecto de distintas dosis de radiacion gamma
en diferentes etapas de desarrollo de T. absoluta, demostrando que el
tratamiento de las pupas con 100 Gy provoca esterilidad de las hembras,
300 Gy es letal, y con 150 Gy los machos adultos no dejan descendencia.
Estudios similares con radiacion gamma aplicada a pupas maduras de
T. absoluta fueron realizados por Yusef (2014), demostrando que una dosis de
130 Gy y tasa de dosis de 36 Gy/min es conveniente para generar EH en
pupas. Cagnotti et al. (2012) estudiaron los efectos de diferentes dosis de rayos
X en la emergencia, fecundidad y fertilidad de pupas maduras de T. absoluta,
concluyendo que una dosis equivalente a 200 Gy y tasa de dosis equivalente a
34 Gy/ min, permite generar hembras completamente estériles y machos
parcialmente estériles. Por otra parte, Zhou et al. (2023) hallaron esterilidad
irradiando pupas de T. absoluta (48-72 h antes de la emergencia) con radiacion
gamma con una fuente de "*’Ce a una dosis de 300 Gy y tasa de dosis de

1 Gy/min.

1.4.4. Efecto de la radiacion sobre el esperma

En Lepidoptera, asi como en Diptera, Hymenoptera, Phasmida,
Coleoptera y Hemiptera (Jamieson, 1987a), se observa un fenémeno llamado
“polimorfismo de esperma’, por el cual los machos de una misma especie
producen mas de un tipo de esperma (Hayakawa, 2007). En el caso de los

dipteros e himenopteros dicho polimorfismo se relaciona con la longitud del
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esperma, mientras que en coledpteros y hemipteros la diferencia se observa en
el tamarfio y en el numero de cromosomas (Swallow y Wilkinson, 2002). Los
lepidopteros cuentan con dos tipos de esperma, que segun su capacidad para
fertilizar los huevos se clasifican en fértiles (esperma eupireno nucleado) y no
fertiles (esperma apireno anucleado) (Sivinski, 1984).

El esperma apireno se cree que tiene una funcién nutritiva o esta
involucrado en la movilidad del esperma eupireno. Este Ultimo es el
responsable de la fertilizacion representando alrededor del 10 % de los
espermatozoides totales transferidos a la hembra (Cook y Wedell, 1996).

La relacion en abundancia entre ambos tipos de esperma se ve alterada
por la radiacion (Carpenter et al., 2009). Carabajal Paladino et al. (2016)
analizaron el cariotipo, la morfologia espermatica y la proporciéon de esperma
en individuos de T. absoluta salvajes e irradiados con rayos X. La irradiacion de
pupas con una dosis de 200 Gy gener6 diferentes reordenamientos
cromosomicos incluyendo translocaciones y fragmentaciones, resultando en
alteraciones en el numero cromosémico. El analisis de los paquetes de
espermatozoides revel6 un marcado polimorfismo entre los paquetes de
esperma apireno y eupireno. Asimismo, la irradiacién generé deformidades en
la morfologia de los paquetes de esperma eupireno que fue transferido a las
bursae copulatrices de las hembras durante la copula. Finalmente, una alta

dosis (300 Gy) produjo una elevada cantidad de espermatozoides apirenos.

1.4.5. ldentificacion de insectos irradiados

En los programas de control de plagas, uno de los aspectos mas criticos
radica en monitorear el progreso antes, durante y después del tratamiento que
se lleva a cabo. Cuando se utiliza la TIE, es fundamental distinguir los
individuos tratados de los salvajes, para poder evaluar el desempefio de los
insectos liberados y el impacto que producen (Vreysen, 2001).

Se han desarrollado diversas técnicas para “marcar” los insectos
esterilizados y asi poder estudiar su dispersién, abundancia y supervivencia

(Schellhorn et al, 2004). Los métodos utilizados incluyen marcajes con
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colorantes, analisis de las alteraciones en la proporcién de esperma eupireno y
apireno y el uso de marcadores genéticos.

En muchos programas que involucran la TIE en dipteros, las pupas
esterilizadas son pintadas con polvos fluorescentes, que hacen distinguibles a
los adultos que emergen de ellas una vez que son recapturados en la zona de
liberacion. Al momento de la emergencia el adulto llena con hemolinfa una
membrana presente en su cabeza llamada ptilinum. Al dilatarla bruscamente,
golpea el extremo del pupario hasta romperlo, a fin de permitir su emergencia
(Géllego Berenguer, 2006). Cuando las pupas son espolvoreadas con polvo de
marcaje, el polvo que esta sobre el pupario se transfiere al ptilinum durante la
emergencia. Una vez finalizada, el ptilinum se retrae dejando una cicatriz
frontal y, aunque la mayoria del polvo adherido en otras partes del cuerpo se
pierde rapidamente, el que se encuentra sobre el ptilinum es incorporado en el
tejido de la cicatriz y permanece en la cabeza durante toda la vida del insecto
(Hagler y Jackson, 2001).

En el caso de los lepidopteros, y en consecuencia de T. absoluta, la
emergencia no ocurre mediante ptilinum, sino mediante la secrecion de
compuestos quimicos que degradan el pupario. Debido a este tipo diferente de
emergencia, el método de marcado con polvos no es 100% efectivo, ya que el
polvo se adhiere a las escamas, sobre el cuerpo del individuo, pero no se
incorpora en ninguna estructura, lo que lo hace poco persistente y susceptible
de ser eliminado junto con las escamas por efecto del viento, el agua o el roce
entre individuos. Aun mas, este procedimiento para identificacion de individuos
irradiados a campo tiene otras desventajas, entre las que se incluyen un alto
costo, riesgo para la salud del ser humano y propension al error (el colorante
puede transferirse de un macho estéril a uno salvaje) (Hagler y Jackson, 2001).

Debido a estos inconvenientes, un método de utilidad para el monitoreo
y diferenciacion de machos irradiados y salvajes es la realizacion de
preparaciones de testiculos de machos capturados a campo durante la
aplicacion de un proyecto de EH y la deteccion de paquetes eupirenos
deformes que se presentan en una proporcion relativamente alta en los
individuos irradiados con respecto a los silvestres. El inconveniente que
presenta esta técnica es que tiene un uso limitado en polillas muertas en mal

estado de conservacion (Carpenter et al., 2009).
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Por otra parte, en el campo de la Entomologia Agricola, la Técnica de
Amplificacion del ADN a través de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(Polimerase Chain Reaction (PCR)) y, en particular, una de sus variantes
denominada Polimorfismo derivado de la Amplificacién Aleatoria de ADN
(Random Amplification of Polimorphic DNA polymerase chain reaction (RAPD-
PCR)) (Williams et al, 1990), se ha utilizado en estudios para evaluar la
diversidad genética de algunas especies invasoras, tales como el minador de
citricos del género Phyllocnistis (Alvarez y Hoy, 2003), la mosca de la fruta,
C. capitata (Haymer et al., 1997) y la mosca blanca, B. tabaci (Hasan, 2006).
También ha sido aplicada para la identificacion de diversas especies vy
poblaciones de afidos (Black et al, 1992) y de dipteros (Ballinger-Crabtree et
al, 1992; Kambhampati et al, 1992), entre otros. En base a estos
antecedentes, se pensdé en implementar esta técnica como método
complementario y/o alternativo, pues permitiria obtener un patréon de
polimorfismo genético diferente entre los individuos irradiados y no irradiados.

1.5. Hipotesis

En base a los antecedentes citados se plantean las siguientes hipotesis:

1. Existe una dosis 6ptima de radiacion aplicada en el estado adulto, que
provoca Esterilidad Heredada en T. absoluta y no afecta parametros biologicos
tales como la longevidad y la capacidad de dispersion.

2. Los individuos de T. absoluta irradiados con la dosis 6ptima y su
descendencia, como consecuencia de la Esterilidad Heredada, son capaces de

reducir una poblacién de polillas sin tratar, bajo condiciones semicontroladas.
3. Las caracteristicas morfolégicas del esperma y el polimorfismo genético

permiten diferenciar polillas macho de T. absoluta no irradiadas, irradiadas y su

progenie.
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1.6. Objetivos

1.6.1. General:

Establecer las bases biolégicas para el desarrollo de la TIE mediante radiacion

gamma para el control de la polilla del tomate T. absoluta.

1.6.2. Especificos:

- Establecer las condiciones de temperatura adecuada para irradiar polillas
adultas de ambos sexos y determinar la dosis de radiacién gamma Optima para
inducir esterilidad heredada en insectos adultos, con el fin de incrementar la
cantidad de individuos disponibles para la aplicacion de la TIE.

- Evaluar el desempefio de los insectos irradiados en relacién con la supresion
de poblaciones silvestres de T. absoluta en condiciones semicontroladas.

- ldentificar los insectos irradiados de acuerdo con las caracteristicas
morfolégicas del esperma e implementar la técnica RAPD-PCR como método
de diferenciacion de insectos irradiados y no irradiados a través del

polimorfismo genético de ambos grupos de individuos-

1.7. Finalidad del trabajo

Disponer de una herramienta de control de T. absoluta, amigable con el
medio ambiente para ser utilizada en el contexto del Manejo Integrado de
Plagas (MIP).
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CAPITULO I

DETERMINACION DE LA DOSIS DE RADIACION IONIZANTE INDUCTORA
DE ESTERILIDAD HEREDADA EN ADULTOS DE LA POLILLA DEL
TOMATE Tuta absoluta

2.1.INTRODUCCION

En los programas EH contra lepidopteros, las polillas macho y hembra
generalmente se liberan en forma simultdnea, dado que el procedimiento de
separacion manual de los sexos es muy laborioso (Kittayapong et al., 2018).
Ademas, no se dispone de métodos de sexado que permitan la liberacion de
machos unicamente (Vreysen et al., 2016). A diferencia de los dipteros, los
lepidépteros poseen wuna estructura particular de sus cromosomas
(holocinéticos) que determina la necesidad de aplicar altas dosis de radiacién
(350 a 500 Gy) para esterilizar completamente a los machos. Elevadas dosis
pueden comprometer el fenotipo y el comportamiento de las polillas estériles
debido al dafio somatico resultante (LaChance, 1985). En este marco, la
seleccion de la dosis a utilizar es clave. En un programa de liberacion, las
polillas deben ser irradiadas con una dosis que les permita ser competitivas con
respecto a las polillas silvestres, para inducir el nivel requerido de esterilidad en
la poblacién plaga (Seth y Sharma 2001). Las caracteristicas importantes que
se deben proteger son la capacidad de los machos irradiados de volar, de
responder a las polillas hembra a través de las feromonas y de copularlas
(Simmons et al., 2010). Las dosis de radiacion subesterilizantes para los
machos, pero esterilizantes para las hembras, permiten obtener una
descendencia F1 totalmente estéril, lo cual da como resultado la supresion de
la poblacion de la plaga a través de las sucesivas generaciones (Marec y
Vreysen, 2019).

Varios estudios destacaron el gran potencial de la EH para la supresién
de varias plagas de lepidopteros (Vreysen et al., 2016). Algunas especies de
lepidépteros como la polilla de la manzana, C. pomonella irradiada con 100 Gy
en Canada (Bloem et al., 2005), la polilla del cactus, C. cactorum con dosis de
200 Gy en Estados Unidos (Marec et al., 2021) y la falsa polilla de la manzana,
T. leucotreta con dosis de 150 Gy en Sudafrica (Hofmeyr et al, 2016) son
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controladas con esta técnica. Para pupas de T. absoluta, Groppo (1996) y
Arthur (2004) determinaron el efecto de la radiacibn gamma encontrando que la
esterilidad total de las hembras se alcanzaba con una dosis de 100 Gy,
mientras que Yusef (2014) lo observé que una dosis de 130 Gy. Cagnotti et al.,
(2012), irradiando con rayos X, establecieron la dosis de 200 Gy y Zhou et al,,
(2023) la dosis de 300 Gy con "*'Ce, para generar EH en esta plaga.

Un aspecto importante asociado a la dosis a aplicar, es el estado de
desarrollo del insecto y las condiciones ambientales en los que se efectua la
irradiacion. Los procedimientos para los programas operativos actuales de
aplicacion de TIE en lepidépteros se basan en la obtencion de polillas adultas,
que requieren protocolos optimizados para mantener una alta calidad y bajas
tasas de mortalidad de los insectos estériles para su liberacién. Esto se debe
en parte a que, en muchos sistemas de cria de insectos, las larvas pupan
dentro de la dieta y son dificiles de separar. Ademas, en comparacién con
sistemas de cria masiva de dipteros, las pupas en procedimientos de cria de
lepidopteros tienen una edad fisiol6gica menos uniforme, que va desde pupas
jovenes a pupas faradas de varios dias de edad. Hay reducciones significativas
en la calidad de las polillas y las tasas de emergencia al irradiar pupas que
estan menos desarrolladas que las de edad adecuada para irradiar. De hecho,
los trabajos previos realizados por Yusef (2014) evidenciaron que la irradiacion
de pupas trae aparejada una alta mortalidad en este estado (de alrededor del
50 %) y una baja emergencia de adultos. Si bien hay algunos programas a
pequefia escala basados en la irradiacion y liberacion de pupas, existen
importantes obstaculos para que un programa mas amplio adopte estos
métodos (Simmons et al., 2021). Por ese motivo, una opcion deseable es
irradiar adultos de hasta un dia de edad.

Como se indicé anteriormente, los estudios realizados de EH para la
supresion de T. absoluta se llevaron a cabo sobre pupas (Groppo, 1996; Arthur,
2004; Yusef, 2014, Cagnotti et al, 2012 y Zhou et al., 2023). No existen
antecedentes sobre el efecto de las Rl aplicadas en el adulto de la especie.

Otro aspecto para tener en cuenta es el de las condiciones ambientales,
fundamentalmente la temperatura, bajo las cuales efectuar el proceso de
irradiaciéon. Se ha demostrado que el enfriamiento a una temperatura adecuada

permite un manejo de los insectos mas eficiente y con baja probabilidad de
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deterioro. En el caso de C. pomonella, se recolectan adultos en un ambiente de
baja temperatura para evitar el deterioro de las alas y el apareamiento, y para
reducir el envejecimiento fisiologico (Batiste y Olson, 1973). Los adultos
enfriados se manipulan facilmente para pesarlos, contarlos, sexarlos e
irradiarlos. Sin embargo, Bloem et al. (1998) descubrieron que el enfriamiento
durante demasiado tiempo puede ser perjudicial para los adultos destinados a
ser liberados en el campo. En el caso de T. absoluta, no se conoce el efecto del
enfriamiento y su posterior irradiacién en frio sobre parametros de calidad de
las polillas tales como longevidad y tiempo de copula.

Se plantearon dos objetivos especificos: a) establecer las condiciones
de temperatura Optima para irradiar polillas adultas de ambos sexos y b)
analizar el efecto de diferentes dosis de radiacidn gamma sobre la fecundidad,
fertilidad, longevidad y proporcion sexual de T. absoluta en las generaciones

parentales y su descendencia.

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Procedimiento de obtencion de insectos y condiciones de
irradiacion para la realizaciéon de los ensayos

Se establecio una colonia de T. absoluta, en el laboratorio de Control de
Plagas del Centro Atdmico Ezeiza, a partir de polillas de la cria de T. absoluta
del Insectario de Investigaciones para Lucha Biolégica (IILB), Instituto de
Microbiologia y Zoologia Agricola (IMYZA), CICVyA- INTA Castelar. A esta
ultima cria, mantenida desde 2009, se le incorporan periédicamente individuos
traidos del campo.

Las polillas se criaron sobre plantas de tomates (Figura 2.1) bajo
condiciones controladas, T. 24 + 1 °C, HR: 70 + 1% y 14:10 (L: O). Se
colocaron 200 adultos (100 £ y 100 9), dentro de una jaula rectangular de
vidrio de 70 cm alto x 40 cm largo x 40 cm ancho, cubierta con tela de voile
(Figura 2.2), con cuatro plantas de tomate con mas de ocho hojas cada una y
agua azucarada al 15%, que se suministré en bebederos plasticos (recipientes
de 5,6 cm alto x 4,1 cm diametro) con la tapa perforada y una tela absorbente
embebida en la solucién.
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Después de 4 dias, las plantas con los desoves (Figura 2.3) se
colocaron en jaulas metalicas de 100 cm alto x 80 cm largo x 30 cm ancho,
cubiertas con voile, para el desarrollo de las larvas. Periddicamente, se
agregaron plantas para que las larvas tuvieran alimento a disposicion
(Figura 2.4).

A los 14 dias posoviposicion, la mayoria de las larvas en el cuarto
estadio se colocaron en bandejas plasticas de 35 cm largo x 20 cm ancho x

10 cm alto, intercalando el material vegetal con papeles absorbentes. Las

bandejas, cubiertas con voile, fueron colocadas en una camara Conviron CMP
4030 aT 24 + 1°C, HR: 60 + 1% y 14:10 (L: O) hasta la obtencién de pupas
(alrededor de 5 dias) (Figura 2.5).

Figura 2.2 Jaula de cria de Tuta absoluta. MVYusef
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Figura 2.4. Plantas y hojas de tomate atacadas con larvas de Tuta absoluta. MV Yusef

Figura 2.5. Pupas de Tuta absoluta. MVYusef
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Las irradiaciones se realizaron en la Planta de Irradiacion Semi Industrial
(PISI) de la CNEA ubicada en el Centro Atomico Ezeiza (CAE). La PISI cuenta
con un irradiador panoramico donde la fuente se encuentra en varios lapices
radiactivos dispuestos en un plano. Para la irradiacion las muestras se colocan
frente a la fuente, por lo que la muestra recibe la radiacion de un solo lado a la
vez. Para mejorar la uniformidad espacial de la dosis, la muestra se gira a 180°
después de haber transcurrido la primera mitad del tiempo total de irradiacion.
Para verificar que la variabilidad de la dosis fuera aceptable se realizé el mapeo
de las dosis recibidas en los distintos puntos de la caja a irradiar (Figura 2.7) en
el Laboratorio de Dosimetria de Altas Dosis del CAE —CNEA por el personal
calificado del sector. Para determinar las regiones de dosis maxima y minima,
se colocaron en el recipiente de la muestra, en un patron de cuadricula regular
especifico, dosimetros de alanina (rango de deteccion entre 50 Gy y 100 KGy
con un error del + 532%). Por otra parte, se controlaron, monitorearon y
documentaron, los valores de todos los parametros del proceso que pudieran
afectar la dosis (tamafio del contenedor, cualquier arreglo especifico de las
polillas dentro del contenedor, posicion del contenedor, tiempo de irradiacion, y
la velocidad y rotacion del contenedor. Se estableci6 el valor menor del 2%
como limite de variacion de dosis entre los distintos puntos calculado como
uniformidad de dosis, como el cociente entre la dosis maxima y la dosis minima
(UD = Dmax/Dmin).

2.2.1.1. I- Condiciones de temperatura optima para irradiar polillas
adultas de ambos sexos

Pupas de T. absoluta fueron separadas por sexo. Las hembras se
distinguen por la posicion de la abertura genital en el octavo y noveno
segmento abdominal y el cremaster formando dos I6bulos en el décimo
segmento en las hembras (Figura 2.6). En los machos, el poro genital se ubica
en el noveno segmento y el orificio anal en el décimo segmento (Coelho y
Franca, 1987). Las pupas sexadas se colocaron sobre papeles absorbentes
humedecidos dentro de bandejas plasticas de 35 cm de largo x 20 cm de ancho
x 10 cm de alto, las cuales fueron mantenidas en cdmara de criaa T: 24 + 1°C,
HR: 60 + 1% y 14:10 (L: O) hasta la emergencia de los adultos.
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genital
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Figura 2.6. Pupas de Tuta absoluta, macho (poro genital en el 8° segmento y
crémaster) y hembra (poro genital en el 8° segmento y crémaster). MVYusef

Las polillas machos y hembras recién emergidas (< 24 h de edad) se
acondicionaron en diez envases cilindricos (5,5 cm de altura y 4 cm de
diametro) para cada sexo, colocando diez polillas en cada uno. Estos fueron
almacenados en una caja de Telgopor (32 cm de largo x 24 cm de ancho x
26 cm de alto) con refrigerantes para alcanzar las temperaturas de 0°C, 2°C y
5 °C durante 6, 4 y 2 h respectivamente (Figura 2.7). Como controles se
utilizaron polillas a 24 °C. La irradiacién fue realizada con una fuente de o,
con dosis de 0 (control) y 150 Gy, tasa de dosis de 36 Gy/min y UD: 1.1,
seleccionada sobre |la base de estudios previos (Yusef, 2014).
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Figura 2.7. Caja de Telgopor con refrigerantes utilizada para la irradiacion de polillas
de Tuta absoluta a diferentes temperaturas MVYusef

Luego de la irradiacion de las polillas, los insectos se colocaron en
envases individuales y fueron apareados con polillas sin irradiar, en un
ambiente a 24 °C. En cada una de las parejas establecidas se comprob6 en
forma visual, si la cépula se hacia efectiva. Producida la cépula, se registro el

tiempo del apareamiento desde el comienzo hasta la terminacion de la misma.

10 X

Figura 2.8. Polillas de Tuta absoluta apareandose post irradiacion MVYusef
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Posteriormente, los insectos apareados fueron colocados en cajas de
Petri con papel de filtro humedecido sobre hojas de tomate frescas en camara
decriaaT 24 £ 1°C, HR: 60 + 1% y 14:10 (L: O). Diariamente se registré la

longevidad de las polillas machos y hembras irradiadas y controles.

Las posibles diferencias en la duracion de la copula y en la longevidad
de adultos machos y hembras irradiados con 0 y 150 Gy y enfriados a 0°C,
2°C, 5°C y 24 °C, durante la irradiacion, se analizaron mediante un analisis de
varianza (ANOVA) de tres factores (temperatura, sexo y dosis de irradiacién).
Se utilizé la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher para la
separacion de medias cuando se produjeron diferencias significativas (p < 0,05)
(StatSoft, 2005).

2.2.1.2. II- Dosis de radiacion gamma inductora de esterilidad
heredada en insectos adultos de polilla del tomate.

2.2.1.2.1.  Efecto de los rayos gamma aplicados en machos
adultos y evaluacion de la esterilidad heredada

Machos de T. absoluta de hasta 24 h de emergidos y enfriados a 2°C se
irradiaron con 0 Gy, 130 Gy, 150 Gy y 200 Gy con tasa de dosis de 36 Gy/miny
UD:1.1. Luego de la irradiacién con cada dosis, diez machos irradiados se
cruzaron con diez hembras no irradiadas (S (irradiados) x N (no irradiadas)),
estableciéndose de este modo la generacién parental (FO). El apareamiento de
cada pareja se confirmé mediante observacion visual. Posteriormente, cada
pareja se colocé individualmente en una jaula cilindrica de acetato (24,5 cm de
alto y 7,5 cm de diametro) con una gota de miel en las paredes para la
alimentaciéon del adulto y una planta de tomate como sustrato de oviposicion.
La planta se renovo tres veces con un intervalo de 5 dias. Las dos primeras
plantas fueron cuidadosamente examinadas para contar los huevos puestos
por cada hembra durante los primeros 10 dias de vida. Este procedimiento
garantizé que se registrara aproximadamente el 90% de la fecundidad (Pereyra
y Sanchez, 2006). La tercera planta permanecioé en la jaula hasta que murieron

los adultos, registrandose la longevidad de adultos machos y hembras.
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Las plantas con huevos se colocaron individualmente sobre papel
absorbente humedecido en un recipiente rectangular de plastico
(26 cm de largo x 18 cm de ancho x 5 cm de alto). Después de 7 dias, se
contaron las larvas F1 y se transfirieron a hojas nuevas de plantas de tomate
para permitir su desarrollo hasta el estado de pupa. Estas fueron
contabilizadas, se separaron por sexo y se acondicionaron para permitir la

emergencia de los adultos.

Para cada dosis se registraron las siguientes variables: a) fecundidad
parental (FO) (niumero de huevos totales/hembra), b) longevidad del adulto FO
(dias), c) numero de larvas F1/hembra, d) niumero de pupas F1/ hembra,
e) fertilidad FO (nimero de larvas F1 / nimero de huevos) y f) proporcion de

sexos F1 (3 /(3 + Q).

Para analizar los efectos hereditarios, se utilizaron adultos F1 emergidos
para cada una de las dosis de acuerdo con los siguientes cruzamientos:
JIF1 x 2Ny 2IF1 x &N (donde JIF1: macho descendiente de un macho
irradiado, dN: macho no irradiado, YN: hembra no irradiada y ?IF1: hembra
descendiente de un macho irradiado). Se realizaron cinco repeticiones para
cada cruzamiento. Las parejas se mantuvieron en una planta de tomate en una
jaula como se describi6 anteriormente. La fecundidad F1, la longevidad de
adultos F1, el nimero de larvas F2/hembra, el nimero de pupas F2/hembra, la
fertilidad F1 (nimero de larvas F2/nimero de huevos) y la proporcion de

sexos F2 se registraron para todos los cruzamientos.

Los efectos de las diferentes dosis de radiacion sobre la fecundidad y
longevidad de la FO, el numero de larvas y pupas desarrolladas en la F1, la
fecundidad y longevidad de la F1 y el niumero de larvas y pupas desarrolladas
en la F2 se analizaron mediante regresiéon binomial negativa, utilizando el
procedimiento de modelo lineal generalizado del software Statgraphics
Centurion XVIII Version 18.1.12 (StatPoint Technologies, Inc. 1982 — 2011).
La fertilidad de la FO y la F1 y la proporcién de sexos en la F1y en la F2 se
analizaron mediante regresion logistica con la dosis como variable
independiente. La significancia de los parametros se analizé utilizando el
estadistico Wald y el ajuste de los modelos mediante la prueba de razén de
verosimilitud (StatSoft, 2005).

51



2.2.1.2.2. Efecto de los rayos gamma aplicados en
hembras adultas

Hembras de T. absoluta de hasta 24 h de emergidas y enfriadas a 2°C
se irradiaron con 0 Gy, 130 Gy, 150 Gy y 200 Gy, tasa de dosis de 36 Gy/min y
uniformidad de dosis (UD): 1.1. Luego de la irradiacién fueron cruzadas con
machos no irradiados, estableciéndose la generacién parental ¢1 x N (F0). Se
mantuvieron diez parejas para cada dosis (repeticiones) en una planta de
tomate en una jaula de acetato cilindrica como se describié anteriormente. El

apareamiento de cada pareja fue confirmado por observacion visual.

Se registraron la fecundidad FO, la longevidad FO, el nimero de larvas
F1 y pupas F1/hembras, la fertilidad FO (numero de larvas F1/nimero de

i

huevos) y la proporcién de sexos F1 (4 / (4 + ©)). El efecto de las diferentes
dosis de radiacion sobre la fecundidad y longevidad de la FO y el nimero de
larvas y pupas desarrolladas en la F1 fueron analizados por Regresion
Binomial Negativa utilizando el procedimiento de modelo lineal generalizado del
software Statgraphics Centurion XVIII Versiéon 18.1.12. La fertilidad FO y la
proporcion de sexos en la F1 se analizaron mediante regresion logistica con la
dosis como variable independiente [StatSoft, 2005]. La significancia de los
parametros se analizé utilizando el estadistico Wald y el ajuste de los modelos

mediante la prueba de razén de verosimilitud [StatSoft, 2005].

2.3.RESULTADOS

2.3.1. |- Condiciones de temperatura optima para irradiar polillas
adultas de ambos sexos

No se observaron diferencias significativas en la duracién del
apareamiento en los insectos sometidos a temperaturas de 2°C y 5 °C que
fueron cruzados con polillas sin irradiar con respecto a los controles sometidos
a 24 °C, mientras que en las polillas expuestas a 0°C, el tiempo de
apareamiento fue menor respecto de los otros tratamientos (temperatura:
F3,156: 374,8 p < 0,05). No se observaron diferencias entre sexos y dosis de
radiacion (sexo: Fq1s8: 0,70 p > 0,05; dosis de radiacion: Fi1ss: 0,26 p > 0,05)
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(Figura 2.8). Las interacciones entre la temperatura y el sexo (F 31s8: 0,63
p > 0,05), entre la temperatura y la dosis de radiacion (F 34ss: 1,29 p > 0,05) y
entre el sexo y la dosis (Fy 1ss: 2,59 p > 0,05) no fueron significativas.
Finalmente, no se observo interaccion entre la temperatura, la dosis y el sexo
(F 3158: 1,73 p > 0,05) (Figura 2.9).
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Figura 2.9. Duracién de la copula de polillas de Tuta absoluta irradiadas a diferentes
temperaturas. (Sl: sin irradiar; |: irradiado 150 Gy) (Media + ES). Letras diferentes
indican diferencias estadisticas significativas (p < 0,05).

La longevidad de los insectos irradiados a 2 °C y 5 °C fue similar a la de
las polillas que estuvieron a 24 °C; sin embargo, se observo una disminucion
significativa en las polillas irradiadas a 0 °C (temperatura: F3 1s5: 24,69
p < 0,05; sexo: F4, 1s58: 0,86 p > 0,05; dosis de radiacion aplicada: F4, 155: 0,0034
p > 0,05) (Figura 2.10). Las interacciones entre la temperatura y el sexo
(F3, 1s8: 0,39 p > 0,05), entre la temperatura y la dosis de radiacion
(F 3158: 0,38 p > 0,05) y entre el sexo y la dosis (F 1,15s: 0,00204 p > 0,05) no
fueron significativas. Para concluir, no se observo interaccion entre la

temperatura, la dosis y el sexo (F 31580 0,39 p > 0,05).
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Figura 2.10. Longevidad de polillas de Tuta absoluta irradiadas a diferentes
temperaturas. (Sl: sin irradiar; I: irradiado 150 Gy) (Media + ES). Letras diferentes
indican diferencias estadisticas significativas (p < 0,05).

2.3.2. lI- Dosis de radiacion gamma inductora de esterilidad
heredada en insectos adultos de polilla del tomate.

2.3.2.1. Efecto de los rayos gamma aplicados en machos
adultos y esterilidad heredada

La fecundidad de las hembras de T absoluta apareadas con machos
irradiados (FO) disminuyé significativamente con la dosis de radiacién
(Wald = 117,61 p < 0,05, x* (1) = 88,17 p < 0,05). Se observé el mismo patrén
para el numero de larvas F1 (Wald = 77,06 p < 0,05, x* (1) = 63,05 p < 0,05) y
pupas F1 (Wald = 86,54 p < 0,05, X* (1) = 72,94, p < 0,05) (Figuras 2.11 a, b, ¢).
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Figura 2.11. Efecto de la radiacién sobre: a: fecundidad parental (nimero de
huevos/hembra), b: nimero de larvas F1/hembra y c: numero de pupas F1/hembra
cuando los machos de Tuta absoluta se irradiaron como adultos y se aparearon con
hembras sin tratar.
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La fertilidad disminuyé significativamente cuando los adultos machos
parentales se irradiaron con dosis crecientes (Wald = 80.16 p < 0,05,
x° (1) = 56.23 p < 0,05) (Figura 2.11).
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Figura 2.12. Efecto de la radiacion sobre la fertilidad parental (nimero de
larvas/nimero de huevos) cuando los machos de Tuta absoluta se irradiaron como
adultos y se aparearon con hembras no tratadas.

La longevidad de los machos parentales irradiados no se vio afectada
por la dosis aplicada (Wald = 2,21 p > 0,05, x* (1) = 2,27 p > 0,05). La
longevidad media fue de 18,35 + 3 dias.

La dosis de radiacion tuvo efecto sobre la proporcién de machos en la
generacion F1 (Wald = 11,58 p < 0,05, x* (1) = 15,19 p < 0,05) incrementando
el nuimero de los machos con respecto a la proporcién de hembras
(Figura 2.13).
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Figura 2.13. Efecto de la radiaciéon sobre la proporcion de sexos en la generacion F1
de Tuta absoluta (4 1 (& + ©) descendiente del cruzamiento entre machos irradiados y
hembras no irradiadas (FO)

La fecundidad de los adultos de la F1 apareados con insectos no
tratados se vio afectada por la dosis de radiacion gamma aplicada a sus padres
(Wald = 23,99 p < 0,05, x* (1) = 23,13 p < 0,05), independientemente del
cruzamiento realizado (FF1 x N y $F1 x & N) (Wald = 1,32 p > 0,05,
¥* (1) = 1,33 p > 0,05). EI mismo patrén se observé para el numero de larvas
(dosis: Wald = 23 p < 0,05, x’(1) = 26,10 p < 0,05; tipo de cruzamiento:
Wald = 0,076 p > 0,05, x*(1) = 0,077 p > 0,05) y el nimero de pupas de la
generacion F2 (dosis: Wald = 21,22 p < 0,05, x*(1) = 26,5 p < 0,05; tipo de
cruzamiento: Wald = 0,067 p > 0,05 x*1) = 0068 p > 0,05)
(Figuras 2.14 a, b, c).
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Figura 2.14. Para ambos tipos de cruzamientos (macho F1 x hembra sin tratar y
macho sin tratar x hembra F1), efecto de la radiacion sobre a: fecundidad de la
progenie F1 (numero de huevos/hembra), b: nimero de larvas F2/hembra y c: nimero
de pupas F2/hembra F1, F2: primera y segunda generacion de descendientes de
adultos irradiados. Sl: sin irradiar.
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La fertilidad de la generacion F1 disminuyé significativamente con el
aumento de la dosis de radiacion (Wald = 20,84 p < 0,05, x* (1) = 21,14
p < 005). ElI efecto fue independiente del tipo de cruzamiento
(@ F1x 2 No @F1 x d N) (Wald = 0,18 p > 0,05, x* (1) = 0,185 p > 0,05)
(Figura 2.15). Con dosis de 130 Gy algunos descendientes alcanzaron el
estado de pupas y adultos. Con 150 Gy, los efectos sobre la EH se
manifestaron en una reduccién de la fecundidad y fertilidad de la F1 y de la
cantidad de larvas y pupas producidas. Debe destacarse que con esta ultima
dosis las pupas de la F2 no llegaron al estado adulto.
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Figura 2.15. Para ambos tipos de cruzamientos, efecto de la radiacion sobre la
fertilidad de la progenie F1 de Tuta absoluta (nimero de larvas/numero de huevos).
F1: primera generacion de descendientes de adultos irradiados. Sl: sin irradiar.

La dosis de radiacion tuvo efecto sobre la proporcion sexual en la
generacion F2 con un sesgo a favor de los machos (Wald = 62,79 p < 0,05,
x> (1) = 4431 p < 0,05), independientemente del tipo de cruzamiento
(YF1 x € No 2F1 x & N) (Wald = 0,88 p > 0,05, x> (1) = 0,9 p > 0,05)
(Figura 2.16).
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Figura 2.16. Efecto de la radiacién sobre la proporciéon de sexos en la generacion F2
de Tuta absoluta para ambos tipos de cruzamientos (macho F1 x hembra no tratada y
macho no tratado x hembra F1). F1, F2: primera y segunda generacion de
descendientes de adultos irradiados.

No hubo diferencias significativas en la longevidad de los adultos F1
entre las diferentes dosis (Wald = 1,62 p > 0,05, x* (1) = 1,36 p > 0,05) y tipos
de cruzamientos (Wald = 0,39 p > 0,05, x* (1) = 0,38 p > 0.05). La longevidad
media fue de 17,43 + 2,62 dias.

2.3.2.2. Efecto de los rayos gamma aplicados en hembras
adultas

La fecundidad de las hembras irradiadas (FO) disminuy6
significativamente al aumentar las dosis de irradiacion (Wald = 26,59 p < 0,05,
x* (1) = 38,53 p < 0,05). El mismo resultado se observé para el nimero de
larvas F1 (Wald = 19,86 p < 0,05, x* (1) = 55,11 p < 0,05). Cuando las polillas
hembras fueron irradiadas con una dosis igual o superior a 150 Gy, no pusieron

huevos (Figura 2.17).

60



60
*
] 50 ¢ * Fecunddad F (observada)
~
‘ recunddad HU
ao
o= "“\.\
-
3 wd O
4 M
= \\
- 20
- \“\\ :
10 ~
e \
NG
0 - > -
0 50 100 150 200
Dosis (Gy)
a_
60
+ lLarva Fl (observada)
50
Larva F1
or
=
[
-
o
o
=
g
0 50 100 150 200
Dosis (Gy)
b-
60
* Pupa Fl {ubservada)
0 3 Pupa F1
0
-
T =¥
s +
o *
@ "
it R :
e -
T
10 S
\\
0 T —e -
0 50 100 150 200
Dosis (Gy)
C"

Figura 2.17. Efecto de la radiacion sobre: a: fecundidad parental (numero de huevos),
b: nimero de larvas F1/hembra y c: numero de pupas F1/hembra cuando las hembras
de Tuta absoluta fueron irradiadas como adultas y apareadas con machos no tratados.
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Se observo que la fertilidad de las hembras de la FO disminuyo
significativamente con el aumento de la radiacion (Wald = 24,78 p < 0,05,
x° (1) = 48,56 p < 0,05) (Figura 2.18).
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Figura 2.18. Fertilidad parental (numero de larvas/numero de huevos) cuando las
hembras de Tuta absoluta fueron irradiadas como adultas.

La longevidad de las hembras tratadas no se vio afectada por la dosis de
radiacion aplicada a las polillas (Wald = 0,178 p > 0,05, x* (1) = 0,172 p > 0,05).
La longevidad media fue de 17,87 4 dias.

2.4.DISCUSION

Los insectos utilizados en los programas de TIE deben ser de una alta
calidad para asegurar la eficacia de los insectos estériles cuando se liberan en
el campo (Vreysen et al, 2006). Calkins y Parker (2005) sostienen que lo
fundamental de la TIE es la capacidad de los machos estériles liberados para
competir por una hembra. EI ambiente de cria, la dieta, los métodos de
manipulacion y la irradiacion tienen un impacto en la calidad de los insectos
estériles (Calkins y Parker, 2005). El uso de altas dosis de radiacion puede
comprometer la competitividad del insecto en el campo, lo que es un conflicto
para los lepidopteros, porque requieren altas dosis de radiacion para tornarse
totalmente estériles. Por lo tanto, es de suma importancia esterilizar a los

insectos utilizando la menor dosis de radiacion posible para mejorar su
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capacidad de dispersion, fecundidad y competitividad (Carpenter et al., 1997).
Asimismo, resulta relevante determinar cuales son las mejores condiciones
ambientales para efectuar el proceso de irradiacion de modo de provocar el

menor efecto nocivo sobre los insectos (Bakri et al., 2005).

Los resultados de este estudio muestran que variables biolégicas
basicas como el tiempo de copula y la longevidad de las polillas machos vy
hembras no se vieron afectados al aplicar enfriamiento en el procedimiento de
irradiacion. Esta disminucion de la temperatura es necesaria para un correcto
manejo de los insectos en los momentos previos, durante e inmediatamente
después de la irradiacion y hasta su liberacion en el campo. Resultado similar
se observo y se aplica con los adultos de C. pomonella que son manipulados e
irradiados en un ambiente de baja temperatura (Batiste y Olson, 1973). Sin
embargo, Bloem et al. (1998) descubrieron que el enfriamiento durante un
tiempo excesivo puede ser perjudicial para los adultos de C. pomonella (12 h
con respecto a 36 h). En el presente trabajo los adultos de T. absoluta
estuvieron sometidos a bajas temperaturas durante no mas de 6 h. Futuros
ensayos seran necesarios para analizar durante cuanto tiempo se puede

aplicar el proceso de enfriamiento sin afectar la calidad biolégica de los adultos.

En los estudios de radiacion realizados se observo que la fertilidad de la
generacion F1 procedente de machos irradiados fue menor que la de la FO.
Esta diferencia fue mayor cuando se aument6 la dosis de radiacion. Esto
sugiere que los efectos nocivos de la radiacion inducida en los machos FO se
transmitieron a la generacion F1 de T. absoluta. Estos datos son consistentes
con los informados Cagnotti ef al. (2012), Yusef (2014) y Zhou et al. (2023)
para T. absoluta y para varias especies de lepidopteros como la polilla de la
fruta seca Plodia interpunctella (Guenée) Lepidoptera: Pyralidae (Brower,
1979), P. gossypiella (Qureshi et al, 1993), el barrenador del tallo Diatraea
saccharalis (Fabricius) Lepidoptera: Crambidae (Sanford, 1976), el taladro del
maiz Ostrinia nubilalis (Hubner) Lepidoptera: Crambidae (Osouli et al., 2020),
C. pomonella (Blomefield et al., 2010), E. kuehniella (Marec et al.,1999),
C. cactorum (Marec et al., 2021), S.litura (Seth et al, 2001), T. leucotreta
(Bloem et al., 2003), la polilla de la vid Lobesia botrana (Denis & Schiffermuller)

Lepidoptera: Tortricidae (Saour y Martin, 2014) y H. armigera (Osouli et al,
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2021). Dado que la pérdida de la capacidad de apareamiento en los machos
irradiados no seria la causa de la disminucion de la fertilidad en las hembras,
una posible explicacion podria ser una transferencia inadecuada de esperma o
fluido de glandulas accesorias durante el apareamiento (Carabajal Paladino et
al., 2016). North y Holt (1971) y Koudelova y Cook (2001) observaron que el
volumen de esperma producido o transferido por el macho disminuye al
aumentar las dosis de radiacion en las especies T. ni y E. kuehniella,

respectivamente.

Los adultos emergentes de las generaciones F1 y F2 de machos
irradiados mostraron un sesgo a favor de los machos. Esta distorsiéon de la
proporcion de sexos en las generaciones filiales a favor de los machos con
dosis crecientes de radiacion gamma ha sido también informada para especies
de lepidopteros como D. saccharalis (Sanford, 1977), S. litura (Seth et al.,
2001), E. cautella (Al-Taweel et al, 1990); P. xylostella (Nguyen y Nguyen,
2001); T. leucotreta (Bloem et al., 2003). Sin embargo, Cagnotti et al. (2012) y
Carpenter et al., (2001) no observaron esta distorsion para T. absoluta y
C. cactorum, respectivamente. El sesgo en la proporcién de sexos registrado
en la mayoria de las especies en los estudios de irradiacién podria ser el
resultado de mutaciones letales recesivas inducidas en los cromosomas
sexuales Z por la irradiacién, para los cuales la hembra es heterocigota (Traut y
Marec, 1997; Marec y Vreysen 2019).

En los lepidopteros, las hembras son mas radiosensibles que los
machos. Por lo tanto, con una dosis adecuada de radiacion, las hembras logran
la esterilidad total y los machos la esterilidad parcial (LaChance, 1985). En el
presente trabajo la fertilidad de las hembras irradiadas de T. absoluta
apareadas con machos no irradiados mostré una disminucién significativa con
el aumento de las dosis de radiacion. Este resultado coincide con lo hallado
para esta misma especie por otros autores irradiando pupas maduras (Groppo,
1996; Arthur, 2004; Cagnotti et al, 2012; Zhou et al, 2023) y para otros
lepidopteros como P. Gossypiella (Henneberry y Clayton, 1988), la polilla de la
col Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) (Sutrisno et al., 1991) y
E. saccharina (Walton y Conlong, 2016).
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Se registro esterilidad completa para hembras irradiadas como adultas
de hasta 1 dia de edad a la dosis de 150 Gy. En trabajos anteriores irradiando
pupas maduras de hembras de T. absoluta con radiacién gamma se obtuvo la
esterilidad total con 130 Gy y tasa de dosis de 34 Gy/min (Yusef, 2014). Por su
parte, Groppo (1996) y Arthur (2004), observaron la esterilidad de las hembras
de T. absoluta aplicando 100 Gy y tasa de dosis de 18.5 Gy/min en estado de
pupa. Cagnotti et al.,(2012) encontraron que las hembras de T absoluta
irradiadas con rayos X como pupas maduras eran completamente estériles a
una dosis equivalente a 200 Gy y una tasa de dosis de 36 Gy/min. Finalmente,
Zhou et al. (2023) hallaron la esterilidad total de las hembras de la polilla
cuando irradiaron pupas (48-72 h antes de la emergencia) con 300 Gy de
radiaciéon gamma con una fuente de '*’Ce y tasa de dosis de 1 Gy/min, no
afectando la competitividad de apareamiento de los machos irradiados. Esta
diferencia en la dosis segun la fuente de radiacién (**Co y '*’Ce) fue registrada
también en el gusano de la hoja del algodén Spodoptera littoralis (Boisduval)
Lepidoptera: Noctuidae por Abd El-Kader (2013). Este autor encontr6 que, para
la misma dosis aplicada en pupas, la irradiacion con 9Co con tasa de dosis de
0,5 Gy/min fue mas efectiva para generar EH que con '*’Ce tasa de dosis de
6 Gy/min. Para proporcionar el mismo rendimiento, las fuentes de cesio, debido
a la menor energia de los fotones, requieren aproximadamente cuatro veces

mas actividad que las fuentes de cobalto (Bakri et al., 2021).

La disparidad de resultados hallados por los distintos autores al
determinar la dosis requerida para generar esterilidad en las hembras de
T. absoluta puede deberse a distintos factores. Entre ellos deben destacarse:
a) el estado de desarrollo irradiado ya que los insectos adultos son mas
resistentes a la radiaciéon que las pupas (Dongre et al, 1997); b) el tipo de
radiacion utilizada y la fuente de radiacion (rayos X / rayos gamma y
%Co /'*’Ce) que difieren en sus espectros de energia (Mehta, 2009) y en su
eficacia biolégica (Hill, 2004); c) la tasa de dosis puesto que menores tasas
reducen los efectos adversos inducidos por la radiacion (Bakri et al., 2021).
Otros factores como la temperatura, la presencia de oxigeno, el estado
nutricional del insecto y el estado de hidratacién pueden contribuir también a

esta divergencia (Bakri et al., 2005).
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Aunque los irradiadores de rayos X tienen la ventaja de no tener
problemas de transporte ni de residuos radiactivos, son nuevos en el campo y
su robustez aun esta por demostrarse. Mientras que los irradiadores gamma
han demostrado solidez ya que han funcionado muy bien en programas
operativos durante décadas, lo que hace que la radiacion gamma sea el
metodo mas utilizado en los programas TIE hasta el momento (Bakri et al,
2021).

Con respecto a otras especies de Gelechiidae como P. gossypiella y la
polilla de la papa Phthorimaea operculella (Zeller) (Lepidoptera: Gelechiidae), la
esterilidad completa de las hembras adultas tratadas con rayos gamma se
logré con dosis de 150 Gy y 200 Gy, respectivamente (Henneberry y Clayton,
1988; Makee y Saour, 2003). En polillas hembras de S. litura, irradiadas vy
apareadas con polillas macho no tratados, se observé que una dosis de 130 Gy
produjo un 100% de esterilidad (Seth et al., 2016).

La aplicabilidad de un programa combinado de irradiacion y liberacién de
insectos cuando no es posible realizar la separacién de sexos se fundamenta
principalmente en la esterilizacion completa de las polillas hembras, que
actuarian como sumideros de esperma para los machos salvajes presentes en
el campo. En el caso de T. absoluta, una dosis de radiacion de 150 Gy podria
considerarse adecuada para irradiar a ambos sexos al mismo tiempo, pudiendo
liberarse simultaneamente polillas hembra completamente esterilizadas vy
polillas macho subesterilizadas. Las hembras irradiadas estériles, al conservar
su aptitud reproductiva, podran dispersar sus feromonas y aparearse con
machos silvestres, pero sin dejar descendencia. Para que este postulado se
cumpla, es importante que la irradiacién, especialmente con dosis altas, no
afecte negativamente la produccion y secrecion de feromonas interfiriendo en
la comunicacion intraespecifica entre las polillas (Abdu et al., 1985). En el caso

de T. absoluta este es un aspecto para evaluar en futuras investigaciones.
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2.5. CONCLUSION

Un rango de temperaturas de 2 a 5 °C es adecuado para la conservacion
y manipuleo de los adultos en el proceso de irradiacion, esto es, desde que son
colectados en la cria hasta que finaliza la aplicacién de la radiacion. Aspectos
biolégicos basicos como su capacidad de apareamiento y su longevidad no se

ven afectados por este enfriamiento.

Una dosis de 150 Gy, tasa de dosis de 36 Gy/min y UD: 1.1 resulta ser
adecuada para generar Esterilidad Heredada en T. absoluta. Esta dosis
permitiria liberar polillas hembras totalmente estériles, que podran aparearse
con los machos presentes sin dejar descendencia, y machos parcialmente
esterilizados, que dejaran descendientes predominantemente machos y menos
fertiles.
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CAPITULO Il

SUPRESION POBLACIONAL DE Tuta absoluta A TRAVES DEL USO DE
ESTERILIDAD HEREDADA

3.1. INTRODUCCION

La seleccion de la dosis de radiacion éptima para esterilizar a los
machos es un paso critico en el desarrollo de un programa de EH. Un balance
entre el nivel de esterilidad y la calidad de los machos irradiados es necesario
para asegurar la eficacia del control del insecto en el campo (Bakri et al., 2021).
Es esencial que los insectos liberados tengan rasgos fisiologicos y de
comportamiento de alta calidad (Chambers, 1977). La capacidad de volar y la
respuesta al llamado de las hembras son particularmente cruciales para los
insectos, ya que les permite dispersarse y localizar parejas potenciales en el
campo, contribuyendo significativamente al apareamiento exitoso (Vreysen et
al., 2010). Se ha documentado la reduccién de la capacidad de vuelo y
dispersion y el aumento de la mortalidad debido a las condiciones de
confinamiento de la cria masiva y/o la irradiacién (Smith et al., 1981). En este
sentido, la EH es una técnica ventajosa en relacion con el uso de polillas
macho completamente estériles ya que se ha registrado una mayor calidad y
competitividad de apareamiento de las polillas irradiadas liberadas a medida
que se reduce la dosis de radiacién utilizada para inducir la esterilidad (Jang et
al., 2012).

La comunicacion quimica esta involucrada en el apareamiento, la
alimentacion y otras interacciones ecolégicas claves de los insectos (Matthews
y Matthews, 1978). Los bioensayos basados en el uso de atrayentes de largo
alcance con feromonas son muy utiles para evaluar la distribuciéon de insectos
silvestres y estériles, monitorear las tasas de inundacién (Vreysen, 2005) y
evaluar aspectos especificos de la calidad del macho estéril (Calkins y Parker
2005).

Establecida su habilidad para dispersarse, es esencial poder determinar
el desemperio de los insectos irradiados como supresores de la plaga. Esto es,

analizar si efectivamente, son capaces de disminuir el tamario poblacional de la
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poblaciéon plaga, mediante bioensayos simples y econémicos, ya sea en
laboratorio o en condiciones semicontroladas de invernaculo/campo mediante
el uso de jaulas de campo. En tal sentido, el potencial del uso de la EH
mediante este tipo de experimentos ha sido estudiado para especies de
lepidépteros como P xylostella (Nguyen y Nguyen, 2001), P gossypiella
(Ahmad et al., 2002), P. operculella (Saour, 2004), C. cactorum (Hight et al.,
2005) y Conopomorpha sinensis Bradley (Lepidoptera: Gracillariidae) (Hu et al.,
2012). En la polilla del tomate T. absoluta, Cagnotti et al. (2016) observo que la
liberacion de polillas estériles irradiadas con rayos X en una proporciéon de 15:1
respecto de polillas sin tratar fue capaz de reducir la poblacién en un cultivo de
tomate y su potencial integracion con el control biolégico a través del uso de un
depredador mirido en invernadero (Cagnotti et al., 2016).

Determinada la dosis adecuada para generar esterilidad completa en
hembras y parcial en machos (Capitulo Il), los pasos subsecuentes tuvieron los

siguientes objetivos:

- Evaluar el efecto de la radiacién gamma sobre la aptitud de dispersiéon de

machos de T. absoluta.

- Evaluar la supresion de la poblacién plaga de T. absoluta provocada por

polillas irradiadas y su progenie bajo condiciones semicontroladas.

3.2. MATERIALES Y METODOS

Los ensayos se realizaron en un invernaculo (15 m de largo x 10 m de
ancho) ubicado en el predio del Departamento Aplicaciones Agropecuarias,
Division Aplicaciones Agronémicas, Comision Nacional de Energia Atomica
(CNEA), Centro Atomico Ezeiza (CAE) (Figura 3.1). Las condiciones de
temperatura y humedad relativa se registraron con un termohigrégrafo HOBO.
Los individuos de T. absoluta utilizados en los experimentos se obtuvieron de la
colonia de cria del laboratorio de Control de Plagas (ver Capitulo Il, Materiales
y Métodos, procedimiento de obtencion de insectos).

Las irradiaciones se realizaron en el CAE, en la Planta de Irradiacion
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Semi Industrial (PISI), con una fuente de cobalto 60 (°°Co). Las dosis fueron
medidas con dosimetros de alanina (rango de deteccion 50 Gy a 100 kGy con

un error del £ 5,32 %) y una tasa de dosis de 36 Gy/min.

Figura 3.1. Invernaculo donde se realizaron los ensayos de aptitud de dispersion y
supresion de machos de T. absoluta. MVYusef

3.2.1. |- Evaluacion del efecto de la radiacion sobre la aptitud de
dispersion de machos de T. absoluta

El efecto de la radiacién en la dispersion de los machos de T. absoluta
fue analizado tanto en individuos irradiados de la generacion parental como en
su descendencia F1. Para la obtencion de machos F1, se irradiaron adultos de
la polilla con 150 Gy mantenidos a 2 °C luego de lo cual se cruzaron con
hembras sin irradiar. Cada pareja se coloco en una jaula con una planta de
tomate para la oviposicién. El desarrollo de la F1 se observé hasta llegar al
estado de pupa. Estas fueron sexadas y los machos acondicionados en
bandejas plasticas con papel tissue hasta la emergencia del adulto.

La dispersion se evalué mediante |la respuesta de las polillas machos a
las sefiales de feromonas sexuales sintéticas, a través de un experimento de
marcado-liberacion-recaptura. Los machos irradiados con 150 Gy (tasa de
dosis de 36 Gymin y UD: 1.1), machos de la F1 y machos normales fueron
identificados con polvos fluorescentes (Day Glo Color, Cleveland, OH United

States) de distintos colores (verde, magenta y naranja, respectivamente) segtin
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los métodos de Bloem et al. (2004). Esto se hizo girando suavemente las
polillas en un recipiente de 250 ml hasta que estuvieran cubiertas
uniformemente con el polvo.

El ensayo se realiz6 en la temporada de verano 2023, en el invernaculo del
Departamento Aplicaciones Agropecuarias, de 15 m de largo x 10 m de ancho
(Figura 3.1). Las condiciones de temperatura y humedad relativa se registraron
con un termohigrografo HOBO. En uno de los extremos del invernaculo,
considerando su largo, a 14,5 m de la puerta de entrada, se colocé una trampa
tipo delta con un difusor de caucho natural con forma de capsula conteniendo
feromona de hembras de T. absoluta (acetato de (3E,8Z,11Z)-tetradeca-3,8,11-
trienilo y acetato de (3E,8Z)-tetradeca-3,8-dienilo) en una concentraciéon de 0.5
mg y piso engomado (Figura 3.2), de modo que los insectos atraidos quedaran
adheridos a las trampas. Las polillas de cada tratamiento 50 &) 50 JF1y 50 Iy
se colocaron en frascos de plastico transparente de 500 mL con tapa y se
llevaron al punto de liberacion (puerta de entrada del invernaculo). Para liberar
las polillas, se quité suavemente la tapa del frasco, para permitir que salieran
volando. A las 48 y 96 h se hicieron nuevamente dos liberaciones de 507,
50 /F1y 504y cada una 1, 3y 5 dias de edad de las polillas liberadas. Por otra
parte, fuera del invernaculo, a 20 y 40 m desde el punto de liberacion de los
insectos, se colocaron otras dos trampas (Figura 3.3), para evaluar si los
machos liberados alcanzaban a dispersarse a mayores distancias desde el
punto de liberacion, debido a que el invernaculo no cuenta con una antesala y

una doble puerta para tener acceso a su interior.
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Figura 3.2. Trampa tipo Delta con feromona colocada dentro del invernaculo.
MVYusef

Figura 3.3. a y b trampas ubicadas fuera del invernaculo. MVYusef

Las trampas fueron revisadas cada 24 h y hasta 4 dias después de
cada liberacion registrando el nimero de machos de cada grupo capturado. Se
colocaron nuevos pisos adhesivos cuando al menos se encontraba una polilla

capturada. En el laboratorio los pisos fueron examinados bajo luz ultravioleta
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para diferenciar las polillas de cada tratamiento. Se contabilizé el numero de
machos de cada grupo capturado. Diferencias en la cantidad de machos
irradiados, machos F1 y machos no irradiados capturados en cada una de las
observaciones fueron analizadas mediante una prueba de Friedman para

muestras dependientes con un nivel de significancia de 0,05.

3.2.2. II- Evaluacion de la supresién de la poblacion plaga de
T. absoluta a través de polillas irradiadas y su progenie bajo
condiciones controladas

Machos y hembras de polilla de hasta 24 h de edad fueron colocados en
viales de policarbonato (5,5 cm de altura y 4 cm de diametro) e irradiadas con
150 Gy, tasa de dosis de 36 Gy/min y UD: 1.1 a 2°C. Se cont6 con jaulas de
1 m de alto x 1 de lado x 0,30 de ancho, en cuyo interior se colocaron 4 plantas
de tomate con 6 a 8 hojas (Figura 3.4). El ensayo se realiz6 en la temporada de
verano 2024, por un periodo de 12 semanas. Las condiciones de temperatura y
humedad relativa se registraron con un termohigrégrafo HOBO.

Se evalu6 el efecto de la introduccién de individuos irradiados sobre la
supresion poblacional de la plaga utilizando una tasa de liberacion de polillas
irradiadas respecto de no irradiadas de 15:1, siguiendo la metodologia
propuesta por Cagnotti et al. (2016). Las jaulas fueron asignadas al azar a uno
de los siguientes tratamientos: 1) control (0 @ 0 & 3 9n: 3 dn) ¥ 2) con
liberacién de individuos irradiados (45 @: 45 4: 3 @n: 3 dn). Se realizaron
cinco réplicas por tratamiento. Una vez a la semana durante 3 meses, se
registraron la cantidad de huevos, larvas chicas (correspondiente a los primeros
estadios larvales) y larvas grandes (correspondiente a los ultimos estadios
larvales). Para ello se seleccioné aleatoriamente una hoja por estrato superior,

medio e inferior de la planta observandose el haz y el envés de cada hoja.
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Figura 3.4. Jaulas utilizadas para el ensayo de supresion de Tuta absoluta.. MVYusef

El efecto de los tratamientos sobre la cantidad de huevos, larvas
pequefias y larvas grandes por jaula fue evaluado en cada pico poblacional. Se
realizé un Modelo Lineal Generalizado mediante el software R versiéon 4.3.1.
(http://www.r-project.org) utilizando la funcién Generalizada de Cuadrados
Minimos del Modelo de Efectos Mixtos Lineales y No Lineales. Para cumplir
con el supuesto de normalidad, los datos fueron transformados mediante la
transformacion de Box-Cox. Se eligi6 una estructura de error en la cual la
correlacion entre fechas se asumi6 con la forma de una matriz de simétrica
compuesta. La estructura de varianza — covarianza fue evaluada mediante el
criterio de informacién de Akaike (AIC). Se usaron pruebas de Maxima

Verosimilitud para comparar los tratamientos.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. I- Evaluacion del efecto de la radiacion sobre la aptitud de
dispersion de machos de T. absoluta

Durante el ensayo, las temperaturas y la humedad relativa minimas y
maximas (media + EE) fueron 194 + 2 °C/ 36,8 + 2 °C y 406 £+ 1 % /
90,1 £ 3 %.

La prueba de Friedman no mostré diferencias significativas en la
dispersion entre machos de T. absoluta irradiados, F1 y no tratados (T°= 2,33
p > 0,05) (Figura 3.5). En el transcurso del experimento se liberé un total de
450 machos de polilla, de los que se capturaron 108 (24 %) luego de 4 dias de
la liberacion y considerando en conjunto las tres liberaciones. De ellos,
40 machos fueron no irradiados, 35 fueron tratados con 150 Gy (generacion
parental) y 33 correspondieron a la generacion F1.

Fuera del invernaculo, quedaron atrapados 2 machos (sin tratar) y
4 machos (2 sin tratar, 1 irradiado con 150 Gy y 1 F1) en las trampas ubicadas

a 20 y a 40 m del punto de liberacion, respectivamente.
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Figura 3.5. Numero acumulado de machos irradiados con 150 Gy, machos F1 y
machos normales durante cuatro dias en la trampa de feromona colocada en el interior
del invernaculo.



3.3.2. lI- Evaluacion de la supresion de la poblaciéon plaga de
T. absoluta a través de polillas irradiadas y su progenie bajo
condiciones controladas

Las condiciones meteorolégicas a lo largo del ensayo fueron:
38,75 £ 0,89°C y 16,02 = 0,79°C de temperatura media maxima y minima,
respectivamente. La humedad relativa media maxima y minima fue de
91,47 +2,6% y 25,99 + 3 %, respectivamente.

Las variables registradas (numero de huevos, numero de larvas
pequenas y numero de larvas grandes) mostraron tres picos a lo largo del
periodo de tiempo estudiado, correspondientes a tres generaciones de la plaga
(Figura 3.6 a-b-c).

Los tres picos poblacionales de huevos ocurrieron en las semanas 1, 5y
8-9. Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos en el
numero de huevos en el primer y tercer pico poblacional (F1=7,74 p < 0,05y
F136= 6.26 p < 0,05, respectivamente) pero no en el segundo pico (F1 1= 2,33;
p > 0,05). Diferencias significativas entre semanas se observaron en el primer y
tercer pico (F1g = 16,93 p < 0,05 y F13= 80,87 p <0,05; respectivamente)
mientras que en el segundo pico no hubo diferencias significativas entre
semanas (F126=1,65 p > 0,05) (Fig. 3.6 a).

En los tres picos poblacionales, el nimero de larvas pequefas fue mayor
en las jaulas control respecto de las jaulas donde se introdujeron las polillas
irradiadas (pico 1. Fi4s = 23,09 p < 0,05; pico 2: Fi3 = 24,50 p < 0,05;
pico 3: Fi4s = 50,29 p < 0,05). No hubo diferencias significativas entre fechas
en el pico 1 y el pico 2 (Fi46 = 253 p > 0,05y Fi3 =3,72 p > 0,05,
respectivamente), pero si se encontraron diferencias significativas en el pico 3;
(F146= 13584 p <0,05) (Figura 3.6 b). Los picos poblacionales de larvas se
encontraron en las semanas 2-3, 6 y 10.

Del mismo modo, el numero de larvas grandes fue significativamente
diferente entre tratamientos en los tres picos, siendo mayor en el control (pico
1: F1,16= 56,96 p < 0,05; pico 2: Fy2= 25,90 p < 0,05; pico 3: Fy4= 57,36
p < 0,05). Por otro lado, no hubo diferencias entre semanas en el primer y el
segundo pico (pico 1: F1,1=0,66 p > 0,05 y pico 2: Fy 2= 0,13 p > 0,05). En el

tercer pico, el numero de larvas grandes fue significativamente diferente entre
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fechas (F146= 11,35 p < 0,05) (Figura 3.6 c). Los picos poblacionales se

hallaron en las semanas 4, 7-8 y 11-12 de iniciado el ensayo.
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Figura 3.6. a-b-c Supresion poblacional de una poblacién de Tuta absoluta por polillas
irradiadas y su progenie en el transcurso de 12 semanas. a) Numero de huevos.
b) Numero de larvas pequefas. c) Numero de larvas grandes.
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3.4. DISCUSION

Un desafio importante al momento de desarrollar la técnica de la EH
para el control de una determinada plaga es confirmar que las liberaciones de
individuos irradiados efectivamente son capaces de tener un impacto sobre la
poblacion silvestre. Esto es, son capaces de provocar una disminucion en los
tamanos poblacionales con el transcurrir de las generaciones. Dado que la
calidad de las polillas (capacidad de vuelo, respuesta a las feromonas y
competitividad de apareamiento) podria verse afectada por el uso de radiacion
ionizante durante el procedimiento de esterilizacion, el analisis del desempefo
de los insectos es un factor esencial con miras a que la técnica sea exitosa
(Sorensen et al.,, 2012). Ciertos parametros necesarios para que los insectos
criados y esterilizados sean aptos en el campo incluyen una buena movilidad,
competitividad y compatibilidad de apareamiento con un insecto salvaje,
transferencia de esperma y fluidos de glandulas accesorias exitosa y una larga
supervivencia (Calkins y Parker, 2005). La capacidad de vuelo es un aspecto
particularmente importante que puede ser analizado a través de bioensayos de
laboratorio y de campo que contemplan el uso de feromonas sexuales
atrayentes (Carpenter et al., 2013).

Los meétodos de control de plagas que utilizan feromonas volatiles se
enfocan en la percepcion de estos compuestos. Las feromonas son sefiales
quimicas emitidas por un insecto que le permiten comunicarse con otros
individuos de su misma especie, induciendo un cambio en la fisiologia o el
comportamiento del insecto. En el caso de las feromonas sexuales, ante un
determinado nivel de feromona emitida por la hembra, los machos producen
como respuesta inicial un comportamiento de vuelo orientado hacia la fuente de
feromona, desencadenandose una serie de eventos epigamicos (Giebultowicz
y Zdarek, 1996) que conducen al apareamiento (Borrero-Echeverry et al,
2018). Desde hace anos, el numero de polillas macho capturadas en trampas
con hembras virgenes o cebadas con feromonas se consideré una buena
medida de la competitividad de los machos en programas de EH (Bloem et al.,
1999). Los atrayentes de largo alcance son muy Uutiles para evaluar la
distribucion de insectos silvestres y estériles, monitorear las tasas de

inundacion (Vreysen 2005) y evaluar aspectos especificos de la calidad de los
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machos estériles (Calkins y Parker, 2005). La respuesta adecuada de las
polillas macho irradiadas y sus descendientes F1 hacia las trampas cebadas
con feromonas es uno de los parametros clave que suministran indicaciones de
que el apareamiento seguramente sea exitoso.

Los resultados del ensayo de dispersion indican que los machos de
T. absoluta irradiados con 150 Gy y machos F1 se dispersan hacia la fuente de
feromona con la misma eficacia que los machos controles sin irradiar. Al mismo
tiempo, los datos no mostraron diferencias marcadas en la tasa de
recuperacion de machos irradiados con 150 Gy, sus hijos e individuos no
tratados. Hallazgos similares fueron informados por Bloem y Carpenter, (2001)
en C. pomonella y por Kumano et al. (2007) en el gorgojo de la batata, Cylas
formicarius (Fabricius) (Coleoptera: Brentidae). Si bien no se midié qué sucede
a grandes distancias, en la practica durante la aplicacion de un programa de
EH como en el caso de C. pomonella, los individuos irradiados se liberan en
varios puntos a lo largo de la linea de cultivo. De esta forma, considerando el
resultado obtenido en el presente estudio de liberacién-recaptura y siguiendo
un esquema de liberacién similar al utilizado para la liberacion de la polilla de la
manzana, estaria asegurada la dispersioén de los machos irradiados y machos
F1 de la polilla del tomate en un radio de al menos 14,5 m durante un espacio
de tiempo de hasta 96 h.

En el ensayo de supresion poblacional de la polilla del tomate en jaulas
utilizando una tasa de liberacion de 15:1 (polillas irradiadas: polillas no
tratadas) se observaron diferencias significativas en el numero de huevos en el
primer y el tercer pico entre los tratamientos. EI mayor numero de huevos al
inicio fue observado en las jaulas con individuos irradiados, resultado l6gico
considerando que alli se realizé la liberacion de un mayor nimero de hembras
que en las jaulas control. Sin embargo, este resultado se revirtié hacia el tercer
pico en el que el mayor numero de huevos fue observado en las jaulas control,
lo que manifiesta los efectos de la EH. Con respecto a las larvas pequefas y
grandes, la cantidad registrada en las jaulas donde se realizaron las
liberaciones de individuos irradiados fue significativamente menor respecto de
las jaulas control a través de las tres generaciones estudiadas. Estos
resultados indican que el tratamiento de las polillas con una dosis de radiacion

de 150 Gy produjo esterilidad total en hembras y esterilidad parcial en machos,
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sin afectar la competitividad de estos ultimos para copular con las hembras no
tratadas en condiciones experimentales. Como resultado, se obtuvo una
progenie F1 estéril que fue reduciendo el incremento de la poblacion de los
individuos en el transcurso del ensayo. Sumado a esto, es probable que las
hembras irradiadas de T. absoluta liberadas en las jaulas desempefiaran un rol
primordial en la disminucién de larvas dentro de las jaulas compitiendo con las
hembras fértiles por el limitado esperma fértil disponible producido por los
machos no tratados.

Experiencias realizadas con otras especies de lepidépteros mostraron
resultados semejantes de supresion de la poblacion plaga. En estudios
realizados en polillas de las coles, P. xylostella, el nimero de adultos en las
generaciones F1 y F2 se redujo significativamente cuando se liberaron machos
- irradiados en jaulas de campo junto con polillas fértiles en las tasas 5:1 o 10:1
(Nguyen y Nguyen 2001). En la polilla de la papa, P. operculella |a liberacién de
polillas irradiadas y no irradiadas en una proporcién de 5:1 junto con
parasitoides del género Trichogramma fue eficaz para reducir la progenie F1
(Saour, 2004). Dentro del desarrollo de un programa de liberaciéon de insectos
estériles contra la polilla invasora del cactus, C. cactorum, Hight et al. (2005), la
liberacion de individuos irradiados en una proporcién de 5:1 pudo suprimir
eficazmente a la polillaen jaulas de campo, siendo mas eficiente la
introduccion de ambos sexos juntos respecto de solo machos. Ahmad et al.
(2002) registraron una disminucién significativa de la poblacién silvestre de P.
gossypiella liberando individuos tratados en una proporcién 20:1 respecto de no
tratados en jaulas de campo. Finalmente, la liberacion de machos
subestériles (pupas tratadas con rayos X a una dosis equivalente a 200 Gy) de
T. absoluta en jaulas de campo a una proporcién de 15:1 respecto de machos
no tratados provocd una disminucion significativa en la poblacién de la polilla
del tomate (Cagnotti et al., 2016).

Es importante mencionar que en el presente ensayo se probé una Unica
dosis de liberacion (quince individuos irradiados: un individuo no tratado)
seleccionada sobre la base de estudios previos con la especie (Cagnotti et al.,
2016). La proporcion oOptima de liberacion puede diferir entre especies de
lepidopteros segun sus caracteristicas intrinsecas (tasa de reproduccion,

longevidad, dafio por radiacién), y para una misma especie, segun el tipo de
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radiacion utilizada o las condiciones del ensayo, esto es, uso de jaula versus
liberacion a campo. En esta ultima condicion no confinada, las proporciones de
inundacién de individuos irradiados necesarias para lograr la supresion de la
poblacién plaga son en general mayores (Bloem et al., 2005). Esto podria estar
relacionado con una mayor mortalidad en una situacion de campo abierto o
invernaculo debido a las inclemencias del tiempo, la depredacion y la
necesidad de una mayor dispersion para encontrar a la hembra con quien
aparearse. Por lo tanto, podemos esperar que el niumero de machos estériles
de T. absoluta a liberar deba ser mayor que el probado en este ensayo para
lograr una reduccién de la poblacién silvestre en los cultivos de tomate. Seran
necesarios mas estudios a futuro en condiciones de invernadero o campo

abierto para probar esta hipétesis.

3.5. CONCLUSION

Con base en los resultados presentados en este capitulo, podemos
concluir que las polillas de T. absoluta macho irradiadas con dosis de 150 Gy y
sus descendientes F1 son capaces de dispersarse por el cultivo como lo hacen
las polillas sin irradiar. Por otra parte las polillas liberadas a una tasa de al
menos 15:1 respecto de individuos no tratados tienen la performance adecuada
para lograr un significativo nivel de supresién de T. absoluta en polillas no

irradiadas.
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CAPITULO IV

METODOLOGIAS PARA LA DIFERENCIACION DE INSECTOS NORMALES,
IRRADIADOS Y SU PROGENIE F1 DE Tuta absoluta

4.1. INTRODUCCION

En los programas de control de plagas, uno de los aspectos mas criticos
radica en monitorear el progreso antes, durante y después del tratamiento que
se lleva a cabo. En el caso de la TIE, para evaluar su efectividad, es
fundamental distinguir los individuos irradiados de los salvajes, con el fin de
conocer su comportamiento cuando son liberados y el impacto que producen
en la poblacién a controlar (Vreysen, 2001). Con este objetivo son utilizadas
distintas técnicas de marcado que permiten conocer, en el terreno, las
proporciones de insectos estériles y silvestres y, de este modo, confirmar el
exito o fracaso de la metodologia empleada (Kean y Suckling, 2005). El
marcado de los insectos adultos requiere que no modifique su comportamiento,
especialmente el vuelo y la orientacién hacia una fuente de feromonas
sexuales (Araujo et al., 2022). Ademas, es importante que no perjudique el
ambiente, sea economico y facil de usar (Hagler y Jackson, 2001).

Con este objetivo, a partir de la década de 1930, se han descripto varios
técnicas como ser: el uso de etiquetado (Fletcher, 1936), mutilacién (Querci,
1936), tintes / tinciones (Mac Cord et al.,, 1983), polvos fluorescentes (Chang,
1946), colorantes internos (Bailey et al., 1962), colorante alimentario (Williams,
1962), marcadores de proteinas (Hagler et al.,1992), radiois6topos (Zhou et al.,
2004) y, mas recientemente, is6topos estables (Faiman et al., 2019).

Los métodos enumerados presentan algunas ventajas y limitaciones
para su implementacién, como la necesidad de equipos especificos de muy alto
costo para la determinacion de radioisétopos y de isotopos estables, impactos
negativos en el comportamiento de los insectos, variabilidad en la eficacia,
riesgos para la salud y la seguridad humanas, y pérdida del marcador (El
Sheikha, 2019), lo cual puede representar una limitaciéon operativa importante
para la aplicacion de los programas de TIE (Dyck, 2010).

Como se detall6 en el capitulo |, para el marcado en dipteros se aplican

polvos fluorescentes en estado de pupa y cuando el imago esta listo para
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emerger del interior del pupario, evagina y distiende el ptilinum, quedando
incorporado el marcador. Por el contrario, en los lepidépteros la emergencia se
produce mediante la degradacion quimica del pupario, con lo que el polvo
queda sobre las escamas de las polillas, pero no incorporado en una estructura
corporal. Esta técnica pierde eficacia, pues se va perdiendo con el tiempo o
puede quedar sobre polillas silvestres que entran en contacto con las
irradiadas, ocasionando una identificacién errénea (Proverbs 1982). Ademas,
se ha demostrado que la aplicacion excesiva de polvos fluorescentes afecta el
comportamiento de los adultos, en particular la respuesta olfativa de los
machos al llamado de las hembras (Logan y Proverbs, 1975).

Otro aspecto fundamental para tener en cuenta en los lepidopteros es
que la EH permite el desarrollo de machos estériles en la generacion F1 que
también contribuyen al control de la poblacion plaga. Entonces, al momento de
evaluar el desarrollo y éxito del programa no solo interesa identificar las polillas
irradiadas liberadas sino también los machos estériles descendientes. En este
marco es pertinente pensar en el desarrollo de métodos alternativos para la
diferenciacion de insectos normales e irradiados y sus descendientes, basados
en conceptos totalmente diferentes, tales como la morfologia del esperma y el
polimorfismo genético.

Los machos de lepidépteros producen dos tipos de esperma: el eupireno
y el apireno, ambos contenidos en paquetes (Meves, 1903; Friedlander, 1983).
En el esperma eupireno, los espermatozoides tienen sus nucleos ordenados y
distribuidos en la cabeza del paquete. Estos espermatozoides, que representan
alrededor del 10% de los totales transferidos a la hembra, son esenciales para
la fertilizacion y se los denomina euespermatozoides (Sakai et al., 2019). Por el
contrario, los espermatozoides del tipo apireno, presentan sus nucleos con una
ordenacioén anarquica, son infértiles y se los denomina paraespermatozoides
apirenos (Jamieson, 1987b). Los espermatozoides apirenos son necesarios
para la migracion de los espermatozoides eupirenos desde la bolsa copulatoria
a la espermateca.

Carabajal Paladino et al, (2016) analizando los paquetes de
espermatozoides de T. absoluta observaron un polimorfismo marcado entre los
paquetes de esperma apireno y eupireno. En individuos irradiados como pupas

maduras, con rayos X con un rango de dosis equivalente a 100 - 250 Gy, no se
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constaté un efecto significativo en la proporcion de esperma apireno: eupireno;
mientras que en los insectos irradiados con dosis mayores a 300 Gy, la
proporcion de apireno fue mayor. Por otra parte, la morfologia de los paquetes
de esperma eupireno se vio modificada con las distintas dosis de radiacién con
respecto a los individuos sin irradiar.

Los avances en las técnicas de biologia molecular han permitido un
analisis muy detallado del genoma de innumerables especies y la influencia de
factores propios del organismo o externos a él sobre su composicion vy
funcionamiento. Una de las metodologias para este tipo de estudios es la
técnica denominada Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) que permite
obtener en pocas horas millones de copias de una secuencia particular de ADN
que es motivo de estudio. A partir de 1990, una modificacion de la PCR,
denominada, reaccién en cadena de la polimerasa de ADN polimérfico
amplificado aleatoriamente (RAPD-PCR) permitié utilizarla para amplificar un
conjunto de locus distribuidos aleatoriamente a través del genoma, sin el
conocimiento previo de secuencias especificas, facilitando el analisis genémico
poblacional y taxondmico de distintas especies (Guirao et al., 1994). Esta
técnica ha sido utilizada para estudiar la diversidad genética de insectos, tales
como el minador de hojas de citrico Phyllocnistis citrella (Staiton) Lepidoptera:
Gracillariidae (Alvarez y Hoy, 2003), la mosca de la fruta C. capitata, (Haymer
et al,, 1997), la mosca blanca del tomate B. tabaci (Hasan 2006) y la polilla del
tomate T. absoluta (Bettaibi et al., 2012). También ha permitido identificar los
posibles origenes a partir de los cuales se dispersaron ya sea a zonas vecinas
0 a paises de otros continentes (Bettaibi et al., 2012).

Considerando los antecedentes mencionados, el objetivo del presente
capitulo fue generar conocimientos Utiles para el desarrollo de un método
alternativo de diferenciacién de insectos irradiados y su progenie de aquellos
no irradiados. Al respecto, se analizaron los siguientes aspectos citologicos:

1) las alteraciones morfologicas inducidas en los paquetes de esperma y en el
esperma eupireno responsable de la fertilidad, en individuos irradiados con
dosis de 150 Gy y en sus descendientes de la generacién F1.

2) el polimorfismo genético en insectos irradiados y sus descendientes F1

analizado mediante la técnica RAPD-PCR.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Obtencion de los insectos e irradiacion

Los individuos de T. absoluta utilizados en los experimentos se
obtuvieron de la colonia de cria del Laboratorio de Control de Plagas (ver
Capitulo Il, Materiales y Métodos, procedimiento de obtenciéon de insectos e
irradiacién). Para la obtencién de machos F1, polillas machos de hasta 24 h de
edad se irradiaron con 150 Gy luego de lo cual se cruzaron con hembras sin
irradiar. Cada pareja se colocé en una jaula con una planta de tomate para la
oviposiciéon. Una vez desarrolladas las pupas de la generacién F1, se sexaron y
los machos se acondicionaron en bandejas plasticas con papel tissu hasta su

emergencia.

4.2.2. |- Analisis morfolégico de los paquetes de esperma eupireno
y de los euespermatozoides de polillas irradiadas en estado
adulto y su descendencia F1

4.2.2.1. Analisis morfolégico de los paquetes de esperma
eupireno

Para el analisis morfolégico de los paquetes de esperma y de los
euespermatozoides, machos irradiados con 150 Gy, de la F1 y controles no
irradiados fueron sacrificados por congelacion y colocados en microtubos tipo
Eppendorf de 1,5 ml en freezer a -20 °C para su preservacion hasta su
diseccion.

Para la extraccion de los testiculos, los machos fueron sujetados sobre
un bloque de parafina negra bajo estereomicroscopio (Figura 4.1). Cada
testiculo se disecé en solucion fisioldgica, se transfiri6 a un portaobjetos con
15 ul de acido acético 60%, y su contenido se analizé bajo microscopio
estereoscopico (Carl Zeiss) y microscopio o6ptico de contraste de fases
(Olympus BX40), contabilizando la cantidad de los paquetes de esperma
eupireno observados. La tincion del preparado se realizé con el agregado de
5 ul de orceina acética. Las muestras se analizaron bajo microscopio invertido

con contraste de fase Olympus IMT-2 con aumento de 200x. Los paquetes
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observados se clasificaron segun su morfologia en eupireno normal y eupireno
deforme (Carabajal Paladino et al, 2016). Se analizaron los paquetes de
esperma de diez individuos para cada uno de los tratamientos.

Se realizd el conteo visual en zig-zag de los paquetes de esperma. Se
clasificaron segin su morfologia en eupireno normal y eupireno deforme. Se
calculé la proporcion de esperma eupireno normal y de esperma eupireno
anormal respecto del esperma eupireno total en los machos de cada
tratamiento (parental irradiado, generacidon F1 y no irradiados). Los datos
obtenidos se analizaron estadisticamente mediante analisis de varianza
(ANOVA) de un factor con tres niveles (control, parental irradiado con 150 Gy y
descendiente F1). Las medias entre los tratamientos se compararon mediante

una prueba LSD con un nivel de significancia de 0,05 (StatSoft, 2005).

Figura 4.1.Testiculo de Tuta absoluta sin irradiar. MVYusef
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4.2.2.2. Analisis morfolégico de los euespermatozoides

Para el analisis morfolégico de los euespermatozoides, los testiculos
fueron colocados en un tubo tipo Eppendorf con 100 pl de una solucion de
acido acético 60% / tritobn 5%. Se agitdé vigorosamente en Vortex por 10 seg
para favorecer la disgregacion y se centrifugdé 5 min a 14.000 RPM. El
precipitado se suspendié en 15 pyl de acido acético 60 % y se colocoé en una
plancha térmica a 55 °C para su fijacion, se tifié con colorante fluorescente 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI), provisto por Thermo Fisher Scientific. Se observo
la morfologia del esperma con microscopio de epifluorescencia, Carl Zeiss
Axiolab, clasificandolo en euespermatozoides normales y anormales (Carabajal
Paladino et al, 2016) utilizando un aumento total de 400x. Se analizé el
esperma de diez individuos para cada uno de los tratamientos.

Se calculé la proporcion de euespermatozoides normales y de
euespermatozoides anormales respecto del total de euespermatozoides. Los
datos obtenidos se analizaron estadisticamente mediante analisis de varianza
(ANOVA) de un factor con tres niveles (control, parental irradiado y
descendiente F1). La comparacién de medias se hizo mediante la prueba LSD

con un nivel de significancia de 0,05 (Statistica for Windows version 7.1).

4.2.3. II- Analisis del polimorfismo del ADN entre insectos
irradiados y no irradiados de Tuta absoluta mediante la
técnica de RAPD-PCR

Se extrajo el ADN genémico de diez polillas individuales de cada
variante: no tratadas (control), irradiadas con 150 Gy y descendientes F1 de
machos irradiados con 150 Gy. El ADN fue aislado segun las indicaciones del
fabricante (Blood & Cell Culture DNA Mini Kit (Qiagen)). Previamente se realizo
una disgregacién mecanica previa utilizando una solucién conteniendo Tris-CIH
50 mM, pH=8, EDTA 10 mM, CINa10 mM SDS 0,5% y proteinasa K 100 pg/ml
finales y una incubacion a 37 °C durante 3 h. La cuantificacién y la pureza del
ADN obtenido se determinaron por espectrofotometria (DeNovix DS-11

Spectrophotometer) a las longitudes de onda de 260 y 280 nm, obteniendo un
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valor de la relacion 260/280 entre 1,8 y 2 totalmente aceptable. La integridad
del ADN fue evaluada utilizando un gel de agarosa al 0,8% (dato no mostrado).

Para el andlisis del polimorfismo por medio de la aplicacion de la técnica
de RAPD-PCR ADN las reacciones de amplificacién de cada muestra de ADN
fueron realizadas en un volumen final de 30 ul conteniendo 50 ng de ADN,
10 uM de uno de los primers y el volumen necesario de solucion Premixed 2X
de Tag DNA Polymerase, dNTPs (Promega).

La amplificacion se realiz6 de la siguiente manera: inicialmente 5 min a
94 °C como paso previo a los 41 ciclos. Cada ciclo estuvo constituido por 1 min
a 94 °C (desnaturalizacion), 1 min a 34 °C (hibridacion de los primers), 1 min a
72°C (extension por la ADN polimerasa) y luego de los 41 ciclos, 10 min a 72°C
para extensiones adicionales. Se utilizé un termociclador T100™ Thermal
Cycler (Bio-Rad).

El analisis del tamafio de los fragmentos amplificados se realizé
mediante una electroforesis con agarosa 2% en buffer 1X TBE (Tris-
hidroximetil-aminometano) Borato (Acido Bérico) EDTA (Acido Etilendiamino
tetra acético) (SIGMA-ALDRICH) y 0,5 ug/ml de colorante (GelRed® Nucleic
Acid Gel Stain-Biotium) durante 2 h a 80 V constante. El registro fotografico se
realizo mediante un analizador de imagenes (D-DiGit Gel Scanner) y la
determinacion del tamario de los fragmentos utilizando un marcador de 1kb
DNA Jadder (Promega)

Los cinco oligonucleotidos utilizados como primers fueron sintetizados y
provistos por Biodynamics Argentina con las secuencias propuestas por
Bettaibi et al. (2012) (Tabla 4.1).

Primer Secuencia 5°- 3

OP-H9 TGT AGC TGG G
OP-A17 GACCGCTIGT
OP-A8 GTG ACG TAG G
OP-D12 CAC CGTATCC
OP-D13 GGG GTGACGA

Tabla 4.1. Secuencia de nucleétidos de primer usados para el andlisis de RAPD-PCR
(Bettaibi et al., 2012)
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Para evaluar la diversidad genética entre tratamientos, se gener6 una
matriz binaria en la que los datos fueron 1 o 0 segun la presencia o ausencia
de bandas para cada uno de los primers y para cada variante (controles,
irradiados con 150 Gy y F1). Las bandas en cada tratamiento se compararon
utilizando la férmula del indice de similitud de Nei y Li (1979), que refleja el
grado de comparticion de bandas entre individuos para datos moleculares
(Dice, 1945; Nei y Li, 1979). Este indice promedia los valores de similitud por

par de individuos, mediante la siguiente ecuacion:

2a

ik
Y 2a+b+c

Donde:

S; = similitud entre los individuos /vy j;
a = nimero de loci compartidos por iy j;
b = nimero de loci presentes en i pero ausentes en j; y

¢ = ntimero de loci presentes en j pero ausentes en /.
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4.3. RESULTADOS

4.3.1. Analisis morfologico de los paquetes de esperma eupireno y
de los euespermatozoides de polillas irradiadas en estado
adulto y su descendencia F1

4.3.1.1. |- Analisis morfologico de los paquetes de esperma
eupireno

El analisis de los paquetes eupireno presentes en los testiculos de los
individuos irradiados permitié diferenciar alteraciones morfoloégicas respecto a
los controles, inducidas por la radiacion gamma. Estas alteraciones se
manifiestan ya sea en la morfologia de los paquetes como en la distribucién en
su interior de los euespermatozoides.

En los machos control, los nucleos de los euespermatozoides se
encuentran agrupados y dispuestos de manera ordenada en la misma
direccion. Sus nucleos se tifien de manera homogénea, lo cual indica que los
euespermatozoides presentan cantidades similares de cromatina (Figura 4.2).
Por el contrario, en los machos irradiados con dosis de 150 Gy, se observa una
desorganizacion del material nuclear. La tincion de los nucleos permite
observar que estos estan distribuidos en forma no homogénea, desordenados,
tanto en la cabeza como en el centro del paquete. Por otra parte, los paquetes
presentan una mayor ondulacién con respecto a los de los individuos no
tratados (Figura 4.3).

En los machos de la F1, se observa una mayor desorganizacion de los
nucleos con respecto a los controles e inclusive en comparacién con los
irradiados con 150 Gy. Estos se encuentran dispuestos de manera discontinua,
observandose patrones de tincion irregular (Figura 4.4). Este grupo de nucleos
tefiidos heterogéneamente revelan que la cantidad de material de cromatina en
cada nucleo de los euespermatozoides de machos estériles F1 es aun mas
variable y desorganizada en comparacién con las polillas irradiadas con
150 Gy, y que los paquetes presentan varias ondulaciones que no se presentan
en las polillas controles ni en las irradiados con 150 Gy.
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Figura 4.2, Paquete de esperma eupireno en macho de Tuta absoluta normal sin
irradiar. La flecha blanca indica la posicion de los nicleos en la cabeza del paquete.
MVYusef

#“;

Figura 4.3. Paquete de esperma eupireno en macho de Tuta absoluta irradiado con
dosis de 150 Gy. Las flechas blancass indican la posicién de los nucleos. MVYusef

Figura 4.4. Paquete de esperma eupireno en macho hijo de padre irradiado de Tuta
absoluta (F1). Las flechas blancas indican la posicién de los nucleos. MVYusef
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La proporcion de paquetes de esperma eupireno normallesperma
eupireno total fue de 0,92 para las polillas no irradiadas. Esta proporcion
disminuyo a 0,63 y 0,27 para los individuos irradiados y su progenie F1,
respectivamente (Figura 4.5). Estas diferencias entre los tratamientos fueron

estadisticamente significativas (F4.1¢= 53,29, p < 0,05).

Q’ L — Euespermatezoide anormal
a Euespermatozoide normal

-
o

quetes eupirenc:
=
®
_— o H o

‘Progarcion de pa

0274

0 150 Progenie F1

Figura 4.5. Proporcién de paquetes de esperma eupireno normal y anormal en
testiculos de machos de Tuta absoluta con diferentes dosis de radiacién gamma
aplicada y sus descendientes. Letras distintas indican diferencias significativas entre
tratamientos (ANOVA, p < 0,05).

4.3.1.2. Analisis morfolégico de los euespermatozoides

El anélisis morfolégico del esperma permitio observar alteraciones en la
cabeza de euespermatozoides provenientes de insectos irradiados, F1 vy
controles. Las cabezas de los euespermatozoides en los machos normales son

ligeramente onduladas (Figura 4.6), mientras que en los machos irradiados
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presentan un angulo particular en forma de V (Figura 4.7) y en sus hijos se

observan enruladas (Figura 4.8).

Figura 4.6 Cabeza de euespermatozoide en macho de Tuta absoluta normal. MVYusef

Figura 4.7 Cabeza de euespermatozoide en macho de Tuta absoluta irradiado con
150 Gy. MVYusef

Figura 4.8 Cabeza de euespermatozoide en macho de Tuta absoluta progenie F1 de
padre irradiado con 150 Gy. MVYusef
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La proporcion de euespermatozoides normales anormales /
euespermatozoides total fue de 0,93, 0,70 y 0,34 en los individuos normales,
irradiados y descendientes F4, respectivamente (Figura 4.9). Estas diferencias
entre los tratamientos fueron estadisticamente significativas (F1 1= 92,15 p <
0,05).
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Figura 4.9: Proporcion de euespermatozoides normales y anormales en testiculos de
machos de Tuta absoluta con diferentes dosis de radiacion sgamma aplicada y sus
descendientes. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos
(ANOVA, p < 0,05).

4.3.2. ll- Analisis del polimorfismo del ADN entre insectos
irradiados y no irradiados de Tuta absoluta mediante la
técnica de RAPD-PCR

El anélisis del polimorfismo del ADN de los tres grupos (control, 150 Gy y
F1), con los primers utilizados, revelé que el nimero total de fragmentos
amplificados fue de 65, distribuidos en 15 para el primer OP-H9, 18 para
OP-A17, 12 para OP-A8, 10 para OP-D13 y 10 fragmentos con el OP-D12. El
tamano de estos vario entre 417 pb con el primer OP-D12 y 66 pb con el
primer OP-D13.
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Los tres tratamientos compartieron fragmentos amplificados de distintos
tamafos segun el primer utilizado: con el primer OP-H9 fragmentos de
230y 76 pb; con el OP-A17 fragmentos de 238, 181, 156, 123 y 112 pb; con el
OP-A8 un fragmento de 196 pb; con el OP-D13 fragmentos de 354, 172, 153,
128, 107, 89 y 66 pb y con el OP-D12 fragmentos de 309, 175 y 1585 pb
(Figuras 4.10 4.11,4.12 4.13 414 y Tablas 4.2, 4.3, 4.4, 45y 4.6).

En los controles se observaron 11, 12, 7, 9 y 8 fragmentos con los
primers OP-H9, OP-A17, OP-A8, OP-D13 y OP-D12, respectivamente (Figuras
410, 4.11, 4.12, 4.13, 4.14 y Tablas 4.2, 4.3, 44, 45 y 4.6). Por otro lado, se
observaron 6 bandas de 310, 198, 147, 134, 108 y 105 pb; 5 bandas de 384,
311, 284, 260, 161 y 97 pb; 2 bandas de 159 y 137 pb; 3 bandas de 417, 268 y
229 pb con los primers OP-H9, OP-A17, OP-A8 y OP-D12, respectivamente,
especificas de los controles y no halladas en los individuos irradiados y en su
progenie F1 (Figuras 4.10, 4.11, 413, 4.14 y Tablas 4.2, 4.3, 4.4, 4.6).

En los adultos irradiados con 150 Gy se observaron fragmentos de
tamaros especificos de 99 y 88 pb con el primer OP-H9; fragmentos de 99 y 94
pb con el primer OP-A17; un fragmento de 82 pb con el primer OP-A8 y dos
fragmentos de 122 y 108 pb con el primer OP-D12 (Figuras 4.10, 4.11, 4.12,
414y Tablas 4.2,4.3, 4.4, 4.6).

En la progenie F1 de padres irradiados con 150 Gy, se observaron
fragmentos especificos de 142 pb con el primer OP-HS9, fragmentos de 217,
204 y 103 pb con el primer OP-A17; fragmentos de 150, 133 y 105 pb con el
primer OP-A8 y un fragmento de 206 pb con el primer OP-D13 (Figuras 4.10,
411,412,413y Tablas 4.2,4.3, 4.4, 4.5).

Tanto las polillas irradiadas como sus descendientes compartieron
fragmentos en comun de tamarios de 126 pb con el primer OP-H9; de147 pb
con el primer OP-A17 y de 118 pb con el primer OP-A8 (Figuras 4.12, 4.13,
414y Tablas 4.2, 4.3, 4.4).

No se observaron fragmentos especificos en el tratamiento de irradiacion
con el primer OP-D13 y en su progenie F1 con el primer OP-D12 (Figuras 4.13,
4.14 y Tablas 4.5, 4.6)
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Primer OP-H9
C P 150G

Paresde

N* bandas bases Control P 150Gy F1
(Pb)
1 310 1 0 0
2 275 1 0 1
3 230 1 1 1
4 198 1 0 0
5 147 1 0 0
PRIMER 6 142 0 0 31
OP-H9 | 2 134 1 0 0
8 126 0 1 1
9 108 1 0 0
10 105 1 0 0
11 99 0 1 0
12 93 1 0 1
13 88 0 B 0
14 83 1 0 ;
_ 15 76 El 1 1
[ TOTAL 15 11 5 7

Figura 4.10. Patron representativo de RAPD-PCR en geles de agarosa al 2 %
resultante de la amplificacion del ADN genoémico de machos adultos de Tuta absoluta
utilizando el primer OP-H9. M: marcador, C: control, P 150 Gy: padre irradiado con 150

Gy, F1 hijo de padre irradiado.

Tabla 4.2. Polimorfismo de ADN de Tuta absoluta usando amplificacién aleatoria de
ADN (RAPD) con primer OP-H9 para control sin tratar, padres tratados con 150 Gy,
progenie F1. 1: significa la presencia de la banda.0: significa la ausencia de banda.
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Primer OP-A17
M C P 150Gy F1

PRIMER
OP-A17

~ TOTAL

Paresde -
N" bandas bases Control I‘(‘.I.’;In F1
(Pb) Y
1 384 1 0 0
2 311 1 o 0
3 284 1 0 4]
4 260 1 0 o
5 238 1 1 1
5] 217 o ] 1
7 204 ] 4] 1
8 181 1 1 3
9 161 1 0 o
10 156 1 1 1
11 147 — o |4 | &
12 138 1 a 1
13 123 4 1 1
14 112 1 1 1_
15 103 o) 0 1
16 99 o 1 0
17 97 1 o 0
18 94 0 1 (8]
18 — | = | & | a6

Figura 4.11. Patréon representativo de RAPD-PCR en geles de agarosa al 2 %
resultante de la amplificacion del ADN gendmico de machos adultos de Tuta absoluta
utilizando el primer OP-A17. M: marcador, C: control, P 150 Gy: padre irradiado con
150 Gy, F1 hijo de padre irradiado.

Tabla 4.3. Polimorfismo de ADN de Tuta absoluta usando amplificaciéon aleatoria de
ADN (RAPD) con primer OP-A17 para control sin tratar, padres tratados con 150 Gy,
progenie F1. 1: significa la presencia de la banda.0: significa la ausencia de banda.
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Primer OP-A8
M C  P150Gy F1

Paresde
N®bandas bases Control P 150 Gy F1
(Pb)

1 228 1 0 1

2 196 1 1 1

3 159 1 0 0

4 150 0 0 1

RN 5 137 1 0 0
i 6 133 0 0 1
7 118 0 3 h!

8 108 1 1 0

9 105 0 0 1

10 93 1 1 0

11 82 0 1 0

12 73 1 1 0

TOTAL 12 7 6 6

Figura 4.12. Patron representativo de RAPD-PCR en geles de agarosa al 2 %
resultante de la 4.12amplificacién del ADN 4.4genémico de machos adultos de Tuta
absoluta utilizando el primer OP-A8. M: marcador, C: control, P 150 Gy: padre
irradiado con 150 Gy, F1 hijo de padre irradiado.

Tabla 4.4. Polimorfismo de ADN de Tuta absoluta usando amplificacion aleatoria de

ADN (RAPD) con primer OP-A8 para control sin tratar, padres tratados con 150 Gy,
progenie F4 1: significa la presencia de la banda.0: significa la ausencia de banda.
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Primer OP-D13
M C Pi50Gy Fi

PRIMER
OP-D13

N°*bandas

Paresde
bases

(Pb)

Control

P 150 Gy

il
=

354

233

206

172

153

136

128

107

Do |Wwk =

89
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o
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Figura 4.13. Patron representativo de RAPD-PCR en geles de agarosa al 2 %
resultante de la amplificacion del ADN genémico de machos adultos de Tuta absoluta
utilizando el primer OP-D13. M: marcador, C: control, P 150 Gy: padre irradiado con

150 Gy, F1 hijo de padre irradiado.

Tabla 4.5. Polimorfismo de ADN de Tuta absoluta usando amplificacion aleatoria de
ADN (RAPD) con primer OP-D13 para control sin tratar, padres tratados con 150 Gy,

progenie F1. 1: significa la presencia de la banda.0: significa la ausencia de banda.
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Primer OP-D12
M C P1is0Gy F1

Paresde

N°bandas bases Control P 150 Gy F1
(Pb)

1 417 1 0 0

2 309 1 1 1

PRIMER 3 258 1 0 0
4 229 i 0 0

op-oL2 5 209 1 1 0
6 175 1 1 1

7 155 1 1 1

8 129 1 1 0

9 122 0 1 0

10 108 0 1 0

TOTAL 10 8 7 3

Figura 4.14. Patron representativo de RAPD-PCR en geles de agarosa al 2 %
resultante de la amplificacion del ADN genomico de machos adultos de Tuta absoluta
utilizando el primer OP-D12. M: marcador, C: control, P 150 Gy: padre irradiado con

150 Gy, F1 hijo de padre irradiado.

Tabla 4.6. Polimorfismo de ADN de Tuta absoluta usando amplificacion aleatoria de
ADN (RAPD) con primer OP-D12 para control sin tratar, padres tratados con 150 Gy,
progenie F 1: significa la presencia de la banda.0: significa la ausencia de banda.
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Los mayores porcentajes de polimorfismos se obtuvieron con los primers

OP-H9 y OP-A8 con valores de 87 % y 92 %, respectivamente. Mientras que

con el primer OP-D13 se obtuvo solo un 30% de polimorfismo (Tabla 4.7).

Primer Bandas Bandas Bandas % Polimorfismo
Polimérficas Monomdrficas Totales =l
OP-H9 13 2 15 (s7)
OP-A17 13 & 18 72
OP-A8 11 1 12 (: ‘553
OP-D12 7 3 10 70
OP-D13 7. 10 30
47 18 65
Tabla 4.7. Numero total de productos de amplificacion (bandas polimorficas y

monomorficas) de los diferentes tratamientos: control, padre irradiado con 150 Gy e
hijo F; de polillas macho de Tuta absoluta para los cinco primers evaluados.

La maxima similitud se observé para el primer OP-D13 entre las polillas
control y las polillas tratadas y su descendencia, asi como entre estas dos
ultimas (IS= 1, 0,82 y 0,82, respectivamente). Por el contrario, la menor
similitud se observé con el primer OP-A8 entre la progenie F1 y el control y sus
padres (IS= 0,15 y 0,33, respectivamente). También se observé una baja
similitud con el primer OP-H9 entre el control y los irradiados y su

descendencia (IS= 0,25 y 0,39, respectivamente) (Tabla 4.8).
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CONTROL | P 150 Gy | F1
OP-H9 i
CONTROL 1 (0,25) (0,39)
P 150 Gy 1 05
F1 1
OP-A17
CONTROL 1 0,5 0,54
P 150 Gy 1 0,45
F1 1
OP-A8
CONTROL 1 0,61 (0.15)
P 150 Gy 1 (07)
F1 —p
OP-D12
CONTROL 1 0,67 0,54
P 150 Gy 1 06
F1 1
0P-D13
CONTROL 1 1D (08
P 150 Gy 1 0,82
F1 1

Tabla 4.8. Indice de similitud de Nei - Li del ADN de polillas de Tuta absoluta entre los
diferentes tratamientos (Control, P 150 Gy: padre irradiado con 150 Gy y F1: hijo de la
generacion F1). Rojo: baja similitud; azul: alta similitud.

4.4. DISCUSION

Las radiaciones ionizantes generan distintos tipos de lesiones y la
existencia de mecanismos de reparacion permite la correccién de la mayoria de
estas alteraciones dependiendo de la dosis, |la tasa de dosis y del tipo celular,
entre otras variables (Hall y Giaccia, 2012). Dado que algunas alteraciones no
pueden ser corregidas, las células mueren o pueden sobrevivir portando
mutaciones. Ha sido demostrado desde hace mucho tiempo que las células
germinales son muy radiosensibles (Riemann y Flint, 1967) y un individuo
puede resultar estéril debido al dafno causado en el ADN de estas células
(Dohino y Tanabe, 1994).

En el caso particular de Lepidoptera, la espermatogénesis del esperma
eupireno es altamente sensible a las radiaciones ionizantes (Friedlander,
1997). Por lo tanto, es razonable que se produzcan reordenamientos nucleares
en los euespermatozoides luego de la irradiacion. La morfologia de la cabeza
de los espermatozoides esta determinada por patrones especificos de
agregacion de la cromatina (Bao y Dolder 1991). Debido a la generacién de
rearreglos cromosémicos provocados por la radiacion, la morfologia de la
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cabeza de los espermatozoides se altera y esto, a su vez, determina que los
espermatozoides se distribuyan de una forma anémala dentro del paquete, lo
cual ha sido descripto en distintas especies de lepidopteros irradiados
(Carpenter et al., 2009). Este tipo de alteraciones en los espermatozoides
podria explicar la observacién de los paquetes eupirenos deformes en los
machos de T. absoluta.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la distribucion del
esperma dentro del paquete en los machos irradiados fue muy variable y
desorganizada en comparacién con machos controles. Esta caracteristica es
aun mas notable en los individuos de la F1. Estos resultados son consistentes
con los hallazgos de Carabajal Paladino et al. (2016), quienes observaron que
individuos irradiados con dosis de radiacion X equivalente a 100, 150, 200 y
250 Gy mostraron diferencias en la morfologia de los paquetes y en el esperma
eupireno. Por otra parte, Tothova y Marec (2001), sefialaron que varios tipos de
translocaciones cromosémicas generan gametos genéticamente
desequilibrados en la progenie F4 proveniente de padres irradiados en
E. kuehniella. Carpenter et al. (2009), analizando los paquetes de
espermatozoides de 6 especies de lepidopteros la polilla de la manzana
(C. pomonella); |la polilla sudamericana del cactus (C. cactorum); |a polilla dorso
de diamante (P. xylostella); la polilla pintada de la manzana (7. anartoides), la
isoca de la espiga (H. zea) y el cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda
(Walker) (Lepidoptera: Noctuidae)), mostraron una disposicion ordenada y
agrupada de los espermatozoides en uno de los extremos del paquete, lo cual
es una caracteristica de los individuos no irradiados. Por otra parte, observaron
que los machos F1 (estériles) de padres irradiados se pueden distinguir de los
machos fértiles en funcién de la homogeneidad de la tincidén de los paquetes de
esperma eupireno independientemente de la familia evaluada. Del mismo
modo, las diferencias observadas en la morfologia de los paquetes de esperma
y en la distribucion de los espermatozoides dentro del paquete en los machos
irradiados de T. absoluta y su progenie F1 podrian ser utilizadas para
diferenciar el origen de polillas atrapadas en las trampas de monitoreo en
programas de liberacion de polillas estériles. La limitante que presenta esta
técnica del analisis de paquetes de esperma y esperma individual es que no
puede utilizarse con polilas muertas recolectadas en las trampas que se
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encuentran en malas condiciones ya que no es posible procesar las génadas
para colectar el esperma (Carpenter et al., 2009).

Otra herramienta alternativa que no depende de las condiciones en la
que se encuentra la polilla en la trampa, puede ser el uso de marcadores
moleculares, esto es, segmentos de ADN que permiten identificar variaciones
entre individuos y determinar su diversidad genética. Varias metodologias se
han utilizado siendo las mas comunes: la amplificacién aleatoria de ADN
polimérfico (RAPD), los polimorfismos en la longitud de fragmentos
amplificados (AFLP), las secuencias simples repetidas (SSR) y los
polimorfismo de nucleétido unico (SNP) (Njambere et al., 2010). Cefiis et al.
(1993) afirmaron que la amplificacién aleatoria de ADN polimérfico - reaccién
en cadena de la polimerasa (RAPD-PCR) era una opcion factible para
diferenciar especies dentro del género Aphis (Hemipteros: Aphididae). Del
mismo modo, Zaghloul (2004) estudié los patrones de fragmentos amplificados
por PCR de los colebépteros Callosobruchus maculatus de ambos sexos
irradiados y normales demostrando la aparicion de algunas bandas adicionales
y la desaparicion de otras como resultado de la irradiacion, atribuyéndolo al
mecanismo de reparacién que se produce en el ADN dafado. Rizk y Mikhaiel
(2008) estudiaron los patrones de fragmentos amplificados de ADN de padres
machos adultos y machos F1 de S.cerealella y demostraron que la exposicion a
la radiacion gamma provocaba muy frecuentemente la apariciéon de algunas
bandas extra y deficiencia de otras, asi como la similitud en los patrones de
ADN entre insectos normales. Similares resultados fueron obtenidos por
Abulyasid et al. (2007) en S. littoralis y Abd-ElAziz y Haiba (2008) en
P. operculella.

Estas variaciones en los patrones de los fragmentos amplificados entre
los individuos irradiados y su descendencia y especimenes normales son
dependientes del primer utilizado, de la dosis, del tipo de radiacién y de la
especie de insecto. En esta tesis, la utilizacion de cinco primers permitié
amplificar y analizar los tamafos de diferentes fragmentos de ADN
provenientes de adultos de polilla del tomate no tratados y de individuos
tratados y su descendencia. Particularmente, el empleo de los primers OP-H9 y
OP-A8 indicé un alto grado de polimorfismo entre los tres grupos con lo cual se

podria usar como método de identificacion de los insectos irradiados liberados
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y de su descendencia F1. La aparicion de nuevas bandas en los insectos
irradiados o de la F1 puede ser debida a rearreglos cromosémicos o
mutaciones que generaron nuevos sitios complementarios a los primers
utilizados.

El uso de la técnica de la PCR-RADP se presenta como una alternativa
factible de utilizar respecto del analisis espermatico en el caso de polillas que
no se encuentren en buenas condiciones de preservacion. Estos métodos
podrian determinar directamente el origen/historial de la polilla atrapada en las
trampas dentro de un programa de EH y podrian adaptarse para otras plagas
de lepidopteros a ser utilizadas en programas de control de plagas a través del

uso de esta técnica.

4.5. CONCLUSION

La radiacibn gamma provoca un aumento en la proporcion de
euespermatozoides anormales en los individuos irradiados y en sus
descendientes. El analisis morfolégico de los paquetes de esperma y del
esperma individual permite distinguir los machos fértiles normales de los
insectos irradiados y su progenie F1 por la morfologia de los paquetes y por la
disposicion y forma de los nucleos de los euespermatozoides.

La alteracion inducida por la radiacién gamma en adultos de T. absoluta
genera un polimorfismo que puede ser detectado a través de la aparicién y
desapariciéon de algunas bandas en los geles de agarosa a través de la técnica
de RAPD-PCR. La utilizacién de los primer OP-H9 y OP- A8 permitiria detectar
el mayor grado de polimorfismo entre insectos controles, irradiados y sus
descendientes F1.

Debido a que la técnica del analisis morfolégico de los paquetes de
esperma y el esperma tiene un uso limitado en polillas muertas que se
encuentran en un estado importante de deterioro, se propone como método
méas adecuado el analisis del polimorfismo del ADN mediante la técnica
RAPD-PCR, siendo los primers recomendados el OP-H9 y el OP- A8.
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CONCLUSIONES GENERALES

Pese al uso de insecticidas de amplio espectro para controlar muchas
plagas de insectos de importancia agropecuaria, los dafios provocados por
ellas antes o después de la cosecha contribuyen significativamente a la pérdida
de alimentos en el mundo. Por lo tanto, se necesitan tacticas y estrategias
nuevas e innovadoras para el control de plagas que sean efectivas vy
ambientalmente no perjudiciales. Como parte del conjunto de tacticas de
control respetuosas con el ambiente, la EH ha demostrado ser una herramienta

muy eficaz contra diversas plagas de insectos.

La presente tesis ha contribuido con la generacién de conocimientos
acerca del efecto de la radiacibn gamma sobre parametros biolégicos de
T. absoluta, siendo este un aporte de base para el desarrollo de la EH.
Asimismo, se ha probado la capacidad de esta técnica de suprimir poblaciones
silvestres de la polilla en condiciones semicontroladas mediante el uso de
jaulas en invernaculo. Por otra parte, se generd informacion sobre métodos de
identificaciébn de insectos irradiados y sus descendientes, lo cual es
fundamental para evaluar la efectividad de la EH a campo. Todas estas
contribuciones son de importancia para evaluar a futuro el uso de la EH para el
control de la polilla del tomate en cultivos comerciales en invernaculo y a

campo.

Los resultados alcanzados permiten llegar a las siguientes conclusiones

generales:

- La aplicacién de radiacion gamma sobre adultos de T. absoluta puede
ser utilizada para generar Esterilidad Heredada (EH).

- Un rango de temperaturas de 2 a 5 °C es adecuado para la
conservacion y manipuleo de los adultos en el proceso de irradiacion.

- La exposicion de los adultos de T. absoluta a una dosis de radiacién
gamma de 150 Gy, tasa de dosis de 36 Gy/min y uniformidad de dosis
(UD) de 1.1, permite obtener hembras totalmente estériles y machos
parcialmente estériles con capacidad competitiva para la dispersion y la

copula en relacién con los machos no irradiados.
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Los individuos irradiados y sus descendientes son capaces de provocar
una disminucién en el tamafio poblacional de polillas de T. absoluta sin
irradiar a través del tiempo.

La diferencia observada en la morfologia y distribucién de los
espermatozoides de T. absoluta entre machos irradiados y su progenie
F1 respecto de machos normales puede ser utilizada para diferenciar el
origen de polillas atrapadas en las trampas de monitoreo en programas
de liberacién de polillas estériles. Sin embargo, esta metodologia tiene
un uso limitado puesto que solo podria aplicarse a especimenes en buen
estado de conservacion.

El andlisis del polimorfismo del ADN hallado entre individuos irradiados,
sus descendientes y normales mediante el uso de la técnica de la PCR-
RADP se presenta como una alternativa factible de utilizar en el caso de
polillas que no se encuentren en buenas condiciones de preservacion.
Estos métodos podrian determinar directamente el origen/historial de la
polilla atrapada en las trampas dentro de un programa de EH y podrian
adaptarse para otras plagas de lepidopteros a ser utilizadas en

programas de control de plagas a través del uso de la EH.
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